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R E S U M O  
 



 

Sumita LM. Infecção pelo herpesvírus 8 humano (HHV-8) em populações 

indígenas e não indígenas da Amazônia brasileira [dissertação].São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2009. 130p. 

O Hespesvírus 8 humano (HHV-8) é hiperendêmico na população indígena, mas 

os seus mecanismos de transmissão ainda são desconhecidos. Método: Os 

anticorpos contra o antígeno LANA e lítico do HHV-8 foram detectados por 

imunofluorescência, em 339 indígenas e 181 não-indígenas da Amazônia 

brasileira. Marcadores sorológicos de transmissão oro-fecal (hepatite A), 

parenteral (hepatites B e C) e sexual (herpes simples 2 e sífilis) foram detectados 

por Elisa específicos. O DNA do HHV-8, extraído da saliva, foi detectado por 

nested-PCR e sequenciado. Resultados: Os anticorpos contra o antígeno LANA 

ou lítico foram detectados em 79,1% nos indígenas e 6,1% nos não-indígenas. A 

soroprevalência do HHV-8 aumentou com a idade entre os indígenas sendo que 

as crianças já apresentavam alta prevalência, mas não houve diferença com 

relação ao sexo em nenhuma das populações. As populações indígenas e não-

indígenas não apresentaram diferenças na soroprevalência para os marcadores de 

transmissão oro-fecal e parenteral, entretanto a soroprevalência de marcadores de 

transmissão sexual foi menor entre os indígenas. O DNA do HHV-8 na saliva foi 

detectado em 23 % dos indígenas soropositivos. A detecção de DNA do HHV-8 

diminuiu com a idade e foi mais comum em homens. As amostras positivas 

foram sequenciadas e agrupadas como subtipo E. Conclusão: Os dados sugerem 

a hipótese de transmissão horizontal e precoce, via saliva, do subtipo E do HHV-

8 na população indígena. 

Descritores: 1.Herpesvírus humano 8  2.Estudos soroepidemiológicos  3.Reação em 

cadeia da polimerase  4.Transmissão horizontal de doença  5.Análise de sequência de 

DNA 6.População indígena 7.População não indígena 

 

 

 

 



 

 

 

 

S U M M A R Y  
  



 

Sumita LM. Human Herpesvirus-8 Infection in Amerindian and Non-Amerindian 

Populations in the Brazilian Amazon Region [dissertation]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2009. 130p. 

Human herpes virus type 8 (HHV-8) is hyperendemic in Amerindian 

populations, but its modes of transmission are unknown. Objectives: 1. Study 

the Human Herpesvirus-8 Infection and Oral Shedding in Amerindian and Non-

Amerindian Populations in the Brazilian Amazon Region. 2. Methods: 

Antibodies against either HHV-8 latency-associated nuclear antigen (LANA) or 

HHV-8 lytic antigen were detected, by immunofluorescence assays, in 339 

Amerindians and 181 non-Amerindians from the Brazilian Amazon. Serological 

markers of oro-fecal (hepatitis A), parenteral (hepatitis B and C), and sexual 

(herpes simplex virus type 2 and syphilis) transmission were measured by 

specific ELISA. Salivary HHV-8 DNA was detected by use of a nested 

polymerase chain reaction assay and was sequenced. Results:  Antibodies 

against either LANA antigen or lytic were detected in 79.1% of Amerindians and 

in 6.1% of non-Amerindians. HHV-8 seroprevalence increased with age among 

Amerindians and already had high prevalence in childhood but was not sex 

specific in either population. The 2 populations did not differ in seroprevalence 

of oro-fecal or parenteral markers, but seroprevalence of markers of sexual 

transmission was lower among Amerindians. HHV-8 DNA in saliva was 

detected in 23 % of HHV-8 seropositive Amerindians. Detection of HHV-8 

decreased with age and was more common in men. HHV-8 DNA samples were 

sequenced, and all clustered as subtype E. Conclusion: The data support the 

hypothesis of early acquisition and horizontal transmission, via saliva, of HHV-8 

subtype E in Amerindian populations.  

Descriptors: 1.Herpesvirus8,human 2.Seroepidemiologic studies 3.Polymerase 

Chain 4.Disease transmission, horizontal 5.Sequence analysis,DNA 6.Indigenous 

populations 7. Non-amerindiam population 
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1 Introdução 

 

A maioria das infecções causadas pelos herpesvírus humanos é ubíqua na 

população. Uma exceção a esta regra, devido à sua distribuição desigual e limitada, é 

o herpevírus 8 humano (HHV-8), também chamado herpesvírus associado ao 

sarcoma de Kaposi (KSHV) (Ablashi et al., 2002). 

Até o início da epidemia da síndrome da imunodeficiência adquirida (aids), o 

sarcoma de Kaposi (SK) era considerado uma neoplasia rara na maior parte do 

mundo. Com a introdução do vírus da imunodeficiência humana (HIV) na população 

verifica-se um aumento significativo das taxas de incidências dessa neoplasia, 

sugerindo a possibilidade de participação de um agente infeccioso em sua etiologia 

(Beral et al., 1990). 

Em 1994, o HHV-8 é descrito por Chang et al. por meio de técnica molecular 

a partir de tecido de SK de indivíduos com aids. O método de análise representativa 

diferencial (RDP) possibilita a identificação e comparação das diferenças genômicas 

entre tecidos de lesões de SK e tecido normal, do mesmo indivíduo com SK-aids. 

São descobertas duas sequências de DNA, homólogas aos genes codificadores da 

proteína do capsídeo e do tegumento dos gamaherpesvírus (vírus Epstein-Barr (EBV) 

e o herpesvírus saimiri (HVS)) – a Bam KS330 e Bam KS 631. Ao se amplificar a 

região KS 330, em amostras de DNA extraídas de tecidos de pacientes com SK-aids, 
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observa-se que 93% destas amostras apresentam as referidas sequências, comparadas 

com apenas 15% de amostras de linfonodos e linfomas de paciente com aids, porém 

sem SK, sugerindo assim que o HHV-8 é o agente causal do SK (Chang et al., 1994). 

Desde seu relato, o novo membro da família herpesvírus é encontrado em 

todas as formas de SK, neoplasia vascular que apresenta quatro variantes clínicas, 

acometendo grupos populacionais diferentes, a saber: 

 

1)  SK clássico – predomina em homens idosos do Mediterrâneo e leste Europeu, 

com  incidência mais alta na Itália, Grécia, Turquia e Israel; 

2)  SK endêmico – é a neoplasia mais comum em populações nativas da África 

sub saariana, com maior incidência em crianças e mulheres; 

3)  SK iatrogênico – ocorre em pacientes submetidos à terapia imunossupressiva, 

principalmente após transplante de órgãos; 

4)  SK epidêmico ou SK associado à aids – inicialmente descrito em homens que 

fazem sexo com homens (HSH), é a forma mais agressiva do SK (Antman e 

Chang, 2000; Moore, 2000; Hengge et al., 2002; Boshoff, 2003). 

