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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Ana Carolina Silva Guimaraes

Os virus tém sido considerados como importantes patdgenos no desenvolvimento de
neoplasias em glandulas salivares, dentre estes, destacam-se os Betaherpesvirus
humano como o Citomegalovirus humano (HCMV), Herpesvirus humano 6 (HHV-6) e
Herpesvirus humano 7 (HHV-7). Os betaherpesvirus sdo caracteristicos por
apresentarem alta prevaléncia na populacdo mundial, sem apresentar sazonalidade,
capazes de causar infeccéo latente e reativagéo viral em seus hospedeiros. Devido a
deteccédo destes virus em amostras de saliva, tem sido proposto em alguns estudos a
acao de betaherpesvirus em algumas patogenias de glandulas salivares, como a
formacdo de patogenias nestes o0Orgaos. Neoplasias em glandulas salivares
representam cerca de 3-6% de todas as neoplasias de cabeca e pescoco, com
incidéncia mundial anual de aproximadamente 0,4-13,5% por 100.000 individuos.
Apesar de haver dados de deteccéo de betaherpesvirus em neoplasias salivares e em
amostras de saliva, ainda existem estudos insuficientes que explorem o papel destes
virus nestas patogenias salivares. O objetivo deste estudo foi investigar a presenca
dos Betaherpesvirus humano (HCMV, HHV-6 e HHV-7) em neoplasias de glandula
salivar parafinadas. Um ensaio de gPCR foi realizado para amplificacdo das regifes
U54, U56 e U37 do HCMV, HHV-6 e HHV-7, respectivamente para quantificar a carga
viral em 68 amostras parafinadas de lesGes salivares. Dentre as 68 amostras
processadas, 51,4% eram de mucocele (35/68), 39,7% de adenoma pleomoérfico
(27/68) e 8,8% de carcinoma mucoepidermodide (6/68). A deteccdo de
betaherpesvirus nestas lesdes foi alta, apresentando maior detec¢édo para HCMV com
52,9%, 47,05% para HHV-6 e 39,7% para HHV-7, possuindo predominéancia de
deteccdo de betaherpesvirus na leséo do tipo adenoma pleomorfico. Foi observado
gue 50,0% das amostras apresentaram tripla-infeccdo por HCMV/HHV-6/HHV-7,
sendo detectado 20,0% de coinfec¢cdes por HCMV/HHV-6, 20,0% de HCMV/HHV-7 e
10,0% de HHV-6/HHV-7, com coinfeccbes ocorrendo na lesdo do tipo adenoma
pleomoérfico em maior taxa. A alta deteccdo de HCMV, HHV-6 e HHV-7 em glandulas
salivares, indica que este 6rgdo pode ser possivel de sitio de replicacdo destes virus.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL
Ana Carolina Silva Guimaraes

The viruses have been considered as important pathogens in the development of
neoplasms in salivary glands, between these, Human betaherpesvirus such as Human
cytomegalovirus (HCMV), Human herpesvirus 6 (HHV-6) and Human herpesvirus 7
(HHV-7) stand out. Betaherpesvirus is characteristic because they have a high
prevalence in the world population, without presenting seasonality, capable of causing
latent infection and viral reactivation in their hosts. Due to the detection of these viruses
in saliva samples, the action of betaherpesvirus in some pathogenesis of salivary
glands, such as the formation of pathogenesis in these organs, has been proposed in
some studies. Salivary gland neoplasms account for about 3-6% of all head and neck
neoplasms, with an annual worldwide incidence of approximately 0,4-13,5% per
100,000 individuals. Although there are data for the detection of betaherpesvirus in
salivary neoplasms and saliva samples, thereare still insufficient studies exploring the
role of these viruses in these salivary pathogeneses. The aim of this study was to
investigate the presence of human Betaherpesvirus (HCMV, HHV-6 and HHV-7) in
paraffin salivary gland neoplasms. A gPCR assay was performed to amplify the U54,
U56 and U37 regions of HCMV, HHV-6 and HHV-7, respectively to quantify the viral
load in 68 paraffin samples of salivary lesions. Among the 68 samples
processed,51,4%were mucocele (35/68), 39.7% pleomorphic adenoma (27/68) and
8,8% mucoepidermoid carcinoma (6/68). The detection of betaherpesvirus in these
lesions was high, presenting higher detection for HCMV with 52,9%, 47,05% for HHV-
6 and 39,7% for HHV-7, with predominance of detection of betaherpesvirus in the
lesion of the pleomorphic adenoma type. It was observed that 50.0% of the samples
presented triple-infection by HCMV/HHV-6/HHV-7, and 20.0% of co-infections by
HCMV/HHV-6, 20.0% of HCMV/HHV-7 and 10.0% of HHV-6/HHV-7 were detected,
with co-infections occurring with higher predominance of pleomorphic adenoma lesion.
The high detection of HCMV, HHV-6 and HHV-7 in salivary glands indicates that this
organ may be possible from replication site.
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1. INTRODUCAO

Neoplasias em glandulas salivares correspondem a lesfes incomuns que
apresentam vasta variacdo em relagcdo ao quadro clinico, histolégico e aspectos
biologicos, apresentando, de forma geral, dificuldades no diagnostico e na
diferenciacao de aspectos morfologicos (Da Silva et al., 2018; Cunha et al., 2020). De
forma geral, as lesdes salivares compreendem cerca de 3% a 6% de todos os tumores
de cabeca e pescoco, com incidéncia global anual de 0.4 a 13.5 casos por 100.000
individuos (Tian et al., 2010; Da Silva et al., 2018).

A partir de mudancas no estilo de vida das pessoas e também o crescimento
da populacéo idosa, a incidéncia de tumores em glandulas salivares vém aumentando
gradativamente, porém a etiologia desses tipos de tumores ainda nao é bem descrita
e definida (Teng et al., 2014). Existem alguns estudos que indicam que o tabagismo,
consumo de bebidas alcoolicas e histérico de uso de radioterapia sédo considerados
como fatores de risco que levam ao desenvolvimento de tumores em glandulas
salivares (Lonn et al., 2006; Teng et al., 2014). Aléem dos fatores de risco mencionados
anteriormente, vale destacar também fatores de risco bioldgicos e celulares, como
alteracoes nos genes de supressao tumoral, ativacdo de oncogenes e algumas
infeccdes virais (Jeffers e Cyriaque, 2011; Teng et al., 2014).

Existe uma miriade de virus que tém sido considerados importantes co-fatores
no desenvolvimento de tumores em glandulas salivares (Jeffers e Cyriaque, 2011).
Dentre estes virus, destacam-se 0s Betaherpesvirus humanos como o
Betaherpesvirus humano 6 (HHV-6), Betaherpesvirus humano 7 (HHV-7) e o
Citomegalovirus humano (HCMV), que podem ser detectados em glandulas salivares
(Wolacewicz et al., 2020; Louten, 2016).



1.1 Familia Herpesviridae

De acordo com o Comitee on Taxonomy of Viruses (ICTV), a familia
Herpesviridae, incorporada na ordem Herpesvirales, foi dividida em trés subfamilias,
sendo estas: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (ICTV,
2019). Estas subfamilias foram divididas com base em critérios biolégicos, sendo: (1)
namero de hospedeiros em cultura celular, (2) duracdo do ciclo replicativo, (3)
citopatologia e (4) caracteristicas de laténcia celular (Davison, 2014).

A familia Herpesviridae possui virus altamente disseminados na natureza e
capazes de infectar uma gama de animais (ICTV, 2019). Dentro da familia
Herpesviridae, foram descritos nove virus capazes de infectar humanos, sendo estes
o Alphaherpesvirus humano 1 (HHV-1) e Alphaherpesvirus humano 2 (HHV-2), virus
Varicela-Zoster (VZV), virus Epstein-Barr (EBV), Citomegalovirus humano (HCMV),
Betaherpesvirus humano 6A, 6B, 7 e 8 (HHV-6A, HHV-6B, HHV-7 e HHV-8) (Tabela
1).

A subfamilia Alphaherpesvirinae possui grande numero de hospedeiros in vitro,
possuem curto ciclo de replicacédo, rapida transmissdo com eficiente destruicdo de
células infectadas (lise celular) e, estabelecimento de laténcia primaria em ganglios
sensoriais, geralmente em neurénios, tendo como representantes o Alphaherpesvirus
humano 1 e 2 (HHV-1 e HHV-2) e o virus Varicela-Zoster (VZV) (Liu & Zhou, 2007;
Davison, 2014). Ja a familia Betaherpesvirinae possui um numero limitado de
hospedeiros, longo ciclo de replicacdo viral, transmissao lenta e possui caracteristica
de aumento das células infectadas (citomegalia), tendo como local de laténcia
glandulas salivares e células linforeticulares, geralmente em linhagens de mondcitos
(Davison, 2014). Os representantes dessa subfamilia sdo o Citomegalovirus humano
(HCMV), Betaherpesvirus humano 6A, 6B e 7 (HHV-6A, HHV-6B e HHV-7) (Liu &
Zhou, 2007).

Por fim, a subfamilia Gammaherpesvirinae possui virus que estdo associados
com doencas linfoproliferativas e que possuem laténcia em tecidos linféides, células
epiteliais e células fibroblastréides, tendo como representantes o virus Epstein-Barr
(EBV) e o Gammaherpesvirus humano 8 (HHV-8), responsavel pelo Sarcoma de
Kaposi (Liu & Zhou, 2007; Davison, 2014). Em modelos in vitro, estes virus
conseguem infectar linfécitos B ou T, nos quais a infeccdo viral é frequentemente

interrompida, de modo que a progénie infecciosa ndo € produzida (Davison, 2014).



Tabela 1 - Herpesvirus que infectam humanos.

Virus Sinébnimo Subfamilia| Abreviatura
Alphaherpesvirus humano 1 | Virus herpes simples 1 u HSV-1/ HHV-1
Alphaherpesvirus humano 2 | Virus herpes simples 2 u HSV-1/ HHV-2
Alphaherpesvirus humano 3 | Virus varicela-zoster q VZV/HHV-3
Gammabherpesvirus humano Virus Epstein-Barr Y EBV/HHV-3

4
Betaherpesvirus humano 5 Citomegalovirus B HCMV/HHV-5
humano
Betaherpesvirus humano 6A - B HHV-6A
Betaherpesvirus humano 6B - B HHV-6B
Betaherpesvirus humano 7 - B HHV-7
Betaherpesvirus humano 8 | Herpesvirus associado B HHV-8
ao Sarcoma de Kaposi

Fonte: (Lopes, 2016; ICTV, 2019) (Modificado).

1.2 Caracteristicas morfoldgicas e gendmicas dos betaherpesvirus

Em geral, os virus pertencentes a subfamilia Betaherpesvirinae, assim como
os demais herpesvirus, possuem formato esférico e é formado por 4 componentes
essenciais: 0 nucleocapsideo onde fica localizado um capsideo icosaédrico que
abriga um DNA de dupla-fita e o tegumento viral que esta envolto em um envelope
composto por uma bicamada lipidica que contém glicoproteinas virais, que serao
importantes durante a etapa de entrada do virus na célula hospedeira (Figura 1.1A)
(Louten, 2016).

O diametro dos betaherpesvirus é de aproximadamente 150-200 nm (Wofford
et al., 2020). A regido do core consiste em apenas uma cépia de DNA dupla fita, no
gual o material genético encontra-se empacotado em alta densidade dentro do
capsideo viral (Davison, 2007). O capsideo € icosaédrico, possuindo cerca de 125 —
130 nm, sendo constituido por 162 capsémeros (Davison, 2007). Ao entorno do
capsideo, encontra-se o tegumento viral, que é constituido por 30 ou mais
glicoproteinas virais que auxiliam no processo de replicacdo viral (Davison, 2007;
Louten, 2016).

O genoma dos virus pertencentes ao género Roseolavirus, localizado na
subfamilia Betaherpesvirinae, onde se enquadram o HHV-6A, HHV-6B e HHV-7 séo
considerados significantemente pequenos, possuindo cerca de 145-162 kb, quando
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comparados ao genoma do HCMV, no qual possui 235 pb, considerado como o maior
genoma dentre os Herpesvirus humano (Davison & Bhella, 2007; Marti-Carreras &
Maes, 2019). Este genoma é formado por regifes codificadoras denominadas de
‘regido longa unica” — unique long (UL) e “regido unica curta” — unique short (US)
(Figura 1.1B) (Louten, 2016). As sequéncias de nucleotideos repetidas no genoma
dos betaherpesvirus se encontram na por¢édo terminal do genoma ou internamente
nele, podendo ser repeti¢cdes diretas ou invertidas (Louten, 2016).

Alguns genes codificadores de proteinas e DNA que codificam transcritos
associados a laténcia (LATs) sdo encontrados nas sequéncias promotoras repetidas
dos genes UL ou US (Louten, 2016). Como exemplo, os betaherpesvirus possuem
alguns genes que estdo associados a laténcia viral, como o gene UL138 do HCMV
(Forte et al., 2020), U94 do HHV-6 (Cohen, 2020) e UL28 do HHV-7 (Cohen, 2020).
Em geral, o genoma dos betaherpesvirus, assim como a grande maioria dos
herpesvirus sdo capazes de codificar uma gama de proteinas, de plagiar as proteinas
das células hospedeiras e interferir na resposta imunologica contra o virus (Louten,
2016).
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Figura 1.1 — Estrutura morfolégica e genbmica dos betaherpesvirus. A) Os betaherpesvirus, assim
como os demais herpesvirus, sdo icosaédricos, envelopados, com nulcleocapsideo contendo DNA
dupla fita, tegumento, e um capsideo viral. As glicoproteinas virais estdo localizadas na superficie do
envelope viral. B) As regides codificadoras do genoma viral dos herpesvirus sdo denominadas de
"regido Unica longa" (UL) e "regido Unica curta" (US), nas quais se referem ao comprimento do DNA
entre as sequéncias repetidas terminais ou internas do DNA, conhecidas como regides TR e IR. Fonte:
(Close, Anderson e Pellet, 2018; Louten, 2016) (Modificado).

1.3Processo de replicacao viral dos herpesvirus

Os mecanismos envolvidos na interacdo entre a superficie celular e as
glicoproteinas virais, assim como o0 processo de penetracdo e fusao viral tém sido
estudados (Roizman & Campadelli-Fiume, 2007). E observado que os
betaherpesvirus possuem diferentes caracteristicas de entrada na célula hospedeira,
o HCMV, por exemplo, realiza a entrada a partir de fusdo direta com a superficie
celular, tendo atividade de endocitose com outros tipos celulares (Roizman &
Campadelli-Fiume, 2007). Ja os HHV-6A, HHV-6B e o0 HHV-7 possuem caracteristicas

de entrada direta por via endocitica (Roizman & Campadelli-Fiume, 2007).



