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RESUMO

A infecgdo pelo herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) e suas correlagdes clinicas nao
foram até o presente bem caracterizadas em individuos recém-infectados pelo HIV. Esse
estudo avalia a prevaléncia e correlacdes clinicas da infeccao pelo HHV-8 em uma coorte
de 228 individuos recém-infectados pelo HIV (virus da imunodeficiéncia humana), além
de estudar a incidéncia desta infeccdo apds um ano de acompanhamento. As sorologias
para HHV-8 foram realizadas através de imunofluorescéncia indireta para antigenos
latentes e liticos. Encontrou-se prevaléncia de 25,9% (59/228) no inicio do
acompanhamento. No modelo de analise univariada, foram encontradas associagdes
estatisticamente significantes com sexo masculino (p=0,05), transmissdao entre homens
que fazem sexo com homens (p=0,023), hepatite B (p=0,009), sifilis (0,034) e etnia negra
(p=0,021). No modelo multivariado permaneceram as associagdes com modo de
transmissao, hepatite B e etnia negra. Nao foram evidenciadas diferengas nas medianas
da contagem de linfocitos T CD4+ e na carga viral do HIV de acordo com positividade
para o HHV-8. Em termos de incidéncia, foram observadas 23/127 (18,1%)
soroconversoes na coorte apds 1 ano de acompanhamento. A partir deste estudo pode-se
concluir que o HHV-8 ¢ altamente prevalente em individuos recém-infectados pelo HIV.
Além disso, as correlagdes encontradas entre o HHV-8 e outras infecgdes sexualmente
transmissiveis corroboram a teoria de que estas infecgdes compartilham modos de

trasmissao comuns.

Palavras-chave: HHV-8; HIV; fatores de risco; co-infec¢do; infeccdo aguda; doencas

sexualmente transmissiveis.



ABSTRACT

Background: Human herpesvirus 8 (HHV-8) is the etiological agent for Kaposi’s
sarcoma, which occurs especially in HIV-infected subjects. HHV-8 infection and its
clinical correlates have not been well characterized in recently HIV-1-infected
individuals.

Methods: We assessed the HHV-8 seroprevalence, clinical correlates, and incidence after
one year of follow-up in a cohort of 228 recently HIV-1-infected individuals using
indirect immunofluorescence assay.

Results: The prevalence of HHV-8 infection at the time of cohort enrollment was 25.9%
(59/228). In the univariate model, there were significant associations with male gender
(p=0.05), black ethnicity (p=0.021), men who have sex with men (MSM) practice
(p=0.023), and previous hepatitis B virus (p=0.009) and syphilis (p=0.034) infections. In
the multivariate model we could still demonstrate association with MSM, hepatitis B, and
black ethnicity. No differences in mean CD4+ cell counts or HIV viral load according to
HHV-8 status were found. In terms of incidence, there were 23/127 (18.1%)
seroconversions in the cohort after one year.

Conclusions: HHV-8 is highly prevalent among recently HIV-1-infected subjects.
Correlations with other sexually transmitted infections suggest common transmission
routes.

Key words: HIV-1; HHV-8; co-infection; risk factors, recent infection; sexually

transmitted infections.
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1. INTRODUCAO



O herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) ¢ um virus da familia herpesviridae, identificado
como agente causador do sarcoma de Kaposi (SK). Esta implicado na patogénese de todas
as formas do SK, incluindo formas classicas, descritas em homens do Mediterraneo; formas
epidémicas relacionadas ao HIV-aids; formas iatrogénicas presentes em pacientes
transplantados submetidos a imunossupressao; até formas endémicas presentes em algumas
regides geograficas do mundo, como Africa sub-saariana. As formas de transmissdo do
HHV-8 incluem salivar, que ocorre principalmente na infancia em populagdes nas quais o
virus ¢ endémico, e sexual, que € importante em populacdes de risco (homens que fazem
sexo com homens). Outras formas de transmissdo incluem vertical, por sangue ou
transplante. A prevaléncia do HHV-8 na populagdo brasileira ¢ baixa, com excegao de
alguns grupos populacionais, como pacientes portadores do HIV. As informagdes sobre a

prevaléncia do HHV-8 em individuos recém-infectados pelo HIV sdo limitadas.

1.1 Isolamento

O agente etiologico do sarcoma de Kaposi foi primeiramente isolado por Chang et al.
(1994), que detectaram, através de técnica de PCR (polymerase chain reaction) e analise
representativa diferencial, seqiiéncias de DNA viral a partir de lesdes de sarcoma de Kaposi
de pacientes com aids. Essas seqiiéncias apresentavam homologia a virus da subfamilia
Gamaherpesvirinae, herpesvirus saimiri e virus Epstein Barr, porém constituiam uma
forma viral distinta, que foi inicialmente denominada herpesvirus associado ao SK, e
posteriormente denominada herpesvirus humano tipo 8. As mesmas seqiiéncias de DNA do
HHV-8 foram posteriormente encontradas em todas as outras formas de SK: cléssico,
iatrogénico ¢ endémico (MOORE; CHANG, 1995; HUANG et al., 1995; DUPIN et al.,
1995; KEDDA et al., 1996; ALUIGI et al., 1996).

Além de causar o SK, o HHV-8 ¢ também agente etiologico de outras doencas linfoides

raras: linfoma de efusdo primaria, no qual estd implicado em associacdo ao virus Epstein-



Barr (CESARMAN et al., 1995), e doenga de Castleman multicéntrica (SOULIER et al.,
1995).

1.2 Estrutura e subtipos

O HHV-8 ¢ virus da familia Herpesviridae, subfamilia Gamaherpesvirinae, caracterizada
por apresentar linfotropismo, sendo o unico rhadinovirus (gama 2-herpesvirus) que infecta
seres humanos (MOORE et al., 1996). E formado por um capsideo hexagonal que contém o
core central com DNA viral, circundado por material amorfo rico em proteinas denominado
tegumento, ¢ um envelope com glicoproteinas de superficie (SAID et al., 1997). No
momento da infec¢ao, glicoproteinas do envelope interagem com receptores da membrana
celular da célula hospedeira, ¢ promovem a liberacdo do contetido viral para o citoplasma
da célula. O DNA viral ¢ entdo movido para o nacleo da célula, onde assume forma

epissomal circular fechada (ROIZMAN, 2001).

O virus apresenta duas fases distintas: fase latente, na qual permanece dentro das células B,
e fase litica, na qual ha replicagdo viral ativa (ROIZMAN, 2001; COHEN et al., 2005;
BROWN et al., 2006). Durante a fase latente, o genoma do virus permanece sob a forma
epissomal no nucleo da célula do hospedeiro, com expressao de poucos genes e, portanto,
sem grande estimulo a resposta imunologica (MOORE et al., 1996). Nessa fase, sdo
produzidos os antigenos nucleares associados a laténcia (latency-associated nuclear
antigens - LANA), codificados a partir da regido ORF 73 do genoma viral. A detecg¢do de
anticorpos dirigidos a esses antigenos ¢ importante nos exames soroldgicos para
diagnostico da infeccao pelo HHV-8 (RAINBOW et al., 1997). Durante a fase litica, o
genoma viral ¢ ativado e inicia replicagdo, com expressao de multiplos genes e produgado de
proteinas estruturais do virus no citoplasma da célula do hospedeiro. Dentre os genes
ativados nessa fase, o ORF 65, que codifica um antigeno do capsideo viral (SIMPSON et
al., 1996), e o ORF K8.1, que codifica uma glicoproteina do envelope viral (RAAB et al.,

1998), sdao atualmente utilizados nos exames sorologicos. Os virus produzidos na fase



replicativa podem sair do reservatério linféide e atingir as células endoteliais, fase

importante na patogénese do SK (LUKAK et al., 1999).

O HHV-8 apresenta, portanto, comportamento compativel com os outros virus da familia
herpes, que se caracteriza pela capacidade de permanecer em estado de laténcia e de
apresentar reativacdo e atividade clinica em situagdes de imunossupressao (ROIZMAN,

2001).

