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Investigation of the LMP1 EBV and co-infection by HPV in genital lesions of patients infected or not by HIV
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Introdugé@o: Varios estudos tém demonstrado associagdo do virus Epstein-Barr (EBV) com neoplasias
malignas, inclusive genitais, em que o papilomavirus humano (HPV) é o principal virus associado as
neoplasias epiteliais benignas e malignas. Objetivo: Investigar a presenca do EBV e do HPV em lesdes
HIV genitais de ambos os sexos, em pacientes soropositivos (grupo A) ou ndo (grupo B) para o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV). Material e método: Selecionados 126 pacientes e 135 lesdes
anogenitais, sendo 67 pacientes (53%) e 75 lesdes (56%) no grupo A e 59 pacientes (47%) e 60 lesdes
Imuno-histoguimica (44%) no grupo B, para andlise imuno-histoquimica (IHQ) por meio dos anticorpos monoclonais
antiproteina latente de membrana 1 (LMP1) e HPV (DAKO®). Resultados: A anélise mostrou que o
ndmero total de lesdes com imunopositividade para o HPV e para a LMP1 foi maior no grupo A (32 e
35, respectivamente) quando comparado ao B (16 e seis, respectivamente). A analise estatistica (nivel
de significancia de 5%) mostrou que as proporcdes para o HPV ndo sao estatisticamente significativas
(z=1,93; valor p = 0,053). Entretanto, para a LMP1, a diferenca (47% no grupo A e 10% no B) é
significativa (z = 4,60; valor p = 4,2x10-6). Do mesmo modo, a associacdo HPV-LMP1 (21% no grupo
A e 7% no B) também mostrou diferenca estatisticamente significativa (z = 2,38; valor p = 0,017).
Conclusao: Esses resultados indicam a possibilidade de sinergismo da infeccdo pelo EBV e a coinfec¢éo
EBV-HPV em lesdes epiteliais genitais, particularmente em pacientes soropositivos para o HIV. Entretanto,
investigacdes com metodologia de maior especificidade e sensibilidade sdo necessarias para a verificacdo
da real participacdo do EBV na patogénese de lesdes epiteliais genitais.
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abstract IS

Introduction: Several studies have demonstrated the association between Epstein-Barr virus (EBV) and | EBV
malignant neoplasias, including genital lesions, in which the human papillomavirus (HPV) is the main virus
associated with both benign and malignant epithelial neoplasias. Objective: Investigate the presence of EBV
and HPV in genital lesions in HiV-infected patients (group A) or HIV non-infected patients (group B) from | HIV
both genders. Material and method: We selected 126 patients and 135 anogenital lesions, comprising 67
patients (53%) and 75 lesions (56%) from group A and 59 patients (47%) and 60 lesions (44%) from group
B, to histopathological and immunohistochemical analyses through latent membrane protein 1 (LMP1) | Immunohistochemistry
monoclonal antibodies and HPV (DAKO®). Results: The analysis showed that the total number of lesions
with immunopositivity for HPV and for LMP1 was higher in group A (32 and 35 respectively) in comparison
with B (16 and six respectively). Statistical analysis (significance level of 5%) showed that the proportions
for HPV are not statistically significant (z = 1.93; value p = 0.053). However, the difference (47% in group
Aand 10% in B) is significant for LMP1 (z = 4.60; value p = 4.2x10-6). Similarly, the association of HPV
and LMP1 (21% in group A and 7% in B) also showed a significant statistical difference (z = 2.38; value
p = 0.017). Conclusion: The results demonstrated the possibility of synergism between EBV infection and
EBV-HPV co-infection in genital epithelial lesions, mainly among HIV-infected patients. However, further
investigations with a more specific and sensitive methodology are required in order to assess the real influence
of EBV on the pathogenesis of genital epithelial lesions.
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Introducao

O virus Epstein-Barr (EBV) pertence ao grupo dos
Herpesvirus e infecta os linfécitos B e células epiteliais da
orofaringe®. A fase de laténcia é um estado silencioso de
infeccéo viral caracterizada por expressdo de carga viral
baixa e produgdo de virus infeccioso e efeitos citopaticos
minimos. A antiproteina latente de membrana 1 (LMP1) é
um gene associado a fase de laténcia do EBV, é oncogénica
e pode ser detectada por imuno-histoquimica (IHQ) com
marcacdo citoplasmatica ou raramente de membrana®.

