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Resumo
O Sarcoma de Kaposi (SK) é um tumor vascular de baixo grau do sangue e dos vasos linfaticos,

com evolucdo clinica muito variavel, que frequentemente se apresenta na forma de lesdes
cutdneas; Histologicamente caracteriza-se por proliferacdo de vasos sanguineos, de células
fusiformes, inflamacdo e edema. A incidéncia deste tumor estd aumentada em individuos HIV
positivos. Nestes doentes, 0 HIV tem mudado a forma de apresentacdo do SK, tornando numa
doenca agressiva que se caracteriza por disseminacdo, mudancas de apresentacdo histolégicas
das lesdes, aumento da carga viral do HHV-8 e progresséo rapida. Com a descoberta do HHV-8,
0 genoma viral tem sido detectado em todas as formas de SK. O antigeno associado a laténcia
(LANA) é usada como marcador de infeccdo pelo HHV-8, e a sua presenca é demonstrada nas
biopsias das lesbes do SK. No nosso estudo utilizamos a técnica de imuno - histoquimica para
caracterizar e quantificar o HHV-8 nas lesdes, de forma a caracterizar a agressividade clinica e
morfoldgica do SK. Os doentes incluidos no estudo apresentaram na sua maioria Sarcoma de
Kaposi associado ao HIV (n=109; 94,8%) e sem TARV (n=88; 80.7%), apesar de estarem
imunologicamente comprometidos. A imunodeficiéncia verificada foi caracterizada pela
diminuicdo no nimero de células TCD4" (mediana - 284.5 células/mma3) e carga viral do HIV
(mediana - 7741.73copias /ml). As lesbes de SK foram maioritariamente observadas nos
membros inferiores (n=105; 91.3%) e com disseminacdo multipla pelo corpo. O diagndstico
histologico foi marcado pelos estagios precoces, com maior representacdo de lesdes em placa
(n=56; 48.7%). A expressdo imunohistoquimica do LANA/HHV-8 nestas lesdes foi aumentada
nos estagios tumorais (nédulo), quando comparadas com outros estadgios. No entanto, a
expressao do HHV-8 ndo se correlacionou com estado de imunodeficiéncia, mas esta
inversamente relacionada com a agressividade clinica observada, o que sugere que uma pequena
quantidade de virus no tecido possa ser suficiente para fazer com que o SK tome caracteristicas
agressivas em individuos co - infectados com HIV e com grau de imunodeficiéncia grave. O
nosso estudo mostra que apesar da agressividade clinica dada pelo nimero de lesGes do SK se
relacionar com a menor densidade do virus no tecido com lesdo, esta esta associada com o tempo

de aparecimento das lesdes em relacéo ao tempo de diagndéstico ou incluséo no estudo.

Palavras chave — LANA, HHV-8, Sarcoma de Kaposi (SK), Imunohistoquimica



Abstract
Kaposi's sarcoma (KS) is a vascular tumor of low grade blood and lymphatic vessels, with highly

variable clinical course, also presenting skin lesions; histologically it is characterized by
proliferation of blood vessels, spindle cells, inflammation and edema. The incidence of this
tumor is high in people affected with HIV. In these patients, HIV has changed the format of the
SK, becoming an aggressive disease that is characterized by spreading and changes in the
histological appearance of the lesions, increased viral load of HHV-8 and rapid progression.
With the discovery of HHV-8, this viral genome has been detected in all forms of SK. The
latency-associated antigen (LANA) is used as a marker of infection with HHV-8, and its
presence is demonstrated in biopsies of KS lesions. In our study, we used Immunohistochemistry
to characterize and quantify HHV-8 in the lesions in order to characterize the morphological and
clinical aggressiveness of KS. Most of the patients enrolled in this study presents Kaposi's
sarcoma associated with HIV (n = 109, 94.8%) and without antiretroviral therapy (n = 88,
80.7%), although they are immunologically compromised. The verified immunodeficiency was
characterized by reduction in the number of CD4 + level (median - 284.5 cellssmm3) and HIV
viral load (median - 7741.73cop/ ml). The KS lesions were mostly seen in the lower limbs (n =
105, 91.3%) and multiple spreads over the body. The histological diagnostic was scored by the
early stages, with higher representation of lesions in plaque (n=56,48.7%). The
Immunohistochemical expression of LANA/HHV-8 in these lesions was high in tumor stage
(node), when compared with other stages. However, the expression of HHV-8 did not correlate
with immunodeficiency state, but is inversely related to the observed clinical aggressiveness,
suggesting that a small amount of virus in tissue can be sufficient for SK to present aggressive
characteristics in individuals co - infected with HIV and severe degree of immunodeficiency.
This study shows that despite the clinical aggressiveness given by the number of KS lesions be
related to the lower density of the virus in tissue with injury, this is associated with the time of
lesions appearance in relation to the time of diagnosis or enrollment.

Keywords - LANA, HHV-8, Kaposi's sarcoma (KS), Immunohistochemistry
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1. INTRODUCAO

1.1 O Sarcoma de Kaposi

O Sarcoma de Kaposi foi descrito pela primeira vez em 1872 pelo dermatologista Austro-
hingaro Moritz Kaposi (1837-1902), como “sarcoma pigmentado idiopatico da pele”, e ganhou
importdncia como problema de saude publica com o aparecimento da sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) no inicio da década de 1980 e com o advento de transplante
de 6rgéos (Mesri et al., 2010).

O Sarcoma de Kaposi (SK) é um tumor vascular de baixo grau do sangue e dos vasos linfaticos,
com evolucdo clinica muito variavel. O SK frequentemente apresenta-se na forma de lesdes
cutaneas, podendo também ocasionar comprometimento de nddulos linfaticos e outros 6rgaos
viscerais (Hengee et al., 2002; Radu & Pantanowitz, 2013). Neste Gltimo caso, as lesdes

disseminadas estdo quase sempre acompanhadas também por lesdes cutaneas.
Existem quatro formas clinico-epidemioldgicas distintas do SK:

SK Cléssico — que se refere a forma descrita por Moritz, mais frequente em homens idosos (40-
70 anos), particularmente do Sul da Europa, descendentes judeus e povos da regido do Mar
Mediterraneo. E uma doenca rara de evolucdo lenta e curso benigno. As lesbes geralmente s&o

indolores e mais frequentes na pele dos membros inferiores (Radu & Pantanowitz, 2013).

SK endémico ou Africano - foi descrito no inicio dos anos 60 e ocorre em quase toda Africa
Equatorial, particularmente a Sub-Sahariana. Esta forma, pode estar ou ndo associada ao Virus
de Imunodeficiéncia Humana (HIV), constituindo a forma mais agressiva em adultos jovens e

criancas, com envolvimento dos 6rgaos viscerais e linfaticos (Radu & Pantanowitz, 2013).

SK iatrogénico ou associado ao transplante - foi observada na década de 70 com o inicio de
transplante de orgaos. Ocorre em pacientes transplantados, que usam drogas imunossupressoras e
tratamentos quimioterdpicos. Esta forma de SK apresenta-se frequentemente como lesdes

cutaneas localizadas (Radu & Pantanowitz, 2013).

SK epidemico ou associado ao HIV - documentada na década de 80 como a forma mais
agressiva de SK, associada ao HIV, descrita frequentemente entre adultos jovens, do sexo



masculino homossexuais ou bissexuais, mas, actualmente afecta igualmente as mulheres e
criancas. Esta forma progride rapidamente, com maultiplas lesdes disseminadas com
envolvimento da pele, visceras e ganglios linfaticos (Mesri et al., 2010; Radu & Pantanowitz,
2013).

1.2 Apresentacédo Clinica do Sarcoma de Kaposi
Nas quatro diferentes formas clinicas - epidemioldgicas do SK, ha maior envolvimento cutaneo

(Hengee et al., 2002). As manifestacdes do SK na pele sdo caracterizadas por lesdes de aspecto
rosado, vermelhas ou acastanhadas, contudo em individuos da raga negra, as lesbes sdo bem

escuras, quase negras.

As lesbes mucocutaneas caracterizam - se por formacdo de méaculas e placas (lesdes iniciais)
enquanto a doenca avangada se caracteriza pela formacao de noédulos ou tumores (lesdes tardias)
(Hengee et al., 2002; Grayson & Pantanowitz, 2008). Algumas vezes, estas lesbes podem

coexistir num mesmo individuo no mesmo periodo de tempo (Radu & Pantanowitz, 2013).

De uma forma geral, as lesbes localizam-se nas extremidades do corpo, membros superiores e
inferiores e podem surgir em outras localizagdes como face, pescoco, genitais e tronco.
Associado a localizacdo das lesbes, observa-se com muita frequéncia edema nos membros
inferiores, periorbital e de genitalia externa. Estas, podem variar em namero e dimens@es, desde
lesbes isoladas pequenas até centenas de lesdes disseminadas pelo corpo inteiro, na forma mais
grave da doenca (Hengee et al., 2002).

A histéria natural do SK demonstra heterogeneidade de evolucao, ha individuos que apresentam
regressao espontanea e outros que ocorre progressao fatal da doenca (Whelan & Scadden, 2000).

Contudo, as diferentes formas de SK tém caracteristicas fenotipicas semelhantes.

1.3 Caracteristicas histoldgicas do Sarcoma de Kaposi
Histologicamente, o SK é um tumor caracterizado por proliferacdo de células de origem

endotelial fusiformes, presenca de infiltrado inflamatdrio linfo-mononuclear e edema (Ensoli et
al., 2001). Nas lesdes da pele, o tumor envolve a maior parte da derme e as vezes a regido

subcutanea.



No estagio de macula, a histologia revela vasos dilatados e aumentados em nimero, que alteram
a estrutura habitual da derme, com células endoteliais hipertréficas podendo fazer protusdo no
limen vascular e formar novos vasos sanguineos proximos a superficie e ao redor dos anexos da
derme, produzindo o chamado sinal de promontorio. Este sinal ndo é patognomonico de SK,
podendo ser encontrado em outras lesdes vasculares incluindo lesGes benignas e angiosarcomas
(Ackeeman,1979 e Radu & Pantanowitz, 2013). Nesta fase a proliferacdo vascular € discreta e
acompanhada de infiltrado inflamatério perivascular e/ou difuso, composto de linfécitos,
macrofagos e plasmacitos. Contudo, estas alteragdes sdo inconspicuas e facilmente se perdem na
biopsia (Radu & Pantanowitz, 2013).

No estdgio de placa observa-se lesdo saliente que histologicamente é caracterizado por
proliferacdo dos vasos e células endoteliais. Frequentemente se observa a presenca de
agrupamento de células neoplasicas confluente e aumento do grau de vascularizagdo, envolvendo
toda a espessura da derme. Alguns vasos sdo representados por fendas e espacos vasculares com
quadro de proliferacdo de células fusiformes dispersas também na derme reticular, podendo ser
observado também o extravasamento de hemacias, acimulo de hemossiderina no tumor e
consideravel aumento de infiltrado inflamatério (Douglas et al., 2012; Radu & Pantanowitz,
2013).

No estagio de nédulo observa-se um aumento de células fusiformes dispostas em feixes que
permeam 0s vasos e assumem caracter infiltrativo passando a lesdo macroscopica de aspecto
nodular. Neste estagio, observa-se também vasos irregulares, angulados, em formas de fendas,
congestos, revestidos ou ndo por endotélio reconhecivel, podendo ser comum a presenca de

eosinofilos e globulos hialinos (Radu & Pantanowitz, 2013).

