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RESUMO

O virus de Epstein Barr (EBV) é o agente causador da mononucleose
infecciosa e esta associado com varias desordens proliferativas malignas tais
como: linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin e linfomas ndo Hodgkin. Um total
de 118 casos de linfomas diagnosticados no Hospital Ofir Loyola no periodo de
1996 e 2005 foram analisados no Instituto Evandro Chagas, Ananindeua,
Brasil; com o objetivo de detectar o genoma do EBV mediante a identificacao
dos genes EBER 1 e EBNA1 em casos de doenga de Hodgkin. Os espécimes
parafinizados foram analisados por hibridizagao in situ (gene EBER 1) e PCR
em tempo real (EBNA 1). Do total, 61% (72/118) dos pacientes eram do sexo
masculino e 39% (46/118) do sexo feminino com faixa etaria variando entre 3-
98 anos. Sessenta e cinco (55%) foram diagnosticados como doenga de
Hodgkin e cinquenta e trés (45%) como linfomas nao-Hodgkin. O EBV foi
identificado nas células Reed Sternberg e variantes em 76,9% (50/65) dos
casos de linfoma de Hodgkin com idade média de 28,3 anos (variagdo, 2-84
anos). Os subtipos histolégicos de casos EBV-positivos foram o seguinte:
esclerose nodular em 50% (25/50), celularidade mista em 28% (14/50),
deplecgao linfocitaria em 14% (7/50) e predominéncia linfocitaria em 8% (4/50).
O DNA do EBYV foi detectado em 53% (26/49) com um coeficiente de regresséo
para a curva padrao de 0,99. Este estudo foi a primeira descricao do virus de
Epstein Barr em casos de doenca de Hodgkin na regidao Norte do Brasil;
reforcando a hipotese de que o EBV seja um co-fator no processo de
transformacdo neoplasica em conjunto com a predisposicdo genética e
imunidade do paciente, justificando a condugédo de estudos posteriores a nivel

molecular.



15

ABSTRACT

EBV is the causative agent of infectious mononucleosis and is associated with
several malignant proliferative disorders such as Burkitt's lymphoma, Hodgkin’s
lymphoma, some B and T cell non-Hodgkin’s lymphomas. A total of 118 cases
of lymphomas diagnosed between 1996 and 2005 were obtained from Instituto
Ofir Loyola and analyzed at the Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, Brazil.
The main objective of the study was to assess the association of Hodgkin’s
disease subtypes with sex, age, geographic origin and to determine the
prevalence of EBER 1 gene and EBNA 1 gene in cases of Hodgkin’s disease.
The EBV antigens using EBER 1 probe in situ hybridization (HIS) and real time
quantitative PCR EBV DNA were detected in forty-nine and which were
compared with HIS. From the total were obtained 61% (72/118) were male and
39% (46/118) female; patient age ranged from 3 to 98 years. Sixty-five (55%)
were diagnosed as having Hodgkin's disease and fifty-three (45%) were non-
Hodgkin’s malignant lymphomas. EBV was identified in the Reed-Sternberg
cells and variants in 77% (50/65) of Hodgkin’s disease cases, the median age
were 28.3 years (range, 2-84). The histologic subtypes of EBV-positive cases
were as follows: nodular sclerosis in 50% (25/50), mixed cellularity in 28%
(14/50), lymphocyte depletion in 14% (7/50) and lymphocyte predominance in
8% (4/50). We detected EBV DNA in 53% (26/49) with a coefficient of
regression for the standard curve of a minimum of 0.99. These results were the
first demonstration of the role of Epstein Barr virus in cases of Hodgkin
diseases in northern Brazil and are consistent with the hypothesis that the
presence of EBV during neoplasic transformation could be are additional co-
factor acting together with both genetic predisposition and immunity of the
patient. Further and broader studies are needed in the Amazon region to clarify

the relationship between EBV and Hodgkin’s disease.



16

1 INTRODUGAO

1.1 VIRUS DE EPSTEIN BARR

Entre os agentes virais associados a processos neoplasicos, destaca-
se o virus de Epstein Barr (EBV), pertencente a familia Herpesviridae, subfamilia
Gammaherpesvirinae, sendo o unico representante desta subfamilia que tem
particularidade em infectar humanos (Gratama & Ernberg,1995). O EBV é o
agente etiologico da mononucleose infecciosa; doenga linfoproliferativa de

evolucdo aguda, descrita no final do século XIX como febre ganglionar aguda.
1.1.1 Breve histérico

Em 1920, Sprunt & Evans, designaram o termo mononucleose
infecciosa para o curso clinico com regressdo espontanea de um caso de
leucemia aguda com presencga de células blasticas; no mesmo periodo Downey
identificou as alteragbes morfologicas nos linfécitos; e posteriormente, em 1932,
Paul e Bunnell observaram que os anticorpos humanos se aglutinavam as
hemacias de outras espécies animais — anticorpos heterdfilos — permitindo

elevada precisao diagnéstica (Rickinson & Kieff, 2007).

No final dos anos 1950 foi descrito pela primeira vez um linfoma que

incidia principalmente em criancas em certas regides na Africa (Burkitt, 1958).

O EBV foi originalmente descrito por Epstein e colaboradores (1964) a
partir de investigagdes realizadas em cultivo in vitro de amostras suspeitas de
linfomas enviadas por Burkitt, nos quais através da microscopia eletrénica, foi
possivel identificar a presenca de um virus com morfologia tipica dos virus do

grupo Herpes.
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Coube a Henle & Henle (1966) a utilizacdo da técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFI) nos primeiros estudos soroepidemiolégicos com
EBV. Em 1968, com base no soroconversdo, esses autores descreveram a
associacao do virus a mononucleose infecciosa, achado que, posteriormente,

seria confirmado por outros estudos (Candeias & Pereira, 1970; Wolf et al., 1984).

Segundo relato de Henle e colaboradores (1969) o EBV foi identificado
como sendo o agente etiolégico da mononucleose infecciosa, doenga que
apresenta como manifestagdes clinicas principais: febre, faringite e
linfadenomegalia. Quanto ao periodo de incubagao, Rickinson & Kieff (2007)
descreveram que este pode variar de quatro a seis semanas antes do
aparecimento dos sintomas clinicos da infeccdo primaria e que a transmissao
ocorre, geralmente, pelo contato direto com as secregbes de orofaringe ou
indiretamente por manipulagdo de objetos pessoais contaminados pelo agente

viral.

Estudos prévios em paises industrializados mostraram que a infecgao
primaria pelo EBV geralmente se manifesta na adolescéncia; e quando ocorre na

fase adulta, pode cursar como uma doenca proliferativa (Evans, 1972).
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Os virus da familia Herpesviridae — Herpes simplex (HSV-1 e HSV-2)
Varicela-zéster (HHV-3), EBV (HHV-4), Citomegalovirus (HHV-5) e outros — tém
em comum, entre si, a capacidade de causar a infecgdo primaria, € permanecer
latente e assim reativar e/ou induzir a formagéo de tumores (Rickinson & Kieff,

2007)

Investigagdes realizadas por diversos autores demonstram que o EBV
pode ser transmitido por transfusdo sanguinea (Gratama & Ernberg, 1995), assim
como, por transplante de érgaos (Crawford, 2001) e secregbes genitais (Crawford

et al., 2002).

Apesar das manifestacbes clinicas do EBV em geral serem
autolimitadas, pode também ocorrer infeccdo latente que sucede a infecgao

primaria, persistindo durante a vida do individuo.

Esses agentes virais sdo incriminados como responsaveis por diversas
desordens linfoproliferativas: em poés-transplantados (Cen et al., 1991; Kenagy et
al., 1995; Khanna et al., 1995; Green et al. 1996; Rezk & Weiss, 2007); nas
neoplasias epiteliais severas tais como: o Linfoma de Burkitt (LB) africano (Henle
et al., 1969); no carcinoma de nasofaringe (Raab-Traub, 1992; Busson et al.,
2004); e nas desordens em individuos imunocomprometidos (Thomas et al., 1991)
com predominancia do tipo 2 ou co-infecgdo pelos tipos 1 e 2 (Sculley et al.,

1990).
1.1.2 Morfologia e organizagao genémica

A particula viral extracelular possui didmetro de cerca de 150-180

nanémetros (nm). Esta cercada por um envelope que contém projecoes
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glicoproteicas externas, de cerca de 8 nm de comprimento (Figura 1). O
nucleocapsideo icosaédrico tem 162 capsémeros e abriga um genoma viral de
DNA de aproximadamente 172 mil pares de bases (pb), com 60% do seu total
composto de guanina e citosina; que codificam aproximadamente 100 proteinas

virais (Baer et. al., 1984; Cruchley et al., 1997; Rickinson & Kieff, 2007).

capsideo
tegumento
core
envelope
projecoes
glicoproteicas

Figura 1 — Representagcdo esquematica tridimensional dos Herpesvirus. (Adaptado de
www.spectrosciences.com)

O genoma do EBV foi delimitado em regides estabelecidas com base na
posicdo dos fragmentos no mapa de restrigio da endonuclease BamHI
(Bacillus amyloliquefaciens H). Conforme ilustrado na Figura 2, observa-se a
representacéo de multiplas regides de repeticdes terminais (Terminal repeats,
TR) e varias sequéncias de DNA com atividade de codificagdo de 6 a 12
sequéncias, que servem para dividir o genoma em dominios sequenciais
longos e curtos, contendo aproximadamente 500 pb de comprimento no final de

cada molécula.
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Figura 2 — Representacdo da estrutura do genoma do EBV. Cinco dominios compdem a
sequéncia unica (U1-U5) com sequiéncias diretas de repeticbes nas extremidades (TR) e
sequéncias de repeticbes internas (IR1- IR4). DL = delegéo (Adaptado de Fields, 2007).