 

O papel patogênico do HHV-8 em outras enfermidades (tais como doença de 

Castleman multicêntrica e o linfoma de efusão primária) é novamente estabelecido 

com base em estudos moleculares, evidências soroepidemiológicas e dados de 

biologia celular (Schulz, 2000; Du et al., 2007). 

Estudos soroepidemiológicos mostram altas taxas de prevalência de 

anticorpos de HHV-8 entre homens que fazem sexo com homens (HSH), crianças 

africanas, indivíduos idosos de certas regiões da Europa e indígenas brasileiros. No 
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entanto, ainda não existe uma teoria explicativa para esta distribuição, de como o 

vírus pode infectar tais grupos populacionais (Martin et al.,1998; Mayama et al., 

1998; Blackbourn et al.,1999; Biggar et al., 2000; Perna et al., 2000; Rezza et al., 

2000; Vitale et al., 2000). 

Desde os relatos iniciais da infecção pelo HHV-8 até hoje, inúmeros trabalhos 

têm sido publicados, no que diz respeito à transmissão desse agente, conforme estudo 

revisado por Pica e Volpi (2007). Muitos desses estudos têm sido realizados para 

identificar o verdadeiro modo de transmissão, que, todavia, ainda não está totalmente 

elucidado. 

 

1.1  Herpesvírus 8 humano  

 

O HHV-8, classificado por análise filogenética, como o primeiro membro do 

gênero Rhadinovírus dos gamaherpesvírus (subfamília Gammaherpesvirinae) a ser 

reconhecido como capaz de infectar o homem. Sequências de DNA do HHV-8 

apresentam homologia entre esse vírus e outros membros da subfamília dos 

gamaherpesvírus, particularmente com o HVS, o qual não causa doença em 

humanos, e o EBV, agente da mononucleose infecciosa associada ao linfoma de 

Burkit e a outras formas de cânceres em humanos (Edelman DC, 2005). A Figura 1 

ilustra esta classificação. 
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Figura 1 - Árvore filogenética dos Herpesvírus 

Herpesvírus 8 humano, ou herpesvírus associado ao sarcoma de Kaposi (HHV-8 ou 

KSHV), é um membro da subfamília Gamaherpesvírus, gênero Rhadinovírus. 

EBV- vírus Epstein Barr, EHV-2 herpesvírus equino tipo 2, HVS herpesvírus 

saimiri, HSV-1 herpesvírus simples tipo1, HSV-2 herpesvírus simples 

tipo 2, EHV-1 herpesvírus eqüino tipo 1, PRV vírus pseudo- rábico, VZV vírus da 

varicela-zoster, HCMV citomegalovírus humano, HHV-6 herpesvirus 6 

humano, e HHV-7 herpesvírus humano 7. Adaptado por Moore et al.,1996; com 

permissão para publicação e modificado 

 

 

1.2  Morfologia e estrutura do HHV-8 

 

O HHV-8 apresenta aspecto morfológico típico dos herpesvírus, como ilustra 

a Figura 2, ou seja, partículas com diâmetros de, aproximadamente, 100 a 150 nm 

contendo um envoltório ou envelope lipídico e um núcleo eletrodenso central, onde 

se encontra o ácido nucléico, constituído de DNA de fita dupla, e as proteínas. O 
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DNA viral é circundado por um capsídeo icosaédrico com 110 nm de diâmetro, 

contendo 162 capsômeros hexagonais. O capsídeo é, por sua vez, circundado por um 

envoltório contendo glicoproteínas. O vírion maduro com a glicoproteína possui 140 

nm de diâmetro. O espaço entre o envoltório e o capsídeo é denominado tegumento 

(Renne et al.,1996a; Said et al.,1997; Edelman DC , 2005). 

 

 

 

Figura 2 - Partícula viral do HHV-8 

FONTE: http://www.prn.org.ilustration-John/Henderson-2002, modificado 

 

 

A estrutura genômica do HHV-8 e o padrão de expressão gênica variam 

dependendo do seu estado de replicação. Os herpesvírus apresentam dois estados de 

replicação: latente ou lítico 

O genoma do HHV-8 está inteiramente sequenciado, podendo ser analisado na 

sua forma epissomal extracromossômica, em seu estado de latência, como mostra a 

Figura 3, e possui, aproximadamente, 150 Kb. As sequências abertas de leitura 

http://www.prn.org.ilustration-john/
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(ORFs), homólogas ao HVS, são enumeradas de 1 a 75, e algumas delas homólogas 

aos genes celulares humanos (Moore e Chang, 2001; Jenner e Boshoff, 2002). Outras 

ORFs identificadas no genoma do HHV-8 são únicas desse herpesvírus e são 

designadas com o prefixo K (K1 a K15) e outras designadas com valores decimais 

ligados ao prefixo K (K4.1, K4.2, K8.1 e K10) (Russo et al.,1996; Jenner e  Boshoff, 

2002). 

 

Figura 3 - HHV-8 na sua forma epissomal, com as respectivas ORFs 

FONTE: http://www.bioscience.org- Sharp e Boshoff -2000, modificado 

 

 

O genoma do HHV-8 é dividido em blocos de genes estruturais altamente 

conservados, associados à replicação e semelhantes aos genes estruturais encontrados 

em outros herpesvírus. A porção central do genoma é flanqueada por genes que têm 

pouca ou nenhuma similaridade com outros herpesvírus. O genoma apresenta uma 

região de cadeia longa codificante (LUR- long unique region) altamente conservada, 

contendo baixas concentrações de G+C (53,5 %). Nessa região, denominada “L 

DNA”, encontram-se as ORFs. Em ambas as extremidades da “L DNA” estão 
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localizadas as regiões terminais (TR), contendo sítios reguladores com altas 

concentrações de G+C (84 %) e denominadas “H DNA” (Russo et al., 1996). Essas 

incluem uma série de genes celulares homólogos, que se supõem terem sido 

capturados do genoma humano durante a evolução (Jenner e Boshoff, 2002). 

Durante o estado lítico, o genoma do HHV-8 é linear e o genoma viral inteiro é 

expresso. 

 

1.2.1  Diversidade genética 

 

Estudos epidemiológicos moleculares, ao explorar o gene K1 de alta 

variabilidade genética, identificam os seis principais subtipos do HHV-8 (nomeados 

de A-F), ao comparar amostras de sequências nucleotídicas de diferentes regiões 

geográficas e grupos étnicos (Meng et al.,1999; Biggar et al., 2000; Lacoste et al., 

2000; Zong et al., 2002; Whitby et al., 2004; Kazanji et al., 2005; Kajumbula et al., 

2006). Tais diferenças podem ser decorrência de migrações humanas, uma vez que o 

HHV-8 é um vírus humano relativamente antigo que durante a evolução migrou da 

África juntamente com os primeiros seres humanos (Hayward, 1999; Zong et al., 

1999). 