A apresentacdo ou histologia das lesdes nos diferentes estagios é essencialmente idéntica nas
varias formas clinico-epidemioldgicas apesar de apresentarem diferentes componentes
imunoldgicos e ambientais (Douglas et al., 2012). No entanto, alguns estudos documentaram
diferencas histopatologicas menores nos estagios iniciais, entre SK - SIDA e o0s casos de SK ndo
associados ao HIV (Radu & Pantanowitz, 2013).



Forma de apresentacdo das leses

Nodulo

Macula

Figura 1.1 Foto representativa de lesfes cutaneas de SK clinico e histoldgico nas formas de

maécula, placa e nédulo

As lesbes iniciais do SK podem ser confundidas com outras patologias e diagnosticadas como
dermatites inflamatdrias ou angiodermatite (Blumenfeld et al., 1985). Les6es mais avancadas

podem se confundir com um granuloma piogénico ou angiomatose bacilar (Teplemton, 1981).

1.4 Sarcoma de Kaposi e HIV
A sindrome de imunodeficiéncia adquirida causada pelo HIV, provoca uma imunodeficiéncia

profunda que conduz a infeccbes oportunistas, manifestacbes neuroldgicas e neoplasias
secundarias. Em pacientes com HIV, o SK é a neoplasia maligna mais associada ao SIDA, sendo
por isso conhecido como uma doenca definidora de SIDA (Communicable Disease Center-
CDC)

Alguns estudos mostram que o aumento do risco dos individuos infectados com HIV
desenvolverem SK se associa a um declineo dos linfocitos CD4+, aumento da carga viral e o

aparecimento de infeccdes oportunistas (Stebbing et al., 2006). Outra possibilidade para este
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aumento do risco parece estar relacionado com o aumento da esperanca de vida dos pacientes
HIV em TARV, que torna mais frequente o aparecimento de manifestacbes decorrentes de

coinfecgdes.

O HIV nédo é um co-factor para o aparecimento do SK, mas ele aumenta a replicagdo do virus
associado ao SK (Mercader et al., 2000). Nestes doentes, 0 HIV tem mudado a forma do SK,
tornando numa doenca agressiva que se caracteriza por disseminacdo das lesdes no corpo, lesdes
orais exofiticas, linfedema facial, aumento da carga viral do HHV-8 e progressdo rapida,
podendo muitas vezes ser fatal (Nsubuga et al., 2008). Actualmente, cerca de 20% de pacientes
com HIV e SIDA morrem no mundo devido a complicagfes do SK (Santucci et al., 1988 &
Antman e Chang, 2000).

Embora, o desenvolvimento de SK esteja relacionado com a infecdo com HIV, estudos mostram
que somente o HIV -1 esta envolvido na progressao da doenca, particularmente na agressividade
invulgar verificada. No entanto, ainda ndo estd completamente esclarecido se o HIV-
1desempenha um papel passivo (Imunossupressdo) ou um papel mais directo na patogénese da
doenca. Contudo, foi proposta a participacdo indirecta do HIV na producdo de citocinas e

envolvimento da proteina Tat do HIV-1 (Mercader et al., 2000; Foreman, 2001).

Desde que se constatou o comportamento bioldgico fatal do SK, varios estudos vem sendo
conduzidos para determinar os factores que intervém na agressividade daquele tumor. Segundo,
Boralevi e seus colaboradores, 0 maior grau de agressividade e patogenicidade do SK esta
relacionado ao virus associado ao Kaposi (KSVH) subtipo A, ocorrendo com maior frequéncia

em associacdo com lesdes nas mucosas e visceras. (Boralevi et al.,1988).

1.5. Herpes virus Humano tipo- 8 e Sarcoma de Kaposi

1.5.1. Agente etiologico e sua descoberta
O agente etioldgico do SK foi identificado por Chang e seus colaboradores (1994), em amostras

de DNA extraido de biopsia cutanea das lesdes de SK de pacientes HIV positivos, usando a
metodologia RDA (Representational Difference Analysis), um PCR baseado no método de

hibridizacdo, para identificar sequéncias de virus. O agente identificado foi chamado de Virus



Associado ao Sarcoma de Kaposi (KSVH), actualmente conhecido como HHV-8 (Chang et al.,
1994).

O HHV-8 ¢ etiologicamente associado a todas formas clinico - epidemiolédgicas do Sarcoma de
Kaposi e outras doencas associadas ao SIDA como o Linfoma de Efusdo Primaria (PEL)
caracterizado por derrames massivos nas cavidades corporais e a Doenca de Castleman
Multicéntrica (MCD). Actualmente, 0 HHV-8 tem sido associado aos Linfomas de Hodgkin e

Linfomas Nao Hodgkin, contudo os resultados sao ainda controversos (Lazzi et al., 2006).

1.5.2 Taxonomia viral
Os herpesvirus sdo classificados pelo Comité Internacional dos Virus em trés subfamilias: alfa

(o), Beta (I3) e gama (y) de acordo com as propriedades biologicas. Actualmente, estdo descritos
cerca de 100 herpesvirus com ampla distribuicdo na natureza, dos quais 8 distribuidos pelas 3
subfamilias, infectam humanos, incluindo o HHV-8 (Tabela 1.1).

O HHV-8 pertence a familia herpesviridae, subfamilia Gamaherpesvirinae e género
Rhadnovirus, sendo o unico do género a infectar o homem. Possui uma estrutura comum aos
herpesvirus, apresentando regibes de DNA similares a dois Gamaherpesvirus, Epstein-Barr
(EBV) e o Herpesvirus saimiri (HVS), ambos com elevado potencial oncogénico (Jenner &
Boschof, 2002).



Tabela 1.1 Distribuicéo dos herpesvirus que infectam humanos de acordo com a subfamilia

SUBFAMILIA

VIRUS

Herpes virus simples Tipo 1 (HSV-1)

Alphaherpesvirinae

Herpes virus simples Tipo 2 (HSV-2)

Herpes virus simples Tipo 3 ou Varicela zoster
(HSV-3)

Betaherpesvirinae

Herpes virus humano Tipo 5 ou
Citomegalovirus (HHV-5 ou CMV)

Herpes virus humano Tipo 6 (HHV-6)

Herpes virus humano Tipo 7 (HHV-7)

Gamabherpesvirinae

Herpes virus humano Tipo 4 ou Virus Epstein
Barr (HHV-4 ou EBV))

Herpes Virus Humano Tipo 8 ou virus

associado ao Sarcoma de Kaposi (HHV-8)

1.5.3 Estrutura Viral

O HHV-8 possui uma estrutura bastante complexa e compartilha vérias caracteristicas em

comum com outros herpesvirus. Apresentam-se como particulas de dimensdes grandes que

variam entre 120 -200 nm, constituidas por quatro (4) componentes estruturais: O nucleo
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central, onde esta localizado o material genético; o nucleocapsideo icosaedrico composto por
capsomeros que envolvem o nucleo; o envelope que contém numerosas espiculas glicoproteicas

em sua superficie, e o tegumento, localizado entre o capsideo e o envelope. (Figural.2)

glycoprotein spikes
= peplomers

tegument

lipid bilayer

Fonte: Murray et al., 2006
Figural.2. Representacdo esquematica da estrutura do HHV-8.

A estrutura genomica do HHV-8 consiste de uma molécula de DNA linear, de cadeia dupla
longa, com aproximadamente 170 kb e cerca de pelo menos 85 sequéncias abertas de leitura
(ORF’s - Open Reading Frames) identificadas. As ORF’s homdlogas aos Herpesvirus saimiri
foram numeradas de 1 a 75, e algumas delas sdo homdlogas aos genes celulares humanos (Jenner
e Boschof, 2002; Moore e Chang, 2001). As restantes ORF’s sdo unicas do HHV-8 e foram
designadas com o prefixo K (K1 a K15) (Russo et al.,1996). Posteriormente foram incluidas
mais quatro ORF’s denominadas K4.1, K4.2, K8.1e K10.1 (Neippel et al., 1997) (Figura 1.3)
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Figura 1.3 Estrutura linear do genoma do HHV-8 (Foreman, 2001)

O genoma do HHV-8 apresenta uma regido de cadeia longa codificante (LUR - Long Unique
Region) altamente conservada e flanqueada por 2 sequéncias terminais (LTR - Long Terminal
Region). A LUR é composta por baixas concentracdes de G+C (53.5%) e a LTR possui 801 Pb,
altas concentracdes de G+C (84.5%) (Russo et al., 1996).

1.5.4 Infeccéo pelo HHV-8

As principais células alvo da infeccdo pelo HHV-8 sdo os linfécitos B e células do endotélio
vascular ( Neippel et al.,1998). A infeccdo inicia com a ligacdo de glicoproteinas do envelope na
superficie da célula hospedeira, e a penetracdo pode ocorrer por fusdo do envelope viral com a

membrana plasmatica.

Todos os herpesvirus incluindo o HHV-8 possuem a capacidade de estabelecer infeccdo latente
em suas células hospedeiras, e em caso de imunossupressdo iniciam a sua expressdo. Durante a
infeccdo, na fase de laténcia o genoma do virus se encontra na forma de epissoma - circular

fechada e na fase litica apresenta-se de forma linear (Figura 1.3).

Na fase de reativacdo ou fase litica, as células infectadas expressam uma variedade de genes e

produzem uma progénie viral que termina com a destruicdo da célula hospedeira. Nesta fase
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ocorre a expressdo de genes virais das fases imediata, intermediaria e tardia. Experiéncias in
vitro demonstram a participacdo de trés principais ORF’s envolvidas no processo de inducao da
angiogénese do SK, proliferacdo das células fusiformes e na disseminacdo do HHV-8 para os
tecidos: ORF-K1, ORF-K9 e ORF-74 (Jenner & Boshoff, 2002).

Durante a fase latente, o genoma viral persiste fora do cromossoma como um epissoma circular.
Esta fase de laténcia do HHV-8 nas células fusiformes do SK € caracterizada por grande
restricdo da expressdo génica, e apenas uma quantidade minima de genes € expressa,
nomeadamente LANA (ORF) 73, Kaposina (ORF-K12), v-ciclina (ORF-72) e v-FLIP (ORF
K13), diminuindo desta forma o nimero de epitopos virais que sdo apresentados pelas células
infectadas aos linfocitos T citoliticos (T CD8+) (Jenner & Boschoff, 2002).

Estes quatro genes, considerados genes da fase latente, sdo expressos em praticamente todas as
células fusiformes desde a fase inicial até ao estagio nodular. Somente poucas células expressam
genes da replicacgdo litica, o que faz com que o SK seja conhecido como doenca da fase latente.
Dentre os 4 genes expressos durante a laténcia, a proteina LANA codificada pela ORF 73 é
usada como marcador de infeccdo pelo HHV-8, e a sua presenca é demonstrada nas bidpsias das
lesBes do SK por diversas metodologias como PCR, Hibridizacdo in situ, Imunohistoquimica e
Imunofluorescéncia (Boschof et al.,1995; Katano et al., 1999; Shultz, 2000; De Moraes et al.,
2009).

Embora os alvos primarios sejam os linfocitos B CD19+ e células do endotélio vascular, outras
células mononucleares do sangue, células epiteliais e células da mucosa oral podem se infectar
com o HHV-8 (' Katano et al., 1999; Pak et al., 2007).