De forma geral, o processo de entrada dos betaherpesvirus, assim como 0s
demais herpesvirus, nas células hospedeiras envolvem uma sucessao de etapas de
interacdo entre as glicoproteinas do envelope viral, como gG1, gG2, g120 e gp 41, e
moléculas da membrana da célula hospedeira, caracterizando o processo de
adsorcao (Krummenacher et al.,, 2013; Close, Anderson & Pellet, 2018). Os
betaherpesvirus dispdem de um numero distinto de glicoproteinas virais, e a interacéo
destas glicoproteinas € iniciada a partir do sulfato de heparano proteoglicano da
superficie celular (HSPG) (Roizman & Campadelli-Fiume, 2007).

Além da entrada via interacdo das glicoproteinas e o HSPG, os
betaherpesvirus também pode ocorrer via endocitose (Louten, 2016; Close, Anderson
& Pellet, 2018). Esse processo pode ser realizado de duas maneiras: a partir de fusao
do envelope viral com a membrana da célula hospedeira ou através da fusdo do
envelope viral com a membrana endocitica da célula apds o processo de endocitose
da particula viral (Figura 1.2) (Connolly et al., 2011). A proteina gB presente no
envelope viral do HCMV, HHV-6A, HHV-6B e HHV-7 se liga ao HSPG da superficie
celular, o contato inicial é seguido por interagdes com varios receptores celulares

(Roizman & Campadelli-Fiume, 2007).

Fusao om a membrana plasmatica Fusao com a membrana endocitica

A B
Figura 1.2 - Vias de entrada dos herpesvirus. Desenho esquematico apresentando as diferentes vias
de entrada dos herpesvirus na célula hospedeira: fusdo com a membrana plasmética (A) e fusdo com
a membrana endocitica (B). Fonte: Connolly et al.,2011 (Modificado).

A ligacao da proteina gB parece ser suficiente para a indu¢do de algumas vias
de sinalizacao celular (Roizman & Campadelli-Fiume, 2007). A proteina gB presente

no HCMV é capaz de ativar o receptor EGF assim como as integrinas, como
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mediadores de entrada (Roizman & Campadelli-Fiume, 2007). Essa cascata de
sinalizacdo pode desempenhar um papel critico no condicionamento da célula
hospedeira para a replicacdo viral apés o processo de adsorgdo viral (Roizman &
Campadelli-Fiume, 2007). Além do receptor EGF do HCMV, o HHV-6A e HHV-6B
dependem do CD46, expresso em todas as células com excec¢ao de eritrécitos, esse
receptor celular é critico e interage com complexos de glicoproteina gH (Roizman &
Campadelli-Fiume, 2007). Ja no HHV-7, o processo de entrada do virus em células T
depende do CD4 (Roizman & Campadelli-Fiume, 2007).

As proteinas do nucleocapsideo viral e do tegumento sdo liberadas no
citoplasma assim que ocorre a adsorcdo (Louten, 2016). Uma vez no nudcleo, o
capsideo viral se liga aos filamentos citoplasmaticos que se estendem dos poros
nucleares, esse processo desestabiliza o capsideo viral e ocorre a descamacédo a
medida que o DNA viral é transportado para o ndcleo através do poro, auxiliado por
proteinas do tegumento viral (Louten, 2016).

Algumas proteinas que faziam parte do tegumento também entram no
citoplasma e auxiliam o processo de transcri¢céo viral (Louten, 2016). Quando o DNA
viral se encontra no nucleo da célula hospedeira, ele se circulariza (epissoma)
(Louten, 2016). ApOs este processo, tem inicio a replicacao viral no nucleo, ocorre a
expressdo de genes iniciais que irdo codificar proteinas relacionadas a regulacao
génica das proximas etapas de transcricdo (Lopes, 2016).

As expressdes dos genes precoces irdo codificar proteinas relacionadas a
replicacdo do genoma viral (Lopes, 2016). Por ultimo, ocorre a expressao dos genes
tardios, que irdo codificar as proteinas estruturais dos herpesvirus, como as proteinas
gue formam o capsideo viral, o tegumento e o envelope viral, nesta Ultima estrutura
ocorre a formacéao das glicoproteinas virais (Paludan et al., 2011; Lopes, 2016).

Alguns genes conservados por betaherpesvirus codificam proteinas
regulatérias que sédo importantes para o favorecimento de todas as etapas de
replicacédo viral (Roizman & Campadelli-Fiume, 2007). O gene UL69 do HCMV, por
exemplo, codifica um produto de gene tardio presente no tegumento do virus, no qual
regula a progressdo do ciclo celular da célula hospedeira e a capacidade de
deslocamento do virus entre o nucleo e o citoplasma (Roizman & Campadelli-Fiume,
2007).

Apbs o nucleo celular atingir uma certa quantidade de proteinas tardias, ocorre
a formacdo do capsideo viral e o empacotamento do DNA viral é agregado nos

capsideos virais vazios, ocorrendo a formacdo dos nucleocapsideos (Paludan et al.,
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2011; Lopes, 2016). Apos a formacao dos nucleocapsideos, estes séo liberados por
um processo denominado de brotamento através da membrana nuclear da célula
hospedeira, entéo liberados no citoplasma celular (Lopes, 2016). Em betaherpesvirus,
0s capsideos sem DNA viral amadurecem, aparecem no citoplasma celular e se
acumulam como particulas envelopadas néo infecciosas (Roizman & Campadelli-
Fiume, 2007).

Quando os nucleocapsideos sdo encontrados no citoplasma, estes sao
revestidos por uma camada de proteinas que irdo formar o tegumento, e apos isso,
serdo envelopados por membranas do complexo de Golgi, produzindo particulas virais
infecciosas, com glicoproteinas virais especificas na superficie dos envelopes virais
(Lopes, 2016). As vesiculas citoplasmaticas irdo transportar as particulas virais até a
superficie celular, ocorrerd a fusdo com a membrana celular e sendo liberados para o

meio exterior (Lopes, 2016).

1.4Mecanismo de laténcia e reativacédo dos betaherpesvirus

O sucesso de longa persisténcia viral dos betaherpesvirus, assim como de
todos os herpesvirus esta na habilidade de estabelecer laténcia e reativacdo em seus
hospedeiros (Cohen, 2020). A laténcia causada pelos betaherpesvirus e herpesvirus
em geral esta relacionada a estabelecer infeccdo persistente em células sem causar
lise celular pelo sistema imune do hospedeiro (Cohen, 2020). O DNA viral, desta
forma, é mantido no nucleo da célula em multiplas copias de epissomas circulares
(Cohen, 2020).

Durante a fase litica dos herpesvirus, a célula hospedeira praticamente se
converte em uma “fabrica de virus”, na qual todos os seus processos celulares estédo
dedicados a producéo de proteinas virais e a sintese do material genético do virus
(Weidner-Glunde, Kruminis-Kaszkiel e Savanagouder, 2020). Em contraste, durante a
laténcia viral, ndo ocorre producado de particulas virais e a expressao de genes virais
sdo reduzidas ao minimo (Weidner-Glunde, Kruminis-Kaszkiel e Savanagouder,
2020). As subfamilias Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae possuem virus que
desenvolveram estratégias de manter seus genes latentes em células em divisao,
como por exemplo, progenitores hematopoéticos ou células linféides, respectivamente

(Tabela 2) (Weidner-Glunde, Kruminis-Kaszkiel e Savanagouder, 2020).



Tabela 2 — Células hospedeiras dos betaherpesvirus e locais de laténcia.

Virus Célula alvo Local de laténcia
Betaherpesvirus humano 5 Células epiteliais, Mondcitos e Linfocitos
(Citomegalovirus) monAcitos e linfocitos
Betaherpesvirus humano 6A e Linfécitos T Leucdcitos

6B (Virus roseola)

Gammaherpesvirus humano 7 Linfécitos T Linfécitos T e células

(Virus roséola) epiteliais

Fonte: Evans, 2013 (Modificado).

As etapas de estabelecimento de laténcia celular e reativagéo viral s&o comuns
em todos os Herpesvirus humano e suas subfamilias, tendo como diferente, aos
demais herpesvirus, suas células hospedeiras. Assim, utilizaremos como exemplo do
processo de laténcia e reativacao viral o Alphaherpesvirus humano 1 (HHV-1). Serdo
citadas mais adiante as particularidades de cada betaherpesvirus.

Para o estabelecimento da laténcia celular, apés a ocorréncia da infeccao
primaria e da infeccdo ativa, que geralmente acontece em células epiteliais do
hospedeiro, o virus consegue infectar as terminacdes nervosas destes tecidos (Knipe
e Cliffe, 2008; Lopes, 2016). Apos a infeccdo das células nervosas (neurdnios), o virus
e transportado através do fluxo axonal retrégrado e, a partir deste processo, ocorrera

a laténcia viral nestas células (Figura 1.3) (Knipe e Cliffe, 2008; Lopes, 2016).

Infecgdo do
epitélio

Corpo celular do
neurdnio

Transporte retrogrado

Reinfecgao das
células epiteliais

Figura 1.3 - Laténcia celular. A infec¢do primaria ocorre nas células epiteliais, apos o processo de
replicacdo viral, que leva a producéo de novas particulas virais. Estes virus também séo capazes de
infectar células nervosas, uma vez dentro destas células, o nucleocapsideo é transportado através dos
axonios até o corpo do neurdnio através do transporte retrégrado e desta forma iniciando a laténcia
celular. Fonte: (Louten, 2016) (Modificado).



O HCMV possui os fibroblastos e as células epiteliais como local de replicacao
viral, estabelecendo laténcia celular, primeiramente, em células mieloides
progenitoras CD34+ e monocitos CD14+ (Cohen, 2020). A persisténcia viral e
eliminacdo das particulas virais é realizada nas células epiteliais de glandulas
salivares (Cohen, 2020). J& o HHV-6 infecta células T CD4+, assim como linfécitos B,
T, células Natural Killer, mondcitos e células nervosas, tendo o estabelecimento de
infeccdo latente em células CD34+ e mondcitos com infeccdo persistente em
glandulas salivares (Cohen, 2020). Além disso, o HHV-7 infecta as células T CD4+ e
estabelece infeccdo latente, o virus também é capaz de infectar células epiteliais de
pulmdes e glandulas salivares (Cohen, 2020).

Enquanto o HCMV, o HHV-6A, HHV-6B e HHV-7 possuem o DNA viral em
forma epissomal no nucleo de células latentes, cerca de 1% a 2% de individuos
saudaveis possuem o genoma do HHV-6 integrado em seus cromossomos, mais
especificamente na juncdo subtelébmero/teldmero, e desta forma, o virus torna-se
capaz de ser transmitido atraves de células germinativas (Cohen, 2020; Kumata, Ito e
Sato, 2020).

Muitos herpesvirus, incluindo os betaherpesvirus, sé@o reativados durante
periodos de baixa imunidade que se da mediante periodos de extremo estresse como
choques sépticos (Cohen, 2020). A reativacdo viral também ocorre mediante de
supressdo imunolégica com a perda de atividade de células T (Cohen, 2020). Além
disso, ocorre também a partir de radiacado UV, estresse, febre e traumas em nervos
(Cohen, 2020). O HCMV pode ser reativado a partir de estimulos causados por
estimulacdo de células halogénicas, que explica parcialmente a forte associacédo de
reativacdo do HCMV através de transplante, especialmente com enxertos realizados
de individuos infectados (Cohen, 2020).

Na reativacao viral, apds a expressao dos genes liticos, novas particulas virais
sdo sintetizadas, estas retornam pelo axénio através do fluxo axonal anteretrégrado,
produzindo assim um novo ciclo de infeccdo a partir do ciclo de infeccao inicial,
resultando o aparecimento da doenca e a transmissdo do virus para novos
hospedeiros (Figura 1.4) (Knipe e Cliffe, 2008; Lopes, 2016).
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Figura 1.4 - Reativacdo viral. Apds a reativacdo viral, inicia-se a expressédo dos genes liticos, as
particulas virais produzidas sdo conduzidas através de transporte anteretrogrado, saindo dos neur6nios
até as células epiteliais ou proximos deste sitio de infeccdo, onde ocorre novamente a infecgcéo ativa,
podendo resultar em infeccdes recorrentes e disseminacdo do virus a novos hospedeiros. Fonte:
Louten, 2016. (Modificado).

1.5Caracteristicas e manifestacbes clinicas dos Betaherpesvirus

humano

1.5.1 Betaherpesvirus humano 5 ou Citomegalovirus humano (HCMV)

O Citomegalovirus Humano (HCMV) € um virus pertencente a subfamilia
Betaherpesvirinae, que infecta cerca de 50-90% da populacado, independentemente
da idade, classe socioecondémica e pais, sendo prevalente no mundo inteiro assim
como os demais virus da familia Herpesviridae (Cannon et al., 2010; Forte et al.,
2020).

A transmissdo do HCMV ocorre a partir de contato com fluidos corporais de
individuos infectados, incluindo sangue, leite materno, saliva, urina e secrecdes
genitais (Clark et al., 2013; Louten, 2016; Forte et al., 2020). Células epiteliais de
regido de mucosa e de glandulas salivares sao permissivas para a infeccao viral e
atuam como porta de entrada e saida do virus (Forte et al., 2020). E observado
também que a transfusdo sanguinea atua como via de transmissdo do virus para
individuos soronegativos (Griffiths, Baraniak e Reeves, 2015; Lopes, 2016).

Apébs entrar no organismo do individuo, o HCMV inicia a infeccao priméaria em
células epiteliais da regido da mucosa, tendo replicacdo em leucdécitos imaturos e
monacitos (Louten, 2016). A infec¢cdo por HCMV pode durar meses nestas células,
sendo capazes de transportar o virus para outros 6rgaos, como glandulas salivares,
rins ou glandulas mamarias (Louten, 2016). Dessa forma, o HCMV estabelece

infeccdo sistémica no individuo, infectando varios tipos celulares e afetando todos os
11



principais 6rgédos afetados, como pulmao, retina, figado, glandulas salivares, sistema
digestorio e sistema nervoso (Grefte et al.,1994; Forte et al., 2020). Em contraste aos
demais tipos celulares envolvidos na infeccdo por HCMV, os leucdcitos e mondcitos
polimorfonucleares ndo sdo capazes de suportar a replicacao litica, ocorrendo a lise
celular, produzindo assim particulas virais e expressdo de genes imediatos iniciais
(IE), importantes para a replicacéo viral (Grefte et al., 2994, Forte et al., 2020).

Além dos tipos celulares citados anteriormente, o HCMV é capaz de infectar
células da medula 6ssea, como as células progenitoras hematopoiéticas, nas quais
estabelece laténcia (Forte et al., 2020). Embora essas células sejam as progenitoras
de linhagens de células linféides e mieloides, o virus em estagio latente é detectado
apenas em mondcitos no sangue (Torres & Tang, 2014; Forte et al., 2020).

A infeccdo primaria em individuos imunocompetentes € subclinica na maioria
dos casos, sendo controlada pelo proprio sistema imune do individuo, resultando na
lise de células infectadas e producao de particulas virais (Forte et al., 2020). Porém,
em algumas células, como mondcitos, linfocitos e células epiteliais de glandulas
salivares, a expressao do gene viral é silenciado, e o material genético do virus, em
forma de epissoma, € mantido no nucleo celular em estado quiescente denominado
de laténcia celular (Clark et al., 2003; Melnick et al., 2012; Grifiths, Baraniak e Reeves,
2015; Lopes, 2016; Marti-Carreras & Maes, 2019; Forte et al., 2020).