Primeiramente, a diversidade genética do HHV-8 foi baseada na pequena 

região do genoma viral, a ORF26, em pacientes com SK dos Estados Unidos (EUA) 

e Zaire. Esses resultados são confirmados utilizando a ORF75, originando o primeiro 

sistema de classificação que identifica três subtipos virais principais, denominados 

A, B e C (Zong et al., 1997). Porém, esta classificação inicial em uma região 

conservada do genoma viral, mostra-se inadequada para caracterizar a diversidade 
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genética do HHV-8 (Poole et al., 1999). Subsequentemente, Zong et al. (1999), ao 

analisar a região K1, que apresenta maior variabilidade no genoma do HHV-8, 

denominada de região variável VR1 e VR2, descrevem quatro diferentes subtipos em 

amostras de biópsias de pacientes com diferentes formas de SK procedentes dos 

EUA, África Central, Arábia Saudita, Taiwan e Nova Zelândia, tornando mais clara a 

distribuição geográfica dos subtipos de HHV-8. Assim, o subtipo A presente em 

amostras de SK de pacientes com aids dos EUA, o subtipo C em pacientes com SK 

iatrogênico pós-transplante renal da Arábia Saudita, o subtipo B em amostras de SK 

endêmico de pacientes africanos, e o subtipo D, presentes em três amostras de SK 

clássico, um paciente de Taiwan e em dois outros procedentes da Nova Zelândia. 

O subtipo E, em contrapartida, encontra-se na região Amazônica do Brasil 

(Biggar et al., 2000; Ishak et al., 2007), no Equador (Whitby et al., 2004) e na Guiana 

Francesa (Kazanji et al., 2005) em populações indígenas. Em São Paulo, a análise a 

partir de fragmentos da ORF26 de pacientes com  SK-aids em amostras de biópsias 

parafinadas encontra os subtipos B e C (Caterino-de-Araújo et al., 1998). 

Em 2005, Nascimento et al. encontram em 33 pacientes com SK-aids, 

também de São Paulo, os subtipos A, B e C, incluindo dois pacientes infectados com 

o subtipo A5, sendo este o primeiro relato dessa ocorrência no país; um deles, 

procedente de Belém do Pará, é descendente de indígena (Nascimento et al., 2005).  

Assim, resumidamente, podemos dizer que os subtipos A e C são 

predominantes na Europa e nos Estados Unidos, o subtipo B na África, o subtipo D 

nas ilhas do Pacífico e o subtipo E em indígenas da América do Sul, como ilustra a 

Figura 4. 
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Um novo subtipo é identificado em um membro da tribo Bantu Gisu 

(Uganda-África), que se agrupa aos clones K1-43 Berr da França e de San 2 de 

Botswana-Equador (Lacoste et al., 2000; Whitby et al., 2004; Kajumbula et al., 

2006). Tais pesquisadores descrevem como subtipo F. 

 

 

Figura 4 - Distribuição geográfica dos cinco subtipos predominantes de HHV-8, 

baseada na variabilidade do gene K1 
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1.3  Infecção pelo HHV-8 

 

1.3.1 Penetração do HHV-8 na célula hospedeira 

 

A infecção inicia-se com a ligação de glicoproteínas do envelope na 

superfície da célula hospedeira, sendo que a penetração pode ocorrer por fusão do 

envelope viral com a membrana plasmática. O HHV-8 infecta células B em divisão 

durante a mitose. No núcleo da célula hospedeira ocorrem a circularização do 

genoma viral, replicação e formação do capsídeo (Ablashi et al., 2002). Dessa forma, 

após a infecção primária, o HHV-8 replica ativamente por meio da maquinaria viral e 

novas partículas virais são produzidas e liberadas pela lise da célula hospedeira 

(Lacoste et al., 2004). 

 

1.3.2  Infecção latente pelo HHV-8 

 

O HHV-8, como outros membros da subfamília Gamaherpesvirinae, tem 

capacidade de estabelecer infecção latente após infecção primária. No caso do HHV-8, a 

latência ocorre predominantemente em linfócitos B e em células endoteliais. Embora o 

alvo primário da infecção viral por HHV-8 seja os linfócitos B CD19+, outras células 

mononucleares e fibroblastos são suscetíveis à infecção (Blasig et al., 1997). O HHV-8 

expressa sete genes latentes com efeitos modulatórios demonstrados pelo crescimento da 

célula hospedeira e com participação na patogênese do SK. Em células endoteliais e 

linfócitos B com infecção persistente, o HHV-8 permanece como uma molécula de 
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DNA epissomal, que expressa somente alguns genes virais, incluindo o LANA-1 e uma 

pequena proteína de membrana denominada kaposina (K-12) (Boshoff et al., 1995). 

 

1.3.2.1 Antígeno associado à latência (LANA) 

Entre os genes virais expressos durante a latência, a proteína LANA-1, 

codificada pela ORF73, está presente nos corpos intranucleares associados à 

heterocromatina em quase todas as células infectadas e culturas celulares. A proteína 

LANA-1 pode ser considerada como um marcador para infecção por HHV-8 

(Parravicini et al., 1997; Dupin et al., 1999; Sarid et al., 1999). É uma proteína 

altamente expressa em todas as formas malignas associadas ao SK (Dupin et al., 

1999). Tal proteína é importante para a manutenção do DNA epissomal viral durante 

a latência e modula a expressão de genes celulares e virais. Tem, também, a 

capacidade de ancorar o DNA epissomal em sítios específicos do cromossomo do 

hospedeiro, possibilitando, assim, sua transmissão para as células filhas durante o 

processo de replicação celular (Ballestas et al., 1999). Portanto, trata-se de uma 

proteína multifuncional essencial. A proteína LANA é igualmente importante para a 

expressão de genes regulatórios em células infectadas por HHV-8 (Verma e 

Robertson, 2003; Ganem, 2006).  