A presenca do EBV tem sido estudada em verrugas e
lesdes genitais®. A descoberta do EBV em secrecéo vaginal,
uretral e sémen indicou a possibilidade de uma transmisséo
sexual do virus e um possivel sinergismo na etiologia do
carcinoma genital®. Alguns estudos relatam o achado de
infec¢des miltiplas na regido genital, como aquelas causa-
das por papilomavirus humano (HPV), EBV, herpes simples
e citomegalovirus?: 2",

O EBV infecta epitélio da pele e mucosas e esté associado
a tumores malignos® . A lesdo relacionada com a infecgdo
replicativa do EBV é a leucoplasia pilosa oral (OHL), sendo a
orofaringe considerada um reservatério®". Sobre a infec¢éo
na regido genital existem poucos estudos. Torna-se relevan-
te identificar a infeccéo epitelial genital pelo EBV, bem como
a possivel coinfec¢do com o HPV, principal agente associado
ao desenvolvimento de lesdes intraepiteliais e carcinomas
escamosos genitais'’ 9. O imunocomprometimento rela-
cionado com o virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1
(HIV-1) é sabidamente um fator de aumento do risco para
a carcinogénese genital, assim, torna-se relevante verificar
possiveis diferencas entre os pacientes!> 1,

Partindo desses pressupostos, os objetivos deste estudo
foram verificar a frequéncia de imunopositividade para a
LMP1 e do antigeno comum do HPV em lesdes genitais
provenientes de pacientes infectados ou nao pelo HIV-1 e
correlacionar a imunopositividade com o local e o diagnés-
tico histopatolégico das lesdes.

Material e métodos

Aleatoriamente, foram selecionados dos arquivos dos
servicos de Anatomia Patolégica do Hospital Universitario
Antonio Pedro e do Hospital Geral de Bonsucesso 140
laminas de pacientes de ambos os sexos, sem restricao de
idade, com diagndstico histopatoldgico de condiloma acu-
minado (CoA), papiloma, sugestivo de (ou compativel com)

infeccdo pelo HPV, neoplasia intraepitelial cervical (CIN),
neoplasia intraepitelial vulvar (VIN), neoplasia intraepitelial
vaginal (VAIN) ou carcinoma de células escamosas (CCE).
Foram excluidos os pacientes que ndo possuiam informa-
¢oes clinicas nas requisicdes médicas ou nos prontuarios e
que apresentavam cortes histolégicos com artefatos técni-
cos ou com inflamacéo aguda. A amostra foi constituida
por 126 pacientes e 135 lesbes genitais, agrupados em:
grupo A (soropositivos para o HIV-T) com 67 pacientes e
75 lesdes e grupo B (soronegativos para o HIV-1) com 59
pacientes e 60 lesoes.

Os respectivos blocos de parafina foram encaminhados
para microtomia, com obtencao de seis laminas com cortes
de 4y cada, sendo a primeira em lamina comum para ser
corada pelo método da hematoxilina-eosina (HE), e revisdo
dos diagnésticos histopatoldgicos. As demais laminas foram
previamente silanizadas (silano 4%). O protocolo utilizado
foi o da técnica da imunoperoxidase e foram usados os an-
ticorpos monoclonais de camundongo anti-EBV e anti-HPV,
ambos da marca DAKQ®, diluidos 1:400. Como controles
positivos foram utilizados, respectivamente, um caso de lin-
foma, um de OHL e um de CoA, previamente positivos por
hibridizacao in situ (ISH); como controles negativos, foram
adotados os mesmos cortes sem os anticorpos primarios.
O critério de positividade para o HPV foi a identificacdo de
nlcleos de ceratinécitos superficiais fortemente corados
em castanho. O critério de positividade para o EBV foi
a identificacdo de imunopositividade para a LMP nuclear
e/ou citoplasmatica nos ceratindcitos ao longo de toda a
espessura epitelial. A positividade em linfécitos estromais
foi considerada apenas como controle interno da reacdo
imuno-histoquimica.