Em condicbes apropriadas, o virus latente retorna a sua atividade replicativa,
produzindo particulas virais infectantes (Forte et al., 2020). A reativacao viral,
geralmente, ndo é associada em doenca propriamente dita em individuos
imunocompetentes, sendo assintomaticos na maioria dos casos, porém, em
condicbes de imunocomprometimento resulta em desordens linfoproliferativas pos
transplante, aumento da chance de infeccdo por outros patdgenos, sepse e alta
mortalidade (Forte et al., 2020).

A transmissdao por via sexual do HCMV é considerada rara, portanto, tém sido
detectado o virus em amostras de sémen, fortalecendo a possibilidade de transmisséo
do HCMV através desta via (Griffiths, Baraniak e Reeves, 2015; Lopes, 2016). A
transmissdo vertical pode ocorrer durante a gestacdo por via transplacentaria ou
durante o parto normal, apés o feto ter contato direto com secrecdes vaginais (Griffiths,
Baraniak e Reeves, 2015; Lopes, 2016).

Cerca de 32% das gestantes infectadas por HCMV transmitem o virus por via
transplacentaria, produzindo infeccdo intra-uterina (Kenneson & Canoon, 2007;

Griffiths, Baraniak e Reeves, 2015; Lopes, 2016). Portanto, a infec¢ao pelo virus sé
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consegue ser diagnosticada durante o0 momento do parto, visto que os sintomas da
gestante ndo sdo suficientes para a procura de assisténcia médica (Revello et al.,
2011; Griffiths, Baraniak e Reeves, 2015).

Durante anos, o HCMV tem sido estudado como um patdgeno associado a
algumas malignidades humanas por diversos grupos de pesquisa (Nauclér, Geisler e
Vetvik, 2019). Muitos grupos tém detectado alta prevaléncia do HCMV em individuos
com cancer de mama, cancer de préstata, rhadomisarcoma, cancer hepatocelular,
tumores em glandula salivar, neuroblastoma e alguns canceres de cérebro (Samanta
et al., 2003; Harkins et al., 2010; Lepiller et al., 2011; Dziurzynski et al., 2012; Price,
2012; Taher et al., 2014; Naucler, Geisler e Vetvik, 2019).

1.5.2 Betaherpesvirus humano 6A e 6B (HHV-6A/B)

O Betaherpesvirus humano 6 (HHV-6) foi isolado pela primeira vez de linfocitos
provenientes de sangue periférico de um individuo adulto que apresentava doengas
linfoproliferativas e era portador do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), sendo
entdo nomeado de virus B-linfotropico humano (HBVL) (Ablashi et al., 1988; Caserta,
2018). Logo apds esse evento, outros isolamentos do virus foram realizados, sendo
entdo identificado em linfocitos CD4+ e, apds caracterizacbes do patdgeno, foi
constatado que se tratava de um herpesvirus (Caserta, 2018). Como era 0 sexto
membro da familia Herpesviridae, ele foi entdo nomeado de Herpesvirus humano 6
(Figura 1.6A) (Caserta, 2018).

Apés dois anos decorridos do primeiro isolamento do HHV-6, o virus foi
identificado em linfocitos de quatro criangas diagnosticadas com roséola, sendo entéo
estabelecido que o HHV-6 é a causa principal de Roseola infantum em criancas,
posteriormente sendo conhecido como a “sexta doenga exantematica em criangas”
(Yamanishi et al., 1988; Caserta, 2018).

O HHV-6A e o HHV-6B estdo descritos dentro do género Roseolovirus da
subfamilia Betaherpesvirinae, ambos os virus se replicam em linfocitos T, entretanto
existem diferencas relacionadas ao receptor utilizado por eles (Pantry & Medveczky,
2017; Caserta, 2018). E visto que o receptor primario utilizado pelo HHV-6A é o CD46,
presente em todas as células humanas nucleadas (Pantry & Medveczky, 2017). De
forma controversa, a utilizacdo do CD46 pelo HHV-6B depende muito da cepa do
virus, assim como o fendétipo da linha celular a ser infectada (Pantry & Medveczky,

2017). Alguns estudos indicam que o receptor primario do HHV-6B é o CD134,
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presente em células T ativadas, que fazem parte da superfamilia do fator de necrose
tumoral (TNF) (Tang et al., 2013; Pantry & Medveczky, 2017).

Além da diferenca entre o HHV-6A e o HHV-6B em relacdo aos receptores
celulares, os dois virus diferem em reatividade de anticorpos, reatividade de clones
de células T e padrBes de bandas de restricdo (Pantry & Medveczky, 2017). Dessa
forma, o ICTV em 2014 reconheceu os dois virus como virus distintos, com diferentes
dados epidemioldgicos, assim como propriedades bioldgicas e imunoldgicas distintas,
e doencas associadas a cada uma das variantes (Pantry & Medveczky, 2017; Caserta,
2018).

O modo de transmissédo do HHV-6 em criangas ocorre a partir do contato de
secre¢des nasais e saliva contendo o virus, sendo mais comum de ser adquirido a
partir de 1 ano de idade, devido ao comportamento caracteristico de compartilhar
brinquedos com saliva e secre¢cdes com outras criangas (Caserta, 2018). Aléem disso,
como relatado anteriormente, o HHV-6 pode se integrar ao cromossomo do individuo
(ciHHV-6), podendo estabelecer laténcia na medula 6ssea de individuos apos
transplante advindo de um doador com ciHHV-6 (Caserta, 2018; Kumata, Ito & Sato,
2020).

Infeccbes congénitas causadas pelo HHV-6 foram determinadas através da
deteccdo do DNA viral em amostras de sangue provenientes de corddo umbilical (Dahl
et al., 1999; Hall et al., 2004; Caserta, 2018). Infec¢bes intrauterinas causadas pelo
HHV-6 podem ser resultados a partir de particulas virais provenientes da mae,
passadas de forma transplacentaria ou através de ciHHV-6 proveniente de células
germinativas (Caserta, 2018; Kumata, Ito & Sato, 2020).

Apos a infeccao priméaria o HHV-6A e HHV-6B estabelecem laténcia viral em
monadcitos e macrofagos e, possivelmente em outros locais, como células
hematopoiéticas (CD34+) e no sistema nervoso central (SNC) (Caserta, 2018). Além
disso, é relatado que a infeccdo persistente ocorre em glandulas salivares (Ward et
al., 2006). A estrutura do genoma do HHV-6 durante a laténcia celular € mantida a
partir de integracdo cromossémica e em forma de epissoma, assim como 0S outros
herpesvirus, e apenas alguns genes virais sdo expressos durante este periodo
(Caserta, 2018).

A reativacao viral ocorre a partir de estimulos, podendo o individuo clinicamente
se apresentar de forma assintomatica ou resultar em doencas especificas em 6rgaos

alvo (Caserta, 2018). Ocasionalmente, a infeccdo primaria é intimamente associada
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ao HHV-7, resultando na reativacdo do HHV-6, causando quadros de viremia e
sintomas febris (Hall et al., 2006).

O periodo de incubagédo do HHV-6 ocorre, em média, de 1 a 2 semanas, tendo
a febre em criangas como sintoma mais comum entre os individuos (Cohen, 2014).
Mais de 90% das criangas infectadas por HHV-6 possuem sintomas como, rinorreia
(corrimento excessivo de muco nasal), febre e quando alta pode levar a convulséo,
tosse, diarréia e rash cutdneo em cerca de 1/3 dos pacientes (Cohen, 2014).

O exantema subito "Roseola infantum ou Sexta doenca" € causada tanto pelo
HHV-6B ou pelo HHV-7 (Cohen, 2014). A doenga propriamente dita inicia com febre
alta que, usualmente, persiste por cerca de 3 a 4 dias (Cohen, 2014). ApOs esse
periodo, na chamada fase de “defervescéncia”, o individuo desenvolve rash macular
ou maculopapular, que se inicia da regido do pescoco ao tronco, se espalhando pelas
extremidades, podendo persistir por algumas horas ou por dois dias (Figura 1.6B)
(Cohen, 2014; Caserta, 2018). Além disso, o0 exantema subito pode ser acompanhado
de quadros de tosse, linfoadenopatia cervical e occipital, eritemas de membranas
timpanicas, conjuntivite, edema palpebral, edema das moleiras, linfoadenopatia,
diarreias ou os chamados “locais de Nagayama” que sao papulas vermelhas no palato

mole ou na base da Uvula (Cohen, 2014). Em média, a duracao dos sintomas é de 9

dias, tendo convulsdes febris, meningites e encefalite como complicacdes raras
(Cohen, 2014).

Figura 1.6 — Particulas virais do HHV-6 e manifestacdes clinicas. A) Particulas virais do HHV-6 em
microscopia eletrénica. B) Erup¢do maculopapular de Roseola infantum no peito de uma crianga. Fonte:
(Louten, 2016).
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1.5.3 Betaherpesvirus humano 7 (HHV-7)

O Betaherpesvirus humano 7 (HHV-7) foi descoberto em 1990 em isolados de
linfécitos provenientes do sangue periférico de individuos saudaveis, sendo associado
a causa de exantema subito (Maldonado, 2011; Cohen, 2014). Assim como o HHV-6,
o HHV-7 pertence ao género Roseolovirus enquadrado na subfamilia
Betaherpesvirinae (Maldonado, 2011).

O mecanismo principal de transmissao do virus € a partir do contato com saliva
de individuos infectados (Maldonado, 2011). Similar ao HHV-6, o HHV-7 causa
infeccdo primaria também em individuos durante a infancia, podendo ocorrer de forma
assintomatica ou associada com quadros febris ou febre acompanhada de convulsédo
(Maldonado, 2011; Cohen, 2014). A segunda apresentacao clinica mais comum da
infeccdo causada por HHV-7 € febre inespecifica com temperatura mediana de
40.1°C e leucopenia (Cohen, 2014). Um dos sintomas menos comuns & acometimento
do trato respiratorio superior, vomitos e diarreia (Cohen, 2014). Em um estudo
realizado em 496 criancas com infeccdo causada por HHV-7 demonstrou quadros
clinicos de febre, rash cutaneo e sintomas gastrointestinais, sendo apresentados de
forma mais tardia e com mais probabilidade de apresentar convulsdes do que aqueles
individuos com HHV-6 (Chan et al., 2002; Cohen, 2014). Além disso, HHV-7 também
tém sido associados a encefalite em individuos imunocompetentes e
imunocomprometidos (Cohen, 2014).

O HHV-7 infecta linfocitos T CD4+, células epiteliais de glandulas salivares e
células presentes nos pulmdes e pele, estabelecendo laténcia em células T CD4+
(Cohen, 2014). Alta carga viral do HHV-7 é detectada em amostras de saliva na
grande maioria dos individuos adultos e em criancas, além de ser também detectado
em leite materno, sendo considerado como uma via de transmissao (Maldonado,
2011; Cohen, 2014).

Anticorpos presentes no leite materno podem atuar como fator de protecao
contra a infeccdo, entretanto, em um estudo realizado, indicou que o aleitamento
materno confere em protecdo temporaria, ndo impedindo que o individuo adquira a
infeccdo em algum momento de sua vida (Fujisaki et al., 1998; Lanphear, Halll e
Auinger, 1998; Maldonado, 2011). A transmissao perinatal do HHV-7, ou seja, a partir
do momento do parto através de contato com secrecdes vaginais provenientes da méae
€ desconhecida, e, além disso, infec¢des congénitas definidas como deteccdo de DNA
viral no corddao umbilical também nao foram reportadas em um estudo que investigou
5.600 nascimentos (Maldonado, 2011; Cohen, 2014).
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1.6 Epidemiologia das infec¢cdes causadas por betaherpesvirus

O HCMV possui alta prevaléncia no mundo inteiro, sendo de 50-90% da
populagdo positiva para o virus, independente de classe socioecondmica (Cannon,
Schmid e Hyde, 2010; Mana et al., 2019). De acordo com o Centro de Controle de
Doencas e Prevencdo (CDC) e a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), o HCMV
pode infectar pessoas em todas as faixas etérias, 50% dos individuos adultos de 40
anos sao infectados por HCMV e, aproximadamente uma de trés criancas sao
infectadas por HCMV na idade de 5 anos nos Estados Unidos (Mana et al., 2019;
CDC, 2021).

O HCMV é a causa mais comum de infec¢do congénita no mundo inteiro, tendo
como prevaléncia cerca de 0.2% e 2.2% em todos os recém nascidos (Marin et al.,
2016). A infeccdo pode ser de forma sintoméatica, porém a grande maioria dos casos,
compreendendo entre 85% - 90% dos casos é de forma assintomatica ao nascimento
(Marin et al., 2016). Aproximadamente 90% dos casos sintomaticos envolvem
comprometimento neurologico e surdez neurossensorial unilateral ou bilateral, tendo
chances de mortalidade (Marin et al., 2016). Em relacdo aos recém-nascidos
assintomaticos, alguns destes podem apresentar sintomas tardios e desenvolver
sequelas progressivas e irreversiveis, incluindo comprometimento do sistema nervoso
central, auditivo, de visdo, retardo mental e no desenvolvimento psicomotor, entre
outras complicacdes (Marin et al., 2016).

Em relacdo a situacdo epidemiologica da infeccdo por HCMV no Brasil, a
maioria dos estudos sobre prevaléncia no Brasil tem se concentrado em populacoes
da Regido Sudeste (Almeida et al., 2001; Souza et al., 2010; Lobato-Silva, 2016)
(Figura 1.6). Apesar de existirem poucos dados soroepidemiologicos sobre a situacao
de infeccbes por HCMV no Brasil, alguns trabalhos tém relatado que a idade média
de infecgéo esta compreendida entre 5 meses e 18 anos de idade, sendo as mulheres
em idade fértil as mais vulneraveis a adquirirem a infeccdo primaria (Almeida et al.,
2001; Lobato-Silva, 2016).
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Figura 1.6 — Figura 1.6 — Soroprevaléncia do HCMV em mulheres gestantes brasileiras durante o ano
de 2009 Fonte: (Serra et al., 2009).

Em relacdo as infeccbes associadas ao HHV-6A, HHV-6B e HHV-7, as
prevaléncias se associam em cerca de 90% em individuos adultos, quanto ao HHV-
6A e HHV-6B a soroprevaléncia encontra-se ao torno de 95% nesta mesma faixa
etaria (Candeias, Stewien & Barbosa, 1974; Freitas R.R, Freitas M.R & Linhares,
2003; Lisco et al., 2007; Lopes, 2016). Anticorpos maternos para HHV-6 em recém-
nascidos possuem declinio durante os primeiros 5 meses de vida do individuo (Cohen,
2014). Cerca de 40% - 50% das criancas sao infectadas a partir de 1 ano de idade e
77% a 82% séao infectadas a partir dos 2 anos de idade, com pico de infeccéo
ocorrendo entre 9 a 21 meses (Cohen, 2014).