No interior da célula infectada, o genoma permanece circularizado por
mecanismo que envolve associagdes ou recombinagbes homdlogas nas regides de
TR em ambas as extremidades da molécula. A sequéncia U1 (Unica) de 15 pb possui
arranjos de repeticdes em cadeia de 3.071 pb designada de IR1, com variagao de 6,6

a 12 copias por cepa viral.

A sequéncia curta U2 de certas cepas do EBV podem apresentar delecoes,
perdendo entdo a capacidade de transformar linfocitos. Outras regides como a IR2 e
IR4 apresentam sequéncia de repeticdes de 123 pb e 103 pb, respectivamente

(Delecluse & Hammerschmidt, 2000).

De acordo com Rickinson & Kieff (2007) a regido IR3 de 700 pb localizada na
regiao central do genoma, € a unica sequéncia de DNA com repeticdo de GGG GCA

GGA que codifica a proteina EBNA-2.
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1.1.3 Diversidade genética do EBV

Dois tipos de EBV ja foram isolados e caracterizados, inicialmente
designados A e B com base na expressdo de sequéncia génica e habilidade de

transformacao do linfécito B infectado (Strauss et al., 1992).

Posteriormente, outros autores propuseram uma nova classificacao
denominando-os de tipos 1 € 2 com base na nomenclatura dos herpesvirus. A
diferenca entre as sequéncias que codificam os Antigenos Nucleares do EBV (EBNA
2, 3A, 3B e 3C) permitem a identificacéo de diferentes gendtipos com caracteristicas

epidemioldgicas distintas (Cohen, 2000).

O EBV tipo 1 ocorre nas regides ocidentais e o tipo 2, € mais
frequentemente descrito na Africa. O isolamento viral em amostras oriundas de
individuos portadores assintomaticos tem demonstrado que o tipo 1 € mais prevalente
apresentando taxas depositividade de até 90% nos individuos pesquisados (Yao et
al., 1991, 1998; Gratama et al., 1995).

Boyle e colaboradores (1993) referem que em pacientes
imunocomprometidos com doenga de Hodgkin foi verificada a predominancia do EBV
tipo 2. Outras investigagdes envolvendo pacientes com imunossupressao de células
T e HIV positivos tém demonstrado que o EBV 2 é mais frequente nesses grupos

(Sculley et al., 1990; Buisson et al., 1994; Yao et al., 1996a, 1996b, 1998).
1.1.4 Fisiopatologia

Biologicamente, os sorotipos de EBV tém a fung&o de ativador celular,
transformando in vitro os linfocitos B em linhagens celulares indefinidas. A

adsorcéo do virus a célula susceptivel ocorre via receptor complementar C3d
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(CR2 ou CD21) na superficie celular. Para isso € necessaria a expressao da
glicoproteina GP 350 de 120 kilodaltons (KDa) para que ocorra a infeccao dos
linfocitos B e das células epiteliais (Sixbey et al., 1983). Segundo Murray & Young
(2000), o EBV possui tropismo para linfocitos B e células epiteliais, podendo

coexistir na forma latente e replicativa ou litica.

A transmissdao do EBV na fase aguda da doenga ocorre por via oral,
atingindo primeiramente as células epiteliais da orofaringe e das glandulas salivares,
e, posteriormente, os linfécitos B — células-alvo do virus (Torley-Lawson & Gross,
2004). A infeccdo ocorre, exclusivamente, em células do sistema linforeticular

humano, caracterizando-se a infecgao conforme o tipo de célula infectada.

A fixacdo e penetracdo no linfocito B sdo facilitadas pela
glicoproteina do envelope viral denominada de GP 350; que se liga ao receptor
CD 21 (molécula de superficie da célula B), que por endocitose interioriza a
particula viral (Cohen, 2000; Young & Rinckinson, 2004).

O EBV pode ser capaz de infectar populagdes de linfécitos B auto-
reativos, perpetuando sua presenga em tais células, além de causar sua
expansdo mediante a inducdo de proliferacéo e diferenciacao celular. Torley-
Lawson (2001) descreve que geralmente os linfécitos T citotdxicos s&o capazes
de eliminar linfécitos B infectados pelo EBV, durante o processo de replicacéo
celular. A persisténcia de linfocitos B infectados pelo EBV, bem como a
presenca de linfécitos T auto-reativos poderia decorrer de uma falha no
mecanismo de apoptose.

Van Parijs & Abbas, (1996) reforcam que o sistema Fas/Fas-ligante € um

mecanismo para manutencao da tolerancia periférica, ou seja, que é capaz de
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induzir apoptose em linfécitos anormais presentes na circulagao. Os linfécitos B
infectados pelo EBV geralmente ndo sao destruidos por linfocitos T e por
células Natural Killer (NK) podendo permanecer em repouso ou replicar, sem
serem eliminados por meio destas células. E provavel que a regulacdo negativa
da proteina classe | do complexo principal de histocompatibilidade ou MHC nas
células infectadas, seja um dos principais responsaveis pelo mecanismo de

escape de sua destruicao (LI et al., 1995)

Apds a penetragéo do virus a célula segue a ocorréncia de duas possiveis
formas de infeccdo denominadas de infecgéo litica e infeccao latente (Rickinson &

Kieff, 2007).
1.1.4.1 Infeccao litica

Durante o processo litico o DNA do EBV incorpora-se ao genoma do
linfécito, sendo transcrito e replicado no nucleo. O primeiro gene a ser expresso
€ o BZLF (Left-ward open reading frame 1, BamH| Z) que age como gatilho
para a replicacdo viral o que resulta na producdo de outras proteinas como
BHRF1 (Right-ward open reading frame 1, BamHI), que €& responsavel pela
producdo da enzimas DNA-polimerase e timidina-quinase. Outras proteinas
sdo produzidas, tais como os antigenos do capsideo viral (Capsid viral antigen,
VCA), antigenos precoces (Early antigen, EA) capazes de romper células
latentemente infectadas pelo EBV e iniciar a replicagao viral litica (Rickinson &

Kieff, 2007).

Apoés 24 horas da infecgdo do linfocito pelo EBV é possivel detectar

in vivo a presencga de anticorpos para os antigenos EA e VCA.
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Portanto, o ciclo litico € caracterizado por intensa transcricdo e

replicacédo de DNA, e pela produgao de proteinas conforme Figura 3.

Infecgdo Litica

Transcrigao e replicagdo

Figura 3 — Produtos da infecgdo pelo EBV na célula humana, expressado de BZLF-1 (Zebra) no
ciclo litico. (Fonte: http://www.scielo.br.).

1.1.4.2 Infecgao latente

Apds a infecgao inicial, o DNA do EBV permanece no nucleo do
linfocito como DNA epissomal, circular. Em infeccbes in vitro ocorre a
transformacao dos linfécitos B em linhagens linfoblasticas de crescimento

permanente com expressao de cerca de dez genes do ciclo latente:

a) seis proteinas de antigenos nucleares EB (EB Nuclear
antigen; EBNA) EBNA 1, EBNA 2, EBNA 3A, 3B, 3C e

LP;
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b) duas proteinas de membrana latente (Latent membrane

protein, LMP) LMP 1e 2; e

c) duas pequenas sequéncias de RNA nao traduzidas
(Epstein Barr encoded RNA, EBER) EBER 1 e EBER 2,

sendo também expressas no ciclo litico.

Esses produtos virais segundo Kieff & Rickinson (2007) mantém a
laténcia e estimulam o linfécito em repouso a se proliferar constantemente

(Figura 4).

Infecgdo Latente

DNA Epissomal
EBNAs (6)

Antigenos nucleares

LMP (2)

Proteina de membrana latente

Imortalizagdo .

Auséncia LT citétoxico

EBER (2)

RNA ndo traduzidos

Figura 4 — Produtos da infecgcao pelo EBV na célula humana, produgdo de EBER, EBNA e
LMP na infecgao latente. (Fonte: http://www.scielo.br).
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1.2 VIRUS DE EPSTEIN BARR E CANCER

Em 1997, o EBV foi classificado pelo International Agency for
Research on Cancer (IARC) como um carcendégeno de grau 1 por causar
neoplasia em humanos (Niedobitek et al., 1997).

O genoma viral inserido no DNA da célula hospedeira expressa
aproximadamente 100 genes, dos quais somente dez sdo reconhecidos na
célula B infectada in vitro, sendo estes: dois tipos de RNA, seis proteinas
nucleares, e duas proteinas de membrana. A redugdo dos genes expressos,
durante a laténcia do EBV, nado permite que as células infectadas sejam
reconhecidas por células T citotdxicas, possibilitando a sua permanéncia no
hospedeiro (Cohen, 2000).

As células hospedeiras com infecgdo viral latente induzem a
proliferagdo sem regulagao por reparo celular ou por mecanismo de eliminagao
de células lesadas.

Para que ocorra a transformacdo neoplasica € necessaria a
participacdo de dois grupos de genes: o0s proto-oncogenes e 0s genes
supressores de tumores.

Proto-oncogenes sdo genes normais responsaveis pela codificacéo
de proteinas que intervém na proliferacdo e diferenciacdo celulares e que,
sofrendo mutagbes se transformam em oncogenes responsaveis pela
conversao das células normais em células cancerosas.

A acdo dos oncogenes néo esta totalmente elucidada; observagdes
conduzidas por Wilson e colaboradores (1996) mostraram que a expressao da

proteina EBNA 1 possa atuar como um fator mutagénico. Kenecht e
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colaboradores (2001) demonstraram que as células com infecgao latente pelo
EBV podem perder o controle levando a proliferagdo possivelmente associada
a disfungao do sistema imunoldgico.

Todas as proteinas de expressao latente, com a excegao de EBNA 1
sdo apresentadas pelos antigenos de leucdcitos humanos (Human Leukocyte
Antigens, HLA) e reconhecidas pelas células citotéxicas, contribuindo para a
manutencdo da infeccdo num estado suportavel pelo hospedeiro (Leicht &
Sugden, 2000).

