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Sinusitis; Introduction: Chronic rhinosinusitis with nasal polyps is a multifactorial disease entity with na
Nasal polyps; unclear pathogenesis. Contradictory data exist in the literature on the potential implication
Viruses; ofviral elements in adult patients with chronic rhinosinusitis.

Herpesviridae Objective: To compare the prevalence of human herpes viruses (1-6) and Human Papilloma Virus

in adult patients with chronic rhinosinusitis with nasal polyps and healthy controls.

Methods: Viral DNA presence was evaluated by real-time polymerase chain reaction applica-
tionto nasal polyps specimens from 91 chronic rhinosinusitis with nasal polyps patients and nasal
turbinate mucosa from 38 healthy controls.

Results: Epstein-Barr virus positivity was higher in nasal polyps (24/91; 26.4%) versus controls
(4/38; 10.5%), but the difference did not reach significance (p = 0.06). Human herpes virus-
6positivity was lower in nasal polyps (13/91; 14.29%) versus controls (10/38; 26.32%, p = 0.13).
In chronic rhinosinusitis with nasal polyps group, 1 sample was herpes simplex virus-1-positive
(1/91; 1.1%), and another was cytomegalovirus-positive (1/91; 1.1%), versus none in controls.
No sample was positive for herpes simplex virus-2, varicella-zoster virus, high-risk-human papil-
lomaviruses (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) and low-risk-human papilloma viruses
(6,11).
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Introducao

Conclusion: Differences in Epstein-Barr virus and human herpes virus-6 positivity among pa-
tients with chronic rhinosinusitis with nasal polyps and healthy controls are not statistically
significant, weakening the likelihood of their implication in chronic rhinosinusitis with nasal
polyps pathogenesis.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY- license (https://creativecommons.
org/licenses/by/4.0/).

Herpesvirus e virus do papiloma humano na polipose nasal e controles

Resumo

Introducdo: A rinossinusite cronica com polipos é uma doenca multifatorial de etiopatogénese
ainda nao definida. Existem dados contraditorios na literatura sobre a implicacdo potencial de
elementos virais na etiologia de polipos nasossinusais.

Objetivo: Comparar a prevaléncia de herpes virus humanos (1-6) e papiloma virus humano em
pacientes adultos com rinossinusite cronica com polipos nasais (CRWNP) e controles saudaveis.
Método: A presenca de DNA viral foi avaliada por PCR em tempo real, em amostras de pdlipos
nasais de 91 pacientes com CRWNP e na mucosa das conchas nasais de 38 controles saudaveis.
Resultados: A positividade do EBV foi maior nos polipos nasais (24/91; 26,4%) do que nos contro-
les (4/38; 10,5%), mas a diferenca nao foi significante (p = 0,06). O HHV-6 apresentou positivi-
dade menor nos polipos nasais (13/91; 14,29%) do que os controles (10/38; 26,32%), (p = 0,13).
No grupo CRWNP, uma amostra foi positiva para o virus herpes simples (HSV-1) (1/91; 1,1%), e
uma para citomegalovirus (CMV) (1/91; 1,1%); e nenhuma amostra foi positiva no grupo contro-
le. Nao houve amostra positiva para HSV-2, VZV, HR-HPV (16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59) e LR-HPV (6,11).

Conclusdo: Diferencas de positividade do EBV e HHV-6 entre pacientes com CRWNP e con-troles
saudaveis nao sdo estatisticamente significantes, enfraquecendo a probabilidade de sua impli-
cacao na patogénese da CRWNP.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por
Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob a licenca CC BY (https://creativecommons.
org/licenses/by/4.0/deed.pt).

bilidade, foi empregada até o momento em apenas dois es-
tudos na deteccao de agentes virais em casos de RSCcPN. "7

A rinossinusite cronica com poélipos nasais (RSCcPN) é uma
subclassificacao da rinossinusite cronica (RSC) idiopatica.'
Trata-se de uma sindrome clinica caracterizada por inflama-
cao sintomatica persistente da mucosa da cavidade do nariz
e dos seios paranasais.’ Atribui-se a etiopatogénese da RSC-
cPN, principalmente, a uma interacao disfuncional entre o
hospedeiro e o ambiente.? Embora a identificacao de agentes
exogenos impulsionadores de mecanismos inflamatorios se-
cundarios tenha se constituido em area de pesquisa intensi-
va, o possivel envolvimento da infeccao viral é um tépico
relativamente pouco estudado.’