Atualmente existem seis subtipos identificados do HHV-8, que variam principalmente no
gene K1, na regido open reading frame (ORF) Kl1. Inicialmente, Zong et al. (1997),
analisando as regides ORF 26 e ORF 75 do HHV-8 obtido de lesdoes de SK, agruparam as
amostras seqlienciadas em trés subtipos: A, que predominaria em regides com alta
prevaléncia de SK classico, e foi encontrado nas amostras de pacientes com aids dos
Estados Unidos; B e C, que seriam mais prevalentes na Africa. Posteriormente, analisaram
uma regido altamente varidvel do genoma do virus denominada ORF K1 e, através das
variacoes encontradas, por analise filogenética foi possivel identificar quatro subtipos
virais, denominados A, B, C e D, que puderam ser subclassificados em 13 variantes. Os
subtipos A e C foram encontrados na Europa, Asia e Estados Unidos, com excegdo do
subtipo A5, que foi encontrado em amostras africanas; o subtipo B foi isolado de amostras
provenientes da Africa e o subtipo D foi identificado a partir de amostras da Nova Zelandia
e Polinésia (ZONG et al., 1999).  Cook et al. (1999), ao estudar amostras dos subtipos
A, B e C, sugeriram que o subtipo B seria mais antigo filogeneticamente que os demais. O
subtipo E foi isolado por Biggar et al. (2000) entre indios da Amazdnia, nos quais foi
considerado endémico, e posteriormente foi identificado em populacdes indigenas
provenientes do Equador (WHITBY et al., 2004). Finalmente, o subtipo N foi identificado
a partir de amostras obtidas na Africa do Sul (ALAGIOZOGLOU et al., 2000). Apesar de
poder ser classificado em diversos subtipos, a variabilidade genética do HHV-8 dentro de
um unico individuo ¢ infreqiiente, e a recombinacao do virus ¢ muito rara (ZONG et al.,

2002).



No Brasil, os subtipos A, B e C foram os mais freqiientemente encontrados, além do
subtipo E isolado de amostras de amerindios. Caterino-de-Araujo (1998) analisou os
subtipos de HHV-8 presentes em sete amostras teciduais de SK de individuos com aids de
Sao Paulo, e os subtipos B e C foram predominantemente encontrados. Em ampla analise
genotipica do HHV-8 encontrado em diferentes regides geograficas do mundo, Zong et al.
(2002) incluiram amostras de 3 pacientes com SK provenientes do Brasil, tendo encontrado
os subtipos A e C. Nascimento et al. (2005), a partir de 60 bidpsias de lesdes de SK de 46
pacientes com diagndstico de HIV-aids de Sao Paulo, pesquisaram por nested-PCR a
presenca de DNA do HHV-8. Foram seqiienciadas 37 amostras de 33 pacientes, que
posteriormente foram submetidas a estudo filogenético para determinagdo do subtipo. O
subtipo A foi encontrado em 48% dos pacientes, o subtipo B em 21% e o subtipo C em
30%. Nao encontraram associacdo estatisticamente significante entre grupo étnico e subtipo
de HHV-8, porém houve maior freqiiéncia do subtipo A entre individuos homossexuais ou
bissexuais, ¢ do subtipo C entre pacientes heterossexuais. Posteriormente, Cunha et al.
(2005a) também realizaram pesquisa dos subtipos de HHV-8 em diferentes populacdes
brasileiras. Detectaram seqiiéncias de HHV-8 em 13 de 384 amostras de amerindios da
Amazonia, seis de 148 amostras de individuos com HIV de Salvador e 45,5% das amostras
de um grupo de pacientes com SK de Campinas. Procederam entdo a amplificacdo das
seqiiéncias encontradas e determinagdo dos subtipos de HHV-8. Em pacientes com SK,
foram detectados os subtipos A, B e C, sendo o subtipo C mais freqiientemente encontrado.
Entre as amostras de amerindios, os subtipos A e E foram encontrados. Entre os pacientes
soropositivos para HIV de Salvador, foi detectado o subtipo B e um subtipo ndo-
classificado. Ishak et al. (2007) amplificaram a regido ORF 26 de 7 amostras obtidas na
regido amazonica, sendo 4 provenientes de populagdes indigenas e trés de pacientes
soropositivos para HIV. Foram encontrados os subtipos C e E entre as amostras indigenas e

o subtipo B entre os pacientes soropositivos para HIV.



1.3 Transmissao

As formas de transmissdo descritas para o HHV-8 incluem salivar, sexual, vertical,

sanguinea e por transplante de 6rgaos (PICA; VOLPI, 2007).

A transmissao salivar tem sido considerada progressivamente mais importante, ndo apenas
em areas endémicas, mas também entre grupos de alto risco para a aquisicdo do virus

(PICA; VOLPI, 2007).

Em criancas, a via salivar seria responsdvel pela transmissdo, principalmente em
populagdes de baixo nivel socioecondmico. A expressao do HHV-8 na saliva de criangas na
populacdo de Uganda foi estudada, e demonstrou-se uma freqiiéncia de 43% de criangas
com expressdao salivar entre aquelas que possuiam sorologia positiva para o HHV-S,
enquanto nas maes a expressao salivar foi detectada em apenas 27%. A detec¢ao do HHV-8
na saliva foi associada a densidade populacional no domicilio, 0o que sugere transmissao
salivar intradomiciliar (MBULAITEYE et al., 2004). Em criangas provenientes de areas
com baixa prevaléncia do HHV-8 a transmissao horizontal também ocorre, porém ¢ menos

freqiiente que em areas endémicas (MARTRO et al., 2004).

Wojcicki (2003) alerta para a necessidade de se levar em conta praticas tradicionais
presentes em algumas culturas que envolvem uso de saliva, o que poderia potencializar a
transmissdo salivar de virus como o HHV-8. Nas populagdes estudadas na Africa Sub-
Sahariana, o autor destaca o uso de saliva em préaticas relacionadas a cura, rituais ou

iniciagoes, e praticas relacionadas a alimentacao.

Em estudo realizado com uma populacao da Guiana Francesa onde o HHV-8 ¢ endémico,
Plancoulaine ef al. (2000) encontraram prevaléncia geral de 13,3% de anticorpos dirigidos
ao HHV-8. Os autores estudaram correlagdes intrafamiliares na soropositividade para o
HHV-8 e encontraram associac¢des significantes na soropositividade entre mae e filho e

entre irmaos. Concluiram que nessa area endémica o HHV-8 ¢ transmitido principalmente



antes dos 15 anos, da mae para o filho ou entre irmaos, provavelmente por via salivar.
Posteriormente, os autores sugeriram a presenga de um gene recessivo que conferiria
susceptibilidade a infeccdo pelo HHV-8 nessa populagdo da Guiana Francesa
(PLANCOULAINE et al., 2003). Ao estudarem outra populagio endémica da Africa
Central, os autores ndo encontraram relacdo entre os titulos de anticorpos dirigidos ao
HHV-8 e o risco de transmissao de mae para filho e entre irmaos (PLANCOULAINE et al.,
2004). No entanto, outros autores encontraram associagao positiva entre altos titulos de
anticorpos maternos ¢ a probabilidade de transmissao do HHV-8 para o filho (SITAS et al.,
1999). A transmissao de mae para filho por contato salivar foi também sugerida em estudo
da populagdo sul-africana. Nesse estudo, a presenca de anticorpos dirigidos a antigenos
liticos (K 8.1) na mae, que sugeriria replicacao e expressao viral, foi associada a maior
risco de soropositividade nas criangas do que a presenca de anticorpos dirigidos a antigenos

latentes (MALOPE et al., 2007).