1.5.6 Antigeno associado a Laténcia (LANA ou LAN-1)
A LANA ¢é uma proteina multifuncional que possui 1162 aminoacidos (aa) e um tamanho

estimado de 135KDa (Russo et al., 1996). A proteina LANA € dividida em 3 regides: Amino
terminal, carboxi - terminal e uma regido de repeti¢do central (CR) (Figura 1.4). Esta ultima é
composta por trés sub-regides: CR1/DED (321-428aa), regido de repeticdo de acido aspartico
(D) e acido glutamico (E), CR2/QED (430- 768aa), regido rica em glutamina (Q), acido

10



glutdmico, &cido aspartico, e CR3 (769-937aa), que comporta um dominio de ziper de leucina
(Russo et al.,1996; Renne et al., 2001).

A LANA exerce um papel fundamental na manutencdo da forma epissomal do virus, mantendo o
estado de laténcia viral e modula a expressdo de genes celulares e virais. E responsavel pela
sobrevivéncia da célula infectada, pela interacdo na regido de ziper leucina com P53 (proteina
supressora tumoral), inibe a sua actividade transcricional dificultando a expressdao de genes
relacionados a reparacdo do DNA e deflagracdo de apoptose. E também importante para
expressdo de genes regulatorios em células infectadas pelo HHV-8 (Verma et al., 2007).
Desempenha igualmente um papel importante na distribuicdo de genomas virais para células

filhas durante o processo de replicacéo celular.

N-terminal central domain C-terminal
1 domain 338 840  domain 1162 aa
Proline-rich
domain
L A putative

acidic domain LEEQEQEL NLS
Leucine zipper

Figural.4 Representacdo estrutural da proteina LANA (Fonte: Renne et al., 2001)

1.5.7 Epidemiologia do HHV-8
Desde a descoberta do HHV-8 como agente etioldgico de todas as formas de SK varios estudos

vém fornecendo dados que demonstram ampla distribui¢cdo do HHV-8 na populacdo em geral. A
epidemiologia de infeccdo por HHV-8 € baseada em dados soroldgicos gerados por testes
diagndsticos onde o seu desempenho pode variar e resultar em um subdiagndstico (De Paoli,
2004).

Esta abordagem possibilitou o estudo da distribuicdo do HHV-8 entre diferentes grupos de risco
para a transmissdo do HIV, tendo-se notado que a distribuicdo dos anticorpos do HHV-8 é

distinta, mas semelhante na distribuicdo do SK (Duckers e Rezza, 2003).

Entre as categorias de exposi¢cdo ao HIV estudadas, notou-se que nos paises ocidentais, as taxas
de seroprevaléncia do HHV-8 é alta entre homens homosexuais (20-40%) e geralmente mais
baixa (5-10%) em individuos infectados com HIV usuarios de drogas injectaveis, mulheres e
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doentes hemofilicos. Na década de 80 a taxa de SIDA e Sarcoma de Kaposi entre individuos
infectados com HIV nos paises ocidentais estavam na escala similar, estes estudos sugeriram que
homens homossexuais infectados com HHV-8 e HIV acabariam por desenvolver SK (Shultz et
al., 2002).

Em contraste, na Europa, individuos com SIDA e infectados com HHV-8 raramente estavam
associados com o desenvolvimento de SK. Varios paises do sul da Europa, Italia e Grécia bem
como Israel, tem maior taxa de seroprevaléncia na populacdo em geral, mas apenas uma pequena

porcao de individuos desenvolve o SK (Shultz et al., 2002).

Algumas regides da Italia e Africa com elevada seroprevaléncia para o HHV-8 possuem um
nimero elevado de SK, enquanto que outras como por exemplo o Egipto, pais africano com
elevada seroprevaléncia tem poucos casos de SK (Andreoni et al.,1999). Curiosamente em tribos
indigenas do Amazdnia onde o HHV-8 é endémico, ndo hé relatos de ocorréncia de SK (Biggar
et al., 2000).

Apesar da distribuicdo mundial da infec¢do pelo HHV-8 ndo estar totalmente definida, observa-
se na figural.4, que nos Estados Unidos, Norte e Oeste da Europa Central, a prevaléncia do
HHV-8 varia entre 3-10 % com diferencas entre algumas regides, sendo mais frequente nos

paises do Mediterraneo como Italia e Grécia com prevaléncia de 14-30 % (Schultz et al., 2002).

No continente Africano as seroprevaléncias de HHV-8 sdo mais altas do que em qualquer parte
do mundo, sendo detectado em mais de 50 % da populacio em geral dos Paises da Africa Sub-
Sahariana (Schultz et al., 2002). A prevaléncia também difere entre os paises Africanos. Na
Africa do Sul a prevaléncia varia entre 20-40%, no Ghana 38.7 %, no Uganda 37.5 %, e na
Zambia 41.9 %. As taxas mais elevadas sdo reportadas em paises como Congo e Botswana,76 e

86 % respectivamente (Duckers e Rezza, 2003).

Até ao momento, foram realizados poucos estudos sobre seroprevaléncia de HHV-8 em
Mogambique. Um estudo de seroprevaléncia conduzido em pacientes HIV positivos e negativos,
respectivamente, revelou uma seroprevaléncia global de HHV8 de 51,1 % (Ceffa et al., 2007).
Outro estudo mais recente sobre a seroprevaléncia na populacdo em geral realizado por Caterino

de Araujo e seus colaboradores nas trés regifes do pais, norte, centro e sul numa amostra total de
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752 pacientes, mostrou uma distribuicdo de HHV-8 diferente, tendo se encontrado uma taxa de
21,4 %, sem diferencas significativas entre as 3 regifes:18.7% no Norte, 24.3 % no Centro e 21.4
% no Sul (P=0.305) (Caterino de Araujo et al., 2010).
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Fonte: Shultz et al., 2002

Figura 1.5 Distribuicdo geogréafica da seroprevaléncia do HHV-8.

Epidemiologia do SK

Com a epidemia do HIV, o SK de forma atipica tornou-se mais frequente em varias partes do
Mundo. Nos Estados unidos a taxa de incidéncia de SK é em média, mais alta nos estados da

Califérnia, Nova lorque e Georgia (Mesri et al., 2010).

O continente Africano, principalmente Africa sub-sahariana, possui as maiores taxas de
incidéncia de SK do mundo (Mesri el al., 2010). Em 2008, estima-se que foram diagnosticados
nesta regido, 22000 casos no sexo masculino e 12000 casos no sexo feminino. As taxas de
incidéncia padronizada por idades foram estimadas em 8.1 e 3.6 por 100 000 habitantes
respectivamente, com as maiores taxas ocorrendo nos paises do leste como a Etidpia, Ruanda,
Uganda, Zambia e Zimbabwe. (Jemal et al., 2011).
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Dados do Registo de Cancro de base hospitalar no SAP (Servi¢co de Anatomia Patoldgica) do
HCM (Hospital Central de Maputo), referentes a Cidade de Maputo relativo ao periodo de 1991
— 2008 mostram que o SK € o 2 ° cancro mais frequentemente diagnosticado nos homens,
representando 15,6 % de todos os cancros neste sexo. No sexo feminino é o 3° cancro mais

frequente e constitui 7 % dos cancros neste sexo (Lorenzoni, 2010).

O estudo do Registo do Cancro realizado no SAP nos ultimos quinze anos (1993- 2008) mostra
uma tendéncia para um aumento do SK em 9 vezes no sexo masculino e 22 vezes no Sexo

feminino provavelmente em relacdo com a epidemia de HIVV/SIDA (Lorenzoni, 2010).

Outro estudo recente do mesmo Registo no SAP referentes ao periodo de 2009-2010 indicam
que o SK passou a ser o primeiro cancro mais frequentemente diagnosticado nos homens,
seguidos do cancro da prostata e figado e continua sendo o 3° cancro mais frequente nas

mulheres precedido do cancro do colo do Utero e cancro da mama (Sultane et al., 2012).

O papel da deteccdo seroldégica do HHV- 8 como detector de casos de risco para o

desenvolvimento de SK ndo esta ainda totalmente esclarecido.

1.5.8 Epidemiologia molecular do HHV-8
Entre os genes virais expressos durante a fase de replicacdo do HHV-8, destaca-se a ORF K1 que

codifica uma glicoproteina transmenbranar altamente variavel. Estudos epidemioldgicos
mostram que a variagdo verificada neste gene faz dele um 6ptimo marcador para subtipagem do
HHV-8 (Shultz et al., 2002). Baseado nas variacdes da regido da ORF K1, (Zong et al., 1999)
classificaram o HHV-8 em quatro subtipos nomeadamente, A, B, C e D, em amostras de

distribuicdo geogréfica diferentes.

Apesar do SK ser uma doenca definidora do SIDA, os subtipos virais do HHV-8 foram descritos
antes da epidemia do SIDA e Sarcoma de Kaposi endémico africano (Dukers e Rezza, 2003).
Actualmente, foram descritos mais dois subtipos classificados como E e F que se juntam aos

dectritos por Zong et al em 1999 (Biggar et al., 2000; Kajambula et al., 2006).

Em relacdo a distribuicdo geografica, o subtipo B foi identificado na Africa e seria o percussor

dos restantes, enquanto, que o subtipo A e C circulam na Europa e nos Estados Unidos; o subtipo
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D, ocorre de forma rara, e foi detectado apenas na Austrdlia, Nova Zelandia e Taiwan em

pacientes com Sarcoma de Kaposi classico (Zong et al., 1999).

Teoricamente o subtipo E foi descrito de forma exclusiva nas populagfes indigenas brasileiras
(Biggar et al., 2000). Kajambula e seus colaboradores classificaram também, um novo subtipo
viral em um individuo membro de tribu Bantu Ganda, proveniente de Uganda que chamaram

como o subtipo F (Kajambula et al.,2006).

1.6 Patogénese do Sarcoma de Kaposi
Estd bem estabelecido, que o HHV-8 é necessario mas insuficiente para o desenvolvimento de

Sarcoma de Kaposi. A lesdo de SK inicia com o desequilibrio imune caracterizado por ativacao
dos linfécitos TCD8+ e TCD4+, macrofagos, aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias e do tipo TH1 (IL-1R3,IL-6, TNF alfa e interferon gama (Ensoli et al., 2001).

Em individuos infectados pelo HIV, este pode afectar indirectamente o curso de HIV/SK por
perpetuacdo de imunossupressao e imuno desregulacédo, caracterizado pelo aumento das citocinas
que sustentam o SK (Krown, 2003). A expressao do gene Tat do HIV é o maior factor implicado
na patogénese do SK/HIV. Segundo o modelo e a figura 1.6 proposta por Foreman (2001), as
células infectadas pelo HIV (incluindo células T, mondcitos macrofagos e células dendriticas)
podem produzir e libertar a proteina Tat do HIV, que participa na estimulacdo e intensifica a
producdo das citocinas estimuladoras de células endoteliais, tais como IL-6 e IL-1, factor de
necrose tumoral (TNF- o) e oncostatina M (Foreman, 2001; Mercader et al., 2000). A sinergia
entre a proteina Tat e as citocinas promovem e aumentam as lesGes de SK promovendo
angiogénese e progressao de SK/HIV (Feller e Lemmer, 2008). Tais eventos acontecem devido a
niveis elevados de citocinas que induzem o recrutamento de células circulantes para os tecidos,
incluindo as células infectadas pelo HIV, através das moléculas quimiotaticas e de adesdo
ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular-1), ELAM-1(molécula de adesdo de leucdcito

endotelial-1) e VCAM (molécula de adesdo celular vascular) (Feller e Lemmer, 2008).