No Linfoma de Burkitt, o virus parece escapar a vigilancia do sistema
imune, expressando apenas o gene EBNA 1, com elevada replicagao
favorecendo a implicagdo do EBV, como um mitdgeno de célula B, que em
alguns individuos com tendéncia a disfuncdo do sistema imune, produz
ativagao policlonal dessas células ou podem originar alteragbes citogenéticas
como as aberragbes celulares. A expressdo da proteina EBNA 2 induz a
ativacao do ciclo replicativo do EBV e sua expressao durante a transformacéao
neoplasica de linfocitos B. Cabe assinalar que a proteina EBNA 3C regula a
transcricdo de genes que possuem funcao regulatéria durante a imortalizagao
dessas células (Subramanian et al., 2002).

Em outro estudo conduzido por Subramanian e colaboradores
(2001) foi relatado que o EBNA 3C inibe a proteina supressora de metastase
NM23, favorecendo a progressao maligna dos casos com metastase associada

ao EBV.
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Na doenca de Hodgkin, o gene do antigeno nuclear 4 do EBV
(EBNA 4) apresenta-se, geralmente, com mutagao sugerindo a participagao
desse virus na etiopatogénia desse linfoma (Chu et al., 2001).

Estudos experimentais em camundongos transgénicos referem que
a indugcdo da proteina de membrana do linfécito (LMP) pode ativar as
moléculas de superficie (CD40) presentes nas células B resultando em
linfomas de células B. A importancia da atuagado oncogénica do EBER, regiao
do genoma que é ativamente transcrita (até 10’ copias por célula) em células
latentemente infectadas, esta relacionada ao bloqueio ou a apoptose celular
(Kulwichit et al. 1998).

A integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira pode
causar também mutagbes somaticas em genes que regulam o ciclo celular,
sobretudo no gene supressor tumoral p53, que quando alterado por mutacgao
favorece o desenvolvimento de neoplasias malignas.

O padrao de laténcia do EBV na doenga de Hodgkin tem sido
associado a expressao dos genes EBER, EBNA 1, LMP 1 e LMP 2 (Loureiro et
al., 2004).

A expressao das proteinas virais do EBV no tecido linféide parece
favorecer o desenvolvimento de diferentes neoplasias, tais como: doenca de
Hodgkin (Elgui de Oliveira et al., 2002; Gandhi et al., 2004; Andersson, 2006),
linfoma de Burkitt (Klumb et al., 2004), carcinoma gastrico (Lopes et al., 2004),
carcinoma de pénis (Elgui de Oliveira et al., 2004) e sindromes
linfoproliferativas de células B e T (Ometto et al., 1997; Liebowitz,1998;

Fachirot et al., 2004).
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No Brasil, no Estado de Sao Paulo, estudando criangas com carcinoma
de nasofaringe, Paes e colaboradores (1996) observaram a presenga do
marcador presente no antigeno LMP-1 (proteina de membrana do linfocito - LMP)
do EBV — em percentuais de 50 a 60% — nas células tumorais que foram

identificadas através de estudo imunohistoquimico.

Bacchi e colaboradores (1996), utilizando a técnica de hibridizagao in
situ (HIS) demonstraram a associagcao do EBV com o linfoma do Sistema Nervoso
Central (SNC) em 25% dos pacientes imunodeprimidos, correspondendo a 3/12

casos analisados.

No que concerne especificamente a participagdo do EBV na doencga de
Hodgkin (DH) merece destaque os achados prévios de Weiss e colaboradores
(1991) que demonstraram através da HIS e da reagdo em cadeia mediada pela
polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) a presenga do EBV em
aproximadamente, 50% dos casos de doenga de Hodgkin em pacientes

imunocompetentes.
1.2.1 Doencga de Hodgkin

Os linfomas sdo neoplasias do sistema imunitario que tem origem,
geralmente, em linfécitos que afetam os tecidos linféides através do
desenvolvimento de massas tumorais. Duas categorias principais indicam sua

divisdo em linfomas de Hodgkin e linfomas nao Hodgkin.

O linfoma de Hodgkin € uma neoplasia linfoproliferativa, descrita em

1832 por Thomas Hodgkin do Guy Hospital de Londres, caracterizada
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histopatologicamente pela presenca de células neoplasicas com variada
morfologia denominadas Reed-Sternberg, RS’ (Hodgkin, 1832).

A classica célula de Reed-Sternberg € uma célula grande, bilobada,
com proeminentes nucléolos eosinofilicos e estd associada a um infiltrado
variavel de linfocitos e células inflamatdrias (Figura 5).

A doencga de Hodgkin tem uma caracteristica distribuigdo bimodal
quanto a idade. Em paises industrializados o pico inicial ocorre por volta dos 20
anos e o segundo pico por volta dos 50 anos de idade. No Brasil, de acordo
com Abreu (1997) no estado do Ceara, foi registrado casos da doenga na faixa

infanto-juvenil — 10 anos de idade — e na fase adulta em menores de 49 anos.

CELULA D
- HODGKIN

Figura 5 — Células de REED-STERNBERG. Caracterizada por célula binucleada com
nucléolos grandes e eosindfilos, dando o classico aspecto em olho de coruja. (Fonte:
HTTP://anatpat.unicamp.br/lamhemo11.htm).

Todos os subtipos de doengca de Hodgkin apresentam o mesmo
fendtipo, as células H/RS sado positivas para CD 30 (Ber-H2) em

aproximadamente 90% dos casos, para CD 15 (Len-M1) em 85% dos casos,

"Em homenagem aos pesquisadores Carl Sternberg e Dorothy Reed, que reconheceram pela primeira
vez a presencga da célula RS.
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para CD20 em 25% e negativas para EMA (Antigeno Epitelial de Membrana)
CD 45 e CD 43 (Stein et al., 2001).

A classificacao histopatologica de Rye (1966) inclui a ocorréncia de 4
grupos histoldgicos associadas aos subtipos de doenca de Hodgkin (Quadro 1),

segundo Cver, citado por Santiago (2002).

Quadro 1 - Classificagao Histopatolégica segundo RYE, 1966.

Subtipos de Doenga de Hodgkin Caracteristicas Histopatoloégicas

Abundante infiltrado de linfocitos de
aparéncia normal com/sem histidcitos,

Predominancia linfocitaria menos  invasivo;  ocasionalmente
nodular com raras células de Reed-
Sternberg (RS).

Nodulos de infiltrado linféide de
tamanho variavel, separado por feixe
de colagenos e contendo numerosas
células lacunares variante de células
RS.

Esclerose nodular

Infiltrado pleomorfico de eosindfilos,
plamdécitos, histiocitos e linfocitos com
numerosas células RS.

Celularidade mista

Escassez de linfocitos com
numerosas células RS
Deplecao linfocitaria frequentemente de aparéncia bizarra;

pode apresentar fibrose difusa ou
fibras reticulares.

Fonte: http://ioh.medstudents.com.BR/hemato9.htm.

No Brasil, dados estatisticos registram a evolugdo do céncer em

escala progressiva, caracterizando-se como agravo relevante em termos de
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saude publica. Relatos divulgados pelos Dados de Registros de Base
Populacional (RCBP) brasileiros, INCA-Ministério da Saude, informam que,
quanto a localizagdo primaria de cancer no estado do Para, os linfomas
assumem o 5° lugar, sendo apenas precedidos por: i) cancer de colo uterino; ii)
cancer de mama feminino; iii) cancer de prostata; e iv) cancer de estdmago

(Brasil, 2005).

1.3 VIRUS DE EPSTEIN BARR E DOENCA DE HODGKIN

1.3.1 Aspectos epidemiolégicos

Epidemiologicamente, o EBV tem distribuicdo universal, com ampla
dispersao em todas as populagdes ja estudadas, incluindo, mesmo as regides
mais remotas e comunidades isoladas, como das ilhas Aleutas (Tischendorf, et
al., 1970), e os nativos de Nova Guiné (Lang et al., 1977). Outros estudos em
paises desenvolvidos, como Suécia (Svedmyr & Demissie,1968), Estados
Unidos (Henle & Henle, 1967) e Inglaterra (Pereira et al., 1969), assinalam que,
a aquisicdo de anticorpos ocorre mais tardiamente em adolescentes e jovens

em percentuais de 50% nos contingentes populacionais estudados.

Estudos realizados em paises em desenvolvimento de clima tropical
demonstraram prevaléncia de anticorpos anti-EBV com positividade em
criangas na idade pré-escolar com taxas préximas de 100% em Uganda
(Kafuko et al., 1972), indice comparavel ao registrado no Quénia (Henle et al.,

1969).
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No Brasil, investigagcbes realizadas em Sao Paulo registraram
percentuais de positividade que variam entre 60% e 80% em criangas com até
12 anos de idade (Candeias & Pereira, 1970).

Monteiro e colaboradores (1998), demonstraram que pelo menos
70% das amostras de soro analisadas em Belém, Estado do Para,
apresentaram anticorpos IgG para o virus de Epstein Barr, quer em nivel
ambulatorial com taxas — que variaram de 53,8% a 95,6% — quer na
comunidade — 81,1% a 100% — com expressivos indices de soropositividade
mesmo nas faixas etarias mais baixas.

Por outro lado, pesquisas envolvendo populagdes indigenas da
Amazoénia, como Xikrin, Tiriyd, Mekranoyti e Kaxuyana também registraram
elevadas prevaléncias de anticorpos para esse agente, em percentuais que
variam de 77% a 97% da populagdo estudada (Black et al., 1970, 1974;
Monteiro et al., 1995).