 

1.3.2.2 Antígeno associado ao ciclo lítico 

A replicação lítica, por sua vez, pode ocorrer naturalmente ou ser induzida 

por agentes químicos in vitro, como o acetato de o-tetradecanoil forbol (TPA), que 

ativa a replicação viral e a produção de diferentes antígenos virais citoplasmáticos 
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(Kedes et al., 1996). Entre os genes virais expressos durante a replicação lítica, a 

ORF-K1 codifica uma glicoproteína transmembrana 46-kDA altamente variável,  

semelhante à família de receptores de imunoglobulina, e é usada para a subtipagem de 

cepas virais de HHV-8. O gene lítico tardio K8.1 codifica duas glicoproteínas 

imunogênicas (gp K8.1A e gp  K8.1B). A gp K8.1A contém uma região de 167aa 

idêntica à gp K8.1B e uma região única de 61aa (gp 35-37) que pela técnica de 

Western blot, é considerada o polipeptídio mais frequente e intensamente reconhecido 

por anticorpos presentes no soro de pacientes com SK em antígenos de linhagem 

celular proveniente de linfoma de células B de cavidade, infectada de forma latente 

pelo HHV-8, (células BCBL) (Chandran et al., 1998b; Nicholas et al., 1998; Ganem, 

2006). A ORF26 codifica a proteína do capsídeo de 34-kDa e a ORF65 codifica o gene 

da proteína menor do capsídeo, altamente antigênica, expressa, principalmente, durante 

a fase lítica da replicação viral em células BCBL (Lin et al., 1997). 

 

1.4  Diagnóstico da infecção pelo HHV-8 

 

Na ausência de um sistema de cultura celular para isolamento do HHV-8 

(Bubman e Cesarman, 2003), o diagnóstico dessa infecção tem sido realizado 

utilizando-se ensaios sorológicos e técnicas moleculares. O primeiro método visa 

detectar anticorpos contra os antígenos de HHV-8 produzidos durante as fases 

latentes e líticas do ciclo de vida viral enquanto o segundo é utilizado para a detecção 

do genoma viral (Whitby et al., 1995; Pellett et al., 1999; Engels et al., 2000; 

Gambus et al., 2001). 
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1.4.1  Métodos para detecção de anticorpos 

 

A partir do estabelecimento de linhagens celulares BCBL (Renne et al., 

1996b), muitos ensaios têm sido considerados úteis para o diagnóstico desta infecção 

viral, desde os testes de imunofluorescência indireta (IFA), empregando antígenos da 

fase latente e lítica do vírus, até os ensaios imunoenzimáticos como ELISA e 

Western blot. No entanto, dependendo do tipo de antígeno e ensaio empregado, tais 

testes sorológicos exibem graus diferentes de sensibilidade e especificidade (Rabkin 

et al., 1998). Além disso, uma avaliação comparativa de testes sorológicos para 

HHV-8 é dificultada pela falta de um padrão ouro (gold standard). 

Vários estudos têm utilizado como controle negativo soro de indivíduos com 

baixo risco de infecção, como por exemplo, heterossexuais com poucos parceiros, 

mulheres virgens, crianças e doadores de sangue saudáveis de áreas de baixa 

prevalência para infecção por HHV-8. Por outro lado, soros de pacientes com SK 

têm sido utilizados como controle positivo (Martin e Osmond, 2000; Spira et al., 

2000; Pellett et al., 2003). 

O ensaio de imunofluorescência, preparado em linhagens celulares BCBL 

para detecção de anticorpos contra antígeno nuclear de latência, (IFA-LANA) é 

considerado altamente específico, sendo também considerado um teste sorológico de 

referência para detectar a infecção por HHV-8 (Martin e Osmond, 2000; Nascimento 

et al., 2007). Esse teste resulta negativo em crianças (Chandran et al., 1998a; Souza 

et al., 2004), apresentando baixas taxas de positividade para doadores de sangue dos 

Estados Unidos, parte da Europa e no Brasil (Kedes et al., 1996; Martin et al., 1998 
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Rezza et al., 1998; Caterino-de-Araujo et al., 1999; Enbom et al., 2000; Zago et al., 

2000; Nascimento et al., 2008). 

Em pacientes com aids e SK, a sororreatividade aos antígenos latentes 

(LANA) depende do número de células CD4+, sendo menor naqueles indivíduos 

com imunodepressão mais acentuada (Souza et al., 2007). 

Entretanto, tal ensaio exibe positividade mais baixa quando comparado aos 

testes baseados em antígenos líticos (Camera Pierrotti et al., 2000). Os antígenos 

líticos são preparados pela indução do ciclo lítico do vírus nas linhagens celulares 

BCBL-1 com TPA e, podem ser detectados por IFA, por exibir um padrão de 

fluorescência citoplasmática, diferente do padrão pontilhado nuclear observado com 

os antígenos nucleares de fase latente (Lennette et al., 1996). 

 

1.4.2  Métodos moleculares 

 

Métodos de detecção do ácido nucleico desempenham papel importante no 

diagnóstico e pesquisas virais, sendo essenciais para a obtenção de informações 

quando a cultura e identificação virais não são possíveis. A reação em cadeia por 

polimerase (PCR) é particularmente útil para demonstrar a associação causal entre o 

HHV-8 e o SK, linfoma de efusão primária (PEL) e outras doenças associadas ao 

HHV-8, elucidar a forma de transmissão do HHV-8 e predizer o desenvolvimento de 

SK em indivíduos soropositivos para infecção por HIV (Tedeschi et al., 2002). 

Os métodos moleculares permitem a detecção direta do DNA viral, com alto 

grau de sensibilidade, a partir de diferentes amostras biológicas, tais como 

fragmentos de biópsias, células mononucleares do sangue periférico e saliva.  
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Na detecção do DNA do HHV-8, primers que amplificam diferentes regiões 

do genoma viral têm sido utilizados. Uma das reações mais frequentemente 

empregadas amplifica um fragmento de 233 pares de bases (bp) da ORF26 

(designado KS330233), originalmente descrita por Chang et al., (1994). Os protocolos 

para a detecção do DNA do HHV-8, geralmente, empregam a técnica de nested PCR, 

baseados na reamplificação de produtos de PCR, apresentando maior sensibilidade e 

especificidade. 

 

1.5  Epidemiologia do SK e da infecção pelo HHV-8 

 

1.5.1    Epidemiologia do SK 

 

A epidemia da aids altera dramaticamente a epidemiologia do SK no mundo 

inteiro. Nos EUA e no norte da Europa, o SK passa a ocorrer mais frequentemente 

em HSH infectados pelo HIV e, na região central do Saara, torna-se rapidamente a 

neoplasia mais comum e o principal problema de saúde pública (Whitby et al.,1995; 

Whitby et al.,1998; Sitas e Newton, 2001). 

Sabe-se que vários fatores como idade, sexo, etnia, status imunológico, 

predisposição genética e meio ambiente estão relacionados com a epidemiologia da 

distribuição do SK no mundo (Freitas et al., 2002; Plancoulaine et al., 2002; Newton 

et al., 2003; Martro et al., 2004; Souza et al., 2004; Whitby et al., 2004; Whitby et 

al., 2006; He et al., 2007). Estudos epidemiológicos têm mostrado que a incidência 

da doença difere consideravelmente entre grupos populacionais. Além disso, as 

diferenças geográficas na incidência do SK clássico e de aids-SK, de acordo com os 
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diferentes grupos de risco do HIV, podem ser, parcialmente, explicadas pelas 

diferenças na prevalência da infecção por HHV-8 que é também geograficamente 

heterogênea (Tanzi et al., 2005; Whitby et al., 2006). Um exemplo dessa diferença 

pode ser observado na Itália, onde a incidência de SK é mais alta na região sul 

quando comparada ao norte do país (Angeloni et al.,1998; Calabrò et al.,1998). 

