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Abstract

S everal studies have been published concerning Epstein-barr virus (EBV) infection and
nasopharyngeal cancer (NPC) development. The incidences of histological types are different
according to endemic or non-endemic regions. Latent EBV infection is found in almost all cases of
NPC in endemic regions, but normally absent in type I carcinomas, more common in non-endemic
regions. Aim: The purpose of this hospital-based study was to analyze the presence of EBV in
nasopharyngeal tumor tissues and in peripheral blood of nasopharyngeal cancer patients and healthy
individuals, in a low risk, non-endemic area. Methods: EBV detection in samples of nasopharyngeal
cancer patients and healthy individuals. Results: This study indicates that the frequency of EBV
positive cases in peripheral blood is higher in advanced tumor stages. Conclusions: The incidence
rates of NPC have a distinct distribution. Since the prevalence of this disease is low in occidental
countries, little is known about the biology of these tumors in non-endemic areas. We observed
statistically significant differences in EBV detection between the NPC patient group and the control
group. This study may help to understand the biological mechanisms of NPC and the correlation of
EBV infection with this disease, in a low risk, non-endemic region.

Resumo

Tém sido publicados varios estudos acerca da infeccao por Epstein-Barr virus (EBV) e o desen-
volvimento de carcinoma da nasofaringe (NPC). As prevaléncias dos tipos histologicos e a presenca
de infeccao latente pelo EBV siao diferentes em regides endémicas e nio endémicas. Objetivo: O
objectivo deste estudo consistiu na deteccao de EBV em tecido tumoral da nasofaringe e sangue
periférico de doentes com NPC e em individuos saudaveis, provenientes duma area nao-endémica,
de baixo risco. Métodos: Deteccao de EBV em amostras de doentes com carcinoma da nasofaringe
e individuos saudiveis. Neste estudo de série foram avaliadas as implicacoes clinicas da presenca
de EBV circulante no sangue periférico de doentes com carcinoma da nasofaringe. Resultados: Este
estudo indica que a frequéncia de casos EBV positivos detectados no sangue periférico é superior em
tumores de estidio mais avancado. Conclusdes: Estes resultados indicam que se observam diferengas
na pesquisa do virus Epstein-Barr no grupo de doentes com NPC e no grupo controlo, sem tumor.
Este estudo pode ajudar na compreensao dos mecanismos bioldgicos do cancro da nasofaringe e
da correlacao destes tumores com a infeccio por EBV numa area nao-endémica, de baixo risco.
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INTRODUCAO

O carcinoma da nasofaringe (NPC) apresenta uma
distribuicio geogrifica e étnica distinta da dos restantes
tumores da cabeca e pescoco. No ano de 2000, foram
registados 64 798 casos em todo o mundo, sendo mais de
80% destes casos reportados aos paises asiaticos, princi-
palmente a China e restantes nacoes do sudeste da Asia'.
Globalmente é uma doenca rara, com uma incidéncia
inferior a 1/100000 individuos por ano em individuos
caucasianos da América do Norte e paises ocidentais. A
incidéncia mais elevada € encontrada no Sul da China
(25-30/100000 individuos por ano), especialmente na
regiio de Cantao.

O NPC constitui um tipo distinto de cancro da ca-
beca e pescoco. A Organizacao Mundial de Saide (OMS)
distingue 3 tipos histologicos do NPC baseados no grau
de diferenciacao. O Tipo I diz respeito aos carcinomas
epidermoides queratinizantes, o Tipo II aos nao-quera-
tinizantes e o Tipo III aos carcinomas indiferenciados,
também denominados de linfoepiteliomas, caracterizados
por um infiltrado linfocitico proeminente. Esta interac¢ao
entre células tumorais e linfécitos parece ser crucial para
a propagacao continua do componente maligno dos car-
cinomas do Tipo III%. Destes, as variantes II e III sdo as
mais frequentes e apresentam caracteristicas etiologicas
comuns, ligadas a infecc¢ao pelo virus Epstein-Barr (EBV).
Primeiramente descrito por Epstein e Barr em 1964°, 0 EBV
¢ um Gamma Herpesvirus do género dos Linfocriptovirus,
taxonomicamente denominado Virus Herpes Humano 4,
sendo o homem o seu hospedeiro natural exclusivo.