No que concerne a associacdo do EBV com a doenga de Hodgkin,
estudo de Weiss e colaboradores (1989) mostraram uma possivel associagcéo
do EBV com a doenga de Hodgkin o que foi confirmado em outros estudos em
que aproximadamente 50% dos casos de doenca de Hodgkin da América do
Norte e Europa foram positivos para o EBV (Weiss et al., 1991; Weiss &
Chang,1996).

Na América do Sul, Quénia e em parte da Asia o EBV tem sido
associado a doenca de Hodgkin em 90% a 100% dos casos (Chang et al.,
1993; Weinreb et al., 1996). Em outras areas ou paises em desenvolvimento

como Honduras, Peru e outros paises da América Hispanica tem sido descrito
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elevada frequéncia do EBV em pacientes com doenga de Hodgkin (Ambinder et

al.,1993; Gulley et al.,1994; Leocini et al., 1996; Silva et al., 2007).

A associagdo do EBV e doengca de Hodgkin podem estar
relacionadas a fatores geograficos e histolégicos. No Brasil, Musacchio e
colaboradores (2006) descreveram que em 91% dos casos examinados foi
possivel identificar por PCR o DNA do EBV no plasma de pacientes com
doenca de Hodgkin em residentes no Rio de Janeiro. Por outro lado, Abreu e
colaboradores (1997) em estudo conduzido na populagao infantil com analise
por hibridizacao in situ e imunohistoquimica (IHQ) demonstraram um provavel
fator patogénico no desenvolvimento da DH infanto-juvenil no Estado do Ceara,
particularmente para o subtipo de celularidade mista. Loureiro e colaboradores
(2004) em estudo retrospectivo identificaram que em 55% das amostras de
tecidos de DH do Rio de Janeiro havia a associagcdo do EBV com a doencga de
Hodgkin analisadas por IHQ mediante a detecgédo de antigenos especificos na

presenca de anticorpos monoclonais para a LMP 1 do EBV.

Recentemente foram descritos varios estudos empregando a técnica
de PCR em tempo real, permitindo avangos significativos na deteccédo e
quantificacao de diferentes genes expressos pelo EBV (Gulley & Tang, 2008;

Perkins et al., 2006).

Segundo o Sistema de Informagdes Ambulatoriais do SUS
(SIA/SUS), Ministério da Saude, a regido Amazoénica registrou 555 casos de
linfomas durante o periodo de 2006 a 2007; sendo ainda ausentes dados
caracterizando a associacdo do EBV com esses processos neoplasicos

malignos na nossa regiao (Brasil, 2007).
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Geral

Deteccao do genoma do virus de Epstein Barr em associagao a casos

de linfomas da regiao Norte do Brasil.
1.4.2 Especificos

a) Determinar o perfil epidemiolégico dos casos de linfoma de Hodgkin
quanto as variaveis: sexo, idade e procedéncia nos casos estudados.

b) Determinar a freqiéncia de positividade do gene EBER 1 do EBV por
hibridizacao in situ por faixa etaria e sexo associados a doenga de
Hodgkin.

c) Determinar a positividade do gene EBER 1 do EBV segundo os
subtipos de doenca de Hodgkin.

d) Determinar a frequéncia de positividade do gene EBNA 1 por PCR em
Tempo Real.

e) Comparar a positividade do gene EBNA 1 por PCR em Tempo Real
com a técnica de hibridizagao in situ para a detec¢ao do gene EBER 1

do EBV.
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2 MATERIAL E METODOS

O projeto deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Evandro Chagas (CEP/IEC) N° 0025/07 em 11 de outubro

de 2007 (Anexo A).

2.1 PACIENTES

Os participantes do estudo foram 118 pacientes de ambos os sexos
com diagndstico histopatologico, confirmado de linfoma que foram
encaminhados ao Departamento de Oncologia do Hospital Ofir Loyola. Os
pacientes residiam em Belém e cidades vizinhas. A partir dos prontuarios dos
pacientes foi possivel a obtencdo dos seguintes dados: idade, sexo e
procedéncia, diagnosticos histopatologicos e provaveis local de infecgao

primaria (Anexo B).

2.2 ESPECIMES BIOLOGICOS

Foram analisados 118 espécimes de tecidos linféides obtidos por
biopsias de pacientes com suspeita clinica de doenga de Hodgkin, pertencentes
ao acervo do Departamento de Patologia do Hospital Ofir Loyola (Hospital de
Referéncia para Cancer na regiao Amazoénica), diagnosticados no periodo de

1996 a 2005.
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2.3 METODOS LABORATORIAIS

2.3.1 Hibridizagao in situ

Os cortes histologicos parafinizados foram analisados pelo
procedimento de HIS para a deteccédo do gene EBER 1 do EBV, utilizando uma
sonda conjugada a fluoresceina, com revelagao por imunofluorescéncia que séao

expressos em células latentemente infectadas.

O teste de HIS é um método especifico para demonstrar a presenca
do EBV nos espécimes bioldgicos obtidos de biopsias. Basicamente, detecta
sequéncias especificas de acidos nucléicos pela formagao de um duplex no
fragmento de acido nucléico de fita simples modificado (sonda) e sua sequéncia

complementar no espécime estudado.
A execucgao da técnica envolve basicamente trés etapas:

a) pré-tratamento — Na qual o procedimento de
desparafinizagao é processado;
b) desnaturagao/hibridizacao; e

c) visualizagdo — em que é realizada uma contra coloragao

especifica, seguida do exame em microscopia de luz.

Todas as recomendagdes e composicdo das solugdes, foram
utiizadas segundo sugestdo e orientagbes contidas nos kit da “Clark

Laboratories™" fabricado no Reino Unido - Inglaterra (Anexo C).
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2.3.1.1 Pré-tratamento

As laminas foram mergulhadas em xilol por duas vezes, com 3
minutos de duragcdo cada. A seguir, processo semelhante foi realizado
utilizando-se etanol a 99% e a 95% e agua destilada. Em seguida, foram
adicionados a cada lamina 100 microlitros (uL) de proteinase K, e incubagao a
37° C por 30 minutos, e depois mergulhadas em agua, etanol a 99% e etanol a

95% por duas vezes por 3 minutos cada.
2.3.1.2 Hibridizagao

Foram adicionados 20 uL da sonda de hibridizagdo sobre as laminas
correspondentes a cada paciente, cobertos com laminulas de 18X18 mm,
evitando-se a formacgao de bolhas. Em seguida, as laminas foram colocadas em
camara umida para incubar em estufa a 37° C por 2 horas.

Posteriormente, as laminas foram lavadas por trés vezes com solugao

de Tris-buffered saline (TBS).
2.3.1.3 Detecgao

Em cada lamina, foram adicionados 100 uL de solugédo bloqueadora
seguindo-se de incubacao de 10 minutos. Posteriormente, foi adicionado soro de
coelho (conjugado Rabbit F(ab’) anti-FFITC/AP) e incubados por 30 minutos. Em
seguida, as laminas foram lavadas por duas vezes com TBS por 3 minutos. As
ldminas depois de incubadas por 5 minutos na solugdo tampao do substrato,
receberam a adicdo de 1 uL de inibidor (Levamisole) para cada mL de enzima
substrato. As laminas foram incubadas a temperatura ambiente sem presenca

de luz por 12 horas. Em seguida, foram lavadas em agua corrente por 5 minutos.
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Finalmente, foi processada a montagem das laminas em resina
sintética e realizada visualizagdo e analise em microscoépio optico (WILD MPS

52, Leica, Suicga).
2.3.2 PCR em Tempo Real

O método determina a quantidade inicial de um produto (DNA)
através do comportamento da cinética de amplificagcado nas diferentes fases ao
longo dos ciclos de uma PCR, ou seja, detecta e quantifica, em tempo real,
acidos nucléicos enquanto sdao amplificados, sem a necessidade de realizar

purificacdo e analises adicionais.

A cinética de amplificacao ¢é divida em 3 fases:

a) fase geométrica: caracterizada por apresentar alta
precisdo na amplicagdo do numero de moléculas da
reacao;

b) fase linear: na qual a taxa de produgao de novas cadeias
de DNA via PCR passa gradualmente de uma
progressao geometrica para progressao linear;

c) fase de platd: em que a eficiéncia de amplificagao cai
drasticamente para niveis insignificantes, com baixa ou

nenhuma produg¢ao de novas moléculas de DNA,;
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2.3.2.1 Pré-tratamento das amostras de tecido fixado em parafina

a)

b)

d)

f)

g)

h)

colocar em um microtubo de 1,5 mL, a por¢ao de 5 cortes

de tecidos, obtidos com microtomo de tecido de
aproximadamente 10 um;
adicionar 1 mL de n-octano ou xilol;

agitar constantemente em agitador mecanico por 30

minutos a 56°C;

centrifugar em microcentrifuga a 14.000 rpm durante 5

minutos;

remover cuidadosamente o sobrenadante e descarta-lo,

sem tocar no sedimento.
adicionar banho com:
= 1 mL de etanol (ETOH) a 100%;

= 1 mL de alcool (95%) ambos a temperatura

ambiente;
= 2 banhos com agua deodonizada

centrifugar em microcentrifuga a 14.000 rpm durante 5

minutos;

remover cuidadosamente o sobrenadante e descarta-lo,

sem tocar no precipitado; e

deixar evaporar o sedimento por 12 horas.
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2.3.2.2 Extragao do DNA

Apos o processo de desparafinizacdo foi realizada a digestao

enzimatica com proteinase K (200 ug/mL) a 56°C, durante 20 minutos.

