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Does Epstein-Barr virus infection have an influence on the
development of laryngeal carcinoma? Detection of EBV by
Real-Time Polymerase Chain Reaction in tumour tissues of patients
with laryngeal carcinoma

Infeccdo pelo virus Epstein-Barr tem influéncia sobre o desenvolvimento do carcinoma de laringe? Deteccdo de
EBYV pelo Real-Time Polymerase Chain Reaction em tecidos tumorais de pacientes com carcinoma de laringe
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pstein-Barr virus (EBV) is a well-known carcinogenic virus, and the association of EBV with
some tumours suggests that there may also be an association between laryngeal carcinoma and
EBV. Objective: The aim of this study is to determine the role of EBV in the aetiology of laryngeal
carcinoma. Method: Prospective investigation the EBV with real time polymerase chain reaction
in tumour tissues of 25 patients with laryngeal carcinoma and 17 patients with benign laryngeal le-
sions, and investigation of the relationship between the presence of viral DNA and patients’ smoking
habits, alcohol consumption, localization and differentiation of the tumour. Results: There was no
significant difference between the control group and patient group in terms of EBV polymerase chain
reaction positivity (p > 0.05). Also we couldn’t find a statistically significant relationship between
EBV positivity and differentiation of the tumour, localization of the tumour, smoking and alcohol
consumption habits (p > 0.05). Conclusion: Our results suggest that, although EBV is present in
some of the squamous cell laryngeal carcinomas, its presence has no effect on the pathogenesis of
laryngeal carcinomas.
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neoplasias laringeas; virus Epstein-Barr (EBV) é um conhecido virus carcinogénico. A associagao entre EBV e
alguns tumores sugere que também pode haver correlacao entre carcinoma de laringe e EBV.
Objetivo: O presente estudo pretende determinar o papel do EBV na etiologia do carcinoma de
laringe. Método: Estudo prospectivo sobre EBV por reacio em cadeia da polimerase em tempo real
em tecidos tumorais de 25 pacientes com carcinoma de laringe e 17 pacientes com lesoes benignas
de laringe; andlise da relacao entre presenca de DNA viral e tabagismo, etilismo, localizacao e dife-
renciacao tumoral. Resultados: Nao houve diferencas significativas entre os grupos de controle e de
estudo para positividade da PCR para EBV (p > 0,05). Nao foi identificada relacio estatisticamente
significativa entre positividade para EBV e diferencia¢ao tumoral, localizaciao da neoplasia, tabagismo
ou etilismo (p > 0,05). Concluszo: Nossos resultados sugerem que, a despeito de sua identificacao
em alguns carcinomas espinocelulares de laringe, a presenca de EBV nio teve qualquer influéncia
na patogenia do carcinoma de laringe.
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INTRODUCAO

Doencas malignas de cabeca e pescoco siao res-
ponsaveis por 4% de todos os tipos de cancer. Os carci-
nomas de laringe representam de 25% a 40% dos tumores
malignos de cabeca e pescoco'. O papel de varios fatores,
especialmente do tabagismo e do etilismo, foi claramente
demonstrado no desenvolvimento do carcinoma de
laringe. Sabe-se, ainda, que certos virus tém potencial
oncogénico. Ha varios anos, a relacio entre carcinoma de
laringe e virus se tornou um popular tépico pesquisa®*.

O virus Epstein-Barr (EBV) esta presente em todas
as populacoes e infecta mais de 95% dos seres humanos
durante a primeira década de vida®. O alcance do género
dos linfocitovirus, que também inclui o EBV, € geralmente
restrito a linfécitos B de primatas, o sitio das infecgoes
in vivo por virus latente. A infecciao de linfocitos B de
primatas por linfocitovirus tipicamente resulta em infeccao
latente caracterizada pela persisténcia do genoma viral com
expressao de produtos genéticos latentes que contribuem
com o processo de transformacio e proliferaciao celular®.
A intima relacio entre infeccao por EBV e carcinoma
nasofaringeo € amplamente reconhecida’. Carcinomas que
compartilham as caracteristicas fisiol6gicas dos carcinomas
nasofaringeos indiferenciados foram identificados em
outras partes do corpo, incluindo timo, laringe, amigdalas,
glandulas salivares, pulmoes, pele, colo uterino, bexiga
e estdbmago”*’?. Recentemente, estudos descreveram a
deteccao de EBV por PCR em percentual significativo
de tumores de mama e carcinomas hepatocelulares>”5%,
Outros estudos demonstraram um possivel papel para
o EBV no desenvolvimento de carcinoma espinocelular
de laringe®.