A transmissao salivar ¢ também considerada importante em grupos de risco para aquisi¢ao
de outras infec¢des por via sexual. Em estudo realizado em homens que fazem sexo com
homens, Pauk et al. (2000) investigaram a presenca de DNA do HHV-8 por PCR em
secrecOes orofaringeas, amostras anais e uretrais de 27 pacientes com sorologia positiva
para o HHV-8. O DNA do HHV-8 foi mais freqiientemente encontrado nas secregdes da
orofaringe; além disso, o nimero de copias encontrado foi maior em comparagdo com as
outras localizagdes. A pesquisa do DNA do HHV-8 foi positiva em 34% das amostras da
orofaringe, e em apenas 0,3% das amostras uretrais e 1% das amostras anais. Os autores
concluiram que contato com saliva ¢ uma importante via de transmissao nessa populagao,
porém ressaltaram que nao ¢ a Unica via implicada, ja que o DNA do HHV-8 foi também

detectado em amostras anais € uretrais de forma intermitente.

A transmissao sexual parece ser a via mais freqiiente em homens que fazem sexo com
homens (DUKERS et al., 2003). A prevaléncia ¢ maior entre estes do que entre
heterossexuais do sexo masculino, ¢ hd associacdo entre positividade de anticorpos
dirigidos ao HHV-8 e alguns marcadores de atividade sexual, como numero de parceiros e

duragdo da atividade sexual (MARTIN et al., 1998; ENGELS et al., 2007). Além disso, foi



encontrada associagdo estatisticamente significante entre infeccdo pelo HHV-8 e outros
virus de transmissao predominantemente sexual, como o virus da hepatite B e os virus
herpes simples tipos 1 € 2 (MARTIN et al., 1998; ENGELS et al., 2007). Em mulheres nao
foi encontrada associagdo entre marcadores de atividade sexual e infecgao pelo HHV-8. As
formas de transmissao sexual do HHV-8 sdo, no entanto, incertas, podendo ser dependentes

de contato salivar através de sexo oral (ENGELS et al., 2007).

Hé evidéncia também de transmissao vertical do HHV-8, no entanto esse tema permanece
controverso. Embora a deteccdo do HHV-8 em secregdo cérvico-vaginal pudesse favorecer
a hipotese de transmissao vertical (CALABRO et al., 1999), essa possibilidade foi
considerada bastante improvavel em estudo que incluiu um grupo de mulheres infectadas
pelo HIV. Nos casos onde houve transmissao de anticorpos dirigidos ao HHV-8 da mae
para o filho, houve negativacdo dos mesmos apds 24 meses, 0 que sugeriria transmissao
passiva de anticorpos da mae para o filho e nao infeccao das criancas (CALABRO et al.,
2000). Alta carga viral de HHV-8 foi detectada em um recém-nascido de mae soropositiva
para HIV que apresentava expressdo do HHV-8 em células mononucleares periféricas e
secrecao cérvico-vaginal. O subtipo do HHV-8 identificado na mae e na crianga foi o

mesmo (C3), o que fala a favor da transmissao perinatal do HHV-8 (LISCO et al., 2006).

A transmissdo do HHV-8 por transfusdo sanguinea foi demonstrada através do
acompanhamento de individuos que receberam transfusdes sanguineas em Uganda.
Individuos que receberam sangue soronegativo e soropositivo para o HHV-8 foram
acompanhados. O risco de soroconversao entre os individuos que receberam sangue
soropositivo foi de 2,8%. A aquisicdo do HHV-8 foi conseqiiente a transfusdo sanguinea
em 12 individuos incluidos no estudo. O risco de aquisicdo do HHV-8 por transfusdo
sanguinea diminui com o tempo de armazenamento do sangue, como ocorre com outros
herpesvirus (HLADIK et al., 2006). A transmissao através de contato com sangue pelo uso

de drogas intravenosas foi demonstrada (CANNON et al., 2001).

O HHV-8 também pode ser transmitido por transplante (REGAMEY et al., 1998; LUPPI et

al., 2003). A prevaléncia de anticorpos dirigidos ao HHV-8 entre um grupo de individuos



submetidos a transplante renal subiu de 6,4% antes do procedimento para 17,7% ap0s, e
houve associagao entre soropositividade do doador e posterior soroconversao do receptor

em 5 casos (REGAMEY et al., 1998).

Outros meios de transmissdao do HHV-8 foram sugeridos. A hipdtese de que outros fluidos
corporais como urina, sémen, ou fezes poderiam ser veiculos de transmissao foi aventada
(CATTANI et al., 1999). No Brasil, Santos-Fortuna e Caterino-de-Araujo (2005)
realizaram pesquisa de DNA do HHV-8 por PCR na urina de 55 pacientes com SK e 18
pacientes soropositivos para HIV sem SK. Apenas 11% dos pacientes com SK
apresentaram positividade, o que, segundo as autoras, poderia decorrer do fato de estarem
sob terapia antiretroviral. Entre os individuos soropositivos para HIV sem SK, encontrou-se
28% de positividade, que poderia representar infec¢des recentes em individuos que ainda
nao teriam desenvolvido SK. A presenca de particulas virais na urina poderia ter papel na

transmissao do virus em situagdes de condi¢des sanitarias precarias.

1.4 Ensaios laboratoriais

Os ensaios laboratoriais existentes para diagnostico do HHV-8 em geral conseguem
detectar, com sensibilidade e especificidade razoaveis, anticorpos nos individuos com SK,
porém em portadores assintomaticos do virus a concordancia entre os testes ¢ menor, 0s
indices de sensibilidade e especificidade decrescem e, portanto, o diagndstico torna-se mais
dificil (MARTIN et al., 2000). Nao ha, até o presente, definicdo do melhor teste para

diagnostico.

O fato de que nem todos os individuos infectados pelo HHV-8 expressam o DNA viral no
sangue periférico (WHITBY et al., 1995), associado a dificuldade em se obterem
populagdes de fato positivas e negativas para teste de antigenos, colabora para a dificuldade

na padronizagdo de testes diagndsticos (MARTIN et al., 2000; LANEY et al., 2006). Em
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geral, doadores de sangue provenientes de areas de baixa prevaléncia sdo considerados

controles negativos, ¢ individuos com SK sdo considerados controles positivos.

Os primeiros testes utilizados para detec¢ao de anticorpos dirigidos ao HHV-8 foram a
imunofluorescéncia indireta (IFT) (GAO et al., 1996b; SIMPSON et al., 1996; LENETTE
et al., 1996) e o immunoblotting (GAO et al., 1996a). As linhagens celulares atualmente
utilizadas como substrato incluem células BCP-1, infectadas pelo HHV-8 de forma latente
e ndo infectadas pelo EBV (virus Epstein-Barr) (BOSHOFF et al., 1998), ou células da
linhagem BCBL-1 (body cavity-based lymphoma), também infectadas pelo HHV-8 de
forma latente e nado infectadas pelo EBV, mas apos tratamento com acetato de
tetradecanoil-forbol-éster, algumas delas passam a expressar antigenos citoplasmaticos da
fase litica viral, enquanto outras mantém a expressao de antigenos nucleares da fase latente
(RENNE et al., 1996). A depender da linhagem celular utilizada como substrato e da
realizagdo da inducdo de fase replicativa do virus, a IFI pode ser realizada visando
pesquisar anticorpos dirigidos a antigenos da fase latente (GAO et al., 1996b; SIMPSON et
al., 1996; EDELMAN et al., 2000), ou antigenos das fases latente e litica (LENETTE et al.,
1996).

No Brasil, foi padronizado ensaio de imunofluorescéncia indireta “in house” para pesquisa
de antigenos latentes (IFI-latente) e antigenos liticos (IFI-litica). Utilizaram-se como
substrato cé¢lulas BCBL-1 infectadas pelo HHV-8 para pesquisa de antigenos latentes, e foi
realizada estimulagdo com o mitdgeno forbol-éster para pesquisa de antigenos liticos. As
sensibilidades encontradas para IFI-latente e IFI-litica foram de 75% e 90,9%
respectivamente, e as especificidades encontradas foram de 95,2% e 100% (CARBONE,
2002).