Este recrutamento das células através dos vasos e a proteina Tat se disponivel, leva a producéo
de factores angiogénicos incluindo os factores de crescimento de fibroblasto basico (bFGF), de

crescimento derivado das plaquetas (PDGF A e B), de crescimento endotelial vascular (VEGF),
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de crescimento de transformacdo B (TGF- R), de permeabilidade vascular (VPF) e factor

estimulante de colonias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF) (Feller e Lemmer, 2008).

Estes factores tem o seu papel na mediacdo da angiogénese, edema e inducdo da mudanca do
fenotipo de células endoteliais para células fusiformes que levam ao inicio e desenvolvimento de
SK/HIV (Ensolli et al., 2001).

Nestes individuos co-infectados, as citocinas inflamatdrias tem a capacidade de reactivar o
HHV-8 que se encontra na fase latente, resultando num aumento da carga viral no plasma e
distribuicao no tecido e promover a replicacdo do HIV, conduzindo a uma producéo adicional da
proteina Tat (Mercader et al., 2000; Foreman, 2001; Feller e Lemmer, 2008 ).
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Figural.6 Modelo do mecanismo da patogénese do Sarcoma de Kaposi associado ao HIV
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1.7 Diagnostico do Sarcoma de Kaposi - agressividade histoldgica

Em regides endémicas de HIV/SIDA, como a Africa subsaariana, o SK é a neoplasia maligna
mais prevalente. Nestas regides, lesdes violaceas ou purpureas devem ser suspeitas de SK.
Porém, o quadro clinico pode ser similar a uma variedade de lesdes diferente das lesdes de SK.
Por esta razdo, é importante que os clinicos e patologistas possam reconhecer o SK na sua fase

inicial e suas manifestacdes contemporaneas.

Actualmente, tem ocorrido mudancas na compreensdo do SK, incluindo a epidemiologia,
patogénese, novas apresentacdes clinicas, descricbes de novas variantes histologicas e
surgimento de biomarcadores Uteis para diagnostico (Grayson e Pantanowitz, 2008; Robin et al.,
2004).

O diagnostico correcto da doenca é crucial para a instituicdo de uma terapéutica atempada de
modo a diminuir o indice de mortalidade por esta doenga em pacientes com infec¢do por HIV. O
diagnostico de SK baseia-se nas apresentacdes clinicas suspeitas e confirmadas por analises
histologicas, mas o HIV e o TARV tem mudado a forma de apresentacdo de SK levando a
muitos problemas de diagndstico diferencial com outras lesdes vasculares (Grayson &
Pantanowitz, 2008).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para confirmacdo e deteccdo do virus associado ao SK
nestas lesdes, incluindo PCR, imunohistoquimica (IHQ) e hibridacéo in situ (HIS) (De Moraes et
al., 2009; Kamiyama et al., 2004). A técnica de IHC é dtil para localizar o virus nos tecidos
infectados, e constitui uma ferramenta de diagndstico para os patologistas por ser a mais barata e
de facil execugdo.

O anticorpo comercial usado actualmente, para o diagnostico de SK € a proteina LANA ou LAN-
1 do HHV-8, considerado marcador de diagnéstico do HHV-8 em lesbes suspeitas e também
seroldgico. Esta proteina, tem sido considerada util para diferenciar o SK de outros tumores

vasculares ndo SK, e serve também para avaliar o desenvolvimento e progressdo da doenca.

Pela técnica de IHC, foi provado também, que a LAN- 1 do HHV-8 oferece sensibilidade e
especificidade altas comparadas a técnica do PCR em tempo real, na avaliacdo de lesdes de SK

(Pereira et al., 2013; Hammock et al., 2005 e Patel et al., 2004). Contudo, os resultados sédo
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ainda controversos, alguns estudos referem que o HHV-8 ndo esta somente relacionado ao SK,
sendo detectado também em angiossarcomas, hemangiomas e dermatofibromas (Pantanowitz, et
al., 2010).

A proteina LANA ¢é dectectada através de IHC em bidpsias fixadas em formol e impregnadas em
parafina. A sua presenca é expressa inicialmente por todas as células fusiformes em todos
estagios da lesdo de todas as formas de SK, revelada por pontilhado acastanhado no nucleo de
células infectadas (Robin et al., 2004; Pereira et al., 2013)

Prefere-se 0 uso da proteina LANA-1 em relacdo ao PCR na deteccdo do HHV-8 porque as
células inflamatorias mononucleares podem abrigar o virus, principalmente em pacientes HIV
positivos. Apesar da técnica de PCR demonstrar que a carga viral do HHV-8 esta relacionada
com agressdo da doenca, varios estudos também mostram aumento da expressdo do
LANA/HHV-8 durante a progressao da lesdo do SK, permitindo a quantificacdo e fenotipagem

destas células no Sarcoma de Kaposi (Pyakurel et al., 2004 e 2006).

Desconhecemos estudos que demonstram a expressao quantitativa do virus no microambiente da
lesdo do SK epidémico com a agressividade clinica. Acreditamos que 0 uso da técnica de
Imunohistoquimica poderia ajudar os patologistas na caracteriza¢do das lesbes ao mesmo tempo

que seria de grande utilidade como marcador de agressividade patoldgica e clinica do SK
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2. OBJECTIVOS

2.1 Objectivo geral

- Descrever as caracteristicas clinicas, patoldgicas e de expressdo do HHV-8 nos pacientes com

Sarcoma de Kaposi atendidos no Servico de Dermatologia do HCM

2.2 Objectivos especificos

- Descrever os aspectos clinico-patologicos e morfolégicos do SK nos doentes atendidos no

Servico de Dermatologia do HCM
- Determinar a prevaléncia seroldgica do HIV em doentes com SK

- Avaliar se os marcadores imunolégicos (niveis de células de CD4+) e viroldgicos (Carga viral

do HIV) se associam a forma de apresentacdo clinico-patoldgica de SK
- Descrever o perfil de expressdo imunohistoquimico de HHV- 8 nas lesfes de SK

- Avaliar se o perfil imunohistoquimico de HHV- 8 nas lesdes de SK serve como marcador de

utilidade diagndstica e de agressividade clinico - histoldgica do Sarcoma de Kaposi
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3. METODOLOGIA

3.1 Populacéo e local de estudo

Trata-se de um estudo transversal realizado entre Novembro de 2011 e Agosto de 2012 no
Hospital Central de Maputo (HCM), unidade sanitaria de nivel quaternario e de referéncia
Nacional, e envolveu o Servico de Dermatologia que faz atendimento de doentes com diversas
patologias da pele e Servico de Anatomia Patoldgica (SAP), Unico Laboratério que faz os

diagndsticos anatomopatoldgicos incluindo os histopatoldgicos em toda regido sul do pais,

Durante as consultas de dermatologia, foram convidados a participar do presente estudo doentes
consecutivamente observados com lesdes cutaneas suspeitas de SK e com idade superior a 18
anos. Estes doentes foram submetidos a um inquérito clinico usado na rotina para os doentes de

SK, colhidos uma amostra de sangue e bidpsia de pele da area com lesdo suspeita de SK.

3.2 Aspectos éticos
O presente projecto para a obtencdo do grau de mestrado foi aprovado pela Comissdo Nacional

de Bioética para a Saude do MISAU (Ministério da Salde) em 2011/com a referéncia —
Ref.310/CNBS/11 (Anexo 1). Todos os pacientes incluidos no presente estudo foram informados
e esclarecidos sobre o estudo e assinaram um Termo de consentimento (Anexo 2). A base de
dados gerada com os dados produzidos contém apenas os codigos dos participantes como
identificacéo.

3.3 Anamnese
A avaliacao clinica foi feita por um médico residente de Dermatologia, em ficha prépria ja usada

rotineiramente para todos os doentes com SK que se apresentam naquele servico. Apenas se

adicionou a ficha ja existente, a residéncia do paciente e o nimero de lesGes cutaneas.

Os dados colhidos na ficha de SK, foram codificados e digitalizados numa base de dados
electronica, e incluiram as caracteristicas socio-demograficas, caracteristicas clinicas associadas

as lesdes de SK, inicio das primeiras lesdes, o actual estado do HIV e a linha de tratamento.

3.4 Exame fisico
A todos os pacientes foi realizada uma unica biopsia para fins de confirmacdo diagnostica.

Foram registados dados de avaliacdo do estado geral das lesdes, localizagdo, forma clinica e o
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numero de lesdes no corpo. Usamos a contagem simples das lesdes no corpo para classificar o
SK como moderado quando as lesdes eram menos de 20 (< 20) e severo ou agressivo quando as
lesbes eram superiores ou igual a 20. Segundo Nsubuga e colaboradores (2008), esta
classificagdo pode ser usada quando néo existe um padréo unificado das lesGes de SK.

3.5 Colheita de sangue e biopsia de pele
As amostras de sangue foram colhidas nas enfermarias de Dermatologia por profissionais

daquele Servico, seguindo a rotina local, e enviados ao Laboratorio de Andlises Clinicas do
HCM e de Anatomia Patologica. De cada paciente obteve-se 10 ml de sangue, colhido em 2
tubos com EDTA destinados a exames hematoldgicos, contagem das células CD4 e 1 tubo sem

anticoagulante para exames bioquimicos de rotina e determinacdo sorolégica do HIV.

Para o SAP foi enviado apenas um dos tubos com EDTA, onde de imediato separou-se 500 pl do
sangue total destinados a contagem de células T CD4 e centrifugou-se o0 restante sangue para
posterior separacdo do plasma destinado a determinagéo da carga viral do HIV. Estes dois testes
foram realizados no Instituto Nacional de Saude (INS).

As bidpsias de pele obtidas foram colhidas por médicos especialistas e residentes no Servico de
Dermatologia segundo os procedimentos habituais de rotina, preservadas na solucdo de formol
tamponado a 10 % e finalmente enviados ao SAP devidamente identificados, acompanhados da
ficha clinica de Sarcoma de Kaposi e requisicdo do exame para diagnéstico anatobmopatolégico,

estudo Imunohistoquimico e extragdo de ADN.

3.6 Testes realizados na amostra de sangue

3.6.1. Serologia do HIV
A testagem do HIV foi feita somente para doentes que ndo tinham conhecimento do seu estado

soroldgico. Estes foram testados usando o algoritmo nacional que é constituido por dois testes
imunocromatograficos rapidos. As amostras primariamente foram testadas com o teste
Determine HIV 1-2 (Abbott Laboratories, Japan) e todas amostras reactivas foram novamente
testadas usando um teste rapido confirmativo, Uni-Gold HIV 1-2 (Trinity Biotech, Ireland). A

reactividade em ambos testes foi considerada como um teste positivo.
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3.6.2 Contagem de linfdcitos T CD4+
A todos pacientes com serologia positiva para HIV foi efectuada a imunofenotipagem para a

determinacdo das sub-populacfes linfocitarias T CD4+, para determinar a contagem dessas
células, as amostras de sangue total foram submetidas a técnica de Citdmetro de Fluxo,
considerada mais confidvel para realizagdo deste exame. A técnica consiste em permitir
simultdneas medidas de caracteristicas fisicas multiplas de uma unica célula, tais como seu
tamanho relativo, a granulosidade e a intensidade de fluorescéncia, permitindo a identificacéo
das células. A técnica foi feita usando 0 FACSCalibur™ (Becton Dickinson, USA) e anticorpos
monoclonais comercialmente disponiveis: CD3FITC/CD8 PE/CD45™“F/CD4*"C (Becton,
Dickinson, USA).