Objetivo

O DNA do EBV foi investigado com o uso de um
método molecular sensivel e especifico, a reacio da cadeia
de polimerase em tempo real (RT-PCR), a partir de tecidos
tumorais de pacientes com carcinoma de laringe para
determinar o papel do EBV na etiologia do carcinoma de
laringe. Foi também analisada a relacao entre a presenca
de DNA viral e tabagismo, etilismo, localizacio (gldtica,
supraglotica ou subglética) e diferenciacio do tumor (bem,
moderado ou pouco diferenciado).

METODO

Foram incluidas no estudo amostras frescas de
tecido tumoral retiradas de 25 pacientes aleatoriamente
escolhidos, atendidos no Departamento de Otorrinolarin-
gologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco entre novembro
de 2007 e novembro de 2008 com queixas de rouquidao,
dispneia, tosse, garganta inflamada e diagndstico de
carcinoma de laringe com base nos resultados de exame
patologico feitos apos laringectomia ou bidpsia.

O grupo de controle foi composto por amostras fres-
cas de tecido retiradas de pacientes operados por lesoes
laringeas benignas como polipos, nédulos, cistos ou gra-
nulomas. Também foram incluidas biopsias de pacientes
diagnosticados com cancer de laringe que subsequente-
mente tiveram desmentida a malignidade de suas lesdes
por meio de exames de anatomia patolégica. Dezessete
amostras obtidas de pacientes com lesdes benignas forma-
ram o grupo de controle. Biopsias de lesdes pré-malignas
como leucoplasia ou displasia nao foram incluidas no
estudo. O presente estudo contou com a aprovaciao do
Comité de Etica em Pesquisa da instituicio (protocolo n®
09-230). Todos os pacientes foram informados sobre o
estudo no pré-operatério e assinaram termos de consen-
timento informado.

Todas as amostras foram colhidas na sala de cirur-
gia a partir de biopsias de tecido fresco pouco antes da
fixacao do tecido em formalina em procedimento estéril
para evitar contaminacao.

Os pacientes foram submetidos a meticuloso exame
de cabeca e pescoco, incluindo laringoscopia indireta, e
foram avaliados para localizacio do tumor, tabagismo,
etilismo, tempo de tabagismo e etilismo e tipo histopatolo-
gico do tumor. Os dados sobre tabagismo e etilismo foram
colhidos no pré-operatério com a ajuda de um questionario
especifico que contemplava questdes sobre a duracio do
habito e quantidades consumidas. Os estudos de imagem
necessarios foram feitos nos pacientes em que havia sus-
peita de cancer antes da bidpsia por laringoscopia direta.

A presenca de DNA de EBV nas amostras de tecido
foi investigada por PCR qualitativo com o uso da técnica
RT-PCR.

Obtencao do DNA

O DNA de EBYV foi obtido a partir das amostras com
o QIA Amp DNA Minikit (Qiagen, Alemanha), segundo o
procedimento apresentado no manual do kit.

Multiplicacao do DNA

O DNA obtido das amostras de tecido foi multi-
plicado com o equipamento Rotor-Gene 6000 (Corbett
Research, Austrilia) e o kit Qiagen Artus EBV RT PCR
(ndmero de catdlogo 4501263) (lote nimero 130162115)
(sensibilidade 3,8 copias/pl). Em todos os estudos foi usa-
do um controle negativo para evitar risco de contaminacio.