Analise estatistica: foi utilizado o método do
qui-quadrado, com nivel de significancia de 5%.

Resultados

Das 135 lesdes investigadas, 69 (51%) apresentaram
imunopositividade, sendo 28 (21%) exclusivamente para o
HPV, 21 (16%) para a LMP1 e 20 (15%) para ambos. A dis-
tribuicdo topogréfica das lesdes mostrou maior frequéncia
em colo uterino (44%) e vagina (25%) no grupo A e vulva
(28%) e colo (15%) no grupo B (Tabela 1).

No grupo A, 51 (68%) das 75 lesdes anogenitais apre-
sentaram imunopositividade, sendo 16 (21%) exclusiva-
mente para o HPV, 19 (25%) para a LMP1 e 16 (21%) para
ambos. No grupo B, 18 (30%) das 60 lesdes anogenitais
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apresentaram imunopositividade, sendo 12 (20%) exclu-
sivamente para o HPV, duas (3%) para a LMP1 e quatro

(7%) para ambos (Tabela 1).

JELCIERM Distribuicdo da imunopositividade exclusiva das lesdes de ambos os grupos por sexo, local e

diagnéstico das lesoes

A andlise dos resultados mostrou que o nimero total
de lesdes com imunopositividade para o HPV e a LMPT1

foi maior no grupo A. Ja a estatistica evidenciou que as

Grupo A (n =75 lestes)

Colo 33 (44%) 7/33 (21,2%) 9/33 (27,2%) 8/33 (24,2%)
CoA/HPV14/33(42,4%) 2/14 (14,3%) 5/14 (35,7%) 1/14(7,1%)
CIN-110/33 (30,3%) 3/10 (30%) 1/10 (10%) 3/10 (30%)
CIN-11 6/33 (18,2%) 2/6 (33,3%) = 4/6 (66,7%)
CIN-111'3/33 (9,1%) - 3/3 (100%) =
Vagina 19 (25%) 3/19 (15,8%) 6/19 (31,6%) 3/19 (15,8%)
CoA/HPV18/19(94,7%)  3/18 (16,7%) 5/18 (27,8%) 3/18 (16,7%)
VAIN-1 1/19 (5,3%) - 1/1 (100%) -
Vulva CoA/HPV 15 (20%) 4/15 (26,7%) 2/15 (13,3%) 3/15 (20%)
Perineo/anus CoA/HPV 6 (8%) 1/6 (16,7%) 2/6 (33,3%) 1/6 (16,7%)
Perineo/anus CoA/HPV 2 (3%) 1/2 (50%) - 1/2 (50%)
TOTAL 75 (100%) 16/75(21.3%) 19/75(25,3%) 16/75(21,3%)
Grupo B (n = 60 lesdes)
Colo 9 (15%) 1/9 (1,1%) - -
CoA/HPV 3/9 (33,3%) 1/3 (33,3%) - -
CIN-I 4/9 (44,5%) = = =
CIN-111'1/9 (11,1%) = = =
CCE 1/9(11,1%) = = =
Vagina CoA/HPV 5 (8,3%) - - -
Vulva 17 (28,3%) 3/17 (17,6%) = 1/17 (5,8%)
CoA/HPV 16/17 (94,1%)  3/16 (25%) = 1/16 (6,2%)
VIN-I 1/17 (5,8%) = = =
Perineo/anus CoA/HPV 8 (13,3%) 2/8 (25%) - =
Pénis CoA/HPV 15 (25%) 5/15 (33,3%) 2/15 (13,3%) 3/15 (20%)
Perineo/anus CoA/HPV 6 (10%) 1/6 (16,7%) - -
TOTAL 60 (100%) 13/60 (21,6%) 2/60 (3,3%) 4/60(6,7%)