3.6.3 Determinacéo da carga viral do HIV
A carga viral do HIV foi determinada na amostra de plasma de 30 individuos selecionados por

conveniéncia. A quantificacdo da carga viral foi feita atraves de uma técnica baseada na
amplificacdo sequencial de acidos nucleicos, usando o KITcobas Ampliprep/cobas TagMan HIV

1 Test, V2.0 (Roche Diagnostics GmbH, Germany) com limite de deteccéo de 20 copias.

3.7 Testes realizados nas amostras de bidpsias

3.7.1 Processamento das bidpsias
As amostras de pele foram submetidas ao processamento histolégico automatico, de acordo com

0s procedimentos de rotina, obedecendo as etapas de desidratacdo em banhos sucessivos de
alcool etilico de menor graduacdo até ao alcool etilico absoluto, diafanizados com banhos
sucessivos de xilol, impregnados e incluidos em parafina para obtencdo dos blocos de tecido em
parafina. Apds a obtencdo dos blocos, estes foram submetidos a cortes num micrétomo na
espessura de 3-4 um e corados com coloracgdo universal de tecidos Hematoxilina — Eosina.

3.7.2 Avaliacéo histopatologica das lesdes
Os cortes corados foram observados no microscépio optico por dois patologistas em separado.

Foi efectuada a avaliacdo histopatologica das lesbes e classificados morfologicamente em 3
estagios: macula, placa e nédulo. Na derme, foram analisados de forma semiquantitativa os

seguintes elementos:
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-proliferacdo de células fusiformes
-pigmento de hemossiderina
-plasmdcitos

-gl6bulos hialinos

-vasos bem formados

-indice mitdtico nas células fusiformes
-sideroblastos

-apoptose

-eritrocitos extravasados

A avalicdo semi-quantitativo dos elementos histolégicos considerou o seguinte: ausente (0),
Raros (<5 %), + (5-25%), ++(25-75%), +++( > 75%), (os resultados ndo foram apresentados

neste trabalho).

3.7.3 Processamento do material para estudo imunohistoquimico

A partir dos blocos de parafina com as lesdes foram obtidos cortes de 3um e colhidas em laminas
previamente adesivadas com solucdo de gelatina (BDH chemicals. England) e alimen crémico
(Kcr (S04).12H,0). A seguir os cortes foram deixados a aderir as laminas durante 24 horas a 37°
Celcius em uma estufa e foram submetidos a dois banhos sucessivos de xilol durante 15 minutos
para desparafinacdo e posteriormente hidratados com banhos sucessivos de etanol absoluto, 95%

e 70 % e agua corrente durante 10 minutos.

3.7.4 Demonstracao imunohistoquimica da infec¢do pelo HHV-8
Foi utilizado o método imuno-histoquimico de peroxidase (DAKO REAL™ EnVision™,

Detection System, peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse, Denmark) segundo as recomendagfes do

fabricante.

Depois da desparafinacdo e hidratacdo dos cortes, fez-se a exposi¢do antigénica em banho-maria
(calor humido) com tampdo citrato 10 x (Thermo Scientific, USA), durante 20 minutos ap6s o

aquecimento do tampdo entre 95 a 98°C. De seguida as laminas foram retiradas do banho, e
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mantidas no mesmo tampédo a temperatura ambiente durante 20 minutos, seguidos de duas
lavagens de cinco minutos cada em Phosphate buffer saline (PBS) 25 x (Labvision Corporation,
USA).

ApOs a exposicdo antigénica, a actividade da peroxidase enddgena dos tecidos foi bloqueada,
incubando as ldminas durante quinze minutos em peréxido de hidrogénio (H202) a 3 % em

metanol. Seguidos de duas lavagens de 5 minutos cada em PBS.

A seguir as laminas foram incubadas a temperatura ambiente com o anticorpo primario anti
HHV-8/LANA (NCL-HHV-8-LNA, Novocastra ™, United Kingdom ) na concentracio de 1:25,
durante 60 minutos. Posteriormente as laminas foram lavadas 2 vezes em banhos de 5 minutos

cada no tampéo PBS.

Logo depois das lavagens procedeu-se a incubacdo das laminas com anticorpo secundario
polimerizado - HRP Rabbit/mouse (DAKO Real ™, Denmark), durante 30 minutos a temperatura

ambiente.

Os cortes assim processados foram lavados novamente em PBS e os sitios de ligacdo foram
reveladas pela solucdo cromogénea de diaminobezendina (DAB, DAKO Real™, Denmark) e

posteriormente lavadas em &gua corrente por 5 minutos.

Ap0s a revelacdo procedeu-se a contra coloracdo com hematoxilina de Harris (CDH, New Delhi)
durante 30 segundos, lavagem em agua corrente, desidratacdo em &lcool, diafanizacdo em xilol e
no final a montagem com resina sintética DPX (BDH, England) para analise em microscépico

optico.

A reaccao foi acompanhada de controle positivo (tecido com Sarcoma de Kaposi) e negativo
(tecido com Sarcoma de Kaposi, colocado no lugar do anticorpo primario o PBS). A Positividade

foi revelada pela presenca de pontilhado intranuclear de cor castanha escuro.

A avaliagdo da imunoexpressao do HHV-8 foi considerada negativa (-), quando ndo houve
expressdao da proteina LANA no nucleo das células fusiformes e positiva com graduagéo

quantitativa de (+) quando a expressao da proteina se restringiu a 1-25 % das celulas fusiformes,
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(++) 26-50 % de células marcadas, (+++) 51-75% de células marcadas, e (++++) quando foi

observada expressao em 76-100% das celulas fusiformes.

A padronizacdo e realizacdo da reacdo imunohistoquimica para deteccdo do HHV-8 foi feita no

Laboratério de Anatomia Patologica do HCM.

3.8 Anélise Estatistica
Os dados deste trabalho, foram digitados em Microsoft Excell, e Epidata versdo 3.1, e

posteriormente exportadas para o formato STATA. A andlise foi feita em STATA12.1. Para as
variaveis estudadas usou-se o método de analise univariada (frequéncias, média, desvio padrao,

mediana, quartis, minimos e maximos).

Para as variaveis que ndo respeitaram a normalidade (testado por Shapiro Wilks) usou-se uma
transformacdo quadratica (CD4 absoluto) ou Logaritmica (carga viral do HIV). Para verificar a
associacdo de duas variaveis empregou-se o teste QUI-Quadrado de Pearson. Se a variavel
envolvida na avaliacdo de ambos fosse ordinal usou-se alternativamente o teste de Qui-Quadrado

para tendéncia. Todos os testes estatisticos foram avaliados a um nivel de significancia de 5 %.
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3. RESULTADOS

3.1 DADOS DEMOGRAFICOS DOS PACIENTES COM SK
Foram incluidos no estudo um total de 115 pacientes observados no Servico de Dermatologia e

com diagndstico confirmado histologicamente de SK, sendo 54 do sexo feminino e 61 do sexo

masculino. A idade mediana destes doentes foi de 34 anos, sendo que a maior frequéncia (n=50;

43.5 %) correspondiam a individuos com idades compreendidas entre 25-34 anos de idade sem

diferencas estatisticas significaticas (p=0.057) entre homens e mulheres. A populacdo do estudo

era maioritariamente composta por individuos de raca negra (n=114; 99.1%) (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Dados demogréaficos dos pacientes com Sarcoma de Kaposi

p-valor
Masculino Feminino Total

IDADE (anos)

média (£SD) 37.9 (£11.64) 34.9 (£11.31) 36.5 (£11.53)

mediana (IQR) 34.0(29.0-41.0) 33.5(26.0-40.0) 34.0(29.0-41.0) 0.2438
Min - Max 18- 76 18 - 69 18- 76

FAIXA ETARIA N (%) N (%) N (%)

18 -24 1 1.6 9 16.7 10 8.7

25-34 30 49.2 20 37.0 50 43.5

35-44 18 29.5 17 315 35 30.4 0.057
45 -59 8 13.1 5 9.3 13 11.3

60 - ++ 4 6.6 3 5.6 7 6.1

RACA N (%) N (%) N (%)

Negra 61 100.0 53 98.1 114 99.1

Mista 0 0.0 1 1.9 1 0.9 0.47
Total 61 54 115
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3.2 CARACTERIZAGAO CLINICA E PATOLOGICA DOS PACIENTES COM
SARCOMA DE KAPOSI

3.2.1 Caracterizacao clinica

3.2.1.1 Serologia do HIV e TARV
Dos 115 pacientes com Sarcoma de Kaposi, 109 (94,8%) tiveram o resultado de HIV positivo, 5

(4.3%) foram negativos e 1 ndo se definiu o resultado, devido ao ndo preenchimento deste item

na ficha do Sarcoma de Kaposi usada (Figura 3.6).

5 1
(4.3 %) (0.9 %)

H Positivo
m Negativo

= Sem informacio

Figura 3.6 Distribuicao dos casos de SK de acordo com a serologia do HIV

No momento de inclusdo dos doentes no estudo, dos 109 pacientes com resultado de HIV
positivo (+) somente 19 (17.4%) estavam a fazer o tratamento antiretroviral, 88 (80.7%) nao
estavam e 2 (1.8%) néo tinham esta informagao na ficha (Figura 3.7).
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(1.8%)

HEm TARV
M Sem TARV

Sem informacao

Figura 3.7 Distribuigdo dos casos SK/HIV + de acordo com o tratamento

antiretroviral

Segundo a Tabela 3.3, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas quanto a
infeccdo pelo HIV (P=0.059) e TARV (p=0.518) no sexo masculino e feminino, embora todos

com serologia negativa sdo do sexo masculino.

Tabela 3.3 Associagdo dos resultados do HIVV e TARV dos doentes com SK em relagdo ao sexo

Masculino

Feminino

Total

N % N % N % P
N 61 54 115 100 -
HIV
positivo 55 90.2 54 100 109 94.8
Negativo 5 8.2 0 0.0 5 4.3 0.059
Sl 1 1.6 0 0.0 1 0.9
TARV
Sim 10 18.2 9 16.7 19 17.4
Né&o 44 80 44 81.5 88 80.7 0.518
Sl 1 1.8 1 1.9 2 1.8

Sl- sem informagéo
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3.2.1.2 Contagem dos linfocitos T CD4+
Uma vez que o Sarcoma de Kaposi ocorreu em individuos HIV positivos, para este grupo foi

avaliado o nivel de linfocitos TCD4+ no sangue periférico conforme ilustra a Tabela 3.4. Estes
individuos apresentaram a contagem mediana dos linfocitos TCD4+ igual a 284.5 cél/mm?
(148.0-412.0) e 12 ndo foi possivel determinar o numero de células TCD4+. Observou-se que
entre homens e mulheres ndo havia diferenca estatistica significante (p=0.656) entre 0s niveis de

CD4+ no sangue periférico.

Tabela3.4 Resultados do nivel das células T CD4+ periférico dos doentes SK

Masculino (n=55) Feminino (n=54) Total (n=109) P
CD4 Absoluto
(cél/mm?)
Média (SD) 263.0 (37.74) 316.8 (68.9) 285.6 (51.24)
Mediana (IQR) 285.0 (148.0 - 394.0) 275.5(149.5-450.5) 284.5(148.0-412.0) 0.6557
Min - Max 5-1007 7-1393 5-1393

3.2.1.3 Carga Viral Plasmatica do HIV
Dos 115 pacientes incluidos no estudo, somente 32 foram submetidos a determinacdo da carga

viral do HIV. Segundo a tabela 3.5 a carga viral mediana do HIV foi de 7741.73 cép/ml, e
identectavel em 2 individuos. Tendo sido observado que a carga viral do HIV foi 10 x maior no

sexo masculino em relagéo ao sexo feminino.