Avaliacio dos Dados

A andlise dos dados foi executada com o software
Rotor-Gene 1.7.75. O kit de quantificacao de EBV incluia
dois corantes fluorescentes, JOE e FAM. Enquanto JOE
garante controle interno visivel, FAM indica positividade
para DNA de EBV. JOE ¢ verificado no canal amarelo com
comprimento de onda de 530-555 e FAM ¢ verificado no
canal verde com comprimento de onda de 470-510.
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Os resultados foram assim interpretados:

1. Canal FAM positivo: positivo para DNA de EBV
na amostra. Se a positividade for muito alta, o
canal JOE pode ser negativo.

2. Canal FAM negativo e canal JOE positivo: nega-
tivo para DNA de EBV na amostra. Se o canal
JOE também for negativo, a reacao provavel-
mente sofreu inibicao e a andlise foi repetida.
Andlise Estatistica

O teste do Qui-quadrado foi usado para comparar
a positividade do PCR para EBV dos grupos de estudo
e controle e determinar a associacao entre positividade
do PCR para EBV e tabagismo, etilismo, localizacao do
tumor (gldtica, supraglética, subglotica) e diferenciacao
do tecido tumoral (bem, moderadamente, pouco diferen-
ciado). Todos os calculos estatisticos foram executados
com o software SPSS versiao 15.0 para Windows (SPSS Inc,
Chicago, Illinois) e p < 0,05 foi considerado significativo.

47,1% (8/17) foram positivos para EBV no PCR. Em cinco
destes pacientes, a carga viral foi inferior a 10° copias/ml;
nos trés restantes a carga viral ficou entre 10° e 10° copias/
ml. Nao houve diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos de controle e estudo em termos de posi-
tividade para EBV no PCR. Nio foi identificada correlacao
direta entre EBV e patogenia de carcinoma espinocelular
(CEQ) de laringe (p>0,05) (Tabela 1). Também nao houve
relacao significativa entre positividade para DNA de EBV
e localizacao do tumor (p > 0,05).

Tabela 1. Percentuais de positividade para EBV dos pacientes
e do grupo de controle e associacao entre positividade para
EBV, localizacéo e diferenciacao do tumor.

RESULTADOS

Amostras de 25 pacientes do sexo masculino (ida-
des entre 42 e 67 anos, média de 54,6 anos) atendidos
na clinica de Otorrinolaringologia e diagnosticados com
carcinoma de laringe apo6s bidpsia por laringoscopia direta
foram incluidas no estudo. As amostras foram colhidas
durante laringectomia parcial ou total de 13 pacientes e
durante biépsia por laringoscopia de 12 pacientes. O grupo
de controle foi composto por amostras de tecido de 17
pacientes (idade média de 48,8 anos, 13 homens (76,5%)
e quatro mulheres (23,5%)) atendidos na clinica por rou-
quidao e diagnosticados com lesoes laringeas benignas
(polipos, granulomas, cistos) por exame laringoscopico e
biopsia. Ap6s exame de cabeca e pescoco e laringoscopia
direta, os pacientes com carcinoma de laringe foram divi-
didos em trés grupos (glotico, supraglético e subglotico)
em func¢io da localizac¢io da lesio. Tumores gloticos foram
encontrados em 64% (16/25) dos pacientes, enquanto
carcinomas de laringe supragléticos foram detectados em
36% (9/25) dos individuos. Nenhuma lesao subglotica foi
detectada em nosso grupo de estudo.

As amostras de tecido retiradas dos pacientes foram
estudadas por PCR quantitativo com a técnica RT-PCR para
a deteccao de DNA de EBV. Controle interno foi positivo
para todos os pacientes.

PCR positivo para EBV foi identificado em 40%
(10/25) dos casos de carcinoma de laringe. A carga viral de
EBV foi inferior a 10° copias/ml em trés pacientes, variou
entre 10° e 10° copias/ml em seis pacientes e foi superior
a 10° copias/ml em um paciente. O PCR foi positivo em
66,7% (6/9) dos tumores supragloticos e em 25% (4/16)
das lesoes gloticas. No grupo de controle, 52,9% (9/17) dos
pacientes tiveram PCR negativo para EBV e os restantes