Ja em relacdo a infec¢cdes causadas pelo HHV-7, € observado que estas
ocorrem de forma mais tardia quando comparadas com infeccdes causadas por HHV-
6 (Cohen, 2014). Cerca de 18% das criancas séo infectadas por HHV-7 a partir de 1
ano de vida e 53% destes individuos, infectados a partir dos 2 anos de idade (Cohen,
2014). A grande maioria das criancas sao infectadas entre os 2 e 5 anos de idade,
presumindo-se que adquiram o virus a partir de amostras de saliva provenientes de
parentes ou irmédos infectados (Cohen, 2014). Além disso, cerca de 50% de
transplante de células-tronco hematopoiéticas e 20% de receptores de transplantes
de 6rgéos sdo capazes de reativar a replicacdo viral do HHV-7, indicando a presenca

de DNA viral no sangue periférico (Cohen, 2014).
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1.7 Diagnéstico e tratamento das infec¢cbes causadas por
betaherpesvirus

O diagnéstico dos herpesvirus consiste na detec¢do de sintomas clinicos do
paciente e de confirmacdes laboratoriais da infec¢ao (Lopes, 2016). O diagnostico das
infeccdes causadas pelo HCMV, HHV-6 e HHV-7 é baseada na visualizacdo dos
sintomas clinicos do paciente, que pode indicar infeccdo primaria ou quadro de
reativacdo viral (Agut et al., 2016). Os testes laboratoriais para a confirmagéo do
diagnéstico dos betaherpesvirus séo: cultura viral, imunofluorescéncia direta e ensaio
imunoenziméatico (ELISA), histopatologia realizada a partir de bidpsia de tecidos e
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (Razonable, 2019). A cultura viral,
anteriormente, era considerada como padrdao ouro para a deteccdo dos
betaherpesvirus, porém atualmente esta pratica é raramente utilizada, dando lugar ao
PCR por ser mais pratico e com alta sensibilidade e especificidade (Strick e Wald,
2006; Sen e Barton, 2007; Whitley & Baines, 2018; Raposo et al., 2020).

O diagnostico direto é responsavel pela deteccdo dos betaherpesvirus além da
caracterizacao destes, em especial a diferenciacao entre o HHV-6A e HHV-6B (Agut
et al., 2016). Além disso, o diagndstico direto se constitui na deteccao direta do virus
e de componentes virais, tendo como alvo as particulas virais e os fluidos biolégicos
eliminados pelas células infectadas e tecidos (Agut et al., 2016). Amostras de sangue
total, plasma, saliva, aspirado de liquido cérebro espinhal, aspirado bronquialveolar e
bidépsias de tecidos tem sido alguns dos espécimes biologicos utilizados no
diagnastico direto (Agut et al., 2016).

Técnicas de imunofluorescéncia e imunohistoquimica tém sido utilizadas,
sendo principalmente utilizada em pesquisas biomédicas, porém estas técnicas
possuem baixa sensibilidade e € limitada pelo nimero de anticorpos disponiveis na
amostra (Agut et al., 2016).

A técnica de PCR ao decorrer do tempo vem apresentando varias vantagens
no diagnéstico das infec¢des virais, no caso do diagndstico dos herpesvirus, a técnica
consegue detectar pequenos fragmentos do genoma viral em pacientes
assintomaticos, sendo indispensavel a necessidade da presenca de uma infeccéo
ativa para isto (Lopes, 2016).

A técnica de PCR é capaz de amplificar uma regido alvo do DNA viral por
diversas vezes, utilizando nucleotideos, sequéncias iniciadoras (primers) e enzimas
polimerases (Lopes, 2016). E a partir disso, é possivel obter inUmeras cépias de
sequéncias especificas de acido nucléico a partir de uma fita molde (Schmutzhard et
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al., 2004; Lopes, 2016). Atualmente, existem varios protocolos para a detec¢cédo dos
herpesvirus (Raposo et al., 2020). PCR Pan-betaherpesvirus (Multiplex gPCR) tem
sido sugerido como uma alternativa eficiente para a deteccao simultanea do HCMV,
HHV-6 e HHV-7 em uma Unica reacao (Raposo et al., 2020).

O diagndstico indireto constitui na detecgcdo de anticorpos IgG e IgM, sendo
mais utilizada a técnica de imunofluorescéncia (ELISA), além de técnicas de Western-
blot e neutralizacdo (Flamand et al., 2014; Agut et al., 2016). Varios fatores restringem
estas técnicas, como reacao cruzada de anticorpos entre o HCMV, HHV-6A, HHV-6B
e HHV-7, auséncia de testes soroldgicos especificos para a diferenciagdo entre o
HHV-6A e o HHV-6B, auséncia de correlagdo entre valores absolutos e variagfes de
titulacdo de anticorpos; e a presenca de uma infeccao viral ativa e a alteracdo de
resposta imune humoral em alguns pacientes imunocomprometidos (Agut et al.,
2016). Na tabela 3 esta descrita todas as técnicas utilizadas no diagndéstico dos

betaherpesvirus, suas indicacdes e comentarios.

Tabela 3 — Técnicas de diagnostico laboratorial utilizadas na deteccdo dos

Betaherpesvirus humano.

Diagnostico Técnica Indicagdes Comentarios
Diagnostico  Deteccao e Infeccdo priméria e estudos Dificuldade de interpretacdo em
indireto ensaios de de soroprevaléncia caso de reativacdo viral e/ou

avidez por IgG e imunodeficiéncia. Sem distincdo

IgM  por IF* e entre HHV-6A e HHV-6B. Reacéo
ELISA cruzada entre HCMV, HHV-6 e
HHV-7.

Diagnéstico  Isolamento viral Infeccdo ativa com Método de referéncia, porém com
direto em cultura produgéo viral alto custo, demanda de pessoas
celular especializadas e alto consumo de

tempo na realizacéo.
Deteccao de Infeccdo ativa com Baixa sensibilidade e baixa
antigenos expressao de genes virais sensibilidade. Viabilidade limitada

PCR qualitativo

Infec¢cdo com presenca de
genoma viral em tecidos e
fluidos biolGgicos
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de anticorpos de referéncia

Sem distincdo entre infeccdo
latente, infeccéo ativa e integracao

cromossoémica.



PCR quantitativo  Infeccao ativa com Técnica mais utilizada atualmente.
replicacao viral e Altamente sensivel, especifica,
comparacao da carga viral baixo custo e acessivel.

no sangue e em 6rgéos alvo

Sequenciamento  Epidemiologia  molecular, Técnicas de NGS* precisam ser
de DNA resisténcia  antiviral e estudadas e padronizadas.
identificacdo de reinfeccdo
ou coinfecgbes por

diferentes cepas

*IF — Imunofluorescéncia. *NGS — Sequenciamento de nova geracdo. Fonte: Agust et al., 2016
(modificado).

In vitro, algumas drogas como o Foscarnet, Ganciclovir e Cidofovir tém inibido
a replicagao viral do HCMV, HHV-6 e HHV-7, atuando diretamente na inibicdo da
atividade da DNA polimerase (Agut et al., 2016). E importante destacar que estes
medicamentos ndo possuem a capacidade de eliminar o virus do organismo do
individuo, somente atuam como paliativos durante a infec¢ao ativa, previne sintomas

e diminuem a probabilidade de transmisséo e riscos (Lopes, 2016).

O Ganciclovir e o Cidofovir necessitam de terem dois ou trés etapas de
fosforilacdo, respectivamente, dentro das células infectadas para ativarem o efeito de
inibicdo da DNA polimerase, enquanto o Foscarnet atua diretamente sem nenhuma
necessidade de modificacdo celular (Agut et al., 2016). Embora o Ganciclovir seja
utilizado no tratamento contra as infeccdes causadas pelo HHV-6, o HHV-6A e 0 HHV-
6B demonstram suscetibilidades diferentes a droga, sendo o HHV6-B suscetivel ao
Ganciclovir enquanto o HHV-6A é apresenta maior resisténcia a este antiviral (Lopes,
2016).

As etapas de fosforilacdo ocorrem através das quinases celulares, com
excecao na primeira etapa do processo de fosforilacdo do Ganciclovir, no qual &
catalizado pela fosfotransferase viral (ou proteina quinase) codificada pelo gene U69
(Agut et al., 2016). Ja o Foscarnet atua na inibicdo da DNA polimerase sem a
necessidade da fosforilacdo da proteina quinase, sendo recomendado a pacientes
gue ndo respondem ao tratamento por outros antivirais (Brady & Bernstein, 2004;
Lopes, 2016).

Nenhuma das terapias antivirais citadas anteriormente representam uma cura

para a infeccdo latente dos Herpesvirus humano e dos Betaherpesvirus humano, pois
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a atividade destes antivirais se resume na fase ativa do virus, inibindo a atividade da
polimerase viral por introducédo, no interior da célula, de um composto fosforilado
analogo a um nucleosido, que se liga ao DNA viral em replicacdo, impedindo com que

ocorra as etapas seguintes do ciclo viral (Lopes, 2016).

1.8 Aspectos anatomicos de glandulas salivares

Anatomicamente, as glandulas salivares s&o divididas em maiores e menores,
localizadas na regido da cabeca e pescoco (Figura 1.7) (Holmberg e Hoffman, 2015;
Kessler e Bhatt, 2018). As glandulas salivares maiores sao agrupadas em trés pares,
sendo as glandulas parétidas, glandulas submandibulares e glandulas sublinguais
(Holmberg e Hoffman, 2015). As glandulas salivares menores estdo localizadas em
toda a regido da cavidade bucal, localizadas principalmente abaixo da lingua
(glandulas linguais), do palato (glandulas palatinas), regido jugal (glandulas bucais) e
labios (glandulas labiais) (Sarmento et al., 2016).

Canal parotideo

Musculo J > Epitélio
bucinador r dos canais
Mucosa Alvéolo Célula
(corte) Mucoso mucosa

Célula
serosa

Canais da i
glandula
sublingual
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pardtida Glandula Alvéolos 4 véolo
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Figura 1.7 - Localizacdo e esquematizacdo das glandulas salivares. Na figura (a), esta evidenciada a
localizac&o das principais glandulas salivares. J& na figura (b), est4 esquematizado a estrutura genérica
de uma glandula salivar. Fonte: Sarmento et al., 2016 (Adaptado).

A estrutura anatébmica das glandulas salivares consiste em glandulas alveolares
ramificadas, com cavidades alveolares semelhantes a cachos de uva, um duto
arborizado que se abre na cavidade oral com acessérios secretorios e a estrutura

acinar, que atua na producéo de saliva (Figura 1.7B) (Holmberg e Hoffman, 2014).
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As células acinares estdo envoltas de matrix extracelular, células miopiteliais,
miofibroblastos, células do sistema imune, células endoteliais, células estromais e
fibras nervosas (Holmberg e Hoffman, 2014). J& os dutos atuam na transportacéo e
modificagdo da saliva antes da excregdo na cavidade oral através do duto excretorio
(Holmberg e Hoffman, 2014; Sarmento et al., 2016).

As glandulas paroétidas atuam na producdo de saliva aquosa, sendo estas
localizadas na porgéo anterior ao ouvido de cada lado da cabeca (Sarmento et al.,
2016). Ja as glandulas submandibulares sdo ambiguas, possuindo maior quantidade
de alvéolos serosos do que mucosos, localizadas ao longo do limite inferior da metade
posterior da mandibula (Sarmento et al., 2016).

As glandulas sublinguais sdo as menores dentre todas, apesar de possuirem
alvéolos serosos, estes tipos de glandulas salivares sdo formadas principalmente por
alvéolos mucosos (Sarmento et al., 2016). Estas glandulas ndo possuem canais bem
definidos ao contrario das demais glandulas salivares, estas se abrem no pavimento
da cavidade bucal através de 10 a 20 pequenos canais menores (Sarmento et al.,
2016).

A saliva é produzida pelas glandulas salivares, sendo uma combinacao de
secrecOes serosas diluidas e secrecfes mucosas e espessas, possuindo multiplas
funcdes, incluindo lubrificacdo da cavidade oral que permite o ato de fala, degluticéo,
alimentacado, digestdo, sabor, saude dental e manutencdo da homeostase oral
(Holmberg e Hoffman, 2014; Sarmento et al., 2016). As glandulas salivares de um
individuo adulto saudavel produz aproximadamente 90% de saliva, sendo a secrecéo
de saliva estimulada por nervos parasimpaticos e simpaticos do sistema autbnomo
(Holmberg e Hoffmnan, 2014).

O sistema de vascularizacéo e inervacao das glandulas salivares é bem rico
(Holmberg e Hoffman, 2014). A glandula parotida recebe suprimento sanguineo
através da artéria temporal superficial (Holmberg e Hoffman, 2014). O nervo facial
esta intimamente associado a glandula parétida, uma lesdo neste nervo resulta em
paralisia hemifacial e atua como risco significativo de cirurgias para a remoc¢ao de

tumores nesta glandula (Holmberg e Hoffman, 2014).

1.9 Histologia, apresentacfes clinicas e epidemiologia de tumores em

glandulas salivares

Tumores em glandulas salivares sdo considerados como um grupo de

patologias que causam les6es com morfologias distintas com desafios no diagndstico
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e tratamento (Guzzo et al., 2010; Sarmento et al., 2016). Ao todo, existem quase 40
tipos histologicos de tumores em glandulas salivares com alguns tipos bastante raros,
sendo apenas retratatos em alguns relatos de casos sendo 0s tipos mais comuns 0
adenoma pleomorfico, carcinoma mucoepidermdide, carcinoma adenoide cistico e
adenocarcinomas (Seifert et al., 1990; Speight e Barret, 2002; PDQ Cancer
Information Summaries, 2002). De todas as neoplasias de glandulas salivares, mais
de 50% dos tumores sao classificados como benignos e aproximadamente 70% a 80%
de todas as neoplasias de glandulas salivares se originam na glandula parétida
(Speight e Barret, 2002; Gooden et al., 2002; PDQ Cancer Information Summarires,
2002).

Devido a dificuldade de diferenciacao entre tumores malignos e benignos, estes
tipos de neoplasias em glandulas salivares sao considerados como patologias que
causam grandes desafios para os patologistas cirurgicos (PDQ Cancer Information
Summaries, 2002). A complexidade da classificacdo desses tipos de tumores e a
raridade destas neoplasias pode apresentar um amplo aspecto de diversidade
morfolégica em lesdes individuais (PDQ Cancer Information Summaries, 2002).

A maioria dos pacientes com tumor benigno em glandula salivar, sejam nas
glandulas maiores e menores, apresenta inchaco indolor das glandulas parétidas,
submandibulares ou sublinguais (PDQ Cancer Information Summaries, 2002). Sinais
neurolégicos, como dorméncia ou fragueza, sdo indicativos de aparecimento de
tumores malignos em glandulas salivares (PDQ Cancer Information Summaries,
2002).