Depois foi realizada a extracdo do acido desoxirribonucléico (DNA)

pelo método fenol-cloroférmio preconizado por Maniats e colaboradores (1989),

seguindo-se as seguintes etapas:

a)

b)

foram adicionadas as amostras: fenol saturado (1 volume
da amostra para 1 volume de Fenol), homogeneizando-
se a solugdo durante 10 segundos em agitador de tubos
do tipo vortex. Em seguida, o material foi submetido a
centrifugacédo por 10 minutos a 13.000 rotagbes por

minuto (rpm);

a fase aquosa (superior) foi transferida para um tubo ao
qual se acrescentou cloroférmio/alcool isoamilico (na
propor¢ao 1:1), agitando-se por 10 minutos, tendo em
seguida sido submetida a uma nova centrifugagdo a
13.000 rpm por 3 minutos. A fase aquosa obtida foi

novamente transferida para outro tubo;

nesse tubo, para precipitacdo do DNA foi adicionado
acetato de sédio 3M, pH 6,0 (10% do volume da amostra)
e etanol absoluto gelado (2,5 X o volume da amostra),

misturando-se o conteudo por inversdo. Posteriormente,



d)

f)
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o tubo foi incubado em um freezer a temperatura de -

70°C, durante 2 horas;

a seguir, o material foi centrifugado por 20 minutos a 4°C.
O etanol foi separado do sedimento (DNA) por aspiragcao

com auxilio de uma pipeta;

o sedimento foi seco em bomba de vacuo e resuspenso
em 50 uL de tampéo TE (10mM Tris-HCI, pH 7,4; 1 mM

EDTA); e

o DNA foi mantido em freezer a -20°C até seu

processamento.

2.3.2.3 Identificagdo do gene EBNA 1 por PCR em Tempo Real

a)

b)

d)

antes de iniciar é necessario, retirar e descongelar os

tubos com as amostras de que serao analisadas;

os tubos contendo AmpliMaster, AmpliMIx e AmpliProbe
foram descongelados, centrifugados por 30 segundos e

mantidos em gelo seco;

foram transferidos 100 uL de AmpliMIX e 100 uL do
AmpliProbe para o tubo contendo 100 uL de AmpliMaster;

que foi agitado por vortex e centrifugado por 5 minutos;

foram transferidos 20 uL da reagao obtida (AmpliMix,

Ampliprobe e Amplimaster) para cada orificio da placa de
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reacao de amplificacdo conforme protocolo especifico do

teste.
e) adicionou-se 5 uL do DNA extraido.
f) como controle negativo foi adicionado 5 uL de Agua.

g) acrescentou-se 5 uL de AmpliStandard com 10°, 10%, 10°,

10? de copias;

h) para a obtencao da curva padrao foi preparada uma série
de reagdes usando DNA que codifica a proteina EBNA 1

(copias nas quantidades 10> 10*, 10°,10?).

i) a placa de amplificagao foi lacrada com lamina adesiva de

amplificacao.

j) colocou-se a placa de amplificagdo no termociclador
Applied Biosystems ABI PRISM™ (Applied Biosystems,
CA, US) da série 7000 sendo programado para utilizar

placas com 96 orificios.

Para a analise do gene que codifica a proteina EBNA 1 do EBV e o
gene da betaglobina humana foram empregados uma mistura de sondas
fluorescentes marcadas com Fluordfilos FAM e VIC e bloqueada por um grupo

MGB-NFQ, respectivamente.
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2.3.2.3.1 Interpretagdo dos resultados

O valor de fluorescéncia emitido pela sonda especifica para o EBV
nas reagdes de amplificacdo dos quatro DNA padrdao foram utilizados para

calcular a curva padrao (Standard Curve) da sessao de amplificacao.

O valor limiar (Threshold) de fluorescéncia do controle negativo do
EBV no teste foi indeterminado validando a detecgdo dos espécimes

pesquisados.

Este experimento foi utilizado para a dosagem quantitativa de
moléculas de DNA do gene que codifica a proteina EBNA 1 de EBV para
reacdes de amplificagao correspondentes aos genomas equivalentes por reagao

entre 1.000.000 e 10 copias.

Foram realizados quarenta e cinco ciclos de amplificacdo para as

etapas de desnaturagao, anelamento e alongamento descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Fases de amplificagdes para a quantificagdo do gene EBNA1 do EBV.

Fases Temperaturas Tempo
Descontaminacéao 50° 2 min

95° 10 min

Desnaturacéo / anelamento 95° 15 seg
60° 1 min
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As médias dos valores do CT (Cycle Threshold) de cada reacgao
resultaram em uma curva padrao (valor de CT pelo n° de cdpias virais), com
coeficiente de correlacéo linear (R?) no valor de 0,99 a 1,00, como parametro
de validacao do teste segundo Kit de Real Time PCR (Nanogen Advanced

Diagnostics).
2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram processados, essencialmente, com o recurso do
Software EPI INFO/versdo 6.0 (Centers for Disease Control and Prevention -
CDC - Atlanta, Georgia, EUA) e BioEstat 5.0. (Ayres et al., 2007). As médias
aritméticas, desvios padrées e medianas dos grupos amostrais foram estimados

para as diferentes categorias analisadas.

— A comparagao entre idade, diagndstico e prevaléncia dos tipos
de linfomas foi realizada utilizando-se o teste t de Student e
os valores de p menores que 0,05 no intervalo de confianga

de 95% foram considerados estatisticamente significantes.

— As comparagbes das variaveis entre os grupos de pacientes
com doenga de Hodgkin foram estimadas utilizando-se o teste

exato de Fisher.
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3 RESULTADOS

Foram analisadas 118 amostras de tecido linfoide (blocos
parafinados) pelo procedimento de HIS, com idade dos pacientes variando de 2
a 98 anos (média de 34,3 anos). Quanto a distribuicdo por sexo, 72 (61%)
pacientes pertenciam ao sexo masculino e 46 (39%) ao feminino, perfazendo

uma razao masculino:feminino de 1,56:1 (Figura 6).

FEMININO
3%

o

Figura 6 — Distribuicdo por sexo dos casos de linfomas diagnosticados no periodo de 1996 a
2005.

Quanto a procedéncia dos casos de Ilinfomas analisados,
registramos que n&o foi possivel a identificagdo da procedéncia nas fichas
epidemioldgicas de 16 casos o que representou auséncia de informagéo em

13,5% (16/118) dos pesquisados. Dos 102 casos que se identificou a



47

procedéncia 61,8% (63/102) foram procedentes da area metropolitana de
Belém e 24,5% (25/102) de varios municipios do Estado do Para tais como:
Altamira, Primavera, e Santa Barbara com dois casos; Abaetetuba, Benevides,
Benfica, Braganca, Castanhal, Concordia do Para, Irituia, Itaituba, Limoeiro de
Ajuru, Marajoé, Marituba, Mosqueiro, Oeiras do Para, Paragominas, Santa
Izabel, Santarém, Terra Alta, Sdo Felix do Xingu e Vizeu com um caso; sendo
que Ananindeua registrou expressiva taxa com 13,7% (14/102) dos casos

(Figura 7).
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Figura 7 — Procedéncia dos casos de linfomas pesquisados no periodo de 1996 a 2005. Fonte:
Laboratério de Geoprocessamento/IEC/SVS/MS.
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A idade dos pacientes variou de 2 a 98 anos com média de idade de
32,6 anos. As frequéncias de 32,2% (38/118), 19,5% (23/118), 20,3% (24/118)
e 27,9% (33/118) foram observadas para as faixas etarias de 0-15, 16-30, 31-

45 e > 45 anos, respectivamente (Figura 8).

0-15 16-30 31-45 — >45
FAIXA ETARIA (ANOS)

Figura 8 — Distribuicdo dos casos de linfomas (n=118) por faixa etaria no periodo de 1996 a
2005.

O diagndstico histopatologico dos 118 casos foi realizado pelo
Departamento de Patologia do Hospital Ofir Loyola, dos quais 55% (65/118)
foram classificados como doenga de Hodgkin e 45% (53/118) de linfomas nao

Hodgkin (Figura 9).
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'NAO HODGKIN
45%

HODGKIN
55%

Figura 9 — Distribuicdo dos tipos de linfomas diagnosticados (n=118) no Departamento de
Patologia do Hospital Ofir Loyola, no periodo de 1996 a 2005.

Todos os anos da série estudada (1996 a 2005) apresentaram casos
de linfomas. No entanto, a distribuicdo de casos por ano de estudo ndo foi
uniforme. De fato, o ano de 2002 foi o que registrou maior numero de casos
diagnosticados (n=19, 16%) e o ano de 1996 foi o que apresentou menor
numero de casos (n=2, 2%). A distribuicdo completa da série com o numero de

casos diagnosticados por ano de ocorréncia esta apresentada na Figura 10.
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Figura 10 — Distribuigdo dos casos de linfomas (n=118) por ano de diagnéstico no periodo de
1996 a 2005.

3.1 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Quanto ao diagndstico do padréo histopatolégico dos 118 casos
realizado no Departamento de Patologia do HOL, resultou em 53 casos (45%)
diagnosticados como linfoma ndo Hodgkin (Figura 11) dos quais 30 (57%)
foram do sexo masculino. A idade desses pacientes variou de 3 a 98 anos, com

média de idade de 38,2 anos.
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MAS; 30;

Figura 11 — Distribuicdo dos casos de linfoma ndo Hodgkin (n=53) de acordo com o sexo.

A doencga de Hodgkin foi detectada em 55% (65/118) dos tecidos
linféides dos casos analisados (Figura 9). Desse total 42 pacientes (64,6%)

eram do sexo masculino e 23 (35,4%) eram do sexo feminino com uma relagao

M:F de 1,82:1 (Figura 12).

FEMININO
35,4%

Figura 12 — Distribuicdo por sexo dos casos de doenga de Hodgkin diagnosticados no HOL no
periodo de 1996 a 2005.
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A idade dos pacientes (n=65) com diagndstico de doenga de
Hodgkin variou de 2 meses a 84 anos, com media de 28,3 anos e mediana de

5 anos (Figura 13).