EBVnegativo EBVpositvo p
Pacientes com cancer (N: 25) 15 (60%) 10 (40%)
Grupo de Controle (N: 17) 9(52,9%) 8 (47,1%)
Localizacdo  Glético 12 (75%) 4 (25%) 0067
do tumor Supraglético 3(33,3%) 9(66,7%)
Pouco o o
diferenciado 2 (40%) 3 (60%)
Moderadamente
Diferenciagao  yiterenciado 5(62,5%) 3 (37,5%) 0328
do tumor B ’
em o o
diferenciado 8 (72,7%) 3 (27,3%)
Tipo basaloide 0 (0%) 1 (100%)

A investigacdo patolégica das amostras colhidas
dos pacientes revelou que 44% (11/25) dos individuos
tinha CEC bem diferenciado, 32% (8/25) tinham CEC
moderadamente diferenciado, 20% (5/25) tinham CEC
pouco diferenciado e 4% (1/25) tinham CEC basaloide.
Positividade para DNA de EBV foi identificada em 27,3%
(3/11) dos pacientes com CEC bem diferenciado, em 37,5%
(3/8) dos individuos com CEC moderadamente diferencia-
do, em 60% (3/5) dos pacientes com CEC pouco diferen-
ciado e em um individuo com CEC basaloide (Tabela 1).
Nao foi encontrada correla¢ao estatisticamente significativa
entre positividade para EBV e grau de diferenciacao do
tumor (p > 0,05).

Pacientes com cancer e componentes do grupo de
controle foram entrevistados para identificar presenca de
tabagismo e consumo de alcool. Noventa e seis porcento
(24/25) dos pacientes do grupo com carcinoma de laringe
eram tabagistas. O periodo de tabagismo variou entre 15
e 43 anos (média 30 £ 4,5 anos), com 20 a 40 cigarros por
dia (média 24,5 + 8,25 cigarros). Sessenta porcento (15/25)
dos pacientes consumiam dlcool regularmente (pelo menos
duas vezes por semana) por um periodo de 10 a 30 anos
(média 22,5 anos). No grupo de controle, 76,5% (13/17)
dos pacientes eram tabagistas. O periodo de tabagismo
variou entre 14 e 39 anos (média 27,3 + 3,8 anos), com 20
a 40 cigarros por dia (média 23,5 + 7,5 cigarros). Destes
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individuos, 17,6% (3/17) consumiam dlcool regularmente
ha uma média de 28,3 anos (20 a 35 anos). A positividade
para DNA de EBV foi de 37,5% (9/24) nas amostras de
tecido de pacientes tabagistas com cancer. No grupo de
controle, positividade para DNA de EBV foi encontrada
em 406,2% (6/13) dos tabagistas. No grupo com cancer,
as amostras colhidas de pacientes que consumiam dlcool
revelaram positividade para DNA de EBV em 40% (6/15)
dos casos. DNA de EBV nao foi encontrado em amostras
colhidas de pacientes no grupo de controle que consu-
miam dlcool. Nao houve associacio estatisticamente sig-
nificativa entre positividade para DNA de EBV, tabagismo
e consumo de dlcool (p > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas do tabagismo e consumo de alcool
e positividade para EBV.

Tabagismo EBV negativo EBV positivo p
Grupo de () 2 (50%) 2 (50%) 1 000
controle (N: 17) +) 7 (53,8%) 6 (46,2%) ’
Pacientes com ) 0 (0%) 1 (100%) 0.400
cancer (N: 25) (+) 15 (62,5%) 9 (37,5%)
Alcool EBV negativo EBV positivo p
Grupo de ) 6 (42,9%) 8 (57,1%) 0206
controle (N: 17) (+) 3 (100%) 0 (0%) ’
Pacientes com () 6 (60%) 4 (40%) 1000
cancer (N: 25) (+) 9 (60%) 6 (40%) ’
DISCUSSAO

O EBV esta presente em todas as populacoes, infec-
tando mais de 95% dos seres humanos durante as primeiras
décadas de vida’. Nos paises em desenvolvimento, certas
praticas culturais levam a exposicao ao EBV na infancia.
A infeccao primdria por EBV em criangas esta tipicamente
associada a sindromes agudas nao diagnosticadas. Em
paises mais desenvolvidos, contudo, a infeccao primaria
por EBV ¢ frequentemente postergada, vindo a ocorrer
na adolescéncia ou idade adulta, podendo resultar em
um distirbio linfoproliferativo autolimitante chamado
mononucleose infecciosa (MI)°.