A imunofluorescéncia para antigenos latentes (IFI-latente), apesar de especifica, pode
apresentar sensibilidade varidvel em individuos infectados pelo HIV. Em pacientes com SK
relacionado a aids, a sensibilidade da IFI-latente pode variar de 52% a 93% (SOUZA et al.,
2007). Além disso, as contagens de linfocitos T CD4+ podem afetar a sensibilidade da

técnica. Em individuos com SK relacionado a aids e contagem de linfocitos T CD4+
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menores que 100 células/mm3 ha grande queda da sensibilidade da técnica, tendo sido
também demonstrada soroconversao naqueles pacientes inicialmente negativos para o
HHV-8 que tiveram aumento das contagens de linfocitos T CD4+ durante o
acompanhamento. A sensibilidade da IFI-latente foi de 100% nos individuos com

contagens de linfocitos T CD4+ superiores a 300 células/mm3 (SOUZA et al., 2007).

Outros testes para diagnostico incluem o ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),
que foi padronizado utilizando diversas proteinas do HHV-8: uma proteina recombinante
do capsideo viral (ORF 65) (SIMPSON et al., 1996, EDELMAN et al., 2000), uma
glicoproteina de classe I do virus denominada ORF K8.1 (ENGELS et al., 2000), ou até
antigenos nucleares latentes (LANA) (LANEY et al., 2006). Outra técnica ¢ a de whole-
virus ELISA, que detecta IgG a antigenos estruturais € nao estruturais do virus obtidos a
partir de lisado de células da linhagem KS-1 (CHATLYNNE et al., 1998) ou da linhagem
BCBL-1 (MARTIN et al., 2000).

A pesquisa da presenca de DNA viral por PCR em células mononucleares periféricas ou
outros tecidos nao resulta positiva em grande niimero de individuos infectados pelo HHV-8
(WHITBY et al., 1995). A positividade do PCR em células mononucleares periféricas de
individuos com SK ¢ de apenas 40-50%, ou seja, sua baixa sensibilidade praticamente o
exclui como técnica a ser empregada em estudos epidemiologicos de prevaléncia (SPIRA et

al., 2000).

Diversos estudos foram realizados para comparar os diferentes testes e determinar o nivel
de concordancia entre eles. Rabkin et al. (1998) compararam seis técnicas soroldgicas
diferentes para determinagdo de anticorpos dirigidos ao HHV-8, e encontraram variagdo
significante entre os testes. Os autores concluiram que em populagdes assintomaticas com
baixa prevaléncia do virus essa variagdao poderia causar estimativas maiores ou menores do
que a prevaléncia real de anticorpos na populacao. Os testes seriam adequados para estudos
epidemiologicos, € ndo para aferir a infecgdo em um determinado individuo. SPIRA et al.

(2000) compararam diversas técnicas soroldgicas para detec¢do de anticorpos dirigidos ao
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HHV-8, e concluiram que a IFI dirigida a antigenos liticos foi a mais sensivel (97% de

sensibilidade).

A comparacao do desempenho de diferentes testes foi também realizada utilizando soros
provenientes do Brasil. Nesse estudo, encontraram-se baixas sensibilidades e altas
especificidades nos ensaios de IFI-latente, ¢ o melhor desempenho foi encontrado com
técnica “in-house” de whole-virus ELISA, atingindo-se sensibilidade de 87% e

especificidade de 100% (NASCIMENTO et al., 2007).

Alguns autores sugerem associagdes de testes ou outros algoritmos para aumentar os
indices de sensibilidade e especificidade obtidos. Engels et al. (2000) avaliaram o
desempenho de um teste de IFI e quatro testes de EIA (enzyme-linked immunoassays) na
identificacdo de anticorpos dirigidos ao HHV-8, e concluiram que nenhum teste tinha
sensibilidade superior a 90% isoladamente. Apos testar combinagdes possiveis de testes,
concluiram que a melhor associagao seria EIA dirigido a glicoproteina K8.1, que representa
teste para proteinas da fase litica, e IFI dirigida a antigenos latentes. Os individuos seriam
considerados positivos se obtivessem resultado positivo no EIA dirigido a glicoproteina
K8.1, representado por densidade 6ptica (OD) maior que 2,0, ou resultado indeterminado

nesse teste (OD entre 0,51 e 2,00) seguido por resultado positivo na IFI.

Posteriormente, foi sugerida a associa¢ao de dois ensaios de EIA, dirigidos a glicoproteina
K8.1 e a proteina ORF 65, para rastreamento da infec¢ao, seguidos pela IFI dirigida a
antigenos liticos em casos duvidosos (SPIRA et al., 2000). Casper et al. (2002) sugerem
realizagao de whole-virus EIA seguido por IFI nos casos duvidosos ou indeterminados, nos
quais a densidade 6ptica (OD) do EIA esteve entre 0,15 e 0,35. A associagdo com a IFI

permitiu aumento da sensibilidade do teste para 88% e da especificidade para 97%.

Mais recentemente, Laney et al. (2006) desenvolveram um algoritmo para diagnostico da
infeccao pelo HHV-8. Utilizaram trés técnicas diferentes de ELISA, sendo uma baseada no
antigeno litico ORF 65, outra baseada no antigeno litico K8.1 e uma terceira desenvolvida

pelos autores baseada no antigeno nuclear latente. A associagdo das trés técnicas permitiu
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aos autores a criagdo de dois algoritmos com diferentes pontos de corte para a definicao de
resultado positivo e negativo, um que visava alta sensibilidade e outro que visava alta
especificidade. Com a associacdo das técnicas os autores obtiveram sensibilidade de 95,6%
e especificidade de 94% para o algoritmo que visava alta sensibilidade, e 93,3% de

sensibilidade e 98% de especificidade para o algoritmo que visava alta especificidade.

1.5 Prevaléncia no Brasil

Estudos de prevaléncia de anticorpos dirigidos ao HHV-8 foram realizados no Brasil e
foram encontradas algumas particularidades regionais. Na regido norte, os estudos
indicaram altos indices de prevaléncia, com inicio da infec¢do na infancia e aumento com a
idade; comportamento compativel com endemicidade da infec¢do nessa regido. Na regido
sudeste, os estudos realizados apontam maiores prevaléncias em grupos populacionais
expostos a fatores de risco especificos, como individuos infectados pelo HIV, homens que

fazem sexo com homens ou bissexuais masculinos.

No primeiro estudo de prevaléncia do HHV-8 no Brasil, Zhang et al. (1998) compararam as
prevaléncias encontradas em amostras de 267 individuos do Rio de Janeiro e Salvador com
aquelas encontradas em amostras de 30 individuos do Colorado. Utilizaram técnica de
imunofluorescéncia para pesquisa de anticorpos a antigenos latentes em células HBL-6
coinfectadas pelo HHV-8 e pelo EBV. No grupo brasileiro, encontraram 64% de
prevaléncia de anticorpos dirigidos ao HHV-8 entre os pacientes com aids que
apresentavam SK, 16% entre pacientes homossexuais soropositivos para HIV e 12% entre
homossexuais HIV-negativos. Concluiram que a imunofluorescéncia poderia subestimar as

prevaléncias de anticorpos dirigidos ao HHV-8 entre individuos com SK.

Caterino-de-Araujo et al. (1999) realizaram pesquisa de anticorpos a antigenos nucleares
latentes em células BCP-1 infectadas pelo HHV-8 por imunofluorescéncia (IFI-latente).

Realizaram estudo piloto em 162 individuos de Sao Paulo, sendo 81 soropositivos para
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HIV e 81 doadores de sangue. Encontraram freqiiéncia de 16% de anticorpos dirigidos ao
HHV-8 entre os pacientes soropositivos para HIV, sendo que entre homens que fazem sexo
com homens e bissexuais a freqiiéncia foi de 30,4%, entre homens heterossexuais a
freqliéncia foi de 23,1% e entre mulheres a freqiiéncia foi de 7,8%. No grupo de doadores

de sangue, encontraram 7,4% de positividade.