‘0-15 16 -30 \ 31-45 > 45
; ) __FAIXA ETARIA (ANOS) ) - )

N

Figura 13 — Distribuigdo por faixa etaria dos casos de doenga de Hodgkin no periodo de 1996
a 2005.

No tocante a distribuicdo dos subtipos histolégicos nos 65 casos
diagnosticados como doenga de Hodgkin estudados no periodo de 1996 a
2005, resultou que para 33 (50,8%) pacientes o padrdo histologico foi de
esclerose nodular, seguindo-se do padrdo de celularidade mista com 17
(26,2%) casos, deplecéo linfocitaria com 10 (15,4%) casos e finalmente, com
menor ocorréncia o padrdo de predominancia linfocitaria com 5 (7,6%) casos

(Figura 14).
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Figura 14 - Distribuigdo dos subtipos de DH diagnosticados no HOL no periodo de 1996 a
2005.

A analise de distribuicdo desses padrdes histolégicos por faixa etaria
nos 65 casos de DH mostrou no global, a ocorréncia maior no grupo etario de 0
a 15 anos com 20 casos e com menor prevaléncia a faixa de idade de maiores
de 45 anos com 12 casos. Sendo que na faixa de 31 a 45 anos nao se
observou casos histolégicos no padrdao de predominancia linfocitaria (Figura

15).
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Figura 15 — Distribuicdo dos subtipos de DH por faixa etaria no periodo de 1996 a 2005. (PL=
Predominancia Linfocitaria; DL= Deplecao Linfocitaria; CM= Celularidade Mista; EN= Esclerose
Nodular).

3.2 IDENTIFICACAO DO GENE EBER 1 DO EBV POR HIBRIDIZAGCAO IN SITU

A frequéncia global de positividade para o gene EBER 1 do EBV nos
linfomas foi de 78,8% (93/118) nos espécimes analisados. O gene EBER 1 do
EBV foi identificado em 81,1% (43/53) dos casos de linfomas ndo Hodgkin e
76,9% (50/65) dos casos de doenca de Hodgkin, o que mostrou n&o resultar
em diferenca estatisticamente significante (>0,05) quanto a presenga do gene

EBER 1 do EBV nos grupos analisados.

Quanto a distribuicdo dos casos de doenga de Hodgkin com gene

EBER 1 do EBYV identificado por sexo, observou-se que 66% (33/50) e 34%
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(17/50) dos investigados pertenciam ao sexo masculino e feminino,
respectivamente; perfazendo uma razdo masculino:feminino de 1,94:1 (Figura

16).

FEM; 34%

B MAS
BFEM

MAS; 66%

Figura 16 — Distribuigdo por sexo dos casos de DH/EBV positivo para o gene EBER 1 do EBV.

As taxas de positividade para o EBV por HIS nas faixas de 0-15, 16-
30, 31-45 e > 45 anos de idade foram de 28% (14/50); 28% (14/50); 26%
(13/50) e 18% (9/50), respectivamente, ndo se observando diferengca com
significancia estatistica. A idade variou de 2 a 84 anos com média de 28,7 anos

e mediana de 26,5 anos (Figura 17).
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Figura 17 — Distribuigdo por faixa etaria dos casos de doenc¢a de Hodgkin positivos (n=50) para

o EBV.

Quanto a localizagao anatdémica primaria dos casos de DH positivos

para o EBV, 70% localizaram-se na regido cervical, 12% na regido inguinal, 8%

na regiao clavicular e 10% em outras areas corporais (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo percentual da localizagdo primaria do tumor nos casos de DH
positivos para o EBV no periodo de 1995 a 2006.

Localizagao do tumor N° de casos %
Cervical 35 70,0
Inguinal 6 12,0
Clavicular 4 8,0
Bago 1 2,0
Escapula 1 2,0
Mediastino 1 2,0
Retroperitonio 1 2,0
Mandibular 1 2,0
Total 50 100,0




57

Quanto a procedéncia dos casos de DH EBV positivos 58,8%
(20/34) residiam em Belém, 14,7% (5/34) procediam de Ananindeua e 26,5%
(9/34) de outros municipios tais como: Limoeiro do Ajuru, Altamira, Benevides,
Castanhal, Curuca, Cameta, Mosqueiro, Oeiras do Para e Paragominas. Em
16 casos nao existiam as informagdes sobre a procedéncia dos pacientes

(Figura 18).
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Figura 18 — Procedéncia dos casos DH positivos para o gene EBER 1 do EBV no periodo de
1996 a 2005.
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No tocante a positividade dos casos de DH para o gene EBER 1 do

EBV, a maior positividade absoluta foi no padrdo histolégico de esclerose

nodular com 50% (25/50), no entanto, a maior prevaléncia relativa por sexo

ocorreu para os padroes histologicos predominéncia linfocitaria (n=3) e

celularidade mista (n=10) ambos no sexo masculino com 75,0% e 71,4% dos

casos, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Positividade para o gene EBER 1 do EBV por HIS segundo os subtipos de
doenca de Hodgkin, 1996 - 2005.

Subtipos N° de EBV +
Fem Mas Fem Mas
DH Casos (%) (%)
Predominancia
. o 5(7,6) 1 (20,0) 4 (80,0) 4 (8,0) 1(25,0) 3(75,0)
Linfocitaria
Celularidade
17 (26,2) 6 (35,3) 11(64,7) 14(28,0) 4(28,6) 10(71,4)
Mista
Deplecao
10 (15,4) 4 (40,0) 6 (60,0) 7 (14,0) 2(28,6) 5(71,4)
Linfocitaria
Esclerose
33 (50,8) 12(36,4) 21(63,6) 25(50,0) 10(40,0) 15(60,0)
Nodular
Total 65 (100) 23 (35,4) 42(64,6) 50(100) 17(34,0) 33 (66,0)
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Quanto a faixa etaria dos casos DH EBV positivos para o gene EBER
1 do EBV, a esclerose nodular foi mais frequente com 25 casos, com idades que
variaram de 6-84 anos (média de 28,8 anos; mediana de 26 anos) tendo
prevalecido a positividade entre os menores de 30 anos com seis casos.

O subtipo celularidade mista (n=14) foi mais representativo na faixa
etaria de maiores de 30 anos com 8 casos (57,1%). A idade média dos casos foi
de 30 anos (variando de 2-68 anos) e mediana igual a 32 anos para os
investigados, que se encontram discriminados na Figura 19.

O subtipo predominancia linfocitaria foi mais freqliente em menores

de 30 anos com trés casos onde a média de idade de 21,3 anos.

10W

0-15 16-30 | 31-45 >45
EPL 2 1 0 1
EDL 2 2 2 1
oCcM 4 2 5 3
EEN 6 9 6 4

Figura 19 — Distribuicdo por faixa etaria segundo os subtipos de DH positivos para o gene EBER
1 do EBV. (PL= Predominancia Linfocitaria; DL= Deplec¢ao Linfocitaria; CM= Celularidade Mista;
EN= Esclerose Nodular).
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3.3 IDENTIFICACAO DO GENE EBNA 1 POR PCR EM TEMPO REAL

A curva padrao foi elaborada automaticamente pelo software ABI
7700 Sequence Detection System tragando a C; valores contra cada padrao de
concentracdo conhecida, com coeficiente de correlacdo linear (r?) de 0,99 a

1,10 (Figura 20).
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Figura 20 — Curva padrdo de amplificagdo para célculo da quantificagdo da carga viral das
amostras analisadas por PCR em Tempo Real.
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Quarenta e nove amostras de DH foram analisadas tanto por PCR
em tempo real quanto por Hibridizacao in situ. Quanto a correlagdo entre a
positividade para o gene EBNA 1 do EBV por PCR em Tempo Real (26/49) e a
positividade para o gene EBER 1 por HIS (24/49), ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre as duas metodologias avaliadas (p=0,887)

(Figura 21).
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Figura 21 — Comparagédo entre as 49 amostras de doenca de Hodgkin analisadas por
Hibridizacao in situ e PCR em Tempo Real.
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4 DISCUSSAO

Em 2008, segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer IARC/OMS (World Cancer Report, 2008), foi estimado que cerca de 12
milhdes de casos novos de cancer e 7 milhdes de obitos ocorreriam no mundo
ao ano. A IARC/OMS estimou que, em 2008, metade dos casos novos e cerca
de dois tergos dos Obitos por cancer ocorreriam nos paises em
desenvolvimento. No Brasil, as estimativas previstas pelo Ministério da Saude
para o ano de 2010 e validas também para o ano de 2011, apontam que sao
esperados ocorrer 489.270 casos novos de cancer (Brasil, 2009).

A distribuicdo dos casos novos de cancer segundo localizagao
primaria € bem heterogénea entre estados e capitais do Brasil; o que fica bem
evidenciado ao observar-se a representacdo espacial das diferentes taxas
brutas de incidéncia. As regides Sul e Sudeste, de uma maneira geral,
apresentam as maiores taxas, enquanto que as regides Norte e Nordeste
mostram as menores taxas, ja a regidao Centro-Oeste apresenta um padrao
intermediario tendo como fatores determinantes para tais diferencas os fatores
de risco, a disponibilidade de tratamento e a qualidade das praticas médicas
(Brasil, 2008).

Diante deste cenario fica clara a necessidade de continuidade em
investimentos no desenvolvimento de ag¢des abrangentes para o controle do
cancer, nos diferentes niveis de atuacao, pautado para a promog¢ao da saude,
deteccédo precoce, assisténcia aos pacientes, na vigilancia epidemioldgica, bem
como para formagao de recursos humanos, comunicacdo e mobilizacao social,

pesquisa e gestdo do SUS (Brasil, 2009).
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Os linfomas originam-se da proliferacdo clonal de linfécitos B, T ou
células natural killer (NK) que afetam frequentemente os tecidos linféides
(linfonodos, bago) e a medula éssea.