Fraqueza do nervo facial associada a um tumor da parotida ou submandibular
€ um indicativo de de malignidade (PDQ Cancer Information Summaries, 2002). Além
disso, dor facial persistente € altamente sugestiva de tumores malignos,
aproximadamente de 10% a 15% das neoplasias malignas da parétida (Spiro et al.,
1975; Gooden et al., 2002).

Um do tipo de tumor em glandula salivar caracterizado como benigno mais
comum que ocorre em glandulas salivares maiores e menores € o0 adenoma
pleomoérfico, compreendendo entre 50% de todos os tumores de glandula salivar e
65% dos tumores em glandulas parétidas (Speight e Barret, 2002). Ja o tipo de tumor
maligno em glandula salivar mais comum que ocorre em glandulas maiores e menores
€ o0 carcinoma mucoepidermoide, compreendendo entre 10% de todas as neoplasias
em glandula salivar e aproximadamente 35% dos tumores malignos (Speight e Barret,
2002; Guzzo et al., 2002).
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1.9.1 Neoplasia benigna: adenoma pleomarfico

O tipo mais comum de tumor benigno em glandula salivar é o adenoma
pleomorfico, constituindo cerca de 40% dos tumores neste 6rgdo (Figura 1.8) (Peel e
Seethala, 2007). O adenoma pleomarfico também é chamado de tumor benigno misto,
podendo ocorrer no lobo mais profundo da glandula parétida, com extensdo para o
espaco parafaringeo (Peel e Seethala, 2007).

Figura 1.8 — Adenoma pleomorfico e sua forma histolégica. Em A é observado o adenoma pleomoérfico,
recoberto por mucosa com algumas regies mais avermelhadas que indicam ulceracdo. Em B, é
observado as caracteristicas histopatolégicas do adenoma pleomorfico, mostrando células

mioepitelioides com aspecto plasmocitoide. Fonte: Junqueira et al., 2016 (Adaptado).

Esse tipo de neoplasia acomete as glandulas salivares maiores e menores,
representando cerca de 53% a 77% dos tumores de paroétida, 44% a 68% dos tumores
da glandula submandibular e 33% a 43% dos tumores de glandula salivar menor
(Cardoso et al.,, 2014). Quando ocorre em glandulas salivares menores, ocorre
preferencialmente em palato duro e labio superior (Cardoso et al., 2014).

O diagnéstico do adenoma pleomdérfico consiste em realizacdo do exame
clinico e da investigacao da histéria da doenca (Cardoso et al., 2014). Exames por
imagem, como ressonancia magnética e tomografia, sdo exames que fornecem
informacdes que sdo capazes de auxiliar no diagnéstico de forma nao evasiva do
adenoma pleomorfico, além de fornecer informacbes anatbmicas detalhadas
(Cardoso et al., 2014).

Em relagdo a manifestagdo clinica dos adenomas pleomoficos, este tipo de
tumor usualmente se manifesta de forma assintomatica com progresséao lenta, com
edema da glandula parétida sem envolvimento do nervo facial (Jain et al., 2015).

Quando sintomatico, os pacientes com adenoma pleomoérfico podem apresentar
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paralisia facial, consistindo cerca de 33% dos pacientes apresentando esta
manifestacao clinica (PDQ Cancer Information Summaries, 2002).

O adenoma pleomodrfico € considerado como uma das poucas neoplasias
benignas que pode sofrer transformacgéo da sua forma beniga para a forma maligna,
tendo uma taxa de 4,5% de incidéncia (Martinelli et al., 2002). E observado que a
probabilidade de uma alteracdo maligna do adenoma pelomorfico aumenta de acordo
com a duracéo do tumor e também com a idade do paciente (Martinelli et al., 2002).

1.9.2 Neoplasia maligna: carcinoma mucoepidermoide

O carcinoma mucoepidermoide € considerado como um tumor epitelial maligno,
no qual € composto por varios tipos morfologicos de células como células mucosas,
epidermdides, intermediarias, colunares e claras, apresentando, com frequéncia,
crescimento cistico proeminente (PDQ Cancer Information Summaries, 2002). Este
tipo de tumor é dado como a neoplasia mais comum que é frequentemente observada
nas glandulas salivares maiores e menores (Figura 1.9) (PDQ Cancer Information
Summaries, 2002).

Figura 1.9 - Carcinoma mucoepodermdide em palato duro e forma histolégica. Em A, é observado a
lesdo na regido do palato duro, apresentando coloracdo vermelho arroxeada. Em B, é observado os
cortes microscopicos revelando presenca de células claras, com nucleo hipercromatico deslocado para
a porcdo basal da célula. No tecido conjuntivo, observa-se presenca de infiltrado inflamatério crénico
mononuclear, com infiltrado de linfécitos, plasmadcitos e macréfagos em todo o tecido conjuntivo. Fonte:
Zini et al., 2010 (Adaptado).

Em suma, o carcinoma mucoepidermaoide é o tumor maligno mais comum em
glandula salivar, compreendendo de 10% a 15% de todos os tumores em glandula

salivar e de todas malignidades neste 6rgado, seguido por carcinoma cistico adenoide
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(Pires et al., 2007; Xu et al., 2017; Peraza et al., 2020). Antes de 1990, o carcinoma
mucoepidermoide representava cerca de 27% dos tumores malignos salivares,
entretando, alguns estudos apos o periodo de 1990 demonstraram que 0s carcinomas
mucoepidermoides salivares representavam uma taxa de 45%, ou seja, praticamente
0 dobro (Adel et al., 2017; Pires et al., 2020).

Em termos de tratamento para carcinoma mucoepidermdide, o mais utilizado é
a ressecao cirargica que possui o objetivo de retirar o tumor e assim, minimizar a
morbidade (Yih, Kratochvil e Stewart, 2005; Peraza et al., 2020). O uso de radioterapia
na fase pOs operatéria também é recomendada em casos de estagio tumoral
avancado, também utilizado em casos de tumores de alto grau, invasao perineural ou

linfovascular (Peraza et al., 2020).

1.9.3 Lesdo ndo neoplasica: mucocele

A lesdes do tipo mucocele sdo lesdes nao neoplasicas cisticas que ocorrem
nas glandulas salivares menores (Figura 1.10) (Chi et al., 2017). Este tipo de lesao é
caracterizada em resultar alteracdes nas glandulas salivares devido ao acumulo de
muco causando edema neste 6rgado (Bagan Sebastian et al., 1990; Senthilkumar e
Mahabob, 2012).

Figura 1.10 - Les&o do tipo mucocele e apresentacéo histolégica. Em A, pode-se observar a lesdo
localizada no labio inferior, sendo esta considerada como uma regido comum em que € encontrada
estes tipos de lesdes. JA& em B, observa-se os aspectos histologicos. E visto o tecido com

granulosidades projetando polipdides no limen do tecido. Fonte: Conceicéo et al., 2014 (Modificado).

Cerca de 60% a 70% das mucoceles vao ocorrer no labio inferior, 6% a 15%
ocorrem no assoalho da boca, e apenas alguns poucos casos de mucocele sao

relatados ocorrendo em glandula submandibular (Chi et al., 2017). Alguns fatores
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como trauma ou obstrucao do duto da glandula salivar atuam para o desenvolvimento
de mucoceles (Chi et al., 2017).

Existem dois tipos clinicos de mucocele que podem aparecer: extravasamento
e retencdo (Senthilkumar e Mahabob, 2012). O extravasamento de mucocele é
resultante de uma ruptura do ducto de glandula salivar que, em consequéncia, resulta
em derramamento no tecido mole ao redor da glandula (Senthilkumar e Mahabob,
2012). Ja a mucocele de retencao aparece em decorréncia da diminuigcdo ou auséncia
da secrecao glandular produzida pelo bloqueio dos ductos das glandulas salivares
(Senthilkumar e Mahabob, 2012). A diferenca histolégica entre os aspectos de
extravasamento e cisto de retencdo € que o tipo extravasamento ndo possui
revestimento epitelial, formado por uma formacao de muco circundada por tecido de
granulacao (Senthilkumar e Mahabob, 2012).

As apresentacdes clinicas da mucocele se classificam em bolhas ou vesiculas
cheias de liquido, sendo flutuantes e de aspecto azulado ou translicido, apresentando
crescimento lento e em grande maioria de forma assintomatica (Ferreira et al., 2015).
O diagnostico diferencial € de suma importancia, pois as mucoceles apresentam os
mesmos aspectos clinicos com outras lesées, como hiperplasia fibrosa focal, papiloma
e lipoma (Ferreira et al., 2015).

O tratamento convencional € baseado em remocao cirdrgica da glandula salivar
afetada, tendo como tratamentos alternativos a terapia com laser, criogenia e
marsupializacéo (Ferreira et al., 2015). Em suma, os progndésticos das mucoceles sao
excelentes, porém algumas lesbes podem reaparecer, dependendo do tratamento

escolhido (Ferreira et al., 2015).

1.10 Aspectos epidemiolégicos de neoplasias em glandulas salivares

Tumores em glandulas salivares sdo considerados como casos raros em
incomuns que sdo associados a quadros clinicos que acometem a regido da cabeca
e pescoco (To et al., 2012). A grande maioria desses tumores sédo benignos e apenas
20% destes sdo considerados como tumores malignos (To et al., 2012). Dados
epidemiologicos sugerem gque a incidéncia anual de tumores em glandulas salivares
varia de 0,5 a 2 por 100.000 em homens de diferentes partes do mundo, sendo neste
estudo a Croacia como o pais que possui maior incidéncia desta patologia (Figura
1.11) (Guzzo et al, 2010; To et al., 2012).
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Figura 1.11 — Gréfico de incidéncia mundial de tumores em glandula salivar. E possivel observar no
grafico, que a Crodcia é o pais que possui maior incidéncia de tumores em glandula salivar, seguido

por Filipinas e Australia. Fonte: Guzzo et al., 2009 (Adaptado).

A taxa de distribuicdo de tumores em glandulas salivares nos géneros
femininos e masculinos sdo iguais, com a maioria dos casos ocorrendo na sexta
década de vida do invidividuo (Licitra et al., 2003; To et al., 2012). A maioria dos
tumores que ocorrem em glandulas salivares € principalmente os adenocarcinomas
gue acometem as glandulas parétidas (Guzzo et al., 2010). Esses tumores sao raros
em idades inferiores a 40 anos, apresentando maiores incidéncias em idades mais
avancadas, sendo que a partir dos 55 anos os individuos do sexo masculino mais
acometidos por este tipo de tumor do que os individuos do sexo feminino (Figura 1.12)
(Guzzo et al., 2010).
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Taxa de adenocarcinomas entre os sexos no Reino Unido no
periodo de 1993-1997
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Figura 1.12 — Gréfico de adenocarcinomas entre os sexos no Reino Unido no periodo de 1993-1997.
Observa-se no grafico que individuos do sexo masculino e feminino raramente apresentam
adenocarcinomas em idades inferiores a 40 anos. Acima de 40 anos, € observado um aumento das
taxas de adenocarcinomas, tendo maior incidéncia deste tipo de tumor nos individuos do sexo

masculino a partir dos 55 anos. Fonte: Guzzo et al., 2010 (Adaptado).

Os fatores etioldgicos sobre o desenvolvimento de tumores em glandula salivar
ainda ndo sao descritos com clareza (Guzzo et al., 2009; To et al., 2012). Entretando,
alguns fatores de risco como tabagismo e consumo de bebidas alcéolicas séo
consideradas como praticas importantes para o desenvolvimento de tumores em
glandulas salivares (To et al., 2012). Alguns estudos demonstram que dietas ricas em
consumo de vitamina C e alimentos com baixo teor de colesterol atuam como fatores
de prevencao do desenvolvimento desses tipos de tumores (To et al., 2012).

Radiacbes também sdo consideradas como um fator de risco para o
desenvolvimento de tumores malignos em glandulas salivares (Guzzo et al., 2009).
Como verificado japoneses sobreviventes da bomba atémica em Nagasaki e em
pacientes que receberam radiacdo na regido da cabeca e pescoc¢o durante a infancia
para o tratamento de tumores benignos a fim de reduzir o tamanho das tonsilhas e
adenoides (Sun et al., 1999; Guzzo et al., 2009).

1.11 Deteccéao de betaherpesvirus em glandulas salivares

Existe uma miriade de virus que podem infectar as glandulas salivares,
causando diferentes desordens nestes 6rgaos, em geral, as infec¢des virais podem
causar reducédo na producao de saliva e, consequentemente, reducdo da capacidade

de salivacao do individuo (Jeffers & Cyriaque, 2011).
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Os Betaherpesvirus humano, como o HCMV, HHV-6 e HHV-7 sédo altamente
disseminados na populacdo mundial e tém sido associados com varios tipos de
canceres, sendo identificados em varias neoplasias de glandulas salivares
(Shanehsazzadeh et al., 2014; Chen A. A. et al., 2017).

O HCMV, HHV-6 e HHV-7 possuem em seu genoma Varias zonas oncogéncias
gue sado capazes de causar estas neoplasias em glandulas salivares, alguns estudos
necessitam ser realizados para compreender o papel destes virus no desenvolvimento
de neoplasias nestes 6rgaos (Waters et al., 2019).

Alguns estudos tém sugerido que as glandulas salivares menores e maiores
atuam como locais de laténcia e persisténcia viral do HCMV, HHV-6 e HHV-7, sendo
eliminados pela saliva durante toda a vida do hospedeiro (Waters et al., 2019; Raposo
et al., 2020). Além dos betaherpesvirus, outros virus como a Hepatite C (HCV),
Papilomavirus humano (HPV), virus Epstein-barr (EBV), Gammaherpesvirus humano
8 (HHV-8), Coxsackievirus, Poliomavirus humano BK (BKPyV), Poliomavirus humano
JC (JCPyV), virus T-linfotrépico humano (HTLV), HCMV associado a porquinhos da
india, HCMV associado a camundongos (MCMV), Poliomavirus associado a
camundongos (PyV), encefalomiocardite (EMC) e HIV sdo capazes de causar
infeccbes em glandulas salivares e serem detectados em amostras de saliva de
individuos infectados por estes virus (Rahayuningtyas & Setiadhi, 2019).

Além de serem detectados em amostras de saliva, o HCMV, HHV-6 e HHV-7
tem sido detectados em amostras de tecidos parafinados de lesbes em glandulas
salivares, indicando que, possivelmente, estes virus desenvolvem laténcia celular
nestes o6rgdos, e que podem levar ao desenvolvimento de tumores devido a

persisténcia viral (Sada et al., 1996; Yen et al., 2004).
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2. Justificativa

A incidéncia anual global de neoplasias malignas de tumores em glandula
salivar varia numa taxa de 0.9 a 2.6 casos por 100.000 individuos (Honjo et al., 2018;
Peraza et al., 2020). Alguns estudos sugerem que as lesdes salivares compreendem
cerca de 3-4% de todos os tumores de cabeca e pescoco, possuindo variagcdes na
origem, histopatologia e em achados clinicos (Noel et al., 2018).