Tabela3.5 Resultados da Carga Viral Plasmatica do HIV

Masculino (n=21) Feminino (n=11) Total
Carga viral do
HIV (n°%6p/ml)
Média (SD) 12151.64 (23.73) 4194 (44.59) 8429.89 (29.20)
Mediana (IQR)  12110.00 (1218.00 - 206891.19) 1181.00 (173.00 - 233607.08) 7741.73 (808.67- 208204.93)
Min - Max 20 - 1376603.91 20 - 600991.04 20 - 1376603.91
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3.2.1.4 Localizacéo das lesdes de SK
A figura 3.8 mostra em andlise gréfica a localizagdo das lesdes cutneas encontradas no grupo

de pacientes estudados. As frequéncias maiores foram observadas nas extremidades, 105 (91.3%)
nos membros inferiores e 53 (46.1%) membros superiores. Outras localizacdes correspondem a
face (n = 33; 28.7%), tronco (n = 23;20 %), genitais (n = 17; 14.8%), regido peri auricular (n = 3;
2.6%), e regido cervical (3; 2.6%).

100.0% -91.3%
90.0% -
80.0% -
70.0% -
60.0% -
50.0% -
40.0% -
30.0% -
20.0% -
10.0%

0.0% -

percentagem

M lesdes de SK

2.6% 2.6%

Localizagiio anatomica

Figura3.8 Distribuicdo das frequéncias das lesbes cutaneas do SK de acordo com a
localizacdo anatomica

3.2.1.5 Numero de lesbes disseminadas pelo corpo
A progressao verificada pela quantidade de lesGes cutaneas distribuidas pelo corpo foi agrupada

em dois grupos representados por menor que 20 lesdes e maior ou igual a 20 lesbes (< 20 ou >
20 lesbes). Observou-se que 69 (63,3%) dos doentes apresentavam-se com SK severo, com mais
do que 20 lesbes no corpo e 40 (36.7%) com menos que 20 lesdes e 6 doentes ndo tinham esta

informacdo na ficha de recolha de dados (Figura 3.9).
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m<20
w220

Seminformagao

Figura 3.9 Frequéncia do nimero de lesdes de SK distribuidas pelo corpo

3.2.1.6 Tempo de aparecimento das lesdes (tempo de progressdo de SK)
Uma vez que se pretendia avaliar a progressdo do SK nestes individuos, foi referida a aparicédo

das primeiras lesdes observadas, medida pelo tempo (meses) em que apareceram as lesdes.
Observamos que metade dos doentes identificou as primeiras lesdes 9 meses antes da consulta
(IQR 4-12 meses).

O numero de leses distribuidas pelo corpo foi maior quanto maior foi 0 tempo de aparecimento
das lesdes (P=0.028) (Tabela 3.6). Ndo se observam associacao significativa entre o nimero de
lesGes e os valores de CD4 absoluto (p=0.787) (Tabela 3.5), de serologia do HIV (P=1), carga
viral do HIV (p=0.963) e TARV 3.5 (P=0.073) (resultados néo apresentados).

Tabela 3.6 Associacdo do nivel de células TCD4+ e intervalo de aparecimento das lesdes com o

namero de lesBes de SK distribuidas pelo corpo

< 20 lesoes 2 20 lesOes Total P valor

Mediana (IQR)

Nivel de células TCD4+
(Cél/mm?) 266 (139 -431) 289 (174 - 398) 284.5(148.0-412.0) 0.7867

Intervalo de aparecimento
das lesdes antes do
diagndstico (meses) 6.0 (4.0-12.0) 12.0(5.0-12.0) 9.0(4.0-12.0) 0.0284
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3.2.2 Caracterizacdo histopatoldgica
O quadro histopatologico das lesdes de SK se caracterizou pela proliferacdo de espagos

vasculares, sendo observados vasos e fendas vasculares irregulares, e extravasamento de
hemacias no intersticio. As células fusiformes por vezes estavam dispostas em feixes com
localizacdo difusa, o infiltrado plasmoscitario e o pigmento de hemossiderina estiveram
localizados na periferia da derme ou ao redor do plexo vascular profundo (figura 3.10).

Figura 3.10 Aspecto histoldgico da lesdo de Sarcoma de Kaposi (HE,400x)

As lesbes cutdneas de Sarcoma de Kaposi foram classificadas histologicamente em trés estagios
patologicos. O estagio mais frequentemente diagnosticado foi o estagio de placa (n=56 ; 48.7%),
seguido de nodulo (n=43; 37.4%) e de méacula (n=16; 13.9%) (figura 3.11).

Macula
(16)13.9%

Figura3.11 Frequéncia dos estagios histoldgicos das lesGes de SK diagnosticados
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Ao analisarmos a relacao entre o estagio ou tipo histologico da doenca e o nivel de linfocitos T
CD4+, observou-se que ndo havia diferencas significativas (p=0.8994) (Figura 3.12).

1,500 p = 0.8994
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Tipo Histolégico

Figura 3.12 Associagéo entre o nivel de células T CD4+ e o tipo histoldgico de SK

3.2.3 Caracterizacdo Imunohistoquimica das lesbes de Sarcoma de Kaposi
As células com expressao do HHV-8/LANA apresentaram na sua maioria morfologia fusiforme,

havendo também marcacdo de outras células do tipo endoteliais. O padrdo de imuno - marcacao

foi nuclear, puntiforme e por vezes homogéneo em algumas células (Figura 313)
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Figura3.13 Imagem histoldgica do estagio de placa (A) e nddulo (B), com expressdo nuclear do
antigeno LANA/HHV-8 (Imunoperoxidase, HHV-8, 200X)
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De um total de 113 casos de SK testados para o antigeno LANA do HHV-8, houve expressao do
antigeno em 107 (94.69 %) e ndo houve expressdo para o antigeno HHV-8/LANA em apenas 6
(5.31 %). Nos outros dois (2), ndo foi possivel fazer o estudo imunohistoquimico por escassez de
material (Tabela 3.7).

Tabela3.7 Deteccdo Imunohistoquimica do HHV-8 em diferentes estagios do SK

Imunodeteccdo do HHV-8

Tipo Histoldgico N2 de casos Positivo Negativo
Macula 16 15(93.75%) 1(6.25%)
Placa 55 50(90.91%) 5(9.09%)
Nodulo 42 42(100%) 0(0%)

TOTAL 113 107(94.69%0) 6(5.31%)

Do total de 107 casos com expressdo de HHV-8 foi observada a seguinte distribuigéo: 49 casos
apresentavam 25 % das células positivas (+); 19 casos foram positivos em 26-50 % de células
(++); 27 mostraram positividade em 51-75% das células (+++); Em 12 casos a expressdo de
HHV-8 foi difusa em mais ¥ da lesdo (++++) (Tabela 3.8). A expressdo de HHV-8 foi
fortemente associada ao tipo histologico (p = 0.0). A maior expressao de células HHV-8/LANA+

ocorria nas células fusiformes no estagio nodular.

Tabela 3.8 Analise semi - quantitativa da imuno - expressdo do LANA/HHV-8

Anélise semi - quantitativa do LANA/HHV-8 Total

Estagio de SK + ++ +++ ++++
Mécula 12 (24.49%) 1 (5.26%) 2 (7.41%) 0 (0 %) 15
Placa 28 (57.14%) 9 (47.37%) 12 (44.44%) 1 (8.33%) 50
Nodulo 9(18.37%) 9(47.37%) 13(48.15%) 11 (91.67%) 42
Total 49 19 27 12 107

O nivel de expressdo do HHV-8 foi inversamente associada ao numero de lesdes de SK
apresentadas pelos pacientes (P=0.012), A expressdo foi maior em pacientes com menos de 20
lesBes (Tabela 3.9).
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Tabela 3.9 Associacao da expressao semi - quantitativa do HHV-8 com o nimero de les6es

NUmero de lesdes

Expressdo do HHV-8 < 20 lesbes > 20 lesdes Total
1-2+ 18 (27.69%) 47 (72.31%) 65(100%)
3-4+ 19 (52.78%) 17(47.22%)  36(100%)
Total 37 (36.63%) 64 (63.37%) 101(100%)

P=0.012

Observou-se uma tendéncia para maior expressdo de HHV-8 em doentes com menores niveis de
linfocitos CD4 apesar desta diferenca ndo ser estatisticamente significante (P=0.0602) (Figura

3.14).
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Figura3.14 Associacdo do ndmero de células TCD4+ e expressao do HHV-8

O mesmo se observa em relacdo a expressao do HHV-8 e carga viral do HIV. Ha uma tendéncia
dos pacientes com elevada expressdo do HHV-8 terem valores elevados de carga viral plasmatica
do HIV (P=0.0704) (Figura 3.15).
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Figura 3.15 Associacdo da carga viral do HIV e expressao do HHV-8 no tecido
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4.DISCUSSAO
O SK é a neoplasia mais frequente nos paises Africanos localizados na regido subsaariana e com

maior prevaléncia do HIV (Mesri et al, 2010). Segundo relatorio do INSIDA, estima-se que 11,5
% da Populagdo mogambicana adulta dos 15-49 anos de idade vive com o HIV (MISAU, 2009).
O presente estudo relata de forma Unica a caracterizacao clinica e histopatoldgica de 115 doentes
com Sarcoma de Kaposi epidémico ou associado ao HIV no Hospital Central de Maputo,
Mocambique. Ao caracterizarmos a populacdo do estudo, observamos que 0s pacientes
apresentavam-se entre outas manifestacdes, com SK cutaneo, eram maioritariamente negros
99.1% (114) do sexo masculino (61), com uma mediana de idades de 34 anos IQR (29-41). Estes
resultados sdo similares aos encontrados por Nsubuga e seus colaboradores em 2008 em Uganda,
um pais Africano com taxas elevadas de SK associado ao HIV/SIDA e com maior populacdo de

raca negra (Nsubuga et al., 2008).

Neste estudo, confirmamos que o SK que ocorre em Mocgambique esta altamente associado a
infeccé@o pelo HIV. Constatamos, que na altura da incluséo no estudo, a maioria dos participantes
109 (94.8%) estavam infectados por este virus e somente uma minoria (17.4%) beneficiavam de
tratamento antiretroviral (TARV), acreditamos que este facto pode ser provavelmente, devido a
fraca aderéncia dos pacientes ao TARV ap6s um resultado de HIV positivo ou as politicas de
testagem do HIV e inicio do tratamento.

Estudos publicados em portadores do HIV, em paises desenvolvidos, assim como paises
Africanos mostram que a introducdo do TARV para além de controlar o HIV melhora ou reduz a
incidéncia do SK, aumenta o nivel de células TCD4 e a sobrevivéncia dos pacientes (Mocrofty,
et al., 2004; Engels et al., 2006; Nelson et al., 2013).

