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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar os dados preliminares da detecgdo do Epstein-Barr
Virus (EBV) pela reacdo de hibridizagdo in situ cromogénica (CISH) nas amostras
encaminhadas ao Nucleo de Patologia Quantitativa/Instituto Adolfo Lutz. Os 12 casos
com suspeita da presenca do EBV foram recebidos no periodo de outubro de 2011 a julho
de 2012, totalizando 14 amostras, sendo que quatro casos apresentavam resultados
prévios pelo estudo imuno-histoquimico (IHQ): trés negativos e um positivo para o
EBV LMP-1. Foi utilizado o Zytofast EBV Probe e o ZytoFast Plus CISH
Implementation Kit — HRP — DAB adaptado as condigdes do laboratério. A
positividade para EBER (Epstein-Barr Encoded Early RNAs) do EBV foi observada
em 10 amostras, inclusive nos trés casos previamente negativos pelo exame IHQ.
Concluimos, neste estudo preliminar, que a reacdo de CISH permitiu detectar
sequéncias génicas do EBV, mesmo em amostras negativas para proteina latente de
membrana (LMP-1) pelareacdo [HQ.
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ABSTRACT

The objective of this study was to analyze preliminary data from the detection of
Epstein-Barr Virus (EBV) by chromogenic hybridization (CISH) performed in
samples received by the Laboratory of Quantitative Pathology — Center of
Patology — Adolfo Lutz Institute. Twelve cases suspected to be positive for EBV
were received between October, 2011 and July, 2012, totaling 14 samples. Four
cases presented previous results by immunohistochemical reaction (IHC): three
cases were negative and one was positive for EBV LMP-1. ZytoFast EBV Probe
and ZytoFast Plus CISH Implementation kit — HRP-DAB were used and adapted
according to our laboratory conditions. Positive results for EBER (Epstein-Barr
Encoded Early RNAs) of EBV were observed in 10 samples, including those
three negative cases for IHQ. We concluded that CISH reaction allows detection
of genic sequences of EBV, even in samples testing negative for membrane latent

protein (LMP-1) by IHC reaction.

KEYWORDS: Epstein-Barr Virus. In situ hybridization. Lymphoma.
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O virus Epstein-Barr (EBV), agente etiologico
da mononucleose,' foi o primeiro virus a ser
descoberto como oncogénico,” podendo ser asso-
ciado aos linfomas, destacando-se os de Hodgkin
(LH), Burkitt e ao carcinoma indiferenciado da

. 3.5
nasofaringe,”” dentre outros.

O meio de transmissdo ¢ principalmente pela
saliva. Estudos epidemiologicos estimam que
90% da populacdo humana adulta estd infectada
pelo EBV, mas a maioria ndo desenvolvera

. 6,73
neoplasias.

As técnicas de hibridizagao in situ (ISH) séo
utilizadas para localizar sequéncias especificas
de acidos nucleicos em amostras celulares ou
teciduais, sendo apontada como "Gold Stan-
dard" na identificacdo da infecgdo latente pelo
EBVemLH."

A associagdo do EBV ao LH, sobretudo em
pacientes infectados pelo HIV,” eleva os riscos
de desenvolvimento de LH na presen¢a do EBV,

com relatos de até 100% de associagdo em
pacientes HIV positivos com LH e EBV." Desta
forma, a pesquisa para EBV torna-se particular-
mente relevante em pacientes soropositivos para
HIV, transplantados, recém-nascidos prematu-

. oo 9
ros ou 1mun0ssupr1rn1d0s.

O Nucleo de Patologia Quantitativa (NPQ) —
Centro de Patologia — Instituto Adolfo Lutz
(IAL) ¢ responsavel pela realizacdo de exames
biomoleculares para o diagnostico de doencas
de interesse em Saude Publica, utilizando a
patologia quantitativa e marcadores biologi-
cos/moleculares na investigagdo de doengas
infecciosas e neoplasicas. (Decreto Estadual
n°55.601/2010).

O Laboratério de Imuno-histoquimica (IHQ)
do Nucleo de Anatomia Patoldgica - IAL recebe,
para consulta, amostras da Rede SUS, tendo
padronizado, dentre outros marcadores, a reagao

de IHQ para detecc¢do da proteina LMP-1, que é
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expressa em algumas fases da infec¢do por EBV.
O NPQ iniciou a padronizacdo da técnica de
hibridizagdo in situ para o EBV em outubro de
2011, para complementar o atendimento aos casos
cujos resultados fossem negativos pela reagdo
IHQ, como por exemplo, linfoma de Burkitt.
Nesta fase de validagdo, o NPQ recebeu amostras
de interesse cientifico envolvendo pacientes HIV
positivos e 6bitos de pacientes transplantados com

suspeita de infeccao pelo EBV.

O objetivo deste estudo foi analisar a expe-
riéncia preliminar para a deteccdo do virus
Epstein-Barr em amostras fixadas em formalina

e incluidas em parafina.