Diversos estudos tém avaliado a frequéncia e a incidéncia de lesGes salivares
no Brasil e em outros paises, porém os dados epidemiolégicos em relacdo a estas
lesGes ndo sdo bem estabelecidos devido a grande variacdo na incidéncia e na
prevaléncia destas patogenias entre os paises, indicando variacdo geografica na
frequéncia destas neoplasias (da Silva et al., 2018; Vasconcelos et al., 2016; Bello et
al., 2012; Wang et al., 2012; Vargas et al., 2002).

Uma das possiveis causas etioldgicas do desenvolvimento de lesdes salivares,
além de consumo de bebidas alcéolicas, tabagismo e radioterapia, sao as infec¢des
virais (Lonn et al., 2006; Teng et al., 2014). E bem observado na literatura que os
Betaherpesvirus humano como o HCMV, HHV-6 e HHV-7 possuem tropismo com
células epiteliais de glandulas salivares, podendo estes 0rgaos, aturem como um sitio
propicio ao desenvolvimento de neoplasias devido a infeccdo latente (Sciubba, 2003;
Lan & Luo, 2017) ou possam desempenhar um papel oncogénico devido a deteccéo
destes virus em pacientes com neoplasias em glandulas salivares, porém ainda
apresentam dados inconclusivos (Chen A. A et al., 2017).

Embora existam dados apresentados sobre possiveis agentes patogénicos que
levam ao desenvolvimento destas neoplasias, ainda € observado escassez na
vigilancia de pacientes com estes tipos de patogenias salivares, além da identificacdo
do agente causador, implicando na dificuldade de estabelecimento de um tratamento
adequado para estes individuos e, além disso, possiveis definicbes de causa
etioldgica para estas lesdes salivares (Chen A. A et al., 2017).

Dentro deste contexto, o presente estudo teve como objetivo a deteccao da
presenca de DNA e carga viral de Betaherpesvirus humano (HCMV, HHV-6 e HHV-7)
em amostras de glandula salivar, afim de verificar a possivel relacdo com o tipo de

lesOes salivar desenvolvido.
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3. OBJETIVOS

3.2 Objetivo Geral

Investigar a presenca dos Betaherpesvirus humano (HCMV, HHV-6 e HHV-7)

em biopsias parafinadas de leses em glandula salivar.

3.30bjetivos Especificos

e Avaliar as caracteristicas socioepidemioldgicas dos pacientes em
relacdo com os tipos de lesdes em glandula salivar.

e Detectar os Betaherpesvirus humano em amostras parafinadas de
lesbes em glandula salivar por gPCR.

e Investigar a correlagcédo da presenca do Betaherpesvirus humano com os
tipos de lesGes em glandula salivar.

e Investigar a presenca de coinfeccdes por Betaherpesvirus humano com

os tipos de lesdes glandula salivar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Descricéo da populagéo de estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo de corte transversal que incluiu amostras
oriundas de biépsias de lesBes salivares, como: lesdo neoplasica (adenoma
pleomorfico (n=27), carcinoma mucoepidermodide (n=6) e lesdo ndo neoplasica
mucocele (n=35) em glandula salivar. Como critério de inclusdo, foram incluidas
amostras que apresentavam inclusdo do tecido adequadas, cortes histolégicos
precisos e material suficiente para todas as analises moleculares. Como critérios de
exclusdo, foram excluidas amostras que nao se enquadravam nos critérios citados
anteriormente.

Ao todo, 68 amostras de tecido incorporado em parafina foram analisadas e
identificadas segundo critérios histolégicos. As mucoceles foram definidas como
lesdes que apresentaram areas com extravasamento de mucina cercadas por tecido
de granulacdo de reacdo. Os critérios para o diagnostico de adenoma pleomorfico,
carcinoma mucoepidermooide e mucocele se basearam em critérios histologicos
propostos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). As lesdes escolhidas para
analise baseavam-se na frequéncia de ocorréncia. Como critérios de incluséo, foram
utilizadas amostras com materiais histolégicos que apresentassem qualidade
suficiente da técnica de inclusao do tecido em parafina e cortes histolégicos precisos.
Como critérios de exclusao, foram excluidas amostras que ndo se enquadrassem nos
critérios citados anteriormente.

Em relacdo as caracteristicas dos pacientes foram analisadas informacfes
sobre sexo, idade, cor de pele, quadro clinico e tamanho da lesdo. Os prontuarios e
as amostras dos pacientes participantes do estudo foram provenientes do Laboratorio
de Patologia Cirargica Oral e Maxilofacial, Departamento de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de
Sao Paulo (USP) (protocolo 3.683.851).

4.2 Extracédo de acido nucleico

O DNA viral foi extraido usando o kit comercial MagMax FFPE DNA/RNA Ultra

Kit (ThermoFischer Scientific, Massachusetts, EUA) seguindo o protocolo de
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fabricacdo. Esta técnica consiste em extrair a parafina do tecido a fim de obter DNA
ou RNA da mesma secéo do tecido.

Primeiramente, as amostras foram mantidas em tubos de poliestireno de 1.5
mL, e as pérolas de ligacdo de acido nucleico (acid binding beads) foram equilibradas
em temperatura ambiente e os termoblocos foram pré-aquecidos a temperaturas de
50 °C, 55 °C e 90 °C. Antes do inicio da extracdo de material genético viral, foi
preparada a solugéo de trabalho (working solution) de acordo com o tamanho do corte
trabalhado <4 um, que consiste em 10 pL de protease e 100 pL de tampéao de digestéao
de protease (protease digestion buffer) e 270 uL de tampéo de ligacdo de DNA (DNA
binding buffer). Essa solucao era preparada em tubos de poliestireno de 1.5 mL a cada
extracao, pois nao podia ser armazenada.

Como primeiro passo da extracdo foi necessario a extracdo da parafina do
tecido. Para isso, foi adicionado 1mL de xilol (Alphatec, Macae, Brasil) ao corte do
tecido parafinado e realizado uma breve homogeneizacdo no vortex. Apos a adicao
do solvente, a amostra foi brevemente centrifugada, com a configuragéo do bot&o spin
da maquina, garantindo que todo o tecido estivesse submerso ao xilol e,
posteriormente aquecida em termobloco por 3 minutos a 50 °C para derreter a
parafina. Logo apds o aquecimento, a amostra foi centrifugada, com a configuracéo
do botéo spin da maquina, com a intencéo de depositar o tecido ao fundo tubo, sendo
realizada a remocéao e descarte do solvente.

Realizada a remocéao do xilol da amostra, por ser tratar de cortes pequenos,
tendo cerca de 4 um, foi realizada somente 1 lavagem com etanol 100% (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Foi adicionado 1mL de etanol na amostra e homogeneizada
por um vértex até o tecido se tornar opaco. Logo apds, a amostra foi centrifugada a
velocidade maxima de 16220 rpm por dois minutos e removido 0 maximo de etanol
possivel sem atingir o tecido.

O proximo passo consistiu em secar o tecido, para isso, os tubos foram abertos
e deixados em temperatura ambiente por cerca de 45 minutos. Tendo as amostras
secas foi adicionada 110 pL de protease e, com o auxilio de uma ponteira de pipeta,
foi empurrado para o fundo do tubo todo o tecido que se grudou nas laterais do tubo.
Apods a adicdo da protease, foram realizadas duas incubac¢des em termobloco, sendo
a primeira por 55 °C e a segunda por 90 °C por 1h cada. Apés cada incubacéo, as
amostras eram centrifugadas a fim de coletar goticulas de condensacao provenientes

do aquecimento.
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ApoGs deixar as amostras resfriarem depois da ultima incubacg&o, o préximo
passo consistiu em ligar o DNA as pérolas e coletar o sobrenadante contendo RNA.
Para isso, foi adicionado 155 yL de tampé&o de ligagdo do DNA (DNA binding buffer).
ApoOs a adicdo do reagente, as amostras foram vortexadas por 5 minutos a velocidade
de 8 rpm, ficando na coloracdo de chocolate. Terminado a homogeneizacéo, as
amostras foram colocadas em um suporte magnético por 2 minutos até a solucéo
clarear e as pérolas, responsaveis pela cor de chocolate nas amostras, serem atraidas
pelo ima para o fundo do tubo. Apés esse processo, foi removido todo o sobrenadante
contendo RNA e depositado em um novo tubo de poliestireno de 0.5 mL e
armazenadas no -70 °C para posteriores analises moleculares.

Para a extracdo de DNA foram realizadas lavagem das pérolas obtidas nas
etapas anteriores. Foi adicionado 200 pL do reagente tampé&o de lavagem do DNA
nas amostras e realizada o vortex por 2 minutos por 1100 rpm até a mistura se
apresentar totalmente na cor de chocolate. As amostras foram colocadas no suporte
magneético por 2 minutos até a amostra clarear e os pérolas serem depositados ao
fundo do tubo. O supernadante foi removido com uma pipeta e foram repetidos todos
0S passos anteriores.

Foi adicionado 200 yL do reagente solucéo de lavagem 2 (wash buffer 2), afim
de continuar a lavagem das pérolas no DNA. Foi realizada um vértex por 1 minuto na
velocidade de 1150 rpm, até a mistura se apresentar totalmente na cor de chocolate.
A amostra foi colocada no suporte magnético por 2 minutos até a amostra clarear e
os pérolas serem depositados ao fundo do tubo. Foi descartado o supernadante com
uma pipeta e repetido os passos anteriores. Apds o término da segunda lavagem, as
amostras foram centrifugadas por 2 minutos na velocidade de 1150 rpm afim de secar
as pérolas.

O ultimo passo da extracdo do material genético consistiu na eluicdo do DNA.
Para isso, foram adicionados 50 pL do reagente solucéo de elui¢édo as pérolas (elution
solution). Apés a adicdo, as amostras foram vortexadas por 5 minutos por 1150 rpm
até se apresentarem na cor de chocolate. As amostras foram colocadas no suporte
magneético por 2 minutos, até clarearem e as pérolas serem depositados ao fundo do
tubo. O supernadante, que continha o DNA purificado, foi depositado em um novo
tubo de poliestireno de 1.5 mL e armazenado no -70 °C até os proximos

processamentos.
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4.3 Ensaio de PCR em tempo real

O ensaio quantitativo de PCR em tempo real (QPCR) foi performado usando o
kit comercial AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Life Technologies, Califérnia, EUA),
para quantificar a carga viral, através das regifes-alvo U54, U56 e U37 de HCMV,
HHV-6 e HHV-7, respectivamente. Este ensaio ndo permite a diferenciacdo entre
HHV-6A e HHV-6B nas amostras. O Multiplex gPCR foi realizado em uma reagéo
composta pelos seguintes reagentes: 3,85 yL de &gua RNase/DNAase free
(ThermoFischer Scientific, Massachusetts, EUA), 1 pL do reagente 25x PCR Enzyme
(Mix Life Technologies, California, USA), 2.5 uL de cada oligonucleotideo (3 uM), 2 pL
de sonda (0.4uM), 12.5 uL de tampéo e 1x PCR Buffer (Life Technologies, California,
USA).

Os oligonucleotideos e sondas utilizados neste estudo para a deteccdo dos
betaherpesvirus foram descritos por Raposo e colaboradores (Raposo et al., 2019).
Curvas padrdes sintéticas foram utilizadas para quantificacdo absoluta do DNA viral,
variando de 5 a 5x108 cépias/ pL (Raposo et al., 2019). A curva padrdo é constituida
a partir de diluicbes seriadas na base 10 de um plasmideo contendo o DNA alvo
previamente quantificado, que entéo é incluida em um ensaio de PCR em tempo real
para determinar a carga viral das amostras teste (Malheiros, 2017). Na tabela 4 estao
demonstradas as sequéncias de primers, sondas e curvas padrdo utilizadas na técnica

de multiplex qPCR.
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Tabela 4 — Sequéncias de primers, sondas e curvas padrdo utilizadas no ensaio de
PCR em tempo real (QPCR)

Virus Primer Primer Sonda Curva padréo
senso antisenso

HCMV | GGCCGTTA | GGCCTCGTA | CCGTATTG | TTCGTGGCCTCGTAGTGAAAATTA
CTGTCTGC | GTGAAAATTA | GTGCGCG

AGGA ATGGT ATCTGTTC ATGGTCGTATTTGAACAGATCGC
AA- NFQ- | GCACCAATACGGATGCGTTCCTG

MGB | cAGACAGTAACGGCCCTGATA

HHV-6 | AAAGACCT | GCAAGCTCAT | TTAGATGG | TTCGTGCAAGCTCATGAACATCG
AAATTGCC TGGTGAGC

GCTACCT GAACATCGTC TGGGATCG TCACGTATACCGATCCCAGCTCA
A GT- NFQ- CCACCATCTAAATGCGTAGGTAG
MGB

CGGCAATTTAGGTCTTTCTGATA

HHV-7 | CGGAAGT | CCAATCCTTC | CTCGCAGA | TTCGTCCAATCCTTCCGAAACCG
ATCGTATCATGGCCAACAAGCAA

CACTGGA | CGAAACCGAT | TTGCTTGT TCTGCGAGATGCGTTTGTCATTAC

GTAATGAC TGGCCATG TCCAGTGACTTCCGCTGATA

AA - NFQ-MGB

Fonte: Raposo et al., 2019

Posteriormente, a solugcdo foi homogeneizada no voOrtex sofreu uma
centrifugacdo de 30 segundos na centrifuga 5427 R Eppendorf (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha). Apoés isso, foram adicionados 25 pL da mistura em cada tubo
de poliestireno de 1.5 mL devidamente identificados e 5 pL da respectiva amostra de
DNA viral extraido anteriormente como consta no item 3.2., e novamente as solucées
foram homogeneizadas e centrifugadas por 30 segundos.

Em seguida, as amostras foram colocadas no termociclador para amplificar os
genes de interesse do HCMV, HHV-6 e HHV-7 mencionados anteriormente, sendo

submetidas ao seguinte ciclo de temperaturas apresentado na tabela 5.
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Tabela 5 — Termociclagem referente ao ensaio de PCR em tempo real

Etapa Temperatura Tempo
Ativagao 50 °C 2 minutos
Desnaturagéo 95 °C 10 minutos
Ativagéo da Tag-Polimerase 95 °C 10 minutos
Desnaturagéo* 95 °C 15 segundos
Hibridizagao* 60 °C 1 minuto
Extenséo* 60 °C 1 minuto

*As etapas de desnaturacdo, hibridizacéo e extensao tiveram, ao total, 40 ciclos.