Caterino-de-Araujo et al. (2000) avaliaram a prevaléncia de anticorpos dirigidos ao HHV-8
em 493 individuos infectados pelo HIV do Instituto de Infectologia Emilio Ribas, Sao
Paulo. A técnica utilizada foi de enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) que
continha HHV-8 obtido de células da linhagem KS-1. A prevaléncia observada foi de
17,2%, e variou de 34,1% a 0% de acordo com o fator de risco para adquirir a infec¢ao pelo
HIV; maior prevaléncia foi encontrada em homens que fazem sexo com homens ou
bissexuais. Os autores observaram uma baixa porcentagem de casos de SK entre os
pacientes estudados (2%) e atribuiram esse resultado ao fato de estes estarem sob terapia
anti-retroviral, o que teria uma acao de controle sobre a replicagdo do HHV-8. A inibigao
da replicagao do HIV-1 obtida pela terapia anti-retroviral traria uma diminui¢ao da proteina

Tat, que regula a replicacao do HHV-8.

Zago et al. (2000) analisaram amostras de 1044 pacientes de cinco populagdes distintas, por
[FI-latente. Entre 747 doadores de sangue, a prevaléncia foi de 4,6%; entre 73 pacientes de
servigo de emergéncia, obteve-se prevaléncia de 9,6%; entre 136 pacientes de clinica de
DST (doengas sexualmente transmissiveis) soronegativos para o HIV, a prevaléncia foi de
3,7%; entre 48 pacientes de clinica de DST soropositivos para o HIV encontrou-se
prevaléncia de 14,6% e, finalmente, entre 40 pacientes soropositivos para o HIV que
apresentavam SK a prevaléncia foi de 60%. Os autores encontraram associagdo da
sorologia positiva para HHV-8 com sexo masculino, orientagao sexual, infeccao por HBV
(virus da hepatite B) e presenga de SK nos pacientes infectados pelo HIV. Nos demais
pacientes nao foi encontrada associagao entre sorologia positiva para HHV-8 e os fatores de

risco aferidos.
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Em estudo realizado em clinicas de DST em Vitéria e Sao Paulo, Keller et al. (2001)
avaliaram a presenca de anticorpos dirigidos ao HHV-8 por IFI-latente ¢ PCR em 39
pacientes com SK e 27 pacientes soropositivos para o HIV sem SK. Por PCR, as
prevaléncias encontradas foram de 74,4% nos pacientes com SK e 3,7% nos pacientes
infectados pelo HIV sem SK. Por IFI, 79,5% dos pacientes com SK e 18,5% dos pacientes
sem SK apresentaram resultados positivos, e quando foi utilizada IFI a antigenos liticos e
latentes, obteve-se positividade em 97,8% dos pacientes com SK. Os autores concluiram
que a PCR produziu menos resultados positivos que os ensaios soroldgicos, € que a
associacao de diferentes métodos produziria melhores resultados na detec¢ao dos pacientes

soropositivos para HHV-8.

Na populagao de Belém-PA, foram estudados 497 individuos de 81 familias de baixa renda.
A sorologia foi realizada por um kit comercial de ELISA que continha HHV-8 obtido de
células da linhagem KS-1. Encontrou-se prevaléncia de 16,3% nessa populagdo, variando
de 12% a 33,3% nos diferentes grupos etarios. A maior prevaléncia foi encontrada nos
individuos com idade acima de 50 anos (66,7%). Em criancas menores de 10 anos foi
encontrada prevaléncia de 13,3%, o que sugere que muitas infec¢cdes ocorreram na infincia
por transmissao horizontal entre irmaos ou transmissdao da mae para o filho. O aumento
progressivo dos indices de prevaléncia com a idade sugere endemicidade da infec¢do na

populagdo estudada (FREITAS et al., 2002).

Em amostra de 497 pacientes infectados pelo HIV de Santos-SP, foi realizada pesquisa de
anticorpos dirigidos ao HHV-8 por IFI-latente e litica, associado ao ELISA para detec¢do
do antigeno ORF 65. Associagdes entre positividade de anticorpos dirigidos ao HHV-8 e
outras infec¢des de transmissdao sexual ou sanguinea (hepatites B ¢ C, HTLV (human T
lymphotropic virus) e sifilis) foram investigadas, mas nao foram encontradas. A prevaléncia
geral encontrada foi de 13,9%, tendo sido maior entre homens (18,7%) do que entre
mulheres (7,8%). Entre os homens, foi encontrada maior prevaléncia naqueles que fazem
sexo com homens (32,4%), porém ndo foi evidenciada associacdo entre praticas sexuais

especificas e positividade para o HHV-8 (PIERROTTI et al., 2005).
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Para aferir a prevaléncia de anticorpos dirigidos ao HHV-8 em criangas nascidas de maes
soropositivas para HIV em Sao Paulo, Caterino-de-Araujo e Cibella (2003) realizaram IFI
para antigenos latentes e liticos do HHV-8. Estudaram amostras de 108 criangas, das quais
57 eram soropositivas para HIV, 24 apresentavam resultado sorologico indeterminado para
o HIV e 29 eram HIV-negativas. Nao foram encontrados resultados positivos por IFI-
latente, porém foram encontrados resultados positivos por IFI para antigenos liticos, o que
se justificaria pelo estimulo de replicagio do HHV-8 promovido pelo HIV, através da
mudanca da fase latente para a fase litica. Anticorpos dirigidos a antigenos da fase litica
foram encontrados em 7,4% das criangas, ocorrendo apenas entre as soropositivas para HIV
ou com sorologia indeterminada para HIV. As autoras questionaram se os anticorpos
encontrados representavam anticorpos maternos ou infeccdo aguda nas criangas.
Posteriormente, Machado et al. (2005) avaliaram a prevaléncia de anticorpos dirigidos ao
HHV-8 em 99 criangas nascidas de maes soropositivas para HIV por IFI dirigida a
antigenos latentes e liticos. Entre as criangas, 49 eram soropositivas para HIV. A
prevaléncia encontrada foi de 5%, com positividade apenas de anticorpos dirigidos a

antigenos liticos.

Souza et al. (2004) avaliaram a freqiiéncia de anticorpos dirigidos ao HHV-8 em 643
criancas e adultos jovens HIV-negativos, sem comorbidades, do Estado de Sao Paulo, por
[FI-latente e IFI-litica. Foi encontrada freqiiéncia de 1,0% a 4,1% nos diferentes grupos
etarios. Além disso, avaliaram individuos com risco de adquirir doengas sexualmente
transmissiveis, 95 homens que fazem sexo com homens, 130 individuos soropositivos para
HIV sem SK e 78 pacientes com aids e SK. Foram encontradas freqiiéncias de 21,1%,
34,6% e 97,4%, respectivamente. Ainda em relagdo a populagdo pediatrica, Avelleira ef al.
(2006) avaliaram a prevaléncia de anticorpos dirigidos ao HHV-8 por imunofluorescéncia
indireta e Western blotting em 171 criangas do Rio de Janeiro, sendo 13 delas soropositivas
para HIV. Observaram prevaléncia de 7,6% entre as criancas HIV-negativas, e 30,7% entre
as criancas soropositivas para HIV. Encontraram prevaléncia significativamente maior
entre as criancas do sexo feminino. Os autores apontaram para a importancia de uma forma
de transmissdo nao-sexual, possivelmente salivar, de mae para filho ou entre irmaos, que

justificaria a prevaléncia encontrada em criangas.
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Entre mulheres, as prevaléncias sdo em geral inferiores as encontradas nos homens, com
excecao de populagdes endémicas, nas quais as prevaléncias sao semelhantes em ambos os
sexos. Estudo entre mulheres de Sao Paulo, que avaliou anticorpos a antigenos latentes e
liticos do HHV-8 por IFI e Western blotting, testou 163 mulheres soropositivas para HIV e
630 mulheres HIV-negativas; encontraram-se anticorpos dirigidos ao HHV-8 em 8,6% das
mulheres soropositivas para HIV e em 1,3% das mulheres HIV-negativas. Nas mulheres
soropositivas para HIV, houve maior freqii€ncia de anticorpos dirigidos a antigenos liticos,
enquanto nas HIV-negativas os anticorpos dirigidos a antigenos latentes foram mais
freqiientemente encontrados (CATERINO-DE-ARAUIJO et al., 2003). Especificamente em
mulheres profissionais do sexo, foi encontrada prevaléncia de 6,7% de anticorpos dirigidos
ao HHV-§, tendo sido observada maior freqiiéncia de anticorpos dirigidos a antigenos

latentes (CATERINO-DE-ARAUIJO et al., 2007).