No periodo de outubro de 2010 a julho de
2012, foram recebidos 12 casos de bidpsia ou
necropsia com suspeita da presenca do EBV,
dois deles com duas amostras, totalizando 14
amostras, que foram fixadas em formalina e
incluidas em parafina. As amostras eram
origindrias de diferentes instituicdes: FMUSP
(05); Emescam — Vitoria/ES (02); Hospital
Heliopolis (02); Instituto de Infectologia Emilio
Ribas (02); CRT-DST/Aids (01), cujas hipoteses
diagnosticas encontram-se na Tabela 1. Somente
4/14 (28,6%) apresentavam resultados prévios
de reagao de IHQ para o EBYV, utilizando
anticorpo para detec¢do da proteina latente de
membrana (LMP). O nimero de amostras variou
conforme as topografias apresentadas a seguir:

linfonodo (06); figado (03); reto (01); estobmago
(01); rinofaringe (01); massa cervical (01) e

topografiando referida (01).

Foi utilizado o ZytoFast EBV Probe e o
ZytoFast Plus CISH Implementation Kit — HRP-
DAB (ZytoVision, Bremerhaven, Alemanha),
adaptado as condigdes do laboratério. As reagoes
foram executadas com controles negativo e
positivo, sendo o controle positivo amostra
previamente analisada pela imuno-histoquimica.
As amostras positivas apresentaram coloragdo

nuclear marrom dourada.

Essa metodologia para deteccdo do EBV foi
realizada em amostras provenientes de blocos de
inclusdo em parafina, armazenadas no arquivo de
laboratério, com laudos liberados anteriormente.
Por se tratar de um estudo retrospectivo com
amostras de arquivo, justificamos a impossibili-
dade de obten¢do do TCLE.

A positividade para EBER do EBV foi
observada em 10/12 (83,3%) casos pela ISH.
Foram recebidos sete casos com hipotese diag-
nostica inicial de linfoma e, dentre eles, foi
observado positividade em 6/7 (85,7%). Em dois
casos foram recebidas duas amostras, sendo que
um deles demonstrou positividade em ambos
(linfonodo e figado) (caso 4 da Tabela 2), enquan-
to no outro foi observada positividade em apenas
um dos blocos de linfonodos (caso 1 da Tabela 2)
(Figura1).

Tabela 1. Distribui¢do da hipotese diagnostica inicial das amostras recebidas pelo Centro de Patologia, outubro de

2010 a julho de 2012

Diagnéstico inicial

N° de casos

Linfoma
Hepatite pos-transplante

Processo inflamatério crénico ulcerado

7

Carcinoma medular com multiplos focos de neoplasia neuroenddcrina 1

Linfoepitelioma

TOTAL

12
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Em relagdo aos quatro casos que

apresentavam resultados prévios pela reagao
de IHQ para o EBV LMP-1, um deles teve a
positividade confirmada, e os outros trés casos,
inicialmente negativos, demonstraram a
presenca do EBV pela hibridizagdo in situ,

conforme apresentado na Tabela 2.

CONCLUSAO

Nesta analise preliminar, observamos
positividade em 83,3% dos casos, mostrando a
importancia da utilizagdo de técnicas molecu-
lares mais sensiveis para o diagnostico de

agentes etiologicos virais como o EBV.

Devemos verificar que, no caso 1 deste
estudo, com duas amostras, a positividade foi
encontrada somente em uma delas, sendo que
a principal hipdtese a ser considerada nessa
situacdo ¢ de falha na fase pré-analitica, isto
¢, na fixacdo e processamento da amostra. A
ma qualidade do fixador ndo tamponado com
sais de fosfato; tempo excessivo ou insufi-
ciente de fixacdo; recipiente inadequado para
fixagdo; volume insuficiente do fixador; entre
outros fatores, podem interferir tanto no
diagnostico como na pesquisa em patologia

molecular.

Tabela 2. Distribui¢do das amostras segundo topografias e sua correlagdo com os

diagnosticos de IHQ e CISH

RESULTADOS

N° do Topografias
Caso IHQ EBV - LMP-1 CISH EBV - EBER

Linfonodo axilar - positivo
1 Linfonodo axilar - negativo
2 Figado negativo positivo
3 Linfonodo - positivo

Linfonodo negativo positivo
* Figado negativo positivo
5 Nao referida - positivo
6 Massa cervical - positivo
7 Reto negativo positivo
8 Linfonodo cervical positivo positivo
9 Figado - negativo
10 Estébmago - negativo
11 Rinofaringe - positivo
12 Linfonodo cervical - Positivo

THQ — imuno-histoquimica; EBV — virus Epstein-Barr; LMP — proteina latente de membrana;
CISH - hibridizagao in situ cromogénica; EBER — (Epstein Barr Encoded Early RNAs)
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Essa metodologia para a deteccdo do EBV,
em fase de validagdo no NPQ, ja traz dados
promissores, por meio da detec¢do de sequén-
cias génicas de virus Epstein-Barr em casos

sem expressao imuno-histoquimica da proteina

viral LMP.
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