HPV: papilomavirus humano; LMP1: antiproteina latente de membrana 1 — exclusivamente virus Epstein-Barr (EBV); HPV+LMP1: coinfecgdo por HPV-EBV:
CoA/HPV: condiloma acuminado e/ou HPV: CIN-I: neoplasia intraepitelial cervical de baixo grau (displasia leve); CIN-II: neoplasia intraepitelial cervical de
alto grau (displasia moderada); CIN-11I: neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (displasia acentuada); VIN-I: neoplasia intraepitelial vulvar de baixo grau

(displasia leve); VAIN-I: neoplasia intraepitelial vaginal de baixo grau (displasia leve); CCE: carcinoma escamoso cervical invasor.
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proporcdes para 0 HPV ndo séo estatisticamente significativas
(z =1,93; valor p = 0,053). Entretanto, para a LMP1, a
diferenca (47% no grupo A e 10% no grupo B) foi signifi-
cativa (z=4,60; valor p=4,2 x 10-6). Do mesmo modo, a
associacao HPV-LMP1 (21% no grupo A e 7% no grupo B)
também mostrou diferenca estatisticamente significativa
(z=2,38; valor p=0,017). Outra diferenca verificada entre
os grupos foi a frequéncia da LMP1 identificada nas lesbes
de vulva (33% no grupo A e 6% no grupo B), cuja andlise
estatistica foi significativa (z = 1,99; valor p = 0,047).

Discussao

Alguns autores demonstraram que, em comparacdo
com as soronegativas, as mulheres HIV soropositivas sdo,
aproximadamente, quatro vezes mais propensas a serem

JELIEWA Relacdo de autores que investigaram o EBV na regiao anogenital de ambos os sexos

Autores/Ano N° diagndstico Métodos
Naher/1995 Masculino SA PCR
27 homossexuais
34 heterossexuais
Voog/1995 Cu9l PCR
Gradilone/1996 SV 143 Normal PCR
Andersson-Ellstrom/1997 CU 72 PCR
Voog/1997 SV 37 CIN-I-111 PCR
35 Normal
Léwhagen/1999 Masculino SA PCR
19 HIV (+)
13 HIV (-)
Kantakamalakul/1999 SV 62 Normal PCR
Ammatuna/2000 SV 110 CIN PCR
Sasagawa/2000 Cu PCR
CIN-II
CCE ISH-EBER1
LMP1
Enbom/2001 SV 112 Normal PCR
Szkaradkiewicz/2004 48 SV (26 Normal PCR
e 22 CIN) ISH-EBER
Prayitno/2006 CU 19 CCE PCR
Thomas/2006 84 SV Normal PCR
30 Sémen
55 Normal
Lattario/2007 CU 24 CIN-III PCR

infectadas pelo HPV e cinco vezes mais a desenvolver CIN,
além de lesdes em midiltiplos sitios, como vagina, vulva e
regido perianal”-81%19_Em nosso estudo, 19 (58%) em 33
lesdes de colo uterino do grupo A correspondiam a CIN, o
que demonstra frequéncia média maior do que a da lite-
ratura. Também observamos que a maioria das 55 (73%)
lesdes do grupo A tinham o diagnéstico de CoA/HPV no
exame histopatolégico quando comparadas as 32 (54%)
lesdes do grupo B.

Dos autores identificados que investigaram a presenca
do EBV na regido anogenital feminina, a maioria utilizou a
técnica da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e/ou
ISH (Tabela 2). Sasagawa et al.?% foram os Unicos que, ao
investigar o EBV, usaram as trés técnicas (PCR, ISH e IHQ
[LMP1]), identificando 45%, 35% e 50%, respectivamente,
nas lesdes de CIN-IIl estudadas. O que esta de acordo com

HPV EBV HPV-EBV  HIV
8/27 (30%) (+)
3/34 (9%)