0 virus do herpes simplex (HSV-1), herpes simplex-2 (HSV-
2), varicela-zoster (VZV), citomegalovirus (CMV), virus de
Epstein-Barr (EBV) e herpesvirus humano-6 (HHV-6), junta-
mente com os papilomavirus humanos (HPV), sdo virus de
DNA com capacidade de se incorporar ao DNA do hospedeiro.
Além do estabelecimento de infeccoes latentes permanentes
na mucosa do trato respiratorio superior; pode levar a ocor-
réncia de reativacao em estados de imunossupressao.*® Até
a presente data, apenas alguns estudos’-"” investigaram o
papel potencial desses agentes virais em casos de RSCcPN,
embora seus resultados tenham sido controversos. Ademais,
a técnica de PCR quantitativa em tempo real, de alta sensi-
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Os objetivos do presente estudo foram avaliar e comparar
a prevaléncia dos herpesvirus humanos (HHV) e de tipos do
HPV de alto risco (HR-HPV) (subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59) e de baixo risco (LR-HPV) (subtipos 6,
11) em amostras de tecido nasal de pacientes com RSCcPN e
de controles saudaveis, mediante o emprego da técnica de
PCR quantitativa altamente sensivel; e revisar a literatura
pertinente.

Método

Este é um estudo transversal de coorte contemporanea rea-
lizado prospectivamente, de janeiro de 2009 a janeiro de
2013, com base em pacientes adultos com RSCcPN tratados
por cirurgia endoscépica funcional dos seios paranasais (CE-
FSP). O diagnostico de RSCcPN foi estabelecido de acordo
com os critérios do EPOS (European Position Paper on Rhino-
sinusitis and Nasal Polyps)." O grupo controle consistiu-se por
pacientes adultos saudaveis com desvio de septo nasal tra-
tados por septoplastia sem RSC, ainda de acordo com os
critérios EPOS." Pacientes pediatricos, bem como aqueles
com asma, fibrose cistica, discinesia ciliar primaria, sinusite
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fUngica alérgica, rinite alérgica, papiloma invertido e soro-
positividade para HIV foram excluidos do estudo. Também
foram excluidos individuos em ambos os grupos que tivessem
apresentado infeccao do trato respiratoério no periodo de
duas semanas antes da cirurgia, e aqueles que tivessem usa-
do esteroides sistémicos no més precedente a cirurgia.

Nos pacientes com RSCcPN, as amostras de pélipo nasal
foram obtidas dos seios paranasais durante a CEFSP, enquan-
to que no grupo controle foram coletadas bidpsias de tecido
da mucosa das conchas inferiores durante a septoplastia. As
amostras de polipo e de tecido nasais extraidas durante a
cirurgia foram imediatamente transferidas para recipientes
secos estéreis e enviadas ao laboratorio. Com o uso de um
bisturi, os tecidos foram divididos em varios fragmentos
(2-4 mm), sendo separados em trés partes: para cultura con-
vencional, para técnicas moleculares e para armazenamento
a -80 °C.

Para cada paciente, os fragmentos de tecido foram inocu-
lados em agar Sabouraud a 30°C durante dez dias e em agar
de Columbia enriquecido com sangue de ovelha a 5%, incu-
bados em atmosfera com 5% de CO, e em atmosfera anaero-
bica durante dois dias. Todas as amostras foram coradas pelo
método de Gram, com a finalidade de avaliar a presenca de
leucocitos e de flora microbiana.

Fragmentos de tecido de cada paciente foram escolhidos
para extracao de DNA com uso de kits comerciais (Invitro-
gen), de acordo com as instrucdes do fabricante. A eficiéncia
da extracao do DNA e a possivel presenca de inibidores na
amostra foram confirmadas pela deteccao do gene para
2-globina com o uso dos primers RS42 (5’-GCTCACTCAGTG
TGGCAAAG-3’) e Km (5’-GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG-3’).

As amostras de DNA extraido foram analisadas pelo equi-
pamento Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR Sys-
tem para calculo quantitativo de PCR em tempo real,
com o uso dos seguintes kits comerciais, e de acordo
com as instrucoes do fabricante: HSV1 Q-PCR Alert Ampli-
MIX, HSV2 Q-PCR Alert AmpliMIX, VZV Q-PCR Alert AmpliMIX,
EBV Q-PCR Alert AmpliMIX, Q-CMV Real Time Complete,
HHV-6 Q-PCR Alert AmpliMIX (Nanogen Advanced Diagnosti-
cs S.r.L), HPV High Risk Screen Real Time PCR (Sacace Bio-
technologies) e HPV 6/11 Real-TM Real Time PCR (Sacace
Biotechnologies).