Um dos objectivos do trabalho foi descrever os aspectos clinico-patoldgicos e morfoldgicos do
SK. Ao avaliamos o perfil imunoldgico dos pacientes do nosso estudo constatamos que a
contagem mediana de células T CD4+ foi baixo (284.5 células /mm3, IQR 148-412). Este
achado sugere claramente que estes doentes que desenvolveram o Sarcoma Kaposi deveriam
estar em tratamento antirretroviral. De acordo com WHO (2009) e directrizes do MISAU
publicados em 2009, o TARV ¢é introduzido quando a contagem dos linfocitos TCD4+ for menor
ou igual a 350 cél/mm?® ou no estadio clinico I11 e 1V do HIV (WHO, 2009; MISAU, 2009).
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E importante ressaltar que o aparecimento das manifestaces ou lesbes de SK em pacientes
infectados pelo HIV do nosso estudo (n=109; 94.8%) deve-se em conjunto a reducao de células
TCD4+ e auséncia da introdugdo do TARV (n= 88; 80.7%), apesar dos beneficios clinicos da
reconstituicdo imunoldgica e remissdo completa das lesdes ja estarem bem estabelecidos, e
demonstrados com introducdo do TARV em pacientes com SK associado ao SIDA (Cattelan et
al., 2001 Murdaca et al., 2002; Bihl et al., 2007).

Este resultado estd em concordancia com os outros estudos de pacientes com SK-SIDA
realizados no Uganda, sugerindo que no decurso da infeccdo pelo HIV h& uma perda de
substancial de linfocitos TCD4+ no sangue periférico, a qual é responsavel pela deficiéncia
imunoldgica grave dos pacientes, uma vez que 0 CD4 esta relacionado com a imunocompeténcia
celular (Nsubuga et al., 2008).

Um facto interessante é que os participantes do estudo apresentavam-se dentre outras
manifestacdes, com multiplas lesdes caracteristicas de SK. Observamos que cerca de 69 (63.3%)
pacientes apresentaram-se com mais do que 20 lesbes a nivel da pele. Entretanto, ao
averiguarmos se havia associagdo entre a progressao das lesbes em relacdo a imunodepresséo
verificada pela populacdo de células TCD4+ no sangue periférico, constatamos que esta
associacdo ndo ocorria (p=0.787). Estes resultados estdo em concordancia com um estudo prévio
realizado por Nsuguba e seus colaboradores (2008), onde foi observado em uma andlise
estratificada de CD4+, que na progressao do SK relacionado ao SIDA, ndo ocorria associagdo
(p=0.32) entre o numero de lesdes de SK e o nivel de células TCD4+ (Nsuguba et al., 2008).

No nosso estudo constatamos também, que esta progressao e disseminacdo das leses na pele foi
independente do estado do HIV (p=1), da carga viral do HIV no plasma (p=0.963) e da presenca
ou auséncia do TARV (p=0.073). Tal observacdo € semelhante ao observado num estudo de
Cohort realizado por Hong e Lee (2002) de SK em pacientes com HIV e sem HIV que mostra
que o estado de HIV ndo é o factor mais importante para ocorréncia de multiplas lesGes de SK
(Hong e Lee, 2002). Por outro lado as observagdes de um estudo conduzido nos Estados unidos
por Laney e colaboradores reportaram que o responsavel pelo surgimento e disseminacdo de
novas lesdes era a presenca de carga viral elevada de HHV-8 no sangue periférico decorrente do

aumento da replicagdo. ref
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Além disso, 0s nossos resultados mostram que 0 ndmero de lesdes eram maior quanto maior
fosse o tempo de aparecimento das lesGes (p= 0.028) ou de evolucdo da doenca. O facto de esta
agressividade se associar com o tempo de aparecimento ou evolugdo das lesdes pode estar
provavelmente relacionado com a procura de cuidados médicos na altura em que a doenca ja estéa
disseminada, uma vez que as lesGes aparecem de forma isolada. Podemos ainda colocar a
hipdtese de que estes pacientes talvez pudessem beneficiar da reducdo do nimero de lesGes se

iniciassem com o TARV.

Em regibes endémicas de SK, esta manifesta-se como uma doenca multifacetada em termos de
sinais, sintomas clinicos e localizagdo anatomica das lesdes. Nestes participantes as lesdes foram
observadas em varias partes do corpo, mas com maior frequéncia nas extremidades, sendo 105
(91.3%) nos membros inferiores e 53 (46.1%) membros superiores. Estes resultados corroboram

com o descrito na literatura sobre o SK (Friedman-Birnabaum et al.,1993).

Com base no diagnostico histopatoldgico o estdgio morfologico mais frequentemente
diagnosticado nas lesGes cutaneas biopsadas foi o de placa (n=56; 48.7%), seguido de nodulo
(n=43; 37.4%) e de méacula (n=16; 13.9%). Este achado é similar ao encontrado por Hong e Lee,
quando estudavam a morfologia de SK associado ou-ndo ao HIV, onde verificaram que o
Sarcoma de Kaposi associado ao HIV é diagnosticado em estdgios mais iniciais quando
comparado com o grupo de SK sem HIV (classico). (Hong e Lee, 2002). Contudo, 0s aspectos
histoldgicos (vasos dessecados, mitoses, apoptose, anaplasia) nos dois grupos sdo diferentes.

Podemos observar que no nosso estudo identificou-se somente 13.9 % de pacientes com lesdes
muito iniciais de SK quando comparado com outras lesdes intermédias (placa) e tardias (no6dulo).
Isto pode levar nos a deduzir que varios casos de SK na fase inicial podem sofrer um
subdiagnéstico. Varios séo os estudos que afirmam que a distin¢cdo do SK de outros tumores ou
lesbes benignas, bem como algumas condi¢bes inflamatérias pode ser dificil devido a
sobreposicao de alteragGes clinicas e histoldgicas, gerando diagndsticos duvidosos (Hammock et
al., 2005). A presenca do HHV-8 como factor de risco para o desenvolvimento de SK e sua
relacdo com todas as formas de SK, tornam o HHV-8 uma ferramenta util de diagndéstico de SK
em relacdo a outras lesdes vasculares e precoces (Pereira et al., 2013; Robin et al., 2004; Patel et
al., 2004).
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Um dos objectivos centrais do estudo era de descrever o perfil de expressdo do HHV-8 nas
lesbes de SK. No presente estudo, usamos a deteccdo imunohistoquimica do HHV-8 para
confirmar o diagnéstico morfol6gico de SK juntamente com as coloragdes de H& E. Esta técnica
é considerada o método histoldégico mais sensivel para pesquisa deste virus, e € usada com
sucesso em amostras de biopsias de SK fixadas com formol e impregnadas em parafina. Foi
usada a proteina LANA ou LAN -1, que constitui um auxiliar para reconhecimento de células

tumorais infectadas pelo HHV-8.

Apobs a observacdo dos tecidos, identificamos as células infectadas pelo HHV-8 através do
padrdo de coloracdo acastanhado de aspecto puntiforme e as vezes homogéneos em células
fusiformes neoplasicas e endotelias atipicas. Estes aspectos foram observados por outros
pesquisadores que encontraram um padrdo similar em células tumorais infectadas pelo HHV-8
(Pereira et al., 2013; Robin et al., 2004; Patel et al., 2004).

Dos 113 casos de SK caracterizados histologicamente no nosso estudo, o HHV-8 foi confirmado
em 94.7 % (n=107) das lesOes estudadas, e em 5.3 % (n=6) foram negativos. Do ponto de vista
imunohistoquimico, os seis casos negativos podem estar relacionados com a fixacdo inadequada
do tecido. A fixacdo com recurso ao uso do formol, pode levar ao mascaramento antigénico.
Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade de exiguidade de material ou escassez de células
infectadas pelo HHV-8 na amostra estudada ou a auséncia verdadeira do virus nas lesdes. Outra
explicacdo para tal facto pode ser encontrada nos resultados de Ciufo e seus colaboradores
(2001) que verificaram que algumas células infectadas de forma latente podem entrar em ciclo

litico e deixarem de expressar esta proteina (Ciufo et al., 2001).

No actual estudo, notamos que apesar da infeccdo do HHV-8 estar relacionado com o SK, ndo
ha correlacdo estaticamente significante entre o grau ou perfil de imuno-expressao do HHV-8 e
aspectos clinico-patoldgicos, presenca ou auséncia de infeccdo pelo HIV (p=0.0704) e a
quantidade de células T CD4+. No entanto, os resultados por nds encontrados nas lesdes de SK
ndo estdo em concordancia com o estudo realizado na amostra de sangue por Tedeschi e seus
colaboradores (2001), este grupo encontrou associacgdo entre a carga viral do HHV-8 e contagem
de células TCD4 com a carga viral do HIV ( Tedeshi et al., 2001).
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Foi interessante notar no nosso estudo que 93.75% (15/16) das lesdes no estagio inicial de
méacula também mostram a presenca do HHV-8/LANA. Este achado suporta o que tinha sido
observado por outros autores que a técnica de imunohistoquimica é um método de diagnostico
atil para diagnosticar o SK na fase inicial por diferenciar de outras lesbes vasculares e de

provaveis simuladores de SK (Hammock et al., 2005 Hong et al., 2003).

No nosso estudo observamos que o perfil de expressdo do HHV-8 nas lesdes tecidulares esta
fortemente associada a agressividade morfolégica do tumor. Estes achados confirmam os
resultados obtidos por outros autores, que notaram que o numero de células infectadas pelo
HHV-8 e a expressdo da proteina LANA aumentam progressivamente, dos estagios iniciais para
0s estagios tardios ou nodulares (Pyakurel et al, 2004; Pak et al., 2005; Pak et al., 2007).

Estas observac6es sustentam o facto de que a proliferacdo tumoral que ocorre no SK deve-se ao
teor ou quantidade do HHV-8 na leséo. Entretanto, Pak e seus colaboradores (2005), observaram,
que os resultados da carga viral do HHV-8 no sangue pelo meétodo de PCR
correlacionava-se com a progressdo dos estagios de SK, apoiando o facto de que, em lesGes
avancadas o HHV-8 esta presente na maior parte do tumor (Pak et al., 2005). Outros autores
fizeram uma andlise da densidade de expressdao das células infectadas pelo HHV-8 para
comprovarem esta observacdo. Por exemplo no estudo realizado na Franca por Long e seus
colaboradores (2009) em pacientes HIV-positivos, foi constatado também, que a densidade de
expressdo nuclear do LANA/ HHV-8 era maior nas lesdes cutdneas no estdgio nodular em
relacdo aos estagios de macula e placa. Contudo os autores verificaram que esta foi mais
dramética no SK visceral quando comparado com lesdes da mucosa superficial (Long et al.,
2009). Um outro estudo de SK oral, realizado na Tanzania também comprovou que a maior
densidade de expressdo do HHV-8 também ocorre no estagio nodular (Mwakigonja et al., 2007).

Um resultado surpreendente do nosso estudo foi de que o nivel de expressdo do HHV-8 nas
lesbes de SK foi inversamente associado ao numero de lesdes, com uma expressao em maior
numero de células em pacientes que apresentaram menos de 20 lesbes (p = 0.012). Com este
achado podemos supor que varios factores intrinsecos do doente podem contribuir para
replicagdo do HHV-8 e desenvolvimento da doenca. Porem a nossa investigacdo foi feita

somente em uma amostra da lesdo do SK dentre vérias que o paciente apresentava na evolucao
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da doenca. E possivel que estudos posteriores comparando a expressdo do HHV-8 nas trés

formas evolutivas da lesdo poderiam fundamentar este achado.

Constatamos igualmente, que apesar de ndo ocorrer associacao, verifica-se uma tendéncia para
maior expressdo tecidual do HHV-8 em doentes com menores niveis de linfocitos TCD4+
(p=0.060) e com uma elevada carga viral do HIV (p=0.0704). Vérios estudos sustentam o facto
de que, em individuos co-infectados com HIV, a proteina TAT do HIV pode interagir
directamente com o HHV-8 resultando no aumento da replicdo do HHV-8 no tecido com tumor
(Mercader el al., 2000;Foreman 2001).