Dados de virios estudos sugerem que o EBV
esta relacionado ao desenvolvimento ou progressio do
carcinoma espinocelular da nasofaringe, cavidade oral,
laringe e esdfago, além de estar associado a epitelioma
gastrico e linfoma de Hodgkin®'%%%. Além disso, o EBV
ja foi correlacionado as etiologias de linfoma de Burkitt,
carcinoma timico e sindrome de Sjogren'’.

O fator ambiental mais contundente da patogenia
do carcinoma de laringe € o tabagismo. Refluxo gastroeso-
fagico, radiacio, consumo de frutas ricas em carotenoides
e exposicio a po de madeira, metais pesados e po de
carvao sio fatores etiologicos suspeitos®. Além disso, ja

se pensou que fatores virais tivessem papel na etiologia
do carcinoma de laringe. Alguns estudos, com diferentes
resultados, foram conduzidos sobre o papel de fatores
virais, principalmente sobre o efeito do papilomavirus
humano (HPV) e do EBV, na etiologia do carcinoma
de laringe?. Apesar da presenca de varios tipos de HPV
nas amostras de pacientes com carcinoma de laringe em
alguns estudos, o HPV nio foi considerado como tendo
forte efeito carcinogénico sobre o desenvolvimento de
carcinomas de laringe, jA que tais observacoes foram
excepcionais®®. Recentemente, foram publicados relatos
sobre associacao entre EBV e carcinoma de laringe® e
artigos refutando tal correlacao'.

GOk et al.® pesquisaram a presenca de DNA de
EBV por PCR em amostras de tecido fixadas em formali-
na incluidas em parafina de 22 pacientes com carcinoma
espinocelular de laringe e de 17 pacientes com nédulos
nas pregas vocais. O PCR identificou DNA de EBV em
11 pacientes (50%) com carcinoma de laringe e em sete
pacientes (41,2%) com nodulos nas pregas vocais. Nao
foi identificada diferenca significativa entre os grupos
em termos de positividade para DNA de EBV e duraciao
do tabagismo, nimero de cigarros consumidos por dia,
localizacio da doenca e estadiamento do tumor, como
também observado em nossos resultados.

Goldenberg et al.*! nao identificaram relacao signi-
ficativa entre EBV e desenvolvimento do tumor em estudo
conduzido com 300 pacientes com cancer de cabeca e pes-
coco, incluindo tumores de laringe, hipofaringe, orofaringe
e cavidade oral®’. Os autores também nao encontraram
correlagio entre positividade para EBV e exposi¢io ao
fumo, consumo de dlcool ou grau do tumor. Foram detec-
tadas baixas quantidades de EBV na minoria dos tumores
de cabeca e pescoco, associadas a presenca de genoma
de EBV em raras células linfoides ou epiteliais adjacentes
ao tumor primdrio de cabeca e pescoco.

No estudo de Oliveira et al.?, o EBV foi estudado
com técnicas de biologia molecular em tecidos de tumor
incluidos em parafina retirados de 110 pacientes com CEC
de laringe, sem ser detectado em nenhum dos pacientes.
Semelhantemente, Atula et al.’ sugeriram que o EBV nao
estaria associado ao carcinoma de laringe apés a analise
para DNA de EBV de 79 amostras congeladas de biopsias
de pacientes com cancer de cabeca e pescoco por hibri-
dizacio Southern blot e PCR.