4.4 Anélise estatistica

Os dados obtidos referentes as variaveis de tipos de leséo, sexo, idade, cor de
pele, quadro clinico e tamanho da lesdo e os resultados dos testes moleculares foram
categorizados e armazenados em um banco de dados criado no Microsoft Office Excel
(Microsoft Corporation, EUA). A analise estatistica descritiva foi realizada com
distribuicdo de frequéncias. Em seguida, a normalidade de distribuicdo de dados foi
avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
foi usado para comparar os dados. A correlacéo foi estimada pelo teste de Spearman
(os dados néo predefiniram a distribuicdo normal). Para analise estatistica, foi utilizado
0 programa Statistical Package for the Social Science SPSS 20.0 (SPSS Inc, Chicago,
EUA). Um valor de p<0.05 e intervalos de confianca de 95% foram considerados

estatisticamente significativos para todas as analises.
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5. RESULTADOS

5.1 Perfil sociodemografico e clinico de individuos com lesdes em

glandulas salivares

O presente estudo foi retrospectivo de corte transversal, tendo 68 amostras
processadas de material parafinado de pacientes com lesfes em glandulas salivares.
Foi observado que os individuos participantes do estudo possuiam idade entre 5
meses e 68 anos, tendo idade média de 31.33 (+16.48) e mediana de 30 anos.

Dentre os pacientes, a maioria era pertencente ao sexo feminino (54,4%), tendo
média de idade de 33.19 (+14.60) e 45,6% pertencentes ao sexo masculino com
média de idade de 29.58 (+18.27), tabela 6. Em relacdo a cor de pele, a maior parte
dos individuos eram brancos (47,1%), seguido por negros (13,2%) e 39,7% individuos
sem informagdes sobre a cor de pele.

Em relacéo aos tipos de lesdo neoplasica e ndo neoplasica, foi observado que
35/68 amostras parafinadas eram classificadas em lesdo ndo neoplasica do tipo
mucocele (51,5%), 27/68 amostras de lesdo neoplasica do tipo adenoma pleomorfico
(39,4%) e 6/68 amostras de lesdo neoplasica do tipo carcinoma mucoepidermodide
(8,8%).

Quando observados os tipos de lesdo em relacdo ao sexo dos individuos,
observa-se que o0 sexo feminino apresentou maior predominancia a apresentar
gualquer tipo de lesdo em relacdo aos individuos do sexo masculino. A lesao
neoplasica do tipo adenoma mucoepidermodide foi a mais predominante entre os
individuos do sexo feminino (26,5%) e 30,9% dos individuos do sexo masculino
apresentaram a lesdo nao neoplasica do tipo mucocele como a mais predominante.
Quando avaliamos as variaveis tipo de lesdo e sexo, observa-se correlacdo positiva e
moderada através do teste de Spearman com significancia estatistica (r6=0.252;
p=0.010), tabela 6.

Foi observado que as idades entre 10-20 anos e 30-40 anos, foram as faixas
etarias nas quais foram mais detectadas lesdes salivares, apresentando 23,5% e
20,6% das lesdes, respectivamente. Apesar destes grupos serem mais vulneraveis,
houve uma inversao nos tipos de les6es em glandulas salivares. Foi observado que a
idade e o tipo de lesdo salivar apresentam correlacdo forte e positiva (r6=0.503) e

significancia estatistica (p=0.000).
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Quanto ao quadro clinico dos pacientes com lesdes salivares, as lesfes se
apresentavam em forma de nddulos em glandulas salivares em 36,7% dos individuos,
porém 38,2% n&o apresentavam dados sobre o quadro clinico. Em relag&o ao local
das lesdes, observa-se que maioria das lesdes foram localizadas na regido dos labios
superior e inferior, 11,7% e 20,5%, respectivamente, apresentando tamanho superior

a4 cm, tabela 6.

Tabela 6. Distribuicdo das caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes com

lesbes em glandula salivar de acordo com tipos de leséo

X? r Total = 68
Tipo de Mucocele Adenoma Carcinoma p=0.000 1.000 68(100%)
Leséao 35(51,5%) 27(39,7%) 6 (8,8%)
Sexo p=0.010 0.252
Masculino  21(30,9%) 9(13,2%) 1 (1,5%) 31(45,6%)
Feminino  14(20,6%) 18(26,5%) 5 (7,3%) 37(54,4%)
Idade p=0.000 0.503
0-10 5(7,3%) 0(0,0%) 0 (0,0%) 5 (7,3%)
10-20 13(19,1%) 3 (4,4%) 0 (0,0%) 16(23,5%)
20-30 8 (11,7%) 5(7,3%) 1 (1,4%) 14(20,6%)
30-40 5(7,3%) 9(13,2%) 0 (0,0%) 14(20,6%)
40-50 1(1,4%) 5(7,3%) 2 (2,9%) 8 (11,8%)
50-60 1(1,4%) 3(44%) 3 (4,4%) 7 (10,3%)
> 60 1(1,4%) 2(2,9%) 0 (0,0%) 3 (4,4%)
Semdados  1(1,4%) 0(0,0%) 0 (0,0%) 1 (1,5%)
Cor de pele - 1.000
Brancos 24(35,3%) 5(7,3%) 3 (4,4%) 32(47,1%)
Negros 4(59%) 4(59%) 1(1,5%) 9 (13,2%)
Semdados  7(10,3%) 18(26,5%) 2 (2,9%) 27(39,7%)
Quadro - -
clinico
Nédulo 7 (10,2%) 17 (25%) 1 (1,5%) 25(36,8%)
Nodulo/papula 4 (5,9%) 1(15%) 4 (5,9%) 9(13,2%)
Vesicula/bolha 8(11,8%) 0 (0%) 0 (0%) 8 (11,8%)
Semdados  16(23,5%) 9 (13,2%) 1 (1,5%) 26(38,2%)
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Localizacao - -

L&bio superior 8 (11,7%) 0 (0%) 0 (0%) 8 (11,8%)
Labio inferior  14(20,5%) 0 (0%) 0 (0%) 14(20,6%)
Lingua 1(1,4%) 1(1,4%) 1 (1,4%) 3 (4,4%)
Ventre da 2 (2,9%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (2,9%)

lingua
Mucosa jugal 1(1,4%) 1(1,4%) 2 (2,9%) 4 (5,9%)
Mucosa labial 5 (7,3%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (7,3%)
Mucosa labial 3 (4,4%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (4,4%)
inferior
Regido 0 (0%) 0 (0%) 1 (1,4%) 1 (1,5%)
retromolar
Assoalho 1 (1,4%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (1,5%)
bucal
Palato duro 0 (0%) 16(23,5%) 2 (2,9%) 18(26,5%)
Palato mole 0 (0%) 4 (5.8%) 0 (0%) 4 (5,9%)
Sem dados 0 (0%) 5 (7,3%) 0 (0%) 5 (7,3%)
Tamanho da - -
lesé@o
<4cm 11(16,2%) 7 (10,3%) 5 (7,3%) 23(33,8%)
>4 cm 0 (0%) 2 (2,9%) 0 (0%) 2 (2,9%)
Sem dados  24(35,3%) 18(26,5%) 1 (1,5%) 43(63,2%)

p-valor e correlacdes através do teste de Spearman (r). O Teste de Spearman foi utilizado para realizar
as comparacdes entre a variavel tipo de leséo com as variaveis de idade, sexo e cor da pele.

5.2 Deteccdo de HCMV, HHV-6 e HHV-7 em amostras de lesdes salivares

atraveés do ensaio de gPCR

Do total de 68 amostras processadas, apenas 18 (26,5%) foram negativas para
todos os Betaherpesvirus humano analisados. Entre as amostras positivas, 36 foram
positivas para HCMV (52,9%), 32 para HHV-6 (47,0%) e 27 para HHV-7 (39,7%). O
HCMV foi encontrado na maioria das amostras e com a maior média de carga viral
8.09 (x 2.89), em relacdo ao HHV-6 (8.05; + 2.60) e HHV-7 (7.90; + 2.66), figura 4.13.

Através do coeficiente de correlacdo de Spearman foi encontrada correlacéo positiva
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e moderada entre as cargas virais de HCMV e HHV-6 (r6= 0.238) (p= 0.003), HCMV
e HHV-7 (r6=0.468) (p=0.003) e HHV-6 e HHV-7 (r6= 0.419) (p= 0.014), porém sem
significancia estatistica.

Foi observado que os individuos pertencentes ao sexo masculino
apresentaram predominancia na detec¢édo de HHV-6 (46,9%), enquanto os individuos
do género feminino apresentaram maior deteccdo de HCMV e HHV-7,
respectivamente 66,6% e 63,0%. Foi encontrada diferenca estatistica entre o sexo e
0 virus detectado (p=0.042).

Foi visto que individuos entre 10-20 e 30-40 anos apresentaram maior detec¢céo
de HCMV, HHV-6 e HHV-7. Em relacdo a faixa etéria, foi encontrada correlacédo
negativa HCMV (r6= -0.038) e correlacao positiva entre HHV-6 (ro= 0,066) e HHV-7
(r6=0,011), porém sem significancia estatistica entre HCMV (p=0,794), HHV-6
(p=0,0688) e HHV-7 (p=0,946), tabela 7.
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Figura 4.13. Carga viral de HCMV, HHV-6 e HHV-7 em amostras parafinadas de individuos com
neoplasia em glandula salivar.
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Tabela 7 — Deteccao de HCMV, HHV-6 e HHV-7 entre os pacientes com lesbes em

glandula salivar.

HCMV HHV-6 HHV-7
Variavel n=36 (52.9%) n=32 (47.0%) N= 27 (39.0%)
Sexo
Feminino 24 (66,6%) 17 (53,1%) 17 (63,0%)
Masculino 12 (33,3%) 15 (46,9%) 10 (37,0%)
Idade p=0.794 p= 0.688 p=0.946
0-10(n=5) 3 (8,3%) 3 (9,4%) 1 (3,7%)
10 - 20 (n = 15) 10 (27,8%) 9 (28,1%) 8 (29,6%)
20 — 30 (n = 13) 4 (11,1%) 4 (12,5%) 5 (18,5%)
30-40 (n=16) 10 (27,8%) 7 (21,9%) 7 (26,0%)
40-50 (n=8) 3 (8,3%) 3 (9,4%) 2 (7,4%)
50 — 60 (n = 6) 4 (11,1%) 4 (12,5%) 3 (11,1%)
> 60 (n = 4) 0 (0%) 1 (3,1%) 0 (0%)
Sem dados (n = 3) 2 (5,5%) 1(3,1%) 1(3,7%)

5.3 Andlises entre as detec¢cdes de Betaherpesvirus humano e os tipos de lesdes

em glandulas salivares.

Em relacdo as lesbes em glandula salivar foi observado que no adenoma
pleomorfico foi detectada a maior prevaléncia de HCMV, HHV-6 e HHV-7 quando
comparado com os demais tipos de lesbes salivares.

Na lesdo neoplasica do tipo adenoma verificamos maior deteccdo do HHV-6
em relacdo ao HCMV e HHV-7, apresentando taxa de 65,6% (21/32) de deteccdo.
Além disso, na lesdo do tipo mucocele foram detectados percentuais de 38,9% para
HCMV, 31,02% para HHV-6 e 37,0% para HHV7. Tambémfoi observado que na leséo
do tipo carcinoma mucoepiderméoide foram detectados percentuais de 11,1% para
HCMV, 3,1% para HHV-6 e 7,4% para HHV-7. Através do teste de correlacdo de

Spearman ndo foi encontrada correlacdo entre o virus e o tipo de lesdo, sem
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diferenca estatistica entre essas duas variaveis (HCMV p=0.608; HHV-6 p=0.636;
HHV-7 p=0.475) (Tabela 8).

Tabela 8 — Detecgéo de HCMV, HHV-6 e HHV-7 em lesdes de glandula salivar

HCMV (n=36) HHV-6 (n=32) HHV-7 (n=27)

p-valor p=0,608 p=0,636 p=0,475
Leséo

Adenoma 18 (50,0%) 21 (65,6%) 15 (55,5%)

pleomorfico (n=35)

Mucocele 14 (38,9%) 10 (31,2%) 10 (37,0%)
(n=27)

Carcinoma 4 (11,1%) 1 (3,1%) 2 (7,4%)

mucoepidermoide

(n=6)

5.4 Comparacao das taxas de coinfec¢cdes e monoinfec¢fes entre HCMV, HHV-

6 e HHV-7 entre as lesdes em glandulas salivares

As taxas de coinfec¢cdes entre HCMV, HHV-6 e HHV-7 nas amostras
parafinadas de neoplasias em glandulas salivares foram analisadas. Dentre as 50
amostras que apresentavam positividade para alguns dos virus, 18 amostras foram
negativas. Foi observada que 20 amostras (40,0%) apresentavam monoinfeccao,
sendo a monoinfeccdo por HCMV detectada em 9 amostras (18,0%), HHV-6 em 8
amostras (16,0%) para e HHV-7 em 3 amostras (6,0%).

As coinfecc¢des foram detectadas em 30 amostras (60,0%). Uma alta taxa de
tripla-infeccdo (HCMV/HHV-6/HHV-7) foi encontrada (n=15; 30%), seguida de
coinfeccdo por HCMV/HHV-6 (n=6; 12,0%), HCMV/HHV-7 (n=n=6; 12,0%) e HHV-
6/HHV-7 (n=3; 6,0%) Figura 4.14.
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Figura 4.14 — Porcentagem de coinfec¢des entre HCMV/HHV-6/HHV-7 detectadas nos individuos alvo
do estudo.

Além disso, foram observadas as coinfec¢cdes e monoinfeccdes de acordo com
os tipos de lesdes salivares. Foi encontrado a maior taxa de coinfeccbes (60,0%;
n=18) nas lesdes do tipo mucocele, seguido por 33,3% (n=10) em adenoma
pleomorfico e 6,7% (n=2) em carcinoma mucoepidermodide (Tabela 9).

Na leséo do tipo mucocele, foi observado 33,3% de positividade para a tripla
infeccdo HCMV/HHV-6/HHV-7, 16,7% para HCMV, HHV-6, 6,7% para HCMV/HHV-7
e 3,3% para HHV-6/HHV-7. Na lesdo do tipo adenoma pleomérfico, foi observado
16,7% para a tripla infeccdo, 3,3% para HCMV/HHV-6, 6,7% para HCMV/HHV-7 e
HHV-6/HHV-7. J4 a lesdo do tipo carcinoma mucoepidermoodide somente foi
observada coinfeccdo entre HCMV/HHV-7, tendo 6,7%.

Em relacdo as monoinfeccdes, foi observado que a lesdo do tipo adenoma
pleomorfico apresentou maiores taxas de monoinfeccdes (45,0%; n=9), seguida pela
lesdo do tipo mucocele (n=8;40,0%) e carcinoma mucoepidermoodide (15,0%; n=3).

Na lesdo do tipo mucocele, foi observada alta taxa de infecgdo causada por
HHV-6 (25,0%; n=5), seguida por 10,0% (n=2) de HHV-7 e 5,0% (n=1) de HCMV. Na
lesé@o do tipo adenoma pleomorfico foi observado 30,0% (n=6) de infeccdo causada
por HCMV, 10,0% (n=2) por HHV-6 e 5,0% (n=1) de HHV-7. Por fim, na lesé@o do tipo

carcinoma mucoepidermodide, foi observada apenas infec¢des causadas por HCMV
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tendo 10,0% (n=2) de positividade e 5,0% (n=1) de infeccdo causada por HHV-6,
sendo ausente a infecgéo causada por HHV-7.

Tabela 9 — Coinfec¢des e monoinfecgdes entre HCMV, HHV-6 e HHV-7 nos diferentes

tipos de lesbes em glandulas salivares

Coinfeccdes Mucocele Adenoma Carcinoma Total
(N=30) (N=26) (N=19) (N=5) coinfecgbes
HCMV/HHV-6/HHV-7 10 (33,3%) 5 (16,7%) 0 (0,0%) 15 (50,0%)
HCMV/HHV-6 5 (16,7%) 1 (3,3%) 0 (0,0%) 6 (20,0%)
HCMV/HHV-7 2 (6,7%) 2 (6,7%) 2 (6,7%) 6 (20,0%)
HHV-6/HHV-7 1 (3,3%) 2 (6,7%) 0 (0,0%) 3 (10,0%)

Total (lesdes) 18 (60,0%) 10(33,3%) 2 (6,7%) -

Monoinfecgdes Total

(N=20) monoinfecgdes
Apenas HCMV 1(5,0%) 6(30,0%) 2 (10,0%) 9 (45,0%)
Apenas HHV-6 5(25,0%) 2 (10,0%) 1 (5,0%) 8 (40,0%)
Apenas HHV-7 2 (10,0%) 1 (5,0%) 0 (0,0%) 3 (15,0%)
Total (lesdes) 8 (40,0%) 9 (45,0%) 3 (15,0%) -
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi analisado as infec¢des causadas por HCMV, HHV-6 e
HHV-7 em individuos com lesdes salivares do tipo adenoma pleomorfico, carcinoma
mucoepidermodide e mucocele. Em relacé@o aos tipos de lesbes salivares, a lesdo ndo
neoplésica do tipo mucocele foi a mais comum entre os participantes do estudo.

Um estudo realizado por Junior e colaboradores, demonstraram que em 3.127
amostras de neoplasias salivares analisadas no periodo de 1995 a 2018, a lesédo do
tipo mucocele foi a mais comum, sendo diagnosticada em 70,6% dos individuos,
dados similares ao que foi encontrado em nosso estudo (Junior et al., 2020). Além
disso, alguns estudos demonstram que além da leséo do tipo mucocele, a lesdo nédo
neoplésica do tipo adenoma pleomérfico também é a leséo salivar mais comum, o que
corresponde a esta leséo ter sido diagnosticada em grande parte dos individuos
participantes deste estudo (Senthilkumar & Nazargi Mahabob, 2012; Reinhemer,
Cordeiro e Rivero, 2019).

Em relacdo ao sexo, foi observado que individuos do sexo feminino
apresentavam maior predominancia a terem qualquer tipo de lesdo salivar quando
comparados com individuos do sexo masculino, sendo estes mais predominantes a
apresentarem a les&o do tipo mucocele. Dados oriundos do Brasil e da india tém
demonstrado que o adenoma pleomdérfico ocorre em maior predominédncia em
individuos do sexo feminino conforme demonstrado em nosso estudo, ocorrendo em
aproximadamente 60% dos casos (Thomas, D & Thomas, S., 2017; Cardoso et al.,
2014). Além disso, em nosso estudo a grande maioria dos individuos do sexo
masculino apresentou a lesdo do tipo mucocele como a mais prevalente, o que foi
pensado que talvez este tipo de lesdo exibisse preferéncia a ocorrer em individuos do
sexo masculino. Porém, um estudo realizado por Ferreira e colaboradores,
demonstraram que a lesdo do tipo mucocele ndo exibe preferéncia entre sexo,
podendo ocorrer em qualquer género e em qualquer glandula salivar (Ferreira et al.,
2015).

Além das caracteristicas de sexo, a faixa etaria também demonstrou relacao
com o aparecimento de lesbBes salivares. Foi observado que individuos
compreendidos entre 30-40 anos de idade apresentaram, em maior taxa, a lesao do
tipo adenoma pleomorfico, enquanto individuos das faixas 40-50 e 50-60 anos
apresentaram maior predominancia de carcinoma mucoepidermoodide. Alguns dados
epidemioldgicos tém demonstrado que a lesédo do tipo adenoma pleomorfico pode

ocorrer em qualquer faixa etéaria, tendo prevaléncia em individuos adultos jovens entre
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a 42 e a 62 década de vida (Cardoso et al., 2014). O perfil epidemiolégico em relagéo
ao sexo e ocorréncia de lesdes salivares foi descrito por Vargas e colaboradores, foi
observado que a predominancia destas les6es era maior em mulheres a partir da 42
década, ou seja, dos 30 aos 40 anos de idade, como apresentado neste estudo
(Vargas et al., 2002). Ja em um outro estudo realizado no Reino Unido por Jones e
colaboradores, mostrou que o carcinoma mucoepidermodide foi encontrado em
individuos de 16 a 64 anos de idade, possuindo o adenoma pleomérfico incidente em
individuos com idades entre 14 a 95 anos, demonstrando que lesGes em glandula
salivar sdo possiveis de ocorrer mesmo em individuos mais jovens (Jones et al.,
2008).

Varios virus de DNA que infectam humanos, como os Betaherpesvirus humano,
tém sido detectados em uma grande variedade de tumores, sendo a maioria destes
patogenos também detectados em amostras de saliva e de tecidos salivares (Fox et
al., 1990; Sada et al.,, 1996; Melnick et al., 2013; Shanehsazzadeh et al., 2014,
Almanan et al., 2017 Chen et al., 2017; Gabrielli et al., 2017; Razonable, 2019). Neste
estudo, dentre as 68 amostras parafinadas processadas, o HCMV apresentou maior
prevaléncia dentre os trés virus estudados, tendo 52,9% de positividade. E descrito
na literatura que o HCMV, assim como o HHV-6 e HHV-7, possui tropismo por células
epiteliais de glandulas salivares, tendo atividade replicativa em células acinares, além
de estabelecer laténcia nesses orgaos (Jayaraj et al., 2015; Waters et al., 2019).

E visto na literatura que estes virus tém sido detectados em amostras de saliva
de pacientes saudaveis e imunocomprometidos e em amostras de tecidos salivares e
neoplasicos, o que corresponde com os achados do nosso estudo, visto que as
glandulas salivares podem atuar como local de atividade destes virus (Sada et al.,
1996; Magalhaes et al., 2010; Shanehsazzadeh et al., 2014; Jayaraj et al., 2015;
Waters et al., 2019).

Em um estudo conduzido por Waters e colaboradores em amostras de saliva e
plasma de individuos com transplante renal, demonstrou que o DNA do HCMV foi
presente em 11/82 amostras de saliva e 16/82 amostras de plasma, possuindo 9/82
individuos com DNA viral presente nos dois tipos de amostra, sendo mais frequente o
DNA viral encontrado em amostras de saliva do que em amostras de plasma (Waters
et al., 2019). Em um estudo conduzido por Magalhdes e colaboradores em 182
amostras de saliva de individuos residentes do Rio de Janeiro, demonstrou
prevaléncia de 9,8% (18/182) de HHV-6, com deteccéo de 7,1% de HHV-6A (13/182)
e HHV-6B em 2,7% (5/182). Em relacdo ao HHV-7, o virus foi detectado em 12,6%
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(23/182) amostras processadas, sendo demonstrado que o HHV-6 foi 0 virus mais
prevalente dentre os individuos participantes do estudo (Magalhdes et al., 2010).
Demonstrando que a saliva possui papel na transmissdo do HCMV, uma vez que
encontrado DNA viral nestes fluidos, além de ser uma amostra biolégica importante
no diagnaostico deste virus.

Além da deteccédo do DNA do HCMV em amostras de saliva, existem alguns
estudos que demonstram a deteccdo do material genético deste virus em tecidos de
glandulas salivares. Chen e colaboradores demonstraram em pacientes do Norte da
Itélia com neoplasias em glandula salivar, que dentre 84 amostras de neoplasias em
glandula salivar (80 amostras de tumores de glandulas parétidas e 4 de tumores de
glandulas submandibulares) e 28 de glandulas salivares saudaveis, o DNA do HCMV
foi detectado em 5 amostras de neoplasia salivar e em 1 amostra de glandula salivarr
saudavel, sendo observado alta frequéncia do DNA viral em 3/5 amostras de
neoplasias malignas de glandulas salivares (Chen et al., 2017). Demonstrando que,
além de ser detectado em amostras de saliva, 0 HCMV pode também ser detectado
em amostras de tecidos de neoplasias salivares e em glandulas salivares saudaveis.

Os trés virus estudados (HCMV, HHV-6 e HHV-7) foram detectados em grande
parte dos individuos participantes do estudo, e ainda foi observado que as faixas
etarias entre 10-20 e entre 30-40 anos de idade foram as mais prevalentes para estes
virus. E observado na literatura que o HCMV, o HHV-6 e o HHV-7 s&o capazes de
infectar individuos na primeira infancia, tornando-se latentes para o resto da vida do
hospedeiro (Ongrandi et al., 2017; Handous et al., 2020). Dados epidemiolégicos de
diversos paises indicam que a infeccdo primaria pelo HHV-6 ocorre aos 2 anos de
idade, sendo incomum em individuos adultos, tendo reativacdes virais que podem
ocorrer em qualquer idade do individuo (King e Khalili, 2019). Em relacdo ao HHV-7,
dados de vérios paises tém sugerido que, geralmente, a infeccdo também ocorre na
infancia a partir dos 2 anos de idade, tendo cerca de 75% das criancas soropositivas
a partir dos 5 anos de idade (Flamand et al., 2014). Ja em relacdo ao HCMV, as
criancas geralmente séo infectadas pelo virus a partir dos 5 anos de idade, entretanto,
a metade dos individuos adultos sdo capazes de se infectarem aos 40 anos de idade
(CDC, 2010), o que corresponde a ser o0 segundo grupo mais prevalente nos dados
deste estudo.

Em relacdo a deteccdo de betaherpesvirus nos tipos de lesbes salivares, foi
visto que o adenoma pleomorfico foi a lesdo na qual mais teve deteccdo de HCMV,

HHV-6 e HHV-7, sendo mais prevalente para o HHV-6. E descrito na literatura que a
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presenca do HHV-6 em certos tipos de cancer, entretanto, a detecgcdo do virus em
células cancerigenas é insuficiente para a definicdo de um papel direto do HHV-6 na
tumorgénese (Eliassen et al., 2018). Além disso, o HHV-6 ndo € considerado
diretamente oncogénico, podendo atuar como um cofator que indiretamente estimula
o crescimento de células tumorais e, em alguns casos, cooperar com a atividade viral
de alguns virus, como o HPV e o EBV (Eliassen et al., 2018).

A tripla infeccao HCMV/HHV-6/HHV-7 coinfecgdes foi a mais detectada lesdes
em glandulas salivares, tendo o adenoma pleomaorfico como a lesdo na qual foi mais
detectada os diferentes tipos de coinfeccbes. E visto na literatura que estas
coinfec¢Bes sdo possiveis de acontecer, entretanto, ainda ndo é claramente descrito
como funciona a dindmica de coinfec¢do entre estes virus. A coinfec¢cdo entre o
HCMV, HHV-6 e HHV-7 foi descrita em um estudo no qual foi realizado a deteccao de
IgG e IgM em pacientes com leucemia, demonstrando que 15,8% das amostras
apresentavam coinfeccdo de HCMV/HHV-6, 5,3% apresentavam HCMV/HHV-7 e
2,1% apresentando tripla-infeccdo de HCMV/HHV-6/HHV-7 (Handous et al., 2020).

Além disso, a coinfecgéo entre HHV-6, HHV-7 e parvovirus B19 foi descrita em
amostras de sangue de pacientes com diagnéstico de encefalomielite cronica,
demonstrando que a coinfec¢éo entre HHV-6/HHV-7 foi a menos detectada entre os
pacientes, tendo taxa de 9,2% (Chapenko et al., 2012). Estes dados se assemelham
com o encontrado neste estudo, apresentando também a menor deteccdo de
coinfeccao entre HHV-6/HHV-7.

A presenca de carga viral e replicacdo ativa (deteccdo de mRNA) de HHV-6 e
HHV-7 em fluido oral foi descrita recentemente pelo nosso grupo, em artigo publicado
por Raposo e colaboradores em amostras de saliva. No estudo, os autores
demonstraram que a carga viral de HHV-6 e HHV-7 aumentou apds o
comprometimento imunoldgico desses pacientes causado apdés transplante renal. Os
autores relatam que todo o processo de replicacdo viral do HHV-6 e HHV-7 é
independente e pode ocorrer nas glandulas salivares, podendo ter sinergia positiva
entre os virus. Além disso, a comparacao entre cargas virais mostrou que o HHV-6 e
o HHV-7 apresentaram replicacdo viral simultanea nesses individuos (Raposo et al.,
2020). Respondendo a coinfeccdo entre HHV-6/HHV-7 encontrada em nosso estudo.
No presente estudo foi observado que os Betaherpesvirus humano como o
HCMV, HHV-6 e HHV-7 podem ser detectados em tecidos de glandula salivar. A alta
deteccdo de HCMV, HHV-6 e HHV-7 e a presenca de carga viral em lesdes em

glandulas salivares podem ser importantes para entender o papel destes patégenos
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nestas patogenias, porém sao necessarios mais estudos para investigar a replicacao
destes virus ou patdgenos nas glandulas salivares, na tentativa de se estabelecer

relacéo causal entre a detecgéo destes e a patologia apresentada.
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7. Conclusdes

Dentre os 68 individuos participantes do estudo, a maioria era pertencente ao sexo
feminino e autodeclarados como brancos. Em relacdo ao tipo de lesao salivar, a lesao

do tipo mucocele foi a mais predominante entre os individuos.

A deteccao de betaherpesvirus humano em amostras parafinadas de lesdes salivares
foi alta, 52,9% para HCMV, 47,05% para HHV-6 e 39,7% para HHV-7, sendo o0 HHV-
6 mais detectado na lesdo do tipo adenoma pleomorfico e carcinoma

mucoepidermodide em idades mais avancadas.

N&o houve correlagéo entre a carga viral de HCMV, HHV-6 e HHV-7 e os tipos de

lesdes adenoma pleomorfico, carcinoma mucoepidermodide e mucocele.
A leséo do tipo mucocele foi a mais predominante entre os individuos, em relacao aos
demais tipos de lesdo. Foi observado alta deteccdo de HHV-6 na lesdo do tipo

adenoma pleomorfico.

A maioria das coinfeccOes detectadas foi a tripla-infeccdo HCMV/HHV-6/HHV-7,

sendo esta mais prevalente na lesédo do tipo adenoma pleomaorfico.
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Nocessita Apreclagdo da CONEP:
Nao

SAD PALO, 08 de Novembro de 2018

Assinado por:
Alyne Simbes Gongalves
(Coordenador(a))

Endurego:  Av Prof Lines Preates 2227 - 1" ancler | sl 02 die scdmureatracic

Barro: Crimde Unversting CEP: 05508900
ue: 5P Municipio:  SA0 PAULO
Telelone: |1 155001- 7080 Fax: (1100057940 Emal: ceplofiug bn
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