Estudos realizados entre doadores de sangue foram importantes no sentido de aferir um
possivel risco de transmissdo do HHV-8 por transfusdes. Ferreira et al. (2003) analisaram
amostras de 400 doadores de sangue de Sao Paulo por imunofluorescéncia a antigenos
latentes e liticos. Encontraram 4% de positividade de anticorpos a antigenos latentes ou
liticos, e 0,5% de positividade a ambos os antigenos. Houve associacdo estatisticamente
significante entre sorologia positiva e sexo feminino. Os autores analisaram entao por PCR
a presenga do DNA do HHV-8, e encontraram apenas uma amostra positiva. Concluiram, a
partir da prevaléncia encontrada, que a transmissao do HHV-8 por transfusdo sanguinea
seria provavel nessa populagdo. Entre 2470 doadores de sangue de diferentes regides da
América Latina, Perez et al. (2004) encontraram prevaléncia de 3,7%, tendo realizado a
pesquisa de anticorpos dirigidos ao HHV-8 por IFI contra antigenos latentes e liticos. Entre
essas amostras havia 319 soros coletados no Brasil (Campinas-SP), e encontrou-se 3,8% de
positividade. Todos os casos positivos do Brasil correspondiam a individuos do sexo

masculino.

A prevaléncia de anticorpos dirigidos ao HHV-8 apresenta algumas particularidades em

populagdes onde a infeccdo ¢ endémica. Nessas populagdes, sdo encontrados altos indices
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de prevaléncia entre criancas, com possivel transmissao salivar da mae para o filho ou entre
irmdos (PLANCOULAINE et al. 2000, MBULAITEYE et al., 2004). Ha entdo um
aumento linear da prevaléncia nos grupos etarios subseqiientes, devido ao fato da
transmissao ocorrer de forma continua (OLSEN et al., 1998). A partir da adolescéncia a
transmissdo se daria predominantemente por contato sexual, e as novas infeccoes
contribuiriam para o aumento observado da prevaléncia entre os grupos etarios (ISHAK et

al., 2007).

1.6 Interacoes HHV-8/HIV

As interagdoes entre o HIV e o HHV-8 sdo complexas e ndo estdo completamente
elucidadas. O HIV afeta o HHV-8 através de diferentes mecanismos, que predispdem a
transformagao de infecgdo sub-clinica pelo HHV-8 em SK. A proteina Tat do HIV estimula
o crescimento de células de SK de pacientes com aids (ENSOLI et al., 1990) e pode
facilitar a entrada do HHV-8 em células endoteliais, aumentando assim sua infectividade
(AOKI; TOSATO, 2004). A proteina Tat do HIV estimula a replicacio do HHV-8
(HARRINGTON et al., 1997) através da via JAK (Janus kinase)/STAT (signal transducer
and activation of transcription) (ZENG et al., 2007). O HIV também pode estimular o
crescimento litico do HHV-8 através de citocinas inflamatorias, como a oncostatina M,
fator de crescimento de hepatocitos (HGF/SF) e interferon-gama (MERCADER et al.,
2000). Como conseqiiéncia da interagdo do HHV-8 com o HIV, o comportamento do SK
relacionado a aids € mais agressivo e resistente do que outras formas de SK (STRATHDEE

et al., 1996).

O HHV-8 também pode, por sua vez, influenciar o HIV. O HHV-8 estimula a replicacao do
HIV em células agudamente infectadas e sua reativagao em células cronicamente infectadas
(CASELLI et al., 2005). O antigeno LANA do HHV-8 pode interagir com a proteina Tat e
ativar o long terminal repeat (LTR) do HIV, podendo assim aumentar os niveis de HIV em

individuos coinfectados (HYUN et al., 2001). Além disso, foi demonstrado sinergismo
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entre o gene ORF 50 da fase litica do HHV-8 e a proteina Tat do HIV, levando a ativagao
do LTR e a um aumento da susceptibilidade celular ao HIV (CASELLI et al., 2003).

Outro fator que influencia o prognostico dos pacientes coinfectados por HHV-8 ¢ HIV ¢ a
ordem em que as duas infec¢des foram adquiridas. A incidéncia de SK € maior em pessoas
que se soroconvertem para o HHV-8 depois do HIV. Renwick et al. (1998) demonstraram,
através de estudo retrospectivo, que individuos coinfectados desde o inicio do
acompanhamento tiveram risco relativo de 3,15 de desenvolver SK, enquanto aqueles que
se soroconverteram para HHV-8 depois do HIV tiveram risco de 5,04, o que representa

risco adicional de 1,6.
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2.1 Gerais

1. Avaliar os indices de prevaléncia de anticorpos dirigidos ao HHV-8 em uma coorte de

individuos recém-infectados pelo HIV, e sua incidéncia apds um ano de acompanhamento.

2.2 Especificos

1. Investigar caracteristicas demograficas e epidemiologicas dos individuos da coorte de

acordo com seu estado sorologico para o HHV-8.

2. Investigar associagdes e correlagdes clinicas entre positividade para HHV-8 e outras co-

infeccdes, como hepatite B, sifilis, herpes simples tipo 2.

3. Investigar o efeito da positividade para o HHV-8 sobre a contagem de linfocitos T CD4+

e a carga viral do HIV durante o acompanhamento.
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Abstract

Background: Human herpesvirus 8 (HHV-8) is the etiological agent for Kaposi’s sarcoma,
which occurs especially in HIV-infected subjects. HHV-8 infection and its clinical
correlates have not been well characterized in recently HIV-1-infected individuals.

Methodology/ Principal Findings: We assessed the HHV-8 seroprevalence, clinical
correlates, and incidence after one year of follow-up in a cohort of 228 recently HIV-1-
infected individuals using indirect immunofluorescence assay. The prevalence of HHV-8
infection at the time of cohort enrollment was 25.9% (59/228). In the univariate model,
there were significant associations with male gender (p=0.05), black ethnicity (p=0.021),
men who have sex with men (MSM) practice (p=0.023), and previous hepatitis B virus
(p=0.009) and syphilis (p=0.034) infections. In the multivariate model we could still
demonstrate association with MSM, hepatitis B, and black ethnicity. No differences in
mean CD4+ cell counts or HIV viral load according to HHV-8 status were found. In terms
of incidence, there were 23/127 (18.1%) seroconversions in the cohort after 1 year.

Conclusions: HHV-8 is highly prevalent among recently HIV-1-infected subjects.
Correlations with other sexually transmitted infections suggest common transmission

routes.
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Introduction

Human herpesvirus-8 (HHV-8) infection is not always associated with clinical
manifestations [1]. Nonetheless, when these manifestations do occur, they can have a
profound impact over quality of life [2]. Kaposi’s sarcoma (KS) and other consequences of
HHV-8 are much more likely to arise in immunosuppressed subjects, especially those HIV-
infected. Therefore, studies of prevalence of HHV-8 among HIV-infected patients are of
prime importance, as they can help estimate the risks of future co-infection-derived

complications [3].

HIV affects HHV-8 through different mechanisms. It is debatable whether HIV Tat [4],
inflammatory cytokines released during HIV infection [5], or immunosuppression itself are
the main co-factors for the development of KS, but HIV has an unquestionable
predisposing effect for the conversion from asymptomatic HHV-8 infection into clinical
manifestations. Besides, aids-KS is more aggressive and resistant to treatment than other
forms of KS [6]. HIV Tat activates lytic cycle replication of HHV-8, via JAK/STAT
signaling [7], or by induction of HHV-8 Rta [8].