O SK é reconhecido como um câncer importante tanto em crianças do 

sexo masculino quanto feminino na África mesmo antes da epidemia da aids e é 

agora um dos principais cânceres em crianças com HIV (Mayama et al., 1998).  

Nos Estados Unidos e no norte da Europa, o SK é raramente visto em 

pacientes que adquiriram HIV por exposição a hemocomponentes ou a relações 

heterossexuais, mas é comum em HSH (Whitby et al., 2006).  

Em indígenas do Brasil, Equador e Guiana Francesa, não há registros de casos 

de SK, embora a prevalência de infecção pelo HHV-8 seja alta, Possivelmente devido 

à falta de informações precisas, em virtude do acesso limitado a serviços de saúde e da 

baixa expectativa de vida dessas populações (Biggar et al., 2000; Kazanji et al., 2005; 

Whitby et al., 2006; Ishak et al., 2007). Porém, em 2004, Mohanna et al. descrevem o 

primeiro caso de HHV-8 encontrado em lesões de SK por técnica de 

imunohistoquímica em um paciente indígena de Quechua, no Peru (Mohanna et al., 

2005). Dessa forma, ainda não sabemos como ocorre a infecção primária pelo HHV-

8, ao contrário daquela causada por outros herpesvírus humanos.  

No contexto da epidemia da aids nos EUA e Europa ocidental,  a transmissão 

do HHV-8 parece ser especialmente sexual, porém em áreas de infecção endêmica, 

ela pode ser não sexual. Sabe-se apenas que vários cofatores estão associados ao 
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desenvolvimento do SK e que a maioria das infecções primárias parece ser 

assintomática (Ablashi et al., 2002). 

 

1.5.2   Epidemiologia da infecção pelo HHV-8 

 

1.5.2.1 Prevalência  

Tanto os métodos imunológicos de primeira geração para detecção de 

anticorpos IFA-LANA e IFA-lítico, quanto os de segunda geração, como Western 

blot e ELISA, com antígenos de vírus total, recombinantes e peptídeos sintéticos são 

desenvolvidos para determinar a prevalência da infecção pelo vírus na população 

geral, correlacionar a presença de anticorpos com o diagnóstico de SK, além de 

pesquisar possíveis associações deste vírus com outras doenças (Chatlynne e 

Ablashi, 1999). 

Os estudos de soroprevalência sugerem que o HHV-8 não é um vírus de 

distribuição universal na população, como a maioria dos herpesvírus humanos 

(Bigoni et al., 1996; Marchioli et al., 1996; Howard et al., 1997; Chatlynne e 

Ablashi, 1999; Ablashi et al., 2002). Além disso, os estudos epidemiológicos e 

clínicos mostram que em indivíduos saudáveis, há um controle imunológico da 

infecção pelo HHV-8 (Boshoff e Weiss, 2001). 

Anticorpos contra o vírus estão presentes em praticamente 100% dos casos 

com SK, existindo consenso de que as taxas de soroprevalência de infecção por 

HHV-8 estão aumentadas em grupos de maior risco para desenvolver o sarcoma do 

que na população geral (Gao et al., 1996; Kedes et al., 1996; Lennette et al., 1996; 

Souza et al., 2004). Isto pode ser observado, por exemplo, em indivíduos idosos da 
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região do Mediterrâneo, indivíduos infectados pelo HIV, pacientes submetidos a 

tratamento prolongado com corticosteróides e receptores de transplantes de órgãos. 

Nos casos de SK, nos quais os títulos de anticorpos são acompanhados 

sequencialmente antes da identificação clínica de lesões de SK e após seu 

aparecimento, detecta-se que os títulos de anticorpos aumentam com a progressão da 

doença (Chatlynne  e Ablashi, 1999). 

A população residente ao sul da Itália, Sardenha e Sicília, apresenta uma 

soroprevalência de infecção pelo HHV-8 em torno de 30% com maior ocorrência de 

SK, quando comparadas com os 10% de prevalência observada no norte da Itália 

(Calabrò et al., 1998). Angeloni et al., (1998) em estudo de prevalência interfamílias 

da Sardenha também encontra taxas muito semelhantes entre indivíduos com SK 

clássico e seus parentes, taxas essas consideravelmente mais altas do que nos 

indivíduos da população geral. 

Desde o início da epidemia da aids até a introdução da HAART, a incidência 

de SK aumentou muito e, por essa razão, a maioria dos estudos se concentraram em 

indivíduos infectados por HIV e HSH. Quando comparados à população geral, tais 

indivíduos apresentaram uma taxa de soroprevalência mais alta, e maior frequência 

de SK nos EUA e Europa (16% a 48%) (Simpson et al., 1996; Regamey et al., 1998; 

Preiser et al., 2001). Os estudos descrevem que aproximadamente 50% dos HSH 

infectados pelo HIV sem SK apresentam anticorpos para HHV-8, sendo a 

prevalência de 20% a 38% (Martin et al., 1998; Ablashi et al., 1999; O`Brien et al., 

1999; Atkinson et al., 2003). A prevalência de anticorpos de HHV-8 varia de 30% a 

60% na população africana adulta com altas taxas de SK (Olsen et al., 1998) e, 

também, em crianças sem SK (Mayama et al., 1998; Sitas et al., 1999). 
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O estudo de Sosa et al. (2001) relata que 17,4% dos indivíduos HIV positivos 

e usuários de drogas injetáveis na Argentina são soropositivos, enquanto na Itália, a 

prevalência registrada é de 8% (LANA) e 49% (lítico) (Rezza et al., 1998). No 

Japão a prevalência de 9,8% a 11,6% nos grupos HIV é considerada alta (Fujii et al., 

1999). 

Muitos estudos realizados na população geral indicam que a prevalência de 

anticorpos para HHV-8 tem uma grande variabilidade nas diferentes áreas 

geográficas do mundo. Na Ásia, a taxa de soropositividade na população geral é de 

1,4% no Japão; 19,2% em indivíduos de 21-40 anos de Taiwan; na região de 

Xinjiang uma província da China a taxa de 46,6% é encontrada em indivíduos sem 

SK, porém com outras patologias. (Huang et al., 2000; Dilnur et al., 2001; Satoh et 

al., 2001). Na América do Norte registra-se prevalência de 0 a 8,6% (Gao et al., 

1996; Martin et al., 1998; Engels et al., 2002) e na Europa de 12% a 13% (Engels et 

al., 2000; Perna et al., 2000). 