A infec¢do primdria € habitualmente adquirida na
infancia e 95% dos adultos siao portadores do virus, ja que
este persiste na forma latente nos linfécitos B do hospe-
deiro. O virus € o agente responsavel pela Mononucleose
Infecciosa e é também reconhecida a sua associacao com
o Linfoma de Burkitt e com o NPC A taxa de endemi-
cidade para o virus Epstein-Barr varia conforme a regiao
geografica, sendo extremamente elevada no Norte da
Africa (Algéria e Tunisia) e China e extremamente baixa
no Norte da Europa (Dinamarca e Holanda)’.

Os tumores da nasofaringe sao constituidos por cé-
lulas neoplasicas derivadas do epitélio nao queratinizante
com um infiltrado linfocitirio do estroma e apresentam
um prognostico reservado entre os tumores malignos da
cabeca e pescoco. Estudos publicados demonstram que
a infeccao por EBV nas células epiteliais da nasofaringe
ocorre antes da expansao clonal da populacao de células
tumorais®. Estudos em tecidos normais da nasofaringe e em
biopsias de tecido pré-maligno demonstram a presenca de
alteracoes genéticas numa fase precoce da carcinogénese,
indicando que a infeccio estavel das células epiteliais pelo
EBV requer um ambiente celular alterado’.

Tém sido publicados varios estudos acerca da

infeccio por EBV e o desenvolvimento de carcinoma da
nasofaringe’. As prevaléncias dos tipos histologicos sao
diferentes em regides endémicas e nio endémicas. Nas
areas endémicas, o Tipo III representa mais de 97% dos
€asos, enquanto que o tipo queratinizante € mais comum
nos paises ocidentais (~75%)* Para além das diferencas
nas caracteristicas histologicas, a infec¢iao latente pelo
virus Epstein-Barr estd presente em quase todos os casos
de NPC nas regides endémicas, mas normalmente ausente
nos carcinomas do Tipo I, mais comuns em regiodes nao-
endémicas®.

Um estudo hospitalar anteriormente publicado
pelo nosso grupo demonstrou que ao contrario do que
se observa nos outros paises ocidentais, a prevaléncia
de carcinomas dos Tipo II e III no Norte de Portugal era
superior 2 frequéncia dos restantes grupos, com uma per-
centagem de 93.75% de carcinomas nao-queratinizantes
e apenas 6.25% de carcinomas queratinizantes, num total
de 350 doentes analisados9.

O objectivo deste estudo consistiu na deteccio do
virus Epstein-Barr em tecido tumoral da nasofaringe e
sangue periférico de doentes com carcinoma da nasofa-
ringe e em individuos saudaveis, provenientes duma area
ndo-endémica, de baixo risco.

MATERIAL E METODOS

Seleccao dos casos

Foi efectuada uma revisiao dos casos de carcinoma
da nasofaringe que deram entrada no Servico de Otorri-
nolaringologia do Instituto.

Foram estudados 43 casos com fragmentos in-
cluidos em blocos de parafina, dos quais foi possivel a
analise da presenca do EBV em 19 casos de carcinoma
indiferenciado da nasofaringe (10 homens e 9 mulheres)
(idades compreendidas entre 13 e 86 anos). Foram também
incluidas no estudo 17 biopsias de tecido tumoral da na-
sofaringe e amostras de sangue periférico provenientes de
32 doentes com carcinoma indiferenciado da nasofaringe
(idades compreendidas entre 20 e 71 anos) e 45 amostras
de dadores de sangue sem doenga oncologica conhecida
idades compreendidas entre 18 e 64 anos).