Co-infections also have several effects on the course and progression of HIV. In this regard,
the effects of HHV-8 infection over HIV natural history are complex and still not entirely
elucidated [9]. Certain specific HHV-8 antigens such as LANA (latency-associated nuclear
antigen) can activate HIV [10], and ORF 50, a lytic cycle gene, interacts with HIV Tat
leading to increased cell susceptibility to HIV infection [11,12]. HHV-8 stimulates HIV

replication in acutely infected cells as well as reactivation in chronically infected cells [9].

Lastly, the order and timing in which these two infections occur can have prognostic
implications. KS incidence is increased in people who seroconvert to HHV-8 after HIV,
with hazard ratios of 2.55 [13] to 5.04 [3] and an additional risk of 1.6 in relation to HIV-
infected persons who were previously infected by HHV-8 [3].
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Little is known about the prevalence and clinical correlates of HHV-8 infection among
recently HIV-infected individuals. We studied these characteristics among 228 recently
HIV-infected individuals recruited in Sao Paulo, Brazil. In addition, we investigated the
impact of HHV-8 co-infection over CD4+ T cell count and HIV-viral load. Finally, we
examined the incidence of new HHV-8 seroconversions in this cohort after 1-year of

follow-up.
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Methods

Ethics Statement
This research obtained approval by the Ethics Committee and the Institutional Review
Board of the Federal University of Sao Paulo (approval number 0919/01) and patients

provided informed consent.

Cohort description and laboratory measures

This study was performed in a cohort investigation that started recruiting recently HIV-
infected people in 2002 in Sao Paulo, Brazil, aiming at the identification of host factors that
contribute to progression to immunodeficiency [14,15]. Recent HIV infection was
determined by the Serologic Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion
(STARHS), and individuals were included in the study when they had a negative
desensitized ELISA HIV-test, that could indicate an incomplete antibody response as a
consequence of recent HIV infection [15]. There were 237 volunteers initially included in
the cohort, but 9 were excluded due to the presence of aids-defining conditions,
representing false-positive STARHS indication of recent infection. As a result, 228
volunteers were prospectively followed in the cohort. Individuals were followed until the
start of treatment, which happened when the CD4+ T cell count dropped below 300

cells/mm3 or aids-defining conditions developed.

Data on gender, age, ethnicity and mode of transmission were collected. We examined
CD4+ and CD8+ T cell counts and plasma HIV-1 RNA copies/ml at the initial and
subsequent visits. CD4+ and CD8+ T cell counts were performed using a lymphocyte
marking technique with anti- CD3, CD4 and CD8 conjugated monoclonal antibodies (Kit
TriTest, BD Biosciences, San Diego, California, USA). The plasma RNA measurements
were performed using a Amplicor HIV-1 Monitor test, version 1.5 (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, USA) until January 2007, and was then subsequently replaced by the
bDNA (branched DNA) (Versant® - bDNA HIV-1 RNA 3.0 ASSAY, Bayer Health Care
LLC Tarrytown, NY). All individuals in the cohort were tested for herpes simplex types 1
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and 2, hepatitis B, C and G by indirect ELISA (GBC ELISA provided by Dietmar Zdunek,
Roche Diagnostics, Germany; HSV-2 ELISA Diasorin, Saluggia, Italy), syphilis (MHA-Tp
and FTA-abs), CMV (cytomegalovirus), EBV (Epstein-Barr virus), toxoplasmosis
(Diasorin, Saluggia, Italy). We also recorded the time to start of antiretroviral treatment.
HHV-8 serology was performed retrospectively, with samples collected in the first visit and
after 1 year of follow-up. Table 1 summarizes cohort epidemiological and demographic

data.

Antibodies to latent and lytic HHV-8 antigens were detected through an indirect
immunofluorescence assay (IFA) based on the BCBL-1 cell line [16,17]. Cells were grown
in RPMI 1640 (Gibco BRL) supplemented with 10% fetal calf serum, antibiotics (penicillin
and streptomycin), and amphotericin B. Cell cultures were then washed three times with
phosphate buffered saline (PBS), resuspended in PBS and 10uL of the suspension was
smeared onto slides, with a concentration of 10 x 10° cells/ml. The slides were air-dried and
fixed for subsequent incubation for 30 minutes at 37°C with the test serum diluted at 1:80
and a goat anti-human antibody fluorescein isothiocyanate-conjugate (Sigma 1:100 in PBS/
Evans blue milk 0.01 mg/ml); the slides were then washed and dried. Punctuate nuclear
staining was considered positive for antibodies against LANA in untreated cells. For
induction of lytic replication, cells were treated with tetradecanoyl-phorbol ester acetate.
Whole cell fluorescence in more than 20% of cells was considered positive for lytic
antigens. Two researchers read the slides independently, and indeterminate results were

repeated twice.

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using SPSS 16 software (SPSS Inc., Chicago, Illinois,
USA), with a minimum significance level of p=0.05. Initially, we performed a descriptive
analysis of demographic and laboratory results. Differences between groups by HHV-8
status were analyzed using Chi-Square or Fisher’s Exact Test. Multivariate analyses were
performed by logistic regression, with inclusion of variables with p<0.05, and analysis by

Hosmer and Lemeshow Test. We used the Mann-Whitney U-Test to compare differences in



30

continuous variables. Besides, CD4+ T cell count and HIV viral load were also analyzed as
categorical variables using the median values to define groups. The survival analysis was
performed through a Kaplan-Meier curve with CD4+ T cell count < 350 cells/mm3 as the
main outcome. We used the log-rank test to compare differences in the Kaplan Meier

survival functions according to HHV-8 status.
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Results

The overall prevalence of antibodies against HHV-8 in the cohort was 25.9% (59/228). Of
those 59 seropositives, 12 (20.3%) subjects were positive for latent and lytic antibodies
concomitantly, 14 (23.7%) positive for LANA antibodies only, and 33 (55.9%) for lytic
antibodies only. In the univariate analysis, described in Table 2, we were able to find
correlations of HHV-8 infection with male gender (27.5% male HHV-8+ vs. 9.5% female
HHV-8+, p=0.05), MSM practice (28.7% MSM HHV-8+ vs. 10.8% heterosexuals HHV-
8+, p=0.023), previous hepatitis B (anti-hepatitis B core antibody) (19.7% anti-HBc-/HHV-
8+ vs. 36.3% anti HBc+/HHV-8+, p=0.009), syphilis infection (MHA-Tp and FTA-ABS)
(23.5% syphilis-/HHV-8+ vs. 40% syphilist/HHV-8+, p=0.034), and black ethnicity
(52.9% black/HHV-8+ vs. 29.5% mixed/HHV-8+ vs. 19.4% white/HHV-8+, p=0.021).

We then compared the median age using the Mann-Whitney test and could not detect
differences between the HHV-8 seronegative and seropositive groups (median=31 in both
groups, p=0.836), nor did we find differences among the median CD4+ T cell counts and
viral load values between the two groups in any of the follow-up visits (table 3).
Antiretroviral treatment was not initiated more frequently in relation to HHV-8 status
(24.9% treatment negative/HHV-8+ vs. 29.1% treatment+/HHV-8+, p=0.3), and the median
time until the start of antiretroviral treatment did not vary between the two groups (median
time to treatment in HHV-8 negative= 421 days vs. 405 days in HHV-8+, p=0.9). In a
Kaplan-Meier survival analysis comparing HHV-8 positive and negative individuals with
CD4+ T cell count = 350 cells/mm3 as main outcome, there was no difference between
groups by the log-rank test (Figure 1). In the multivariate analysis, we could still
demonstrate association between HHV-8 status and MSM exposure, hepatitis B and black

ethnicity (Table 2).