Na Europa, a taxa de soroprevalência em doadores de sangue da Alemanha é 

semelhante àquela encontrada nos países do Leste Europeu em torno de 3% (Preiser 

et al., 2001). Entretanto, no sul da Itália, 24,1% dos doadores de sangue apresentam 

anticorpos para o HHV-8 (Calabrò et al., 1998) e na Espanha a prevalência é de 6,5% 

semelhante àquela encontrada no norte da Itália (Gambus et al., 2001). Estudos em 

doadores de sangue nos EUA registram desde baixas prevalências, com taxas entre 

0% a 13% (Gao et al., 1996; Simpson et al., 1996; Ablashi et al., 1999; Chatlynne e 

Ablashi,1999; Juhasz et al., 2001), até mais altas entre 15%-23% no Texas 

(Baillargeon et al., 2001; Hudnall et al., 2003). 
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As taxas de soroprevalência mais altas são relatadas em algumas regiões da 

África como Egito, Uganda e Camarões, sendo as mesmas superiores a 50%, tanto 

em adultos quanto em crianças. Observam-se taxas de soroprevalência de 47% em 

adolescentes entre 14 e 19 anos, e nota-se que essas aumentam com a idade, sem 

distinção de sexo (Ziegler e Katongole-Mbidde, 1996; Mayama et al., 1998; Olsen et 

al., 1998; Ablashi et al., 1999; Sitas et al., 1999; Rezza et al., 2000; Serraino et al., 

2001). Além disso, tal taxa parece aumentar ao longo da infância (Gessain et al., 

1999).  

Ainda que a soroprevalência de HHV-8 não possa ser facilmente comparada 

entre diferentes estudos devido às variações entre os testes laboratoriais utilizados 

(Rabkin et al., 1998; Engels et al., 2000), algumas diferenças podem ser decorrentes 

de fatores socioeconômicos ou ambientais relacionados com o acesso à água ou a 

hábitos que visem compensar a grave falta desta. A soropositividade ao HHV-8 entre 

crianças de Uganda está associada à condição materna em relação ao HHV-8, à 

condição socioeconômica mais baixa e ao uso de água obtida a partir de fontes 

superficiais. O uso de tais fontes de água está associado a práticas precárias de 

higiene, que aumentam a transmissão de HHV-8 nas residências expostas a tal 

situação (Mbulaiteye et al., 2005). 

Entre os países da América Latina, a soroprevalência em doadores de sangue 

por IFA-lítico varia de um país para outro. Enquanto no Peru é de 56,25% (Mohanna 

et al., 2007), na Argentina e no Chile, na cidade de Santiago, a taxa encontrada é de 

4% e 3%, respectivamente (Pérez et al., 2004). 

Whitby et al. (2004) relatam a soroprevalência do HHV-8 em duas tribos 

indígenas do Equador por meio de três diferentes testes sorológicos. Na tribo 
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Huaorani, observa-se alta prevalência (100%) por IFA-LANA, porém na tribo Siona, 

uma prevalência mais baixa (24%). 

Em índios da Guiana Francesa, Kazanji et al., (2005) detectam 

soroprevalência total de 23,3% por IFA-lítico. Nesse estudo observa-se que índios 

residentes em áreas remotas apresentam maior prevalência, quando comparados 

àqueles da região costeira. 

No Brasil, a infecção pelo HHV-8 segue um perfil de distribuição semelhante 

ao registrado na Europa e EUA, com baixa prevalência do vírus na população geral. 

Entretanto, alguns estudos sugerem que a soroprevalência pode variar de acordo com a 

região e a população estudada. Vários trabalhos detectam baixa soroprevalência de 

infecção pelo HHV-8 (2,4 - 7,4%) na região Sudeste, entre doadores de sangue e em 

adultos, adolescentes e crianças da população geral de várias cidades do estado de São 

Paulo (Caterino-de-Araújo et al., 1999; Zago et al., 2000; Perez et al., 2004; Souza et 

al., 2004; Cunha et al., 2005; Nascimento et al.,2008). Freitas et al. (2002), por outro 

lado, detectam soroprevalência total de 16% entre indivíduos saudáveis, incluindo 

crianças e adultos de área urbana de Belém do Pará. 

Na população indígena brasileira, no primeiro estudo realizado, relata-se uma 

soroprevalência total de 53% de infecção pelo HHV-8 em diversas tribos indígenas 

da região Norte do país e inclusive nas crianças menores de 10 anos (41%), 

caracterizando tal população como endêmica para HHV-8, como demonstra Biggar 

et al., em 2000. 

O estudo de Cunha et al., em 2005, também detecta alta soroprevalência de 

infecção pelo HHV-8 em duas tribos indígenas da região Amazônica brasileira, a 
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população total apresenta taxa de 56,8% e as crianças acima de 2 anos de idade, 

prevalência de 44%.  

Ishak et al. (2007) também encontram prevalência de 29,9% em quatro 

populações indígenas da Amazônia brasileira. 

Sendo assim, os dados confirmam a hiperendemicidade da infecção pelo 

HHV-8 nas populações indígenas da região Amazônica brasileira. A Figura 5 

apresenta a soroprevalência do HHV-8 nos países da América do Sul. 

 

 

 

Figura 5 - Distribuição da soroprevalência do HHV-8 na América do Sul 

FONTE: International Journal of Infectious Diseases. 2005;9:244- modificado 
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1.5.2.2 Modo de transmissão  

 

Desde a descoberta da infecção pelo HHV-8, apesar dos inúmeros estudos 

realizados e desenvolvidos, abordando aspectos genéticos e moleculares do vírus, 

para o nosso conhecimento, a identificação do exato modo de transmissão desse 

vírus ainda permanece indefinida. 

A infecção pelo HHV-8 é restrita à população humana e todos os casos 

disponíveis resultam de transmissão inter-humana (Gnann et al., 2000), sendo a 

presença do HHV-8 uma condição necessária, mas insuficiente para causar o SK 

(Mbulaiteye et al., 2008).  

Várias vias podem ser aventadas para a transmissão do HHV-8 e como tal 

vírus é encontrado em vários tecidos e fluídos corpóreos, múltiplas fontes de 

infecção são sugeridas: sangue, transplantes de órgãos, fezes, secreções vaginais e 

saliva. Contudo, as vias de transmissão parecem diferir, de acordo com fatores 

geográficos, socioeconômicos e comportamentais. 

Em países industrializados do mundo ocidental, o HHV-8 parece ser 

transmitido, principalmente, por contato sexual (Martin et al., 1998) e sua 

prevalência é baixa em crianças (Blauvelt et al., 1997). Entretanto, vários estudos 

sugerem que, em países em desenvolvimento, a infecção possa ser adquirida 

precocemente por meio de outras vias, como por exemplo, mediante contato com 

fluidos corpóreos contendo o vírus, tais como secreções e saliva (Blackbourn et al., 

1998).  