Extraccao e purificacao de DNA

O DNA viral nas amostras de blocos de parafina
foi extraido através de uma digestao enzimadtica, usando
200ml de um tampao de digestao (TrisHCL 10mM, KCl
50mM, MgCI2 2.5mM, 0.5% Tween 20). Os tubos foram
incubados durante a noite a 37°C, sendo a lise interrompida
pela incubac¢ao a 95°C durante 10 min. O DNA obtido foi
purificado pelo método fenol-cloroférmio e ressuspenso
em 50ml de dgua bidestilada. As amostras foram congela-
das a -20°C para uso posterior.
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Relativamente as amostras de sangue periférico,
foram recolhidos 5ml de sangue periférico de cada doente
para um tubo com EDTA para o isolamento de plasma.
As amostras foram centrifugadas a 1600 x g e o plasma
foi cuidadosamente removido dos tubos com EDTA e
transferido para tubos de polipropileno. As amostras foram
armazenadas a -20°C até serem processadas. O DNA das
amostras de plasma foi extraido através do kit comercial
Qiagen Blood mini kit (Qiagen). O protocolo utilizado
seguiu os passos recomendados pelo fabricante. Foram
utilizados 200 pL de plasma para a extraccio do DNA
por colunas.

A extraccao do DNA a partir de amostras de biop-
sias da nasofaringe foi efectuada a partir de tecido fresco,
recorrendo ao kit comercial QIAamp Tissue Kit (Qiagen),
utilizando o protocolo recomendado pelo fabricante.

Analise da presenca de EBV no tecido tumoral em amos-
tras de blocos de parafina

A amplificacao do DNA viral foi realizada através
do método nested PCR, utilizando os seguintes primers
(DE 5" PARA 3"): E3-44mer: GCGGGTGGAGGGAAAGG;
E5-25mer: GTCAGCCAAGGGACGCG; E3-2PCR: GCCACC-
TGGCAGCCCTAAAG ¢ E5-2PCR: AGGCTGCCCACCCTGA-
GGAT. Os primers E3-44mer e E5-25mer foram utilizados
na primeira reacc¢ao de PCR, sendo seguida de outra reac-
¢ao de PCR com os primers E3-2PCR e E5-2PCR, tendo o
produto final um peso de 184pb. As reaccoes de PCR foram
realizadas num termociclador programavel (Biometra),
juntando a cada tubo de PCR 2ml de DNA a uma mistura
constituida por: tampao 1X, 1.5mM de MgCI2, 0.2mM de
dNTPs, 0.5mM de cada primer e 1U de Taq polymerase.
As condi¢coes da primeira reac¢io de PCR foram as seguin-
tes: desnaturacao inicial a 94°C durante Smin; 40 ciclos
de 30s a 94°C, 30s a 57°C e 1min a 72°C, e um passo de
extensao final de 7min a 72°C. Dois ml dos produtos ob-
tidos na primeira reac¢ao foram sujeitos a uma segunda
PCR. Os parametros da segunda reaccao foram idénticos
aos da primeira, excepto a temperatura de annealing que
passou de 57°C para 50°C. Foi efectuada electroforese em
gel de agarose a 3% (p/v) corado com brometo de etideo
e visualizado sob luz ultra-violeta.

Analise da presenca de EBV no tecido tumoral de biop-
sias e sangue periférico

A deteccao do EBV nas amostras de tecido fresco
e sangue periférico foi realizada através da metodologia
de PCR em tempo-real. Os primers de PCR foram selec-
cionados de modo a emparelharem com a regiao BALF5
do genoma viral que codifica a DNA polimerase viral. As
sequéncias dos primers forward e reverse foram, respec-
tivamente: 5- CGGAAGCCCTCTGGACTTC- 3’ e 5- CCC-
TGTTTATCCGATGGAATG - 3. Foi utilizada uma sonda
fluorogénica (VICS- TGTACACGCACGAGAAATGCGCC -