Todos os dados, inclusive informacdes demograficas dos
pacientes (idade, género, histdria), foram colocados em um
banco de dados. Para a analise estatistica, foi empregado o
teste exato de Fisher. A analise dos dados foi realizada com
o programa SPSS 20 (IBM, Chicago, IL, EUA). Valores de
p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes..

As amostras foram analisadas no Departamento de Micro-
biologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Tessa-
lia. O estudo foi aprovado pela Comissao de Revisao
Institucional da universidade (protocolo de aprovacao nime-
ro 10/28-11-2007). Todos os pacientes e participantes do
grupo controle forneceram consentimento informado por
escrito.

Resultados

Cento e vinte e nove individuos da racga branca foram recru-
tados para o nosso estudo. O grupo de polipos nasais consis-
tiu-se de 91 pacientes (63 homens; média de idade de
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53 anos; variacao, 19-77 anos), enquanto que o grupo con-
trole consistiu-se de 38 individuos (22 homens; média de
idade de 43 anos; variacdo, 18-54 anos). Cirurgias primarias
foram realizadas em 65 pacientes, e cirurgias de revisao em
26 (os dados epidemioldgicos estao resumidos na tabela 1).

As culturas convencionais demonstraram que todas as
amostras eram negativas para fungos, com positividade para
cocos Gram-positivos, incluindo Staphylococcus aureus, es-
tafilococos coagulase-negativos e Streptococcus viridans.

A extracao de DNA, indicada pela deteccao do gene para
B2-globina, foi bem-sucedida em todas as amostras.

A positividade para EBV foi mais alta no grupo de polipos
nasais vs. grupo controle (grupo de polipos: 24/91; 26,4% vs.
grupo controle: 4/38; 10,5%). No entanto, essa diferenca nao
apresentou significancia estatistica (p = 0,06).

A positividade para HHV-6 foi mais baixa no grupo de poli-
pos nasais vs. grupo controle (grupo de pdlipos: 13/91;
14,29% vs. grupo controle: 10/38; 26,32%). Essa diferenca
também nao foi significante (p = 0,13).

Foi observada positividade para HSV-1 em uma amostra de
polipo nasal (1/91; 1,1%), e positividade para CMV em outra
amostra (1/91; 1,1%). Em todas as amostras do grupo contro-
le, HSV-1 e CMV foram negativos. Essas diferencas nao foram
significantes.

No grupo de pdlipos nasais, tanto EBV quanto HHV-6 foram
positivos em quatro pacientes, enquanto EBV e CMV foram
positivos em um paciente. Positividade simultanea para EBV
e HHV-6 também foi detectada em dois individuos do grupo
controle.

Todas as amostras dos grupos de estudo e controle foram
negativas para HSV2, VZV, HR-HPV e LR-HPV DNA (Os resul-
tados estao resumidos na tabela 2).

Discussao

Kozak et al.” foram os primeiros autores a investigar um
possivel papel do EBV na etiologia dos polipos nasais. Em
um estudo piloto realizado em nove pacientes com RSCcPN
e em seis controles com o uso da hibridizacao in situ (HIS),
esses autores reportaram a auséncia de EBY DNA em ambos
os grupos. Em 2012, Sham et al.® relataram achados simila-
res com HIS em 30 pacientes com RSCcPN e em 32 controles.
Por sua vez, Tao et al.’ foram os primeiros a relatar que a
mucosa do polipo nasal era um dos locais de persisténcia do

Tabela 1 Dados epidemiologicos sobre género, idade e tipo
de cirurgia (primaria ou de revisdo) dos grupos com rinossi-
nusite crénica com polipos nasais (RSCcPN) e controle

Grupo RSCcPN  Grupo controle
Total 91 38

Homens (%) 63 (69,2%) 22 (57,9%)
Mulheres (%) 28 (30,8%) 16 (42,1%)
Média de idade 53 (19-77) 43 (18-54)
(Variacao)

Cirurgia primaria (%) 65 (71,4%) Nao disponivel
Cirurgia de revisao (%) 26 (28,6%) Nao disponivel
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Tabela 2 Percentuais de HSV-1, HSV-2, VZV, CMV, EBY,
HHV-6 eHPV (tipos HR-HPV e LR-HPV) nos grupos de rinossi-
nusite crénica com polipos nasais e controle

RSCcPN (n = 91) Controle (n = 38) Significancia®

Positivos - n (%) Positivos - n (%)

HSV1 1(1,1%) 0 (0%) NS
HSV2 0 (0%) 0 (0%) NS
vZV 0 (0%) 0 (0%) NS
EBV 24 (26,4%) 4 (10,5%) NS
MV 1(1,1%) 0 (0%) NS
HHV-6 13 (14,29%) 10 (26,32%) NS
HR-HPV 0 (0%) 0 (0%) NS
LR-HPV 0 (0%) 0 (0%) NS

CMV, citomegalovirus; EBV, virus de Epstein-Barr; HHV-6, herpesvirus
humano-6; HPV, papilomavirus humanos; HR-HPV, HPV de alto
risco; HSV-1, herpesvirus simples-1; HSV-2, herpesvirus simples-2;
LR-HPV, HPV de baixo risco; NS, nado significativo; VZV, virus
varicela zoster.

2 Teste exato de Fisher.

EBV. Esses autores estudaram 13 pacientes com RSCcPN e,
com o uso da hibridizagao/Southern blot (HSB), PCR quali-
tativa e HIS, detectaram positividade para EBV em 15, 69 e
85% dos pacientes, respectivamente. Entretanto, Tao et al.
nao utilizaram controles. Zaravinos et al.'® compararam
amostras de polipos nasais de 23 pacientes com um grupo
controle consistindo em 13 amostras de concha inferior co-
letadas de pacientes submetidos a cirurgias corretivas na-
sais, com o uso de PCR qualitativa. Esses autores observaram
positividade para EBV em 35% dos pacientes com RSCcPN vs.
0% no grupo controle, o que demonstrou correlacao signifi-
cativa entre presenca de EBV e de pélipos nasais. Recente-
mente, Costa et al." foram os primeiros autores a usar PCR
quantitativa em 35 pacientes com RSCcPN, objetivando
comparar a ocorréncia de EBYV em polipos nasais e em amos-
tras do tecido de concha inferior homolateral. Esses autores
observaram que a positividade para EBV tendia a ser mais
alta em pacientes com RSCcPN, sugerindo um possivel papel
causal ou persisténcia em tecido linfoide inflamatoério, mas
essa diferenca nao mostrou significancia. Entretanto, o es-
tudo de Costa et al. teve como principal limitacao a inexis-
téncia de um grupo controle constituido por individuos
saudaveis. Nossos resultados apoiam os achados publicados
por esses autores,'! visto que a positividade para EBV foi
mais alta em pacientes com RSCcPN vs. controles sauda-
veis; contudo, essa diferenca também nao foi significante
(p = 0,06).

Com relagao ao HPV, também foram publicados achados
controversos. Bradnsma et al." e Gaffey et al.," com uso de
HSB e HIS, respectivamente, observaram 0% de positividade
para HPV em pacientes com RSCcPN. Becker et al.™ e Sham
et al.,? utilizando PCR qualitativa, também nao encontraram
qualquer positividade para HPV, tanto em pacientes com RSC-
cPN como nos controles. Em 2000, Hoffman et al.,"”™ com o
uso de HSB e PCR qualitativa, detectaram apenas uma amos-
tra com suspeita de positividade para HPV em um grupo de
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33 pacientes com polipos nasais, enquanto que Zaravinos
et al.,' empregando PCR qualitativa (primers GP5+/GP6+
nao especificos para tipo), observaram positividade nao sig-
nificante de HPV em pacientes com RSCcPN (3/23, 13%) vs.
grupo controle (0/13 conchas inferiores).

Por outro lado, Fei Pei et al.,' em um estudo chinés de
grande porte, utilizaram PCR qualitativa e tecnologias de hi-
bridizacao flow-through e GeneChip® para deteccao de HPV
de baixo risco (LR-HPV) e HR-HPV em 204 pacientes com
RSCcPN e em 36 controles saudaveis (mucosa de concha
média). Esses autores detectaram 40,2% de positividade
para HPV em pacientes com RSCcPN vs. 0% em controles.
Esses autores detectaram 13 genotipos de HPV nas amostras
de RSCcPN (subtipos de LR-HPV: 11, 6, 34, 70 e 44; e subti-
pos de HR-HPV: 58, 52, 18, 16, 68, 53, 31 e 33); o subtipo
mais prevalente foi LR-HPV-11 (45,28%). Nao confirmamos
os resultados publicados por Fei Pei et al.' Os diferentes
achados poderiam ser atribuidos as diferencas nas popula-
¢coes estudadas (asiatica vs. caucasiana) ou ao método uti-
lizado para detectar a infeccao pelo HPV (PCR qualitativa
vs. quantitativa). Recentemente, Rizzo et al.,"” em uma
populacao caucasiana de 20 pacientes com RSCcPN e 10 con-
troles, utilizou pela primeira vez PCR quantitativa em tem-
po real para HR-HPV (subtipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
52, 53, 56, 58, 59, 66 e 70) e LR-HPV (subtipos: 6,11). Nao
foi observado nenhum caso de positividade para HR-HPV
nesse estudo. Com relacao a LR-HPV, Rizzo et al. relataram
presenca de 50% de HPV-11 no subgrupo de dez pacientes
com RSCcPN sem doenca alérgica; no subgrupo de dez pa-
cientes com RSCcPN com doenca alérgica nao foram obser-
vadas amostras positivas; e nem no grupo controle. Os
autores sugeriram que parametros clinicos como a alergia
poderiam se constituir em fator de confusao para os resul-
tados observados para HPV. Sugeriram também que a pre-
senca de HPV-11 poderia ser um marcador prognostico no
seguimento de pacientes com RSCcPN sem doenca alérgica,
pois notaram que os cinco pacientes positivos para HPV-11
se apresentavam com polipose nasal recidivante.'” Em nosso
estudo, utilizamos PCR quantitativa em uma grande popu-
lacao de 91 pacientes com RSCcPN e em 38 controles. Nossos
resultados confirmam os achados de Rizzo et al.,"” no que
diz respeito a auséncia de HR-HPV tanto em pacientes como
em controles, mas nao confirmamos a alta prevaléncia de
LR-HPV-11 descrita por esses autores. As divergéncias podem
ser atribuidas as diferencas no tamanho das amostras. Deve-
se ter em mente que, em nosso estudo, nao observamos
qualquer positividade para LR-HPV, embora pacientes alér-
gicos tenham sido excluidos e 26 dos nossos pacientes te-
nham sido submetidos a cirurgia revisional.

Zaravinos et al.'® foram os primeiros autores a investigar a
presenca de HHV-6 em tecido de polipo nasal. Com o uso de
PCR qualitativa, esses autores verificaram que o HHV-6 DNA
estava ausente tanto nas amostras de polipo nasal como na
mucosa de concha inferior do grupo controle. Por outro lado,
Costa et al.," empregando PCR quantitativa em amostras de
polipo nasal e de concha inferior de 35 pacientes com RSC-
cPN, constataram positividade para HHV-6 de 8% nas amos-
tras de polipo nasal e de 35% nas amostras de mucosa da
concha. Essa diferenca nao foi significativa, mesmo conside-
rando que Costa et al. nao usaram um grupo controle. Nossos
dados apoiam os achados de Costa et al.,' pois a positivida-
de de HHV-6 foi mais baixa em amostras de polipo nasal vs.
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concha inferior do nosso grupo controle (14,29% vs. 26,32%,
respectivamente), embora essa diferenca nao tenha sido
significante. Provavelmente, a diferenca entre nossos resul-
tados e os publicados por Zaravinos et al.'™ possa ter sido
decorrente da maior sensibilidade/especificidade da PCR
quantitativa vs. qualitativa."

A presenca de HSV-1, HSV-2, VZV e CMV foi investigada
por Zaravinos et al.’® com o uso da PCR qualitativa, e por
Costa et al."" com PCR quantitativa. Esses dois grupos de
autores similaridade nos achados (duas amostras positivas
para HSV-1 e uma para CMV cada, e nao foi observada pre-
senca de HSV-2 ou VZV), resultado que concorda com nossos
dados.

0 principal ponto fraco de nosso estudo é a diferenca exis-
tente no tamanho das amostras entre os grupos com RSCcPN
(n =91) e controle (n = 38). O tamanho das amostra sao di-
ferentes porque, dentro do periodo de estudo, apenas 38 dos
pacientes de septoplastia foram aceitos como participantes.
Essa diferenca no tamanho das amostras pode ter influencia-
do nossos resultados e talvez explique algumas diferencas
com relacdo aos resultados ja publicados na literatura. Além
disso, como foi dito acima, nossos resultados podem ser di-
ferentes como consequéncia dos diferentes métodos utiliza-
dos na deteccao dos agentes virais (HIS vs. HSB vs. PCR
qualitativa vs. PCR quantitativa). Deve-se ter em mente que,
a excecao de nosso estudo, apenas Costa et al." empregaram
a PCR quantitativa. Esse é também um dos pontos fortes de
nosso estudo, pois a PCR quantitativa é o método com maior
sensibilidade/especificidade.

Conclusao

Em conclusao, nossos dados demonstram que EBV e HHV-6
sdo detectados com PCR quantitativa em amostras de pdlipo
nasal, embora sem significado estatistico; além disso, nosso
estudo demonstra que HR-HPV e LR-HPV estao ausentes nos
polipos nasais e nos controles.
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