Tradicionalmente os linfomas estdo divididos em linfomas né&o
Hodgkin (LNH) e linfomas tipo Hodgkin (LD). Os achados deste estudo
mostraram a ocorréncia de 32% (38/118) para os casos de linfomas em
menores de 15 anos, e que 20,3% (24/118) dos pesquisados tinham até 10
anos de idade; portanto com grande prevaléncia na faixa pediatrica.

A doenga de Hodgkin possui uma caracteristica bimodal quanto a
idade. Em paises desenvolvidos, Kim e colaboradores (2003) descreveram a
elevada incidéncia de DH em adultos jovens na faixa dos 20 anos e em adultos
apés os 50 anos de idade. Nos paises em desenvolvimento a doenca
geralmente ocorre na infancia e adolescéncia (Gufferman & Delzell,1984;
Bleyer et al., 2006).

A analise da frequéncia dos subtipos de DH em relagdo as faixas
etarias em nosso estudo evidenciou expressiva frequéncia para o subtipo
esclerose nodular incidindo em menores de 15 anos com taxas de 27,2% (9/33)
0 que revela um padrao que difere daquele estabelecido em estudos
conduzidos em outros estados do Brasil para a faixa pediatrica, como segue:
Bahia (Araujo et al., 2006) e Sao Paulo (Elgui de Oliveira et al., 2002) nos quais
observou-se predominio do subtipo celularidade mista.

Nesta investigagao, a esclerose nodular foi o subtipo mais frequente,
com mais da metade dos casos positivos, 0 que estda em concordancia com

estudos conduzidos por Elgui de Oliveira e colaboradores (2002) que referem
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taxas de 50 a 60% de positividade para os casos de linfomas pesquisados,
mas que diferem do padréo epidemioldégico apresentado por outros autores que
detectaram o subtipo celularidade mista como predominante tanto na faixa
etaria pediatrica quanto na adulta (Zhou et al., 2001; Lacroix et al., 2007). Por
outro lado, estudos conduzidos por Ekstraand & Horning (2002) mostraram que
o subtipo deplecao linfocitaria foi o que predominou na fase adulta.

O presente estudo possibilitou identificar que a ocorréncia de
linfomas predominou no sexo masculino em comparagcdo ao feminino numa
propor¢cdo maxima de 2:1 casos a favor do sexo masculino. Esses resultados
sdo discordantes em relagdo ao observado em outro estudo (Thomas et al.,
2002).

Com base na deteccdo do genoma do EBV nas células de H-RS,
varios estudos tem utilizado sondas complementares a sequéncia do genoma
viral, com o emprego da metodologia de HIS (Kapatai & Murray, 2007; Chang
et al., 2008) fortalecendo o consenso quanto a presenca do EBV nas células
tumorais.

O EBV possui dois transcritos virais (EBER 1 e EBER 2) nao poli-
adrenilados, o que favorece sua permanéncia no nucleo da célula hospedeira,
tornando-os excelentes alvos de deteccao por HIS. Alias, essa ferramenta
permite identificar quais células abrigam o EBV no contexto histopatologico, em
decorréncia de sua alta sensibilidade (Preciado et al., 1986).

Em nosso estudo, a taxa total de positividade para o gene EBER 1
do EBV foi de 79% utilizando o método de HIS. Tais indices, sobremodo

expressivos, além de consubstanciarem a relevancia do EBV nos casos de
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linfomas analisados reforcam os achados prévios de Triméche e colaboradores
(2007).

Em paises desenvolvidos tem sido descrito taxas de
aproximadamente 50% de positividade para o EBV nos casos de doenga de
Hodgkin registrados na América do Norte e Europa (Weiss & Chang, 1996;
Triméche et al., 2007; Chang et al. 2008); enquanto que nos paises em
desenvolvimento essa associacdo incide na maioria dos casos investigados
com frequéncias variando de 70 a 100% para essas neoplasias linféides
(Chang et al., 1993; Weinreb et al., 1996, Vassalo et al., 2001).

A correlagao entre a presenga do EBV e o sexo dos individuos com
doenca de Hodgkin em nossa analise, demonstrou um discreto predominio no
sexo masculino o que esta de acordo com outros estudos (Elgui Oliveira et al.,
2002; Chang et al. 2008).

No tocante aos casos de DH neste estudo foi encontrada elevada
frequéncia, do gene EBER 1 nas amostras analisadas o que representou mais
de 75% de positividade para o EBV. Takada (2000) sugere que a identificagao
do EBV nas células tumorais de casos de DH parece ser um indicador que
favorece o desenvolvimento dessas neoplasias.

Em nossa investigagdo os linfonodos cervicais prevaleceram em
79% como sitio primario de infecgdo nos casos de DH. Diehl e colaboradores
(2004) esclarecem que clinicamente, muitos pacientes apresentam
linfadenopatia assintomatica em regido cervical ou supraclavicular,
frequentemente acompanhada de massas mediastinais detectadas por

radiografia do térax.
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A correlagdo dos subtipos de DH associados aos casos EBV
positivos parece variar de acordo com a faixa etaria, o que tem sido enfatizado
em estudos tanto na faixa infantil (De Matteo et al., 2003) como na faixa adulta
(Jarrett et al., 2005). Observacdes pertinentes a faixa etaria infantil mostraram
taxas de 25% em estudo conduzido no Rio de Janeiro (Barros, 2007),
corroborando aos achados de Araujo e colaboradores (2006) no qual é referido
o predominio do subtipo celularidade mista em 55% dos pesquisados.

Jarrett e colaboradores (2005) ao avaliarem 461 adultos jovens com
DH n&o encontraram diferengas estatisticamente significativas quanto a
sobrevida; enquanto que, em adultos com mais de 50 anos, EBV positivos os
pacientes apresentaram pior evolugdo da DH com elevadas taxas de obitos
registrados (p=0,003).

Em nosso estudo, mais de 3/4 dos individuos com DH pertenciam ao
subtipo esclerose nodular e foram EBV positivos por HIS, observando-se maior
freqUiéncia na faixa etaria de 16-30 anos. Em estudos conduzidos por Almars &
Khalidi (2004) ha referéncia de taxas inferiores (58%) para o subtipo
celularidade mista quando comparado ao elevado percentual (82,3%)
associados ao EBV registrado em nossa regiao.

Estudo anteriormente publicado relata o aumento da expressao de
IL-10 em células H-RS em casos de DH EBV-positivos (Beck et al., 2001). Fato
também confirmado por Dukers e colaboradores (2000) que descreveram maior
expressao de IL-10 em DH esclerose nodular EBV-positivos em relagdo a
casos EBV-negativos (35,2% vs 18,1%). Por outro lado, Bohlen e

colaboradores (2000) relataram que o pior prognéstico esta associado aos altos
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niveis de IL-10 em pacientes com DH. E possivel que a secrecdo de IL-10
possa favorecer a sobrevivéncia de células infectadas pelo EBV, inibindo a
resposta imunitaria do hospedeiro e protegendo as células infectadas da lise
induzida por linfécitos T citotéxicos (Mahot et al., 2003).

Novas possibilidades de diagnéstico tem sido possivel com os
avangos recentes da biologia e genética molecular como recurso para o
diagnostico de doengas, deteccdo de patdgenos, anadlise de mutagdes, teste
genético, sequenciamento de DNA e analise das relagdes evolutivas.

Thorley-Lawson (2001) refere que o EBV possui distintos programas
de expressdo génica, chamados “padrbes de laténcia” especificos para as
diferentes neoplasias; e que esses sao relacionados com a origem celular e
mecanismos etiopatogénicos do virus. Geralmente os genes expressos pelo
EBV em casos de DH sédo EBER 1/2, LMP1/ 2 e EBNAT.

Estudos conduzidos por Young e Murray (2003) citam que
transcritos do gene EBER 1 sdo expressos em células latentemente infectadas
num nUmero elevado de copias; atingindo a ordem de 10° transcritos por
células. Por outro lado, Leight & Sugden (2000) relataram em seu estudo que a
proteina EBNA 1 media o inicio da sintese do DNA viral responsavel pela
segregacgao e manutencao do DNA viral.

Jebbink e colaboradores (2003) mostraram que a quantificagao por
PCR em tempo real para o EBV parece representar técnica eficaz para
monitorar a terapia antiviral; pois pacientes com doencga associadas ao EBV ou
doentes em risco de desenvolver tais doengas tem demonstrado significativos

titulos virais em comparacédo com individuos portadores de infecgao latente.
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Ryan e colaboradores (2004) analisaram a natureza quantitativa dos
ensaios de PCR em tempo real para cinco segmentos do genoma (BamH1W,
EBNA 1, LMP 1, LMP 2 e BZLF 1) com o propdsito de confirmar a presencga do
EBV, principalmente nos casos de doenga auto-imune. Segundo esses autores,
a deteccao do gene EBNA 1 parece mais adequada nas associagdes clinicas,
visando a triagem de possiveis alteracbes gendmicas virais.

Estudo realizado por Kimura e colaboradores (1999), caracterizou a
importancia da quantificagdo da carga viral do EBV por PCR em tempo real. De
fato, ao obter uma carga viral de 315 cépias por mg de DNA de células
mononucleares, os autores puderam estabelecer um critério para distinguir
infeccao latente de uma infecgado aguda causada pelo EBV.