Os estudos soroepidemiológicos sugerem, portanto, que o HHV-8 é 

transmitido por duas vias principais: a sexual e a não sexual.  A transmissão sexual 



I N T R O D U Ç Ã O  

  

Laura Masami Sumita 

25 

seria a via mais comum de infecção em regiões de baixa prevalência e a via não 

sexual, nas regiões onde a taxa de infecção para o HHV-8 é alta. 

 

Transmissão sexual 

O aumento significativo na taxa de SK, a partir do advento da aids, sugere a 

participação de um agente infeccioso na sua etiologia. Antes mesmo da descoberta 

do HHV-8 em 1994, epidemiologistas identificam o histórico de doenças 

sexualmente transmissíveis e o número de parceiros sexuais como fatores de risco 

para o desenvolvimento de SK associado à aids (Gnann et al., 2000). O estudo de 

Beral et al., investiga os fatores associados ao SK entre os primeiros casos de aids 

notificados nos EUA, observando que o risco para SK é, pelo menos, 20.000 vezes 

maior entre os pacientes com aids, em relação à população geral e 300 vezes maior 

entre os pacientes com aids, em relação a outras populações de pacientes 

imunocomprometidos. Tais achados levam os pesquisadores à conclusão de que o 

SK, em indivíduos com aids, pode ser causado por um agente infeccioso não 

identificado, transmitido, principalmente, por contato sexual (Beral et al., 1990). 

Os estudos realizados desde a descoberta do vírus, como os de Gao et al. 

(1996), Kedes et al. (1996) e Grulich et al. (1997), continuam dando suporte à 

hipótese de que a transmissão do HHV-8 está ligada à atividade sexual. 

Com o desenvolvimento de ensaios sorológicos para HHV-8, Blackbourn et al. 

(1999) demonstram correlação entre o número de parceiros sexuais, provável infecção 

por HHV-8 e o risco de desenvolvimento de SK. 

Assim, nos estudos soroepidemiológicos o consenso é de que a transmissão do 

HHV-8 é sexual (Melbye et al., 1998; Dukers e Rezza, 2003). Estudos sobre os fatores 
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de risco em HSH demonstram associação entre a infecção pelo HHV-8 e marcadores 

de atividade sexual, inclusive o número de parceiros, práticas não seguras de sexo com 

parceiros HIV positivos, com SK e marcadores de doenças sexualmente transmissíveis 

(DST) e também poderia estar relacionada às práticas sexuais específicas como contato 

oroanal (Martin et al., 1998; Smith et al., 1999; Tedeschi et al., 2000; Grulich et al., 

2005; Martro et al., 2006).  

As evidências para a transmissão de HHV-8 entre heterossexuais são menos 

convincentes. No Reino Unido e nos Estados Unidos, o HHV-8 é mais comum entre 

pacientes ambulatoriais de clínicas de doenças sexualmente transmissíveis do que 

entre doadores de sangue (Kedes et al., 1996; Simpson et al., 1996) e alguns grupos 

registram a associação entre infecção por HHV-8 e comportamentos sexuais de risco 

(Tedeschi et al., 2000; Cannon et al., 2001; Greenblatt et al., 2001). Como relata o 

estudo de Smith, realizado em indivíduos heterossexuais, para que a transmissão 

ocorra, é necessária exposição sexual frequente com um número elevado de parceiros 

ou com associação de alguma doença sexualmente transmissível (Smith et al., 1999). 

Dessa forma, o estudo de Eltom et al. (2002), realizado na Nigéria com adultos de 

alto e baixo risco para infecção por HIV, relata que parte dos indivíduos positivos 

para HHV-8 apresenta uma doença sexualmente transmissível, enquanto a pesquisa 

de Lavreys et al. (2003), demonstra alta soroprevalência para HHV-8 associada à 

infecção por sífilis e gonorréia. Já o estudo realizado por Klaskala et al. (2005), 

registra que a presença de verrugas genitais, em mulheres da Zâmbia, é um forte 

preditor de soropositividade para HHV-8. A associação de infecção por HHV-8 com 

verrugas genitais e coinfecção com HIV sugerem a possibilidade de transmissão 

heterossexual do HHV-8 (Klaskala et al., 2005). 
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Em estudo realizado por Souza et al. (2004) com um grupo de pacientes sob 

risco de doenças sexualmente transmissíveis, as taxas observadas de prevalência para 

os anticorpos de HHV-8 são notadamente mais elevadas, em relação ao grupo sem 

antecedentes de DST, variando entre 32,6%, no grupo de HSH, e 39,2%, no grupo de 

pacientes com aids sem SK, e 2,6% no grupo sem fatores de risco para DST (Souza 

et al., 2004). 

Nos estudos realizados com amostras cervicovaginais, o DNA do HHV-8 é 

detectado em um número muito pequeno de mulheres com e sem HIV e soropositivas 

para o HHV-8. Mesmo com esta pequena amostragem, as autoras sugerem que a 

transmissão ocorre por via sexual (Calabrò et al., 1999; Whitby et al., 1995). Em 

outro estudo realizado em pacientes com SK de Zimbábue, 28% e 37% das amostras 

cervicais e vaginais apresentam o DNA do HHV-8, porém em nenhuma das mulheres 

sem SK, mesmo estas sendo soropositivas para HHV-8 (Lampinen et al.,2000).  

A transmissão via sêmen embora possível, parece contribuir pouco para a 

endemicidade do HHV-8 (Teo CG, 2006). Os registros da presença do vírus em 

secreção genital masculina são conflitantes (Blackbourn et al., 1999). Por um lado 

existem relatos de detecção do HHV-8 no sêmen (91%) e tecidos prostáticos (44%) 

de doadores italianos (Monini et al., 1996) e em material obtido de biópsia prostática 

de homens HIV positivos, com e sem SK (Staskus et al., 1997; Diamond et al., 

2001). Por outro lado, estudos realizados na América do Norte e no Reino Unido 

descrevem que o HHV-8 pode ser detectado intermitentemente no sêmen de 

pacientes com SK e, às vezes, em pacientes HIV-positivos sem SK, mas raramente 

em sêmen de doadores de sangue (Lin et al., 1995; Howard et al., 1997). Outros 

pesquisadores mostram baixa taxa de excreção do HHV-8 no sêmen, tanto de 
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indivíduos HIV-positivos quanto de indivíduos HIV-negativos (Whitby et al., 1995; 

Howard et al., 1997; Pauk et al., 2000). 