3 TAMRA) com uma sequéncia localizada entre os primers
do PCR, sintetizada pela PE Applied Biosystems (Foster
city, Calif.). A reaccio de PCR foi realizada usando o kit
de PCR Tag-Man (PE Applied Biosystems). Resumindo,
2.5 pL de solucao de extraccao de DNA a partir de 200
pL de plasma foram adicionados a uma mistura de PCR
contendo 10 mM de Tris (pH 8.3), 50 mM de KCI, 10 mM
de EDTA, 5 mM de MgCl2, 100 pM de dATP, dCTP, dGTP
e dTTP, 0.2 pM de cada primer, 0.1 pM da sonda e 1.25
U da AmpliTaq Gold (PE Applied Biosystems). Seguiu-se
a amplificacao, comecando com um ciclo a 50°C durante
2min., a activacao da AmpliTaq Gold durante 10 min. a
95°C, 47 ciclos de 15 seg. a 95°C e 1 min. a 62°C. Todo
o processo foi efectuado por um detector de sequéncias
modelo ABIPRISM 7300 (PE Applied Biosystems).

Controlo de Qualidade de DNA

Efectuou-se a PCR para as sequéncias do gene da
B-globina, com o objectivo de confirmar a presenca de
DNA amplificivel. A sequéncia alvo € um segmento de
110pb e foram utilizados os seguintes primers (de 5’ para
3"): PCO3: ACACAACTGTGTTCACTAGC; PCO4: CAACTT-
CATCCACGTTCACC. O protocolo incluiu 40 ciclos de 20s
a 95°C, 45s a 55°C e 45s a 75°C.

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi efectuada re-
correndo ao software estatistico SPSS (vs 15.0). As diferen-
c¢as entre as médias foram calculadas pelo teste t-student. O
teste de qui-quadrado foi utilizado na comparacio entre as
frequéncias das varidveis categoricas. Um valor de p<0.05
foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

A descricao da amostra no grupo dos casos de
carcinoma da nasofaringe (NPC) e no grupo controlo estd
descrita na Tabela 1. No grupo dos casos com carcinoma
da nasofaringe foram utilizadas amostras provenientes de
tecido tumoral da nasofaringe em blocos de parafina e
tecido fresco e sangue periférico dos doentes. No grupo
controlo, constituido por individuos sem doeng¢a onco-
l6gica conhecida, foram utilizadas amostras de sangue
periférico. O ndmero total de casos analisados foi de 68
doentes com NPC e 45 individuos controlo. No grupo dos
casos, 19 amostras eram provenientes de tecido tumoral
em blocos de parafina (idade média de 56.6 anos, desvio
padrao de 11.4), 17 amostras de tecido fresco (idade média
de 51.8 anos, desvio padrio de 7.4) e 32 amostras de san-
gue periférico (idade média de 48.1 anos, desvio padrao de
11.3) de doentes com NPC. A idade média dos individuos
do grupo controlo foi de 51.8 anos (desvio padrao de
7.4). A frequéncia de individuos do género masculino e
feminino foi de 73.5% e 26.5%, respectivamente no grupo
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Tabela 1. Descricao da amostra no grupo dos casos de carcinoma da nasofaringe e no grupo controlo

Doentes com carcinoma da nasofaringe

Grupo controlo

blocos de parafina

biopsia - tecido fresco

Tipo de amostra

sangue periférico sangue periférico

Ndmero de casos 19 17 32 45
Idade média + desvio padrao 56.6 = 11.4 51874 48.1 = 11.3 51874
Género

Masculino 10 (52.6%) 13 (76.5 %) 27 (84.4%) 27 (60.0%)
Feminino 9 (27.4%) 4 (23.5 %) 5 (15.6%) 18 (40.0%)

Tabela 2. Resultado da deteccao de EBV no grupo controlo e nos grupos de doentes com carcinoma da nasofaringe de acordo com o tipo de

amostra
Deteccao EBV Valor P*
Positivo (%) Negativo (%)