Tanto quanto é do nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avalia o grau de imuno
expressdo do HHV-8 em tecidos de SK em relacdo ao numero de lesdes encontradas. Os poucos
estudos existentes avaliam o numero de les6es com a carga viral do HHV-8 no sangue periférico
ou simplesmente avaliam a expressdo do virus no tecido, sem associar com 0 aparecimento e

numero de lesdes dispersas pelo corpo do paciente.

Poderiamos sugerir também, que uma pequena quantidade de virus no tecido poderia ser
suficiente para fazer com que o SK tome caracteristicas agressivas em individuos co-infectados
com HIV e com grau de imunodeficiéncia grave. O nosso estudo mostra que apesar da
agressividade clinica verificada com a disseminacdo de lesGes se relacionar com a menor
quantidade do virus no tecido com lesdo, esta se associou com o tempo de aparecimento das

primeiras lesGes no momento do diagnostico inicial de SK ou inclusdo no estudo.

Outros estudos demonstraram que o nivel de expressao HHV-8 nas células mononucleares do
sangue periférico correlaciona-se com a progressdo das lesdes e com o grau de imunodepressao
que 0s pacientes apresentam. Estes autores sugerem que a alta carga viral do HHV-8 seria
decorrente da diminuigcdo da imunovigilancia (Pellet et al., 2001; Pellet al al., 2002). De forma
consistente, alguns estudos realizados em pacientes com SIDA sugerem que 0 aparecimento de
novas lesdes de SK esta relacionado com a carga viral do HHV-8 no sangue periférico (Laney et
al., 2007; Nsubuga et al., 2008). Em nosso estudo ndo foi possivel efectuar a carga viral do
HHV-8 no sangue de forma a relacionar com a disseminacao de lesfes nestes pacientes. Contudo

0 estudo realizado no tecido fornece informagdes Uteis para avaliacdo da progressdo de SK.
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5. CONCLUSOES

No nosso estudo o Sarcoma de Kaposi foi frequentemente diagnosticado em adultos

jovens do sexo masculino e cerca de 94.8% dos pacientes estavam infectados pelo HIV;

Os pacientes com Sarcoma de Kaposi e HIV apresentavam-se com um grau de
imunodepressdo importante. A contagem mediana dos linfocitos TCD4+ nestes pacientes
foi de 284.5 cél/mm?.

O Sarcoma de Kaposi que ocorre nos pacientes co-infectados com HIV tende a associar-

se a maior carga viral do HIV no plasma e a maior grau de imunodepressao;

O Sarcoma de Kaposi esta fortemente associada a infeccdo pelo HHV-8 e a sua imuno
expressdo estd associado ao tipo histoldgico, sendo mais agressivas nas formas

morfoldgicas cutaneas nodulares.

No nosso estudo observamos que 63,3% dos pacientes apresentavam-se com mais do que
20 lesbes caracteristicas de SK. Este comportamento clinico e agressivo verificado nestes
pacientes esta associada ao tempo de aparecimento das lesdes em relacdo ao seu
diagnoéstico, e inversamente associada ao grau de expressdo do HHV-8 nas lesdes

histoldgicas.

O HHV-8 (antigeno associado a Latencia-LANA) mostrou-se como marcador de
utilidade no diagnostico de SK, ja que teve imuno - expressdo em 93.75% de lesdes
muito iniciais (fase de macula) que pdem dificuldades de diagndstico morfoldgico

correcto;
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6. LIMITACOES E RECOMENDACOES
e Uma das limitacbes do nosso estudo foi uma andlise de amostra ou biopsia de

conveniéncia e ndo de todos os estagios da lesdo que o0 paciente apresentava. No entanto
esta limitagdo ndo diminui a importancia dos resultados obtidos com este estudo, visto

que, o SK na sua forma evolutiva passa pelos 3 estagios.

e Neste trabalho ndo foi possivel fazer a determinacdo da carga viral do HIV em todos
doentes, somente em 26 % dos doentes, porém esta limitacdo ndo influenciou nos

resultados obtidos.

e Para entender melhor o “desfecho” dos doentes seria necessario fazer um estudo
prospectivo de forma a avaliar a cinética do CD4, carga viral do HIV/HHV-8 com as

lesdes de SK;

e Para os casos de lesdes de SK que ndo marcaram para 0 antigeno nuclear associado a
Laténcia (LANA) seria necessario relacionar os resultados obtidos pela técnica de

Imunohistoquimica com a técnica de PCR;
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Anexo 1: Aprovacao de Comité de Bioética

MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRB00002657

Exma Senhora
Dr.2 Assucena Guisseve
. HCM

Ref: 310/CNBS/11 Data 14 de Outubro de 2011

Assunto: aprovacdo do protocolo " Detecco e caracterizacéo molecular de HHV-8 em
pacientes com Sarcoma de Kaposi diagnosticados no Hospital Central de Maputo.”

Reunido no dia 13 de Outubro de 2011, o Comité Nacional de Bioética para a Satde (CNBS)
analisou o protocolo intitulado: “Deteccdo e caracterizacio molecular de HHV-8 em
pacientes com Sarcoma de Kaposi diagnosticados no Hospital Central de Maputo.
" Sobre o mesmo chegou a seguinte conclusdo:

O CNBS ndo vé& nenhum inconveniente de ordem ética que impega a realizacdo do estudo
pelo que, da a sua devida aprovagéo.

Contudo recomenda que os investigadores que o mantenham informado do decurso do
estudo.

Faz notar que a aprovagao ética ndo substitui a autorizacdo administrativa.

Sem mais de momento as nossas cordiais saudacées.

ENDERECO Telefones: 4308 14242713 1(4)
MINISTERIO DA SAUDE Ielex: 6-239 MISAL MO

C. POSTAL 264 FAX 258 (1) 426547

Av. Eduardo Mondlane/Salvador Allende 258 (1) 33320

MAPUTO -~ MOCAMBIOQUIE
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Anexo 2: Consentimento informado
Senhor/Senhora,

Tem a possibilidade de participar num estudo. Leia com atencédo a folha de informacéo do estudo

antes de tomar a sua deciséo.
O estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Bioética para a Saude de Mogambique.
N&o hesite em colocar ao seu médico qualquer questao.

1. Titulo do estudo: Detecgdo e caracterizagdo molecular de HHV-8 em pacientes com Sarcoma

de Kaposi do Servico de dermatologia do Hospital Central de Maputo, Mogambique

2. Objectivo do Estudo: Detectar e caracterizar o HHV-8 em pacientes com Sarcoma de Kaposi

(SK) e verificar se existe relacdo entre o virus HHV-8 e o Sarcoma de Kaposi agressivo

3. Porgué participar neste estudo:

a. Informacéo de base:

i. O sarcoma de Kaposi aparece frequentemente quando existe uma infeccao
anterior por um virus - o Herpes virus Humano 8 (HHV-8). Isto ocorre
frequentemente quando existe uma coinfecdo com HIV. Em Mocambique até
hoje nenhum estudo foi efectuado para caracterizar os subtipos do HHV-8 em
doentes com SK e para avaliar a relacdo entre o grau de expressdo desse virus

e a forma clinica da doenca.

ii. Esta informacdo pode ser importante para prever logo na altura do
diagnostico, quais serdo os casos que vao evoluir de forma mais agressiva.
Gragas a sua participacdo, se conseguirmos mostrar essa relacdo, podemos
contribuir para colocar um tratamento mais eficaz precocemente, para cada

situacdo, de modo a controlar o SK

4. Seleccdo dos participantes:

a. Para ser incluido no estudo tera de cumprir 0s seguintes critérios, tera de ser:

i. 18 ou mais anos de idade
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ii. Portador de Sarcoma de Kaposi

b. Um total de 100 pacientes sera incluido no estudo

5. Procedimentos do estudo:

a. Apobs o diagnostico de Sarcoma de Kaposi com os procedimentos de rotina, sera
efectuado o preenchimento da ficha clinica de rotina que é usada para todos os
doentes com SK. Sera realizada uma biopsia de uma das lesbes para confirmacéo do
diagndstico de SK, para caracterizar o aspecto patoldgico das lesdes e para avaliar a
expressdao morfoldgica de HHV-8. Sera efectuada colheita de sangue para testar se

esta infectado pelos virus HIV e HHV-8.

b. Serdo realizadas colheitas de sangue num total de 10 ml, para os seguintes testes
laboratoriais: diagnostico sorolégico de HHV-8 e HIV, carga viral de HIV e
determinacdo de células CD4+. Os resultados dos testes realizados ser-lhe-do

explicados e arquivados no seu processo clinico.

c. Uma parte das amostras cujos testes ndo sdo realizados em Mogambique serdo
enviadas para instituicbes de pesquisa fora de Mocambique (Fiocruz Brazil). Esta

instituicdo colabora com o INS.

d. A sua amostra sera guardada para estudos posteriores nesta area, se for necessario
retestar para algum resultado duvidoso ou para esclarecer algum aspecto adicional
que permita avancar na melhor compreensdo desta doenca. No caso de estudo
adicional, o protocolo serd& novamente submetido para aprovacdo do Comité de

Bioética, antes da sua implementacao.

e. E importante referir que todos estes procedimentos, nomeadamente, a ficha clinica, a
biopsia, os testes de HIV e contagem de CD4 sdo feitos por rotina em todos os
pacientes com SK. Apenas a pesquisa de HHV-8 sera introduzida no ambito deste

estudo.

6. Vantagem em participar no estudo:

a. O seu seguimento medico serd mais proximo.
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7. Riscos associados a sua participacio

N&o prevemos nenhum risco com a sua participacdo uma vez que nao utilizaremos nenhuma

medida ndo rotineira nos pacientes incluidos.

8. Os seus direitos durante o estudo e confidencialidade

a. Os registos relativos a sua participacao serdo usados apenas para efeitos deste estudo.

b. O seu nome ndo serda usado em formularios, rétulos de amostras laboratoriais ou em

qualquer relatorio resultante deste estudo.

No inicio do estudo ser-lhe-a dado um nimero de identificacdo, que sera usado em todos
os formulérios e espécimes laboratoriais. Apenas membros do estudo, do comité de ética
e a pessoa encarregada da monitorizacdo do estudo terdo acesso a informacao ligando o
seu nome com o seu nimero do estudo. Os dados recolhidos serdo tornados anénimos

antes de introducéo em qualquer computador.

c. Podera ter acesso a sua informacdo em qualquer altura e o seu direito a rectifica-la ou
opbr-se a ela é garantido durante o estudo. Este direito pode ser exercido mediante o
intermediario do coordenador local do estudo ou do seu clinico, cujos nomes sdo

mencionados abaixo.

d. A sua participacdo no estudo é voluntaria e ndo lhe custard nada. Os testes e
medicamentos administrados durante o seguimento serdo gratuitos. Apés a conclusdo
do estudo tera acesso aos tratamentos de forma gratuita no HCM, em outros hospitais
da cidade ou provincia de Maputo para 0 SK e infec¢des virais diagnosticadas no

decurso do estudo.

e. Pode retirar-se do estudo em qualquer altura sem que isto afecte os seus cuidados
médicos. O clinico pode também decidir retira-lo do estudo por razdes médicas.

9. Quem pode contactar em caso de problemas?

Qualquer pessoal do estudo se tiver problemas ou questdes sobre a pesquisa, ou 0 seu

clinico no local de estudo
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