 

Transmissão sanguínea  

Diferentemente do HIV, o HHV-8 não parece ser facilmente transmitido pelo 

sangue (Beral et al., 1990). Isto é um tanto quanto surpreendente, dado que o vírus é 

detectado nos linfócitos circulantes de 30 a 50% dos pacientes com SK (Whitby et 

al., 1995; Engels et al., 1999; Camera Pierrotti et al., 2000; Cannon et al., 2001) e, 

em menor proporção, em pacientes infectados pelo HIV sem SK (Engels et al., 

2003). 

O estudo de Blackbourn et al. (1997) demonstra em células mononucleares 

periféricas de um doador de sangue saudável, resultados repetidamente positivos para 

partículas infecciosas do HHV-8, em amostras sequenciais de sangue. 

A análise em doadores de sangue do centro de transfusões sanguíneas em 

Bangui, capital da República Centro Africana, relata PCR positiva para o HHV-8 em 

células mononucleares do sangue periférico de 20% dos doadores (Beléc et al., 

1998). Enbom et al. (2002) encontram DNA do HHV-8 no soro de doadores de 

sangue na Tanzânia por meio da técnica de PCR em tempo real.  

Por outro lado, nos EUA um estudo multicêntrico, envolvendo amostras de 

plasma de doadores de sangue, detecta anticorpos anti-HHV-8, porém nenhuma 

amostra é positiva para o DNA do vírus (Pellett et al., 2003). Na Itália, onde a 

soroprevalência é relativamente alta entre doadores de sangue, há poucas evidências 

de doença por HHV-8 entre os receptores (Whitby et al., 1998). Além disso, em 

grupos de usuários de drogas injetáveis ou hemofílicos, de maior risco à exposição a 
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vírus transmitidos pelo sangue, a soroprevalência de HHV-8 é mais baixa do que 

entre HSH (Beral et al., 1990). A infecção pelo HHV-8 entre usuários de drogas 

injetáveis sugere que a transmissão possa ocorrer por partilharem a mesma seringa, 

mas em taxas mais baixas do que outros vírus, tais como o vírus da hepatite C. 

(Atkinson et al., 2003). Portanto, é improvável que o sangue desempenhe um papel 

importante na cadeia epidemiológica de transmissão, tanto em regiões endêmicas 

como em regiões não endêmicas para SK (Teo CG, 2006). 

 

Transmissão por transplantes de órgãos 

A incidência de SK em receptores de transplante é mais alta do que na 

população geral. Estima-se que a mesma seja de 0,4% a 6% em receptores de 

transplante de órgão sólido. A terapia imunossupressora utilizada em receptores de 

transplante favorece o desenvolvimento do SK, e sua incidência nos pacientes 

transplantados é de 400 a 500 vezes mais alta do que na população geral. A maioria 

das infecções ocorre pós-transplante de células precursoras infectadas por HHV-8 

junto com o órgão transplantado e, subsequentemente, ocorre o desenvolvimento de 

SK (Luppi et al, 2003). Outra hipótese é que talvez haja a reativação do vírus já 

presente antes do transplante (Moore PS, 2003).  

 

Transmissão por saliva 

Por outro lado, nos estudos que avaliam a transmissão do HHV-8 por via sexual, 

há evidências que a saliva, provavelmente, desempenha um papel importante na 

disseminação viral. A alta prevalência da infecção antes da adolescência em áreas 
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endêmicas e a maior frequência da detecção do HHV-8 na saliva, em comparação ao 

sêmen, fornece evidências indiretas de uma transmissão não sexual (Pauk et al., 2000). 

Tais fatos sugerem uma disseminação viral por meio de contato salivar envolvida na 

transmissão infantil em países endêmicos (Cattani et al., 1999). Sexo oral e número de 

parceiros sexuais parecem aumentar a probabilidade de transmissão, apontando a saliva 

como um fluído corpóreo altamente infectado (Casper et al., 2002).  

Os indicadores de que o HHV-8 possa ter tropismo pela mucosa oral 

surgiram a partir de um estudo realizado por Di Albert et al. (1997), revelando a 

frequente amplificação por PCR do genoma viral em tecidos obtidos por biópsias 

orais de pacientes infectados por HIV (Di Alberti et al., 1997). 

Os achados de Duus et al. (2004), fornecem evidências contundentes de que o 

HHV-8 é um patógeno oportunista que se replica nas células epiteliais orais. Os 

pesquisadores detectam o DNA do HHV-8 de amostras da orofaringe de indivíduos 

imunocompetentes saudáveis, inoculadas em células originárias de tecido gengival 

humano. Para a confirmação, utilizam-se técnicas de PCR em tempo real de 

diferentes regiões do genoma viral (ORF26, ORF73 e ORF-K8.1) e ensaios de 

imunofluorescência e microscopia eletrônica, concluindo que o HHV-8 faz parte dos 

herpesvírus orais, assim como o CMV e o EBV. Por outro lado, o fato de o indivíduo 

saudável apresentar e excretar o vírus na cavidade oral não implica, necessariamente, 

no desenvolvimento de SK (Teo CG, 2006).  

No estudo realizado em crianças nascidas de mães infectadas pelo HIV em 

São Paulo, Machado et al. (2005) demonstram que a infecção pelo HHV-8 possa 

ocorrer mais tardiamente na infância. 
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Koelle et al. (1997) relatam presença de HHV-8 na saliva de 75% de indivíduos 

HIV positivos com SK, 15% de pacientes HIV sem SK e em nenhuma das amostras 

controles de doadores de sangue. Vieira et al. (1997) demonstram em amostras de 

saliva inoculadas em culturas de células 293, que a viabilidade do vírus foi mantida 

mesmo após treze passagens. Quando essas são tratadas com TPA há um aumento 

da quantidade de DNA do HHV-8 nas células infectadas, sugerindo não somente 

que o vírus infeccioso está presente na saliva de indivíduo com história de SK, mas 

também que o vírus possa ser transmitido por ela (Vieira et al., 1997).  

Estudo de LaDuca et al. (1998) pesquisa e quantifica o DNA do HHV-8 em 

diferentes amostras clínicas, encontrando o vírus na saliva de 37% de pacientes 

com SK (33.000 cópias/ug), nas células mononucleares de 46% (9.000 cópias/ug), 

em plasma de 7% (40 cópias/ug), em sêmen de 12% (300 cópias/ug) e em lesões de 

SK de 92% deles (64.000 cópias/ug). O alto número de cópias de DNA do HHV-8 

na saliva demonstra seu potencial como fonte de transmissão do vírus (LaDuca et 

al., 1998; Cattani et al., 1999). 

Os achados de Dukers et al. (2000), indicando a atividade sexual oral como a 

prática mais significativa associada à infecção por HHV-8, apontam para a saliva 

como um veículo de transmissão entre HSH. Subsequentemente, Pauk et al. (2000) 

avaliam, em HSH americanos soropositivos, a presença do vírus em amostras da 

orