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Resumo

As tonsilites recorrentes tém sido objeto de muitos estudos.
Eventos considerados na predisposicio e causa incluem a
utilizacdo errbnea de antibidticos em crises agudas, alteragcoes
da microflora, mudancas estruturais nas criptas epiteliais
tonsilares e infeccoes virais. A infeccao pelo virus Epstein-
Barr (EBV) ocorre frequientemente na infincia persistindo em
linfécitos de tonsilas, podendo causar tonsilites recorrentes.
Pouco se conhece sobre a persisténcia e reativacio do EBV
em pacientes imunocompetentes. Alguns métodos como a
hibridizacao in situ, a reacio em cadeia da polimerase (PCR)
e a imuno-histoquimica tém sido utilizados no estudo da pa-
togenia do virus. Objetivo: Para caracterizar a associacao do
virus Epstein-Barr com tonsilites recorrentes examinamos a
presenca do EBV pela PCR e por imuno-histoquimica usando
como alvo a proteina viral LMP-1. Forma de Estudo: Estudo
transversal com analise de prevaléncia amostral. Material
e Métodos: Foram selecionados 24 blocos parafinados de
tonsilas, provenientes do Servico de Anatomia Patolégica,
removidas de criancas de 2 a 12 anos com diagnéstico de
tonsilite recorrente. Resultados: O genoma do EBV foi de-
tectado em 13 (54,1%) e a LMP-1 em 9 (37,5%) dos casos.
Concluszio: As tonsilas das criancas podem ser colonizadas
pelo EBV e este pode estar associado a patogenia das ton-
silites recorrentes.

Detection of Epstein-Barr virus
in recurrent tonsillitis

Palavras-chave: imuno-histoquimica, infeccoes por virus
epstein-barr, pcr, tonsilite.
Keywords: immunohistochemistry, epstein-barr virus infection,
pcr, tonsillitis.

Summary

Recurrent tonsillitis has been the subject of frequent
investigation. Misuse of antibiotic therapy in acute tonsillitis,
changes to the tonsillar microflora, structural changes to
the tonsillar crypts, and viral infections have been listed
as predisposing or causal factors for recurrent tonsillitis.
Epstein-Barr virus (EBV) infection usually occurs in early
childhood and may persist in tonsillar lymphocytes,
thus leading to the onset of recurrent tonsillitis. Little is
known about the persistence and reactivation of EBV
strains in immunocompetent patients. Methods such as in
situ hybridization, polymerase chain reaction (PCR), and
immunochemistry have been used to study the pathogenesis
of the EBV. Aim: this study aims to characterize the association
between EBV and recurrent tonsillitis by investigating the
presence of EBV through PCR and immunohistochemistry,
using viral protein LMP-1 as a target. Study design: this is
a cross-sectional study with analysis of sample prevalence.
Materials and method: twenty-four paraffin-embedded
tonsil specimens from the Pathology Service were selected.
The specimens were removed from children aged between
2 and 12 years diagnosed with recurrent tonsillitis. Results:
EBV genome was detected in 13 (54.1%) specimens, whereas
viral protein LMP-1 was found in 9 (37.5%) specimens.
Conclusion: children’s tonsils can be colonized by EBV
and such colonies may be associated with the pathogenesis
of recurrent tonsillitis.
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INTRODUCAO

O anel linfatico de Waldeyer faz parte da primeira
linha de defesa contra patdgenos por estar localizado na
porta de entrada das vias aérea e digestiva. E constituido
por tecido linféide, dos quais fazem parte as tonsilas pala-
tinas e faringeas. Varios microorganismos podem infectar
estes tecidos e causar tonsilites, sendo mais freqlientes as
de origem bacteriana.! Ainda ndo esta bem entendido o
mecanismo pelo qual algumas criancas desenvolvem ton-
silites recorrentes e nem a causa do aumento exagerado
das tonsilas. Varias hipoteses t€m sido propostas, tais como
a possivel resisténcia de microorganismos a antibioticote-
rapia e a interferéncia do streptococcus o atuando como
protetor da orofaringe contra streptococcus B, deste modo
prevenindo as tonsilites recorrentes. Alguns estudos tém
sugerido que infecgoes virais poderiam estar envolvidas
nas infeccoes recorrentes, entre estes o virus Epstein-Barr
(EBV) e o herpes simples.**

O EBV foi descoberto em 1964, em cultura de células
obtidas de Linfoma de Burkitt e, em 1968, foi demonstrado
que era o agente etiol6gico da mononucleose infecciosa.’ E
um herpesviridae da subfamilia do gamaherpesvirinae que
infecta a maioria dos individuos antes da idade adulta. Na
primeira infecclo, o virus € transmitido pela saliva e inva-
de as células epiteliais da orofaringe, que sao destruidas,
infectando em seguida linfocitos B circulantes, nos quais
entra em estado de laténcia.* O genoma do EBV consiste
de uma molécula de DNA linear de 172 quilobases que
codifica aproximadamente 100 proteinas virais, no entanto,
apenas 10 genes sdo expressos in vitro nas células B infec-
tadas (laténcia): seis proteinas nucleares, EBNAs 1, 2, 3A,
3B, 3C e EBNA-LP, além de duas proteinas de membrana,
LMP-1 e LMP-2 e dois RNAs pequenos, EBER 1 e EBER 2.6
A proteina do antigeno nuclear 1 (EBNA-1) liga-se a0 DNA
viral fazendo com que o genoma do virus permaneca na
célula infectada como um epissomo circular e a expressao
da LMP-1 em individuos imunodeprimidos pode induzir a
transformacio de linfocitos B e o surgimento de processos
linfoproliferativos.®

Em contraste com estudos realizados in vitro, ainda
nao se estabeleceu in vivo, o local da replicacio do EBV.
A mononucleose infecciosa e a leucoplasia pilosa oral sio
utilizados como modelos para estudo do mecanismo de re-
plicacao do virus.?> Ainda parece incerto como se estabelece
a replicacao do EBV em individuos saudaveis. As tonsilas
parecem ser candidatas para o sitio de replicacio do EBV.”#
No estudo realizado por Babcock (1998), foram detectadas
formas epissomais lineares do DNA do EBV em linfécitos
tonsilares. A presenca de formas lineares pode indicar que
o DNA viral estd replicando nos linfocitos de tonsilas, em
individuos saudaveis e infectados previamente pelo EBV.
Até pouco tempo acreditava-se que o virus era capaz de
infectar apenas linfocitos B e células epiteliais, porém ja

existem relatos de infeccio em linfocitos T normais.?

Além da mononucleose infecciosa, o EBV esta
associado a outras doencas benignas como a leucoplasia
pilosa oral e malignas como linfomas de Hodgkin, linfomas
nao Hodgkin de células B e T, carcinomas nasofaringeos,
gastricos e mamadrios. Atualmente estd sendo correlacio-
nado a doencas auto-imunes como lipus eritematoso e
esclerose multipla.>?

Diversas técnicas moleculares estao sendo utilizadas
para a demonstracao da presenca do virus EBV, como
por exemplo, a reacio em cadeia da polimerase (PCR)
e a hibridizacdo in situ (IHS).A PCR permite a deteccao
de quantidades minimas de DNA viral em esfregacos e
tecidos. Segundo PEIPER (1990), a amplificacio de se-
qiiéncias especificas do genoma do EBV pela PCR € um
método de identificacio do DNA viral rapido, sensivel e
com boa especificidade. Além disso, permite a utilizacao
de bi6psias que foram parafinadas e mantidas em arquivos
possibilitando estudos retrospectivos.

O objetivo deste estudo foi investigar a associacao
do virus Epstein-Barr com tonsilites recorrentes, através da
identificacao do genoma do virus pela PCR e da proteina
LMP-1 pela imuno-histoquimica.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo transversal, de andlise da
prevaléncia da infeccio pelo EBV em produtos de tonsi-
lectomias, cuja indicacdo foi a recorréncia e o aumento
importante do volume. O projeto foi aprovado no Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina (CEP-
CMM), sob o n? 077/06. Entre as tonsilectomias analisadas
no Servico de Anatomia Patolégica no periodo de 1999 a
2006, foram selecionadas as laminas daquelas com diag-
nostico de tonsilite cronica hipertrofica. Apds a exclusio
dos casos inadequados (material insuficiente, artefatos
técnicos, fixacio inadequada), restaram para estudo 24
blocos parafinados com fragmentos de tonsilas fixadas
em formol tamponado a 10%.

A identificacao da presenca do DNA viral foi rea-
lizada através da reacio de Nested PCR utilizando DNA
extraido a partir de trés fatias do tecido com Spm de es-
pessura. Ao cortar cada amostra o microtomo era limpo e
as navalhas histologicas trocadas. Para a extracao do DNA,
as amostras foram desparafinizadas com trés banhos de
xileno aquecido a 65°C e hidratadas com banhos sucessivos
de alcool a 100, 95 e 70%. Apds centrifugacao, o tecido
foi ressuspendido em 220pL de dgua Milli-Q autoclavada
e digerido a 56°C em presenca de 30pl de SDS a 10%, 6pL
de proteinase K a 25mg%. A cada dia era adicionada pro-
teinase K até que as amostras estivessem completamente
digeridas. A suspensio foi extraida com fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico (25:24:1) para a retirada das proteinas
nao digeridas e, apos a precipitacio do DNA com 35uL
de acetato de s6dio (3M) e 1mL de etanol absoluto, as
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amostras foram centrifugadas e ressuspendidas com 50pL
de dagua Milli-Q estéril."! A qualidade e uma estimativa da
quantidade do DNA gendmico extraido foi verificada por
eletroforese em gel de agarose a 1,7% contendo brometo
de etidio. Os DNAs gendmicos de todas as amostras fo-
ram submetidos a PCR para o gene da beta-globina (gene
celular constitutivo) para verificar se as amostras obtidas
possuiam DNA amplificavel. A reacao da Nested PCR para
amplificar o gene EBNA-1 foi utilizada na identificacao da
presenca do DNA do EBV gerando, na primeira reacao, um
fragmento de 279 pb e na segunda reacdo, um fragmento
de 209pb."* Na primeira reacio, que detecta herpes virus,
o mix da reacio continha 2,5pl de DNA de cada amostra
extraida, 0,5ul dos primers a 50uM (5’AAG-GAG-GGT-
GGT-TTG-GAA-AG 3’ e S’AGA-CAA-TGG-ACT-CCC-TTA-
GC 3", 2,5pl de tampao (10mM TrisHCL pH8.3, 50mM de
KCL), 0,75pl de MgCl a 2mM, 2pl ANTP a 2mM e 0,2pl de
Taq polimerase Invitrogen (5U/pD) e quantidade de dgua
Milli-Q suficiente para completar 25 pl de volume final.
O DNA utilizado como controle positivo foi extraido da
linhagem celular B9507, infectada por virus EBV, ji o
controle negativo foi realizado com agua Milli-Q estéril.
As amplificacdes foram realizadas utilizando a seguinte
programacao: 2 min. a 94°C, seguida por 35 ciclos de 30
seg. a 94°C, 30 seg. a 55°C e 30 seg. a 72°C seguido de
extensao final de 10 min. a 72°C. Para a segunda reacio,
os primers especificos para o EBV (5" ATC-GTG-GTC-AAG-
GAG-GTT-CC 3" e 5 ACT-CAA-TGG-TGT-AAG-ACG-AC
3"), foram utilizados com as condicoes da reacio anterior
utilizando a seguinte programacio: 45 seg. a 94°C, seguida
por 35 ciclos de 20 seg. a 94°C, 30 seg. a 55°C, 30 seg. a
72°C seguido de extensio final de 10 min. a 72°C. A iden-
tificacao da amplificacao génica foi realizada através de
um gel de agarose a 1,7% corado com brometo de etidio,
onde 7pl de cada produto do Nested PCR foi separado
por eletroforese, utilizando como pardmetro um peso
molecular de 100 pb (Fermentas).

Para investigar a presenca da proteina de laténcia
LMP-1, os blocos parafinados foram submetidos a microto-
mia e cortes com 5pm de espessura foram depositados em
laminas pré-tratadas com adesivo (Silano®4%), seguiu-se
a desparafinizacio e lavagem com tampao tris salina. As
laminas foram submetidas ao tratamento para recuperacio
antigénica por 30 minutos em banho-maria a 96°C com
tampao citrato. O anticorpo primario foi o monoclonal anti-
LMP-1 (DAKO®) diluido 1:400 conforme especificacio do
fabricante e o Kit LSAB (DAKO®) contendo o anticorpo
secunddrio biotinilado e o conjugado de Streptavidina e
peroxidase. A revelacao foi realizada através da solucao
cromogena (Kit DAB-DAKO®) e a contra-coloragio re-
alizada com hematoxilina de Harris. Cortes de linfoma
e hiperplasia fibrosa inflamatéria foram utilizados como
controle positivo e negativo respectivamente.

RESULTADOS

A amostra utilizada neste estudo foi proveniente
de pacientes pediatricos de 2 a 12 anos, com média de
7,4 anos (desvio padrao de 3,1 anos), sendo 15 (62,5%)
do sexo feminino e 9 (37,5%) do sexo masculino. A
tonsilectomia foi indicada por hipertrofia de amigdalas e
vegetacoes adendides (HAVA) em 17 casos, por HAVA
e tonsilite recorrente em cinco e tonsilite recorrente em
dois casos.

O DNA gendmico visualizado no gel de agarose
mostrou boa quantidade de DNA nas amostras extraidas.
Das 24 tonsilas submetidas 2 PCR, detectou-se em 16
(66,7%) a amplificacio do gene da beta-globina (Figura
1. Destas, 10 (62,5%) amplificaram para o genoma do
EBV (Tabela 1). O DNA-EBV foi detectado em 13 (54,1%)
das 24 tonsilas (Figura 2), dentre os quais 10 casos eram
provenientes de pacientes do sexo feminino (66,7% de 15
mulheres) e 10 casos eram de pacientes que representa-
vam 58,8% daqueles que tinham de 6 e 12 anos (Tabela
2). A investigacao da proteina de laténcia LMP-1 nas 24
tonsilas revelou imunorreatividade em poucos linfécitos
de 9 (37,5%) tonsilas (Figura 3).

PM 1°2 3 4 56 7 8 910 111ZC*C'PM

p—

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 1,7% mostrando a amplifica-
cao do gene B-globina, (268pb) PM — Peso molecular 100pb, Amostras
1-12, C+ - DNA extraido da linhagem B9507, C- - agua Milli-Q.

Tabela 1. Amplificagdo do gene beta-globina e genoma do EBV nas
tonsilas avaliadas.

Tonsilas EBV + EBV -
Bglobina+ 16 10(62,5%) 6(37,5%)
Bglobina - 8 3(37,5%) 5(62,5%)
TOTAL 24 13(54%) 11(46%)

PM1 2 3 456 7 89 1011121314151617C*C"

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1,7% mostrando a amplifica-
cao do genoma de EBV, (209pb) PM — Peso molecular 100pb, Amostras
1-17, C+ - DNA extraido da linhagem B9507, C- - agua Milli-Q.
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Tabela 2. Distribuicéo das 24 tonsilas investigadas segundo sexo e idade dos pacientes, indicagéo da tonsilectomia, diagndstico histopatolé-

gico e positividade para o DNAEBV e proteina LMP-1.

Ne Sexo Id Indicagao da Tonsilectomia Diagnostico histopatoldgicos PCR LMP-1
1 M 10 HAVA Tonsilite cronica hipertrofica - -
2 F 6 HAVA Tonsilite cronica hipertrofica - -
3 F 9 HAVA e Tonsilite de repeticao Tonsilite crénica hipertréfica + +
4 M 4 HAVA Tonsilite cronica hipertréfica - -
5 M 6 HAVA Tonsilite cronica hipertrofica + +
6 F 7 HAVA e Tonsilite de repeticao Tonsilite crénica hipertréfica + +
7 M 6 Tonsilite de repetigao Tonsilite cronica hipertréfica - -
8 M 10 HAVA Tonsilite cronica hipertréfica + +
9 F 9 HAVA Tonsilite crénica hipertréfica + -
10 F 12 HAVA Tonsilite cronica hipertréfica + -
11 M 6 HAVA e Tonsilite de repetigao Tonsilite cronica hipertroéfica - -
12 F 12 HAVA e Tonsilite de repeticao Tonsilite crénica hipertrofica - -
13 M 5 HAVA Tonsilite cronica hipertréfica - -
14 M 5 Tonsilite de repeticao Tonsilite cronica hipertréfica + -
15 F 12 HAVA Tonsilite crénica hipertrofica - -
16 F 8 HAVA Tonsilite cronica hipertréfica - -
17 F 6 HAVA Tonsilite cronica hipertréfica + +
18 M 3 HAVA Tonsilite crénica hipertréfica -

19 F 4 HAVA e Tonsilite de repetigao Tonsilite cronica hipertréfica + -
20 F 12 HAVA Tonsilite cronica hipertréfica + +
21 F 10 HAVA Tonsilite crénica hipertréfica + +
22 F 2 HAVA Tonsilite cronica hipertréfica + +
23 F 4 HAVA Tonsilite cronica hipertrofica - -
24 F 10 HAVA Tonsilite crénica hipertréfica + +

N° = Numero do caso HAVA=hipertrofia de amigdalas e vegetacdes adendides + positivo - negativo

Figura 3. Imuno-histoquimica mostrando positividade para LMP-1 nos
casos A e B (1000X).

DISCUSSAO

O virus Epstein-Barr ¢ o agente causador da mo-
nonucleose infecciosa e da leucoplasia pilosa oral, sendo
ainda associado a vdrias neoplasias malignas incluindo a
doenca de Hodgkin, linfomas B e T, carcinomas nasofa-
ringeos e carcinomas gastricos de pacientes imunossupri-
midos. No entanto, pouco se conhece sobre a patogenia

do virus em pacientes imunocompetentes. A hipotese das
tonsilas representarem um possivel sitio de replicacio do
virus tem sido proposta por varios pesquisadores®3&13,

As técnicas moleculares tém sido muito utilizadas
para o diagndstico e monitoramento de pacientes com
doencgas virais e a identificacio do DNA-EBV pode ser
feita através da hibridizacio in situ (ISH) e da reacio em
cadeia da polimerase (PCR), sendo consideradas, por al-
guns autores, igualmente sensiveis na deteccio do EBV."
Além disso, proteinas virais encontradas na infec¢ao latente
e replicativa podem ser identificadas através da imuno-
histoquimica.** As tonsilas sao consideradas sitios da
infeccio inicial, de persisténcia e replicacao viral e o EBV
pode infectar as tonsilas de criancas e estar envolvido no
desenvolvimento das tonsilites recorrentes.?!>10

Em nosso estudo selecionamos tonsilas de criancas
com idade média de 7,4 anos e diagndstico de tonsilites
cronicas e hipertroficas. Acreditamos que o grande nimero
de infeccdes recorrentes em tonsilas na infancia pode estar
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associado ao virus Epstein-Barr, cujo contato inicial ocorre,
freqientemente, em torno dos sete anos. Das 24 tonsilas
investigadas, 16 tiveram a amplificacdo positiva para b-
globina, comprovando a presenca de DNA constitucional
no material extraido e que este DNA era amplificavel.
Destas 16, em 10 obteve-se a amplificacio do EBV, bem
como em trés tonsilas negativas para b-globina, indicando
que, embora o DNA-EBV tenha sido amplificado nestas trés
amostras, nao podemos afirmar que nas cinco outras ne-
gativas para EBV nao amplificaram pela auséncia do virus
ou pela baixa quantidade ou qualidade do DNA. Pode-se
afirmar que 54,1% das tonsilas investigadas estavam infec-
tadas pelo EBV, mas o mapeamento desta infeccao, o que
possibilitaria a identificacao da populacao celular alvo, ¢é
um limite técnico. Niedobitek et al.””, utilizando a ISH para
estabelecer o padrao e distribuicao de linfoblastos EBV
positivos, que foram encontrados principalmente em areas
extrafoliculares. A prevaléncia da infeccao pelo EBV em
tonsilites € variavel de acordo com o método de detec¢io.
Estudos com ISH para deteccao de EBER identificaram
20%", 29%* e65%" de associacao do EBV com tonsilite; ja
para os que utilizaram a PCR, indicam uma prevaléncia
de até 65% (11%%, 58%', 64%'7). Assim, a PCR confirma
a sua maior sensibilidade na detec¢io molecular e indica
uma associacao do EBV com as tonsilites.

Os resultados de Ping-Ching Pai et al.”>, obtidos por
Nested-PCR, ao investigarem a associacao do EBV com
57 tonsilites e 31 tonsilas com neoplasia maligna (respec-
tivamente 58% e 51%) indicam que a associacdo nao se
restringe as tonsilites recorrentes.

Ikeda et al.? (2000) utilizaram a ISH, RT-PCR e
imuno-histoquimica em 15 fragmentos de tonsilas prove-
nientes de pacientes com tonsilite cronica. Numa detalha-
da investigaciao, demonstraram que linfocitos tonsilares
constituem niao sO um reservatorio como ambiente de
replicacio do EBV. Nossos resultados, de modo semelhan-
te, identificaram a LMP-1, proteina de laténcia do EBV,
em 37,5% das tonsilas investigadas, demonstrando que a
imuno-histoquimica pode ser um método de investigacio
inicial da infeccao latente pelo EBV. Ainda existem na
patogenia da infecciao pelo EBV, diversas questdes a se-
rem investigadas, sendo particularmente desafiante a sua
associacido com as tonsilas.

CONCLUSAO

A identificacao de uma alta (54,1%) prevaléncia de
DNA-EBV e a identificacio de LMP-1 (37,5%) em tonsi-
lites recorrentes em criangas, indicam as tonsilas como
reservatorio do EBV e que este pode estar envolvido em
infeccoes recorrentes. Muitos aspectos da infeccio latente
e replicativa do virus Epstein-Barr permanecem obscuros,
constituindo-se possiveis focos de futuras investigacoes.
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