Em seu estudo, Vlachtsis et al.*> demonstraram posi-
tividade para DNA de EBV em 39 (43,3%) de 90 pacientes
com CEC de laringe e positividade para HPV e EBV em
19 (21,1%) destes individuos. Foi impossivel determinar o
efeito do EBV sobre o carcinoma de laringe e seus resul-
tados, ja que os autores nao dispunham de um grupo de
controle, mas a taxa relatada de positividade para DNA de
EBV em CEC de laringe foi semelhante 2 que encontramos
no presente estudo.
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Kiaris et al.® também estudaram a incidéncia
de EBV em CEC de laringe. Os autores analisaram a
presenca de DNA de EBV por PCR sensivel e utilizaram
RFLP (polimorfismo no comprimento dos fragmentos
de restricio) para confirmar a especificidade da reacao
de amplificacio do PCR. Nove dos 27 tecidos tumorais
foram positivos para DNA de EBV e apenas quatro (15%)
pecas de tecido normal adjacente exibiram evidéncias de
infeccao por EBV. Trés amostras foram positivas para EBV
tanto em tecidos normais como tumorais. Os pesquisadores
encontraram uma incidéncia relativamente elevada de EBV
em tecidos tumorais (33%) de pacientes com cancer de
laringe, comparada a baixa incidéncia (15%) de deteccao
do genoma do virus em tecido normal adjacente, o que
indica um provavel papel do EBV no desenvolvimento da
doenca. Contudo, nio houve associaciao entre positividade
para EBV e estadiamento da doenca ou diferenciacao
patolégica.

Nosso estudo nao identificou relacao significativa
entre os grupos de controle e estudo em termos de positi-
vidade para EBV no PCR e carga viral de EBV. Da mesma
forma, nao houve associacao direta entre EBV e patogenia
do carcinoma espinocelular de laringe. A maioria dos
estudos conduzidos anteriormente corroboram nossos
resultados, mas alguns artigos relatam associacio entre
EBV e CEC de laringe. Acreditamos que tal contradicio
se deva a tamanhos reduzidos de amostra e variedade da
sensibilidade e especificidade dos métodos usados para
determinacao de EBV.

Também nao identificamos associacio significativa
entre positividade para EBV e localizacio ou diferenciacio
do tumor (p > 0,05). Além disso, dado que tabagismo e
consumo de dlcool sio fatores de risco bem estabelecidos
para o desenvolvimento de carcinoma de laringe, inves-
tigamos a associacio entre positividade para EBV e esses
fatores sem conseguirmos demonstrar relagoes entre os
mesmos e positividade para EBV ou carga viral (p > 0,05).
Estes resultados sugerem que o EBV nao apresenta sinergia
com o desenvolvimento de carcinomas de laringe com
fatores de irritacaio como tabagismo e dlcool.

A principal vantagem de nosso estudo foi o uso de
amostras frescas de tecido para a determinacao do DNA
de EBV. A maioria dos estudos anteriores sobre a presenca
de EBV foram baseados em amostras fixadas em formalina
incluidas em parafina, apesar de formalina ser um conhe-
cido inibidor de PCR?'. Assim, alguns resultados falsos
negativos podem ter sido obtidos nos estudos anteriores.

No presente estudo, as pecas cirdrgicas de pacientes
com lesoes laringeas benignas foram aceitas como con-
troles, jd que nao seria razodvel retirar amostras de tecido
de voluntarios saudaveis. Curiosamente, o DNA de EBV
foi encontrado em 47,1% dos individuos deste grupo, per-
centual mais elevado que o do grupo de estudo. Portanto,
sugere-se que o EBV seja um virus muito comum que

pode permanecer latente nas células da mucosa das vias
respiratorias superiores de uma propor¢ao considerdvel
da populacio.

CONCLUSAO

O recente estabelecimento da associacao entre EBV
e carcinoma nasofaringeo nao diferenciado em especial
levou a consideraciao de que talvez também haja relacao
entre carcinoma de laringe e EBV. Mas os nossos resultados
e os relatos da maioria dos estudos anteriores indicam que
o EBV € um virus bastante comum, que pode ser encon-
trado nas células da mucosa das vias aéreas superiores de
uma propor¢ao considerdvel da populagio. Ainda que o
EBV esteja presente em tecidos tumorais de alguns dos car-
cinomas espinocelulares de laringe, sua presenca nao surte
efeito sobre a patogenia dos carcinomas de laringe. Mais
estudos multicéntricos com amostras maiores precisam ser
conduzidos para demonstrar com maior clareza a relacao
entre EBV e carcinoma espinocelular de laringe. Desta
forma, a partir das possiveis associacoes identificadas,
passos positivos poderdo ser tomados rumo a prevengio
e manejo dos carcinomas de laringe.
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