30/91 (33%) 35/91 (38%)  14/91 (15%) (-)
60 (42%) 106 (76%) 11 (8%) )
11/72 (15%) 5 (7%) ()
19/37 (61%)  11/37 (30%) ()
8/35(23%)  20/35 (57%)
16/19 (94%)  6/19 (32%) (+)
7113 (54%)  0/19 (0%)
30/62 (48%) )
67/100 (61%) 11/100 (10%) 9/100 (8%)  (+)
5/11 (45%) ()
9/13 (68%)
6/13 (35%)
/7114 (50%)
4/8 (50%)
6/9 (34%)
10/112 (9%) ()
2126 (8%) 8/26 (31%) 7148 (32%) ()
5/22 (23%)  11/22 (50%)
17 (89%) 13 (68%) ()
6/84 (7%) )
1/30 (3%)
3/55 (5%)
4/24 (17%) 4124 (17%) 424 (17%) ()

Ne: ndmero de casos; HPV- papilomavirus humano; EBV: virus Epstein-Barr; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; SA: secrego anal; CU: cérvice uterina;
SV: secregéo vaginal; PCR: reagéo em cadeia pela polimerase; CIN-I: neoplasia intraepitelial cervical de baixo grau (displasia leve); CIN-11I: neoplasia intraepitelial
cervical de alto grau (displasia acentuada); CCE: carcinoma escamoso cervical invasor; ISH: hibridizag&o in situ; EBER: RNA acoplado ao EBV: LMP1: antiproteina

latente de membrana 1.
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nosso estudo do grupo A, pois 11 (58%) das 19 lesdes de
CIN estudadas exibiram imunopositividade para a LMP1,
bem como em 14 (33%) dos 43 CoA, sendo que o resultado
que nos pareceu mais relevante foi a imunopositividade
de 75% nas 12 lesdes, cuja histopatologia apresentava
alteracBes sugestivas de infeccdo pelo HPV. No grupo B,
seis (11%) dos 53 CoA exibiram imunopositividade para a
LMP1, sendo cinco em pénis. Por outro lado, nesse grupo,
ndo identificamos positividade para a LMP1 em nenhuma
das cinco lesdes de CIN.

Entre os que investigaram a coinfeccao EBV-HPV na
cérvice uterina e usaram a PCR, Ammatuna et al.? foram os
Gnicos que estudaram pacientes soropositivos e observaram
DNA-HPV em 61%, DNA-EBV em 10% e coinfec¢do EBV-HPV
em 8%, apresentando prevaléncia de HPV maior (46%),
EBV e coinfeccao menor (51% e 24%), comparado com
nossos resultados. A maior prevaléncia é facilmente justifi-
cada pela maior sensibilidade da PCR na deteccdo do HPV.
A frequéncia de deteccdo do DNA-EBV por PCR em lesdes
genitais relatada pela literatura é tao variavel (3%-76%) que
ambos os resultados ndo chegam a ser contraditérios- 2.
Com relacdo aos homens, foi detectado o DNA-EBV em
pacientes soropositivos investigados pela técnica da PCR

(cerca de 30%). Em nossa casuistica, os soropositivos para
o HIV foram insignificantes, entretanto chamou atencdo,
nos soronegativos para o HIV, que os casos EBV positivo
(13%) eram do sexo masculino (Tabela 1).

Nosso trabalho demonstrou que a IHQ pode ser um
método para diagnéstico da infeccdo por EBV também em
lesbes genitais. O real significado da infeccdo genital pelo
EBV ainda esté por ser demonstrado. E possivel que interfira
nos mecanismos de proliferacao celular e atue como cofator
na carcinogénese associada ao HPV.

Este estudo sugere que o EBV pode ser outro agente
etiolégico do cancer de colo uterino e que o sinergismo EBV-
HPV ocorre em alguns casos de lesdo genital. Certamente
como a transmisséo oral-genital é possivel, a transmissao
venérea do virus também o é. Finalmente, podemos supor
que a presenca do EBV no trato genital feminino pode nos
levar a pensar que o parto normal pode ser um fator de
risco de infeccéo e para adquirir o EBV no periodo perinatal.

E fundamental que novos estudos ocorram para a inves-
tigacdo da infeccdo pelo EBV e da coinfeccao EBV-HPV na
regido anogenital de pacientes soropositivos ou ndo para o
HIV. Em particular, destacamos a relevancia da investigagdo
da proteina LMP1, ja comprovadamente oncogénica.
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