We repeated the HHV-8 serology after 1-year follow-up in 127 of the 169 initially HHV-8-
negative individuals. There were 23/127 (18.1%) seroconversions in the cohort after one
year. The 23 subjects who seroconverted after 1-year did not differ from the 59 HHV-8+ at

the initial visit. In relation to the subjects who remained negative after one year of follow-
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up, the only statistically significant difference was observed in the time until start of
antiretroviral treatment (median time to treatment in HHV-8 negative subjects 245 vs. 573
days in HHV-8+, p=0.045). However, due to the fact that only 35 individuals initiated
treatment among the 127 tested after one year of follow-up, this finding was not taken into

further consideration.
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Discussion

In this work, we found a significant proportion of recently HIV-infected individuals who
are seropositive for HHV-8 (25.9% overall; 28.7% among MSM), which was consistent
with reported rates in HIV-1-infected subjects in Brazil, ranging from 14.6 to 18.7%,
although higher among MSM (30.4 to 32.4%) [18,19,20]. An also high prevalence (32%)
has been found in a group of recently HIV-1-infected military members in the US [21]. Of
notice, we observed a correlation between HHV-8 and markers of sexual activity, such as
hepatitis B and syphilis. This provides additional evidence for the hypothesis that risk
behaviors associated with HIV-1 and other sexually transmitted infections (STIs) can also
increase the probability for HHV-8 acquisition [21]. Other studies have shown an
association between HHV-8 and STIs, especially among MSM [22,23,24]. HHV-§
acquisition has been associated with multiple sex partners in both MSM and heterosexuals,
and practices involving saliva are thought to increase transmission, accounting for

differences in incidence of HHV-8 and HIV [25].

In addition, we were able to detect an association between black ethnicity and HHV-8 in
this cohort of recently HIV-infected individuals. In fact, previous reports have described
such association between black ethnicity and HHV-8 in women [26,27]. Although one
study has found an association between black ethnicity and protection against HHV-8
infection in men, this was only observed among heterosexuals [21], different from the
present cohort, predominantly constituted by MSM. The explanations for the difference in
association between black ethnicity and HHV-8 according to sexual orientation are unclear

and could again involve specific sexual practices [25].

The finding of 23/127 seroconversions after one year of follow-up could indicate ongoing
exposure of individuals after HIV infection. HIV-infected subjects are at higher risk for
HHV-8 seroconversion, and incident HHV-8 infection has been associated with older age
and multiple sexual partners, as well as orogenital sexual practice and recreational drug use
[28]. Incident HSV-2 infection has been previously assessed in 47 individuals from the

cohort, with a total of 10 (21.2%) seroconversions [29]. The presence of incident co-
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infections supports the fact that HSV-2 and HHV-8 share common transmission routes in
HIV-infected persons. Besides, individuals who seroconverted to HHV-8 after HIV are at a
greater risk of subsequent development of KS [3,13]. The lack of correlation between
HHV-8 infection and other infections that are not transmitted via sexual contact, such as
toxoplasmosis, could also add to the theory that in this specific group of patients sexual

transmission is significant.

Conversely, the lack of short term repercussion of HHV-8 infection over CD4+ T cell
counts and plasma HIV viral load during the observed follow-up period is in accordance
with previous evidence that HHV-8 has little influence on the progression of HIV in
initially asymptomatic individuals [30]. Indeed, we found that HHV-8 serostatus was not
associated with the need for antiretroviral treatment, nor with a shorter time until the

initiation of antiretroviral treatment.

HHV-8 serology was performed by immunofluorescence assays against latent and lytic
HHV-8 antigens. The association of assays against latent and lytic antigens is prefered for
asymptomatic populations [31]. Immunofluorescence assays for latent phase antibodies can
have sensitivities ranging from 52 to 93%, yet these values can be affected by low CD4+ T
cell counts, especially under 100 cells/ml [32]. In this regard, most individuals in this
cohort had higher CD4+ T cell counts, as a result of their recent HIV infection. The
association of immunofluorescence for lytic phase antibodies helped diminish this
limitation. Although K8.1 EIA would have further increased sensitivity, it could also
decrease specificity [33]. To add evidence to the aforementioned activating effect of HIV
on HHV-8 replication [4,5], we found that 45/59 (76.3%) of HHV-8-positive individuals
had lytic phase antibodies.

In conclusion, HHV-8 infection is highly prevalent among recently HIV-infected
individuals. Significant associations with sexually transmitted infections such as hepatitis B
and syphilis add evidence to the theory of a common transmission route. The finding of a

high incidence rate within the first year of follow-up of this cohort points to an ongoing
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exposure behavior after HIV acquisition. Safer sexual practices must be recommended to

decrease risks associated with co-infection.
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Table 1: Demographic and serologic characteristics of cohort at initial visit.

Demographics - Number %
Gender Male 207 90.8
Female 21 9.2
Ethnicity White 129 56.6
Black 17 7.4
Mixed 44 19.3
Other 31 13.6
Not informed 7 3.1
Exposure MSM 188 82.4
Heterosexual 37 16.2
Not informed 3 1.3
Co-infections HSV-2 89/145 61.4
Anti-HBc 80/203 394
Syphilis 40/203 19.7
Variable - Median IQR 25-75%
CD4+ T cell count (cells/ul) - 529 403 - 709
Plasma HIV viral load - 4.26 3.59-4.81

(logio copies/ml)

Time to start on HAART - 412 153 - 694
(days)

Legends: MSM= men who have sex with men; HSV-2= human herpesvirus 2; HBc=
hepatitis B core antigen; IQR= interquartile range; HAART= highly ctive antiretroviral

treatment.



Table 2: Correlates of HHV-8 infection in study cohort.

Univariate Multivariate
Variable - OR* 95% p OR* 95% p

Ethnicity White 1.0 - - - - -
Black 4.680 (1.642, 0.005  9.068 (2.478, 0.018

13.343) 33.176)
Mixed 1.745 (0.799, 0.160  1.556 (0.657, 0.351
3.810) 3.684)
Other  1.447 (0.579, 0.427 1.672 (0.604, 0.361
3.614) 4.625)
Hepatitis B - 2.322  (1.227, 0.009  2.230 (1.108, 0.039
(anti-HBc 4.395) 4.488)
seropositivity)
(N/P)
Syphilis - 2.175 (1.049, 0.034 1.519 (0.662, 0.324
(MHA-Tp) 4.512) 3.485)
(N/P)
HSV-2 (N/P) - 1.034 (0.494, 0.929 - - -
2.165)
Exposure - 0.301 (0.102, 0.023 0.176 (0.041, 0.023
MSM/ 0.890) 0.079)
hetero
Gender - 0.277 (0.063, 0.054 3.841 (0.256, 0.329
M/F 1.227) 57.519)

* OR: odds ratio; ** CI: confidence interval.
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Table 3: Comparison between median values for CD4+ cell counts, plasma HIV viral load

and age in HHV-8 negative and positive individuals.

HHV-8 HHV-8 p
seronegative seropositive
CD4+ T cell count (cells/mm3) 534 492 0.712
Plasma HIV viral load (log;¢ copies/ml) 4.18 4.59 0.241

Age (years) 31 31 0.836
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Figure 1. Kaplan-Meier survival curves with CD4+ T cell count <350 mm3 as the

outcome.
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A infecgao pelo herpesvirus humano tipo 8 ¢ altamente prevalente entre individuos
recém-infectados pelo HIV. Porém, ndo se detectou efeito sobre as contagens de
linfécitos T CD4+ e carga viral do HIV durante o periodo de acompanhamento.

Do ponto de vista demografico, individuos do sexo masculino, entre estes aqueles
que fazem sexo com homens, ¢ individuos da raga negra, tiveram maior positividade
para o HHV-8.

Houve associagdo entre a infec¢ao pelo HHV-8 e outras doencgas transmitidas por
via sexual, como sifilis e hepatite B.

O achado de alto indice de incidéncia ap6és 1 ano de acompanhamento sugere a
permanéncia de praticas de risco para aquisicdo de doengas sexualmente

transmissiveis mesmo depois da soroconversdo para o HIV.
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