Outro aspecto metodoldgico a ser considerado neste estudo foi a
utilizacao de DNA extraido a partir de tecidos biolégicos fixados em formol e
inclusos em parafina. Tal procedimento como descrito por Vilanova-Costa
(2008) é de suma importancia para o sucesso da amplificacao que depende do
grau de fragmentacdo do DNA obtido; principalmente quando se dispde de
amostras antigas. E interessante notar que segundo Nunan e colaboradores
(2000) a interferéncia de inibidores da PCR tais como; o reagente aromatico
dimetilbenzeno (xilol) que tem agdo decisiva em sua total degradagao nas
etapas iniciais do processo de extragdo, pode originar a formagao de cross-
linkings com proteinas, a qual aumenta com o maior tempo de fixagdo, mas
também pelo dano direto que a formalina causa no DNA, assim também a

proteinase K que pode degradar a DNA polimerase.
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Por outro lado a utilizacdo de outros espécimes clinicos tais como
plasma (Chan et al., 2005), sangue (Fafi-Kremer et al., 2008) e linfécitos tem
sido empregados mais frequentemente; dispensando a necessidade de bidpsia
em determinadas situagdes clinicas. Porém, convém assinalar que a
aplicabilidade dos espécimes bioldgicos conservados em parafina tem sido de
grande valia nos casos em que o tecido fresco nao esta disponivel.

Gandhi e colaboradores (2006) mencionam que o emprego da PCR
em tempo real, foi de grande valia para o monitoramento da resposta ao
tratamento terapéutico dos casos EBV-DH positivos. Em nosso estudo, a
frequéncia de positividade pela técnica de PCR em tempo real para a
identificacéo da proteina EBNA 1 foi de 53,1% e que quando comparada com
49,0% de positividade pela metodologia de HIS ndo mostram diferenga
estatisticamente significativa entre as duas metodologias quando submetidas
as analises pelo qui-quadrado (p =0,887). Esses resultados evidenciaram que
seria mais acessivel a analise inicial dos casos por HIS por ser uma
metodologia menos onerosa, uma vez que O custo mais elevado do
termociclador e dos reagentes usados na reagao de PCR em tempo real tem
limitado a aplicabilidade dessa metodologia na maioria dos laboratorios.

Convém assinalar que, outros autores tém confirmado que a
metodologia da HIS é um importante recurso metodoldégico por permitir uma
localizagédo especifica do material genético dentro da célula (Silva-Valenzuela
et al., 2006).

Apesar disso, a metodologia da PCR em tempo real tem mais

vantagens por ser capaz de aumentar a especificidade e confiabilidade dos
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resultados, por minimizar a possibilidade de contaminagao pds-amplificacao,
além de diminuir o tempo na obtengao de resultados e, ainda, pelo fato que a
interpretacédo dos resultados independe do observador. Finalmente, os
métodos baseados em PCR sdo de grande valia para a tipificagcao viral, o que
os tornam as técnicas preferenciais para o diagnostico especifico (Gulley,
2001).

Em conclusado, os achados deste estudo confirmam a hipotese de
que o EBV seria um co-fator no processo de modificagdo de genes celulares
envolvidos na tumorigénese de linfomas tais como: supressores tumorais,

oncogenes e ou genes reguladores da apoptose.
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5 CONCLUSOES

1. Os linfomas ao longo dos dez anos de investigacdao (1996-2005)
apresentaram maior prevaléncia para as faixas etarias: infantil (< 15
anos) e de adultos (> 45 anos) na regiao Norte do Brasil.

2. Os linfomas ndo Hodgkin por histopatologia corresponderam a 45%
da casuistica estudada.

3. A comparacao das frequéncias dos subtipos de DH com relagcédo ao
sexo dos individuos pesquisados nado mostrou diferenca
estatisticamente significativa.

4. A comparagao entre os subtipos de DH associados ao EBV
demonstrou maior prevaléncia do subtipo esclerose nodular.

5. As técnicas moleculares empregadas neste estudo (HIS e PCR em
Tempo Real) sdo ferramentas que podem contribuir sobremaneira
para estudos epidemioldgicos retrospectivos sobre o EBV e outras
neoplasias presentes no Norte do Brasil.

6. A presenca desses agentes virais em expressiva parcela (76,9%) dos
casos de DH reforga a hipétese que o EBV seria um co-fator no
processo de transformagao neoplasica, além da susceptibilidade
genética do hospedeiro.

7. Foi detectado pela 1° vez a presenca dos genes EBER 1 e EBNA 1

do EBV em amostras de casos de DH da regido Norte do Brasil.
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Anexo A — Documento referente & aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Evandro Chagas.

Carta de n°® 0024/2007
Protocolo CEP/IEC - N° 0025/07
CAAE: 0028.0.072.000-07

Ananindeua/PA, 1 de outubro de 2007.

CoMmITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto: “Caracterizagio molecular do virus de Epstein Barr em tecidos de
pacientes suspeitos de doengas Hodgkin da regido amazdnica brasileira”.

Pesquisador Responsavel ~ TALITA ANTONIA FURTADO MONTEIRO

Conforme tramitag3o junto ao CEP/IEC, o projeto em questdo foi considerado
aprovado.

Recomenda-se ao coordenador que mantenha - atualizados todos os
documentos pertinentes ao projeto, inclusive, as fichas preenchidas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Este CEP se incumbir4 dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugio 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de
Saide/Ministério da Saude.

Relatorio Final - devera ser elaborado um consolidado, incluindo os

resultados finais da pesquisa, em um prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apos a
finalizagdo da mesma.

uelhsol o

Coordenador do CEP/IEC

AV, ALMIRANTE BARROSO, 492 ~ BAIRRC: MARCO — CEP: £6090-000 — BELEM-PA — C/NLP.J. 26,589 350V0485-09 FONE: (081) 245-8422 — FAX: (081) 266-
4668
RODOVIA BR 318 - KM 07, SN . BAIRROD - LEVILANDIA - CEP: 87.030-000 — ANANIMDELUA-PA - FONE: (081) 214-2000
Tt o e v oy b
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Anexo B - Ficha epidemiologica para coleta de informagdes dos pacientes

pesquisados.

Projeto: Caracterizagdo molecular do virus de Epstein Barr (EBV) em tecidos de
pacientes suspeitos de doenga de Hodgkin da regido Amazdénica brasileira

FICHA EPIDEMIOLOGICA

COD:DH Registro:

Razao () Pesquisa () Rotina

PROCEDENCIA: ( ) Hospital Ofir Loiola ( ) Instituto Evandro
Chagas

Outros

IDENTIFICACAO:

Nome:

Sexo: ( )Fem.( )Masc. Idade: Estado Civil : () Solt. ( )Cas.
Endereco:

Procedéncia

Profissao: Ocupacéo:

Vicios: () fumar ( ) beber Solugdes quimicas: () sim ( ) nao

Solugdes Quimicas:

Anos de exposigao:

Histéria de cancer na familia: ( )sim ( )n&o Quantos

Tipos de Cancer familial :
INFORMACOES COMPLEMENTARES:

Diagndstico Anatomopatoldgico:

Subtipo Histolégico

Localizagao do tumor Primario:




PROCEDIMENTO LABORATORIAL.:

Data de preparo da lamina: / /

Data da hibridizagao in situ: / /

RESULTADO: EBV sonda (EBER)

96

() Positivo () Negativo () Duvidoso
Kit: Lote:
ERROS:

PCR EM TEMPO REAL

Data: / /

PRIMERS:

Extragéo:

Resultados:

EBNA 1

Outras Consideracgoes:
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ANEXO C - Composicao das solugdes preparadas para complementagao do kit de

hibridizagao in situ, segundo recomendacdes da“Clark Laboratories™.

1 PROTEINASE K BUFFER pH 7.6

Tris/HCI 50 mM (GIBICO-BRL ref. 15506-017) 7,89

Agua milli-Q q.s.p. 1000 mL

2 TRIS-BUFFERED SALINO (TBS), pH 7.6

Tris/HCL 50 mM (GIBICO-BRL, ref. 15506-017) 789
NaCl 150 mM (MERK Ant. 6404) 8,7g
Agua milli-Q q.s.p. 1000 mL

3 SOLUGCAO DE BLOQUEIO

SORO ALBUMINA BOVINA (TBS) 3% 39
TRITON X-100 1% (Pharmacia Biotech, ref 17-1315-01) 0,1 mL
PBS 100 mL

4 SOLUGAO TAMPAO DE SUBSTRATO FOSFATASE ALCALINA, pH 9,0.

Tris HCL 100 mM (GIBICO-BRL, ref. 15506-017) 15,76 g

NaCl 100 mM (MERK, Ant. 6404) 5,84 g

Agua milli-Q g.s.p. 1000 mL



5 TRITON X-100 0,1%

98

TRITON X-100 (Pharmacia Biotech, ref 17-1315-01) 0,1 mL

TBS 100 mL

6 DILUENTE DO ANTICORPO CONJUGADO

SORO ALBUMINA BOVINA (BSA) 3% 39
TRITON X-100 (Pharmacia Biotech, ref 17-1315-01) 0,1 mL
TBS 100 mL
7 SORO DE COELHO 1:5 (SOLUGAO DE BLOQUEIO)

SORO DE COELHO 300 uL
TBS a 3%, TRITON X-100 0,1% 1200 uL
8 SOLUCAO TAMPAO DE SUBSTRATO FOSFATASE ALCALINA, pH 9,0

Tris HCL 100 mM (GIBICO-BRL, ref. 15506-017) 15,76 g
MgCl> 50 mM 10,16 g
NaCl 100 mM (MERK Ant. 6404) 5,84 ¢
Agua milli Q g.s.p. 1000 mL
9 ETANOL 95%

ETANOL 95 mL
Agua milli-Q q.s.q 5 mL



10 ETANOL 99%

ETANOL

Agua milli-Q q.s.p.

11 DILUIGAO DO ANTI-FITC/AP (1:100)

Solucdo de RABBIT F (ab’) anti-FITC/AP

TBS,3%, BSA, 0,1%, TRITON X-100

12 DILUIGAO da ENZIMA SUBSTRATO (1:50)

SUBSTRATO ENZIMA

Tris/Hcl 100 mM, MgCL, 50 mM NaCl100mM pH 9,0

99

99 mL

1 mL

0,25 mL

24,75 mL

0,4 mL

19,6 mL