Grupo controlo
Sangue periférico (n=45) 0 (0.0) 45 (100.0) -
Casos de carcinoma da nasofaringe
Blocos de parafina (n=19) 16 (84.2) 3(15.8) <0.0001
Biopsia - tecido fresco (n=17) 17 (100.0) 0 (0.0 <0.0001
Sangue periférico (n=32) 17 (53.1) 15 (46.9) <0.0001
Total (n=68) 50 (73.5) 18 (26.5) <0.0001

*Teste qui-quadrado

Tabela 3. Comparacéo das frequéncias de resultados EBV positivos e negativos atendendo ao género dos doentes com carcinoma da naso-

faringe e do grupo controlo

Deteccao EBV Valor P*
Sexo Masculino Sexo Feminino
Positivo (%) Negativo (%) Positivo (%) Negativo (%)
Casos de carcinoma da nasofaringe
Blocos de parafina (n=19) 9 (90.0) 1(10.0) 7 (77.7) 2 (22.3) 0.466
Biopsia - tecido fresco (n=17) 13 (100.0) 0 (0.0) 4 (100.0) 0 (0.0) -
Sangue periférico (n=32) 13 (48.1) 14 (51.9) 4 (80.0) 1(20.0) 0.190
Total (n=68) 35 (70.0) 15 (30.0) 15 (83.3) 3(16.7) 0.272
Grupo controlo
Sangue periférico (n=45) 0 (0.0 27 (100.0) 0 (0.0 18 (100.0) -

* Teste qui-quadrado

dos casos com NPC e de 60.0% e 40.0%, respectivamente
no grupo controlo.

A frequéncia de casos EBV positivos nas amostras
de tecido tumoral em blocos de parafina foi de 84.2%. Os
resultados da deteccao de EBV nas amostras de tecido
fresco demonstram uma percentagem de casos positivos
de 100%, corroborando outros estudos publicados que
demonstram que todas as células tumorais da nasofarin-
ge apresentam DNA do virus'®''. No caso de amostras

provenientes de sangue periférico dos doentes com NPC
foi encontrada uma frequéncia de casos EBV positivos de
53.1%. No grupo controlo, nao foi encontrado DNA de EBV
no sangue periférico de individuos saudaveis (Tabela 2).
Foram encontradas diferencas estatisticamente significati-
vas nas frequéncias de casos EBV positivos e negativos no
grupo controlo e no grupo de doentes com NPC (P<0.001
em todos os tipos de amostras analisadas; Tabela 2).

Na Tabela 3, estao descritos os resultados relativos a
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comparacao das frequéncias de casos EBV positivos e ne-
gativos atendendo ao género dos doentes com carcinoma
da nasofaringe e do grupo controlo. Nao foram encontra-
das diferencas estatisticamente significativas na distribuicao
dos casos EBV positivos e negativos, atendendo ao género
dos grupos analisados. A anilise da deteccao de EBV de
acordo com o estidio tumoral (Tabela 4) indica que a
frequéncia de casos EBV positivos € superior em tumores
de estadio mais avancado, apesar desta diferenca estar no
limiar da significAncia estatistica (P=0.069).

Tabela 4. Andlise da deteccao de EBV de acordo com o estadio
tumoral de doentes com NPC

Deteccao EBV Valor P*
EBV positivo  EBV negativo
N (%) N (%)

Estadio tumoral

Estadios I/II/lll 6 (40.0) 9 (60.0) 0.069
Estadio IV 9 (75.0) 3 (25.0)

* Teste qui-quadrado
DISCUSSAO

A frequéncia de casos EBV positivos nas amostras
de tecido tumoral em blocos de parafina foi de 84.2%.
Embora a frequéncia de casos EBV positivos seja alta, seria
de esperar que todos os tecidos apresentassem células
infectadas com EBV. Este resultado deve-se provavelmente
a qualidade do DNA nas amostras e a eficiéncia da ex-
traccao e purificacio do DNA viral a partir de amostras
de fragmentos de tecido tumoral em blocos de parafina.
Dada a qualidade insuficiente das amostras, foi utilizado
um protocolo de nested PCR, de forma a aumentar a
sensibilidade do método de detecciao. De facto, os resul-
tados da deteccao de EBV nas amostras de tecido fresco
demonstram uma percentagem de casos positivos de 100%,
corroborando outros estudos publicados que demonstram
que todas as células tumorais da nasofaringe apresentam
DNA do virus'™ . No caso de amostras provenientes de
sangue periférico dos doentes com NPC foi encontrada
uma frequéncia de casos EBV positivos de 53.1%. No gru-
po controlo, nao foi encontrado DNA de EBV no sangue
periférico de individuos saudaveis.

Estes resultados indicam uma maior frequéncia de
casos EBV positivos no grupo de doentes com NPC, e
esta diferenca foi estatisticamente significativa, indepen-
dentemente do tipo de amostra analisada (P<0.001 para
as amostras de blocos de parafina, tecido fresco e sangue
periférico).

Estudos recentes indicam que doentes com carcino-
ma da nasofaringe apresentam DNA de EBV em circulacio
no sangue periférico™. A analise da deteccao de EBV

de acordo com o estddio tumoral (Tabela 4) indica que a
frequéncia de casos EBV positivos € superior em tumores
de estadio mais avancado, apesar desta diferenca estar no
limiar da significincia estatistica (P=0.069). Estes resultados
indicam que tumores mais avancados parecem libertar
DNA de EBV mais facilmente ou e maior quantidade para
o sangue periférico dos doentes.

Foi detectado DNA de EBV em todas as amostras
de biopsias de tecido tumoral fresco da nasofaringe,
indicando que o protocolo de real-time PCR utilizado ¢
sensivel e indicado para a detec¢io de EBV. A andlise da
deteccao de EBV em sangue periférico tem sido alvo de
pesquisas recentes, no sentido de avaliar as implicacoes
clinicas da presenca de EBV circulante no sangue peri-
férico de doentes com carcinoma da nasofaringe. Este
estudo indica que a frequéncia de casos EBV positivos
detectados no sangue periférico é superior em tumores de
estddio mais avancado. Estes resultados podem servir de
base para estudos futuros, no sentido de avaliar o valor
do teste como marcador tumoral auxiliar de diagndstico.
Por outro lado, com o auxilio de testes quantitativos, que
visam a quantificacao dos niveis de EBV circulantes no
sangue de doentes com NPC, podera ser avaliado o valor
dos niveis do virus como marcador de progndstico nestes
doentes. Estes testes parecem apresentar um elevado valor
médico, dada a sensibilidade do método e a facilidade de
amostragem, sendo apenas necessiria a recolha de sangue
periférico, uma técnica nao invasiva com potencial de
aplicabilidade clinica.

As taxas de incidéncia do carcinoma da nasofaringe
apresentam uma distribuicao distinta em termos étnicos
e geograficos. Dada a baixa incidéncia em paises ociden-
tais, pouco se sabe acerca da biologia destes tumores em
areas nao endémicas, dado que a maioria dos estudos se
centram em populacdes de elevado risco, com caracte-
risticas proprias, que podem nao ser necessariamente as
mesmas que se verificam nos outros paises. A desigual
prevaléncia destes tumores em todo o mundo sugere uma
etiologia complexa relacionada com factores genéticos
e ambientais, e ambos os factores de risco parecem ser
diferentes na sua distribuicao geogrifica, tanto em termos
de exposicao ambiental, como em termos de background
genético. Estudos anteriores indicam que o EBV necessita
de um ambiente genético alterado para promover a proli-
feracao das células’. O perfil genético pode entdo alterar a
susceptibilidade do individuo a imortalizaciao das células
pelo virus, modulando o impacto dos efeitos do EBV na
carcinogénese destes tumores.

CONCLUSOES

Estes resultados indicam que se observam diferen-
¢as na pesquisa do virus Epstein-Barr no grupo de doentes
com NPC e no grupo controlo, sem tumor.

Este estudo pode ajudar na compreensiao dos
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mecanismos biologicos do cancro da nasofaringe e da
correlacdo destes tumores com a infeccio por EBV numa
area nao-endémica, de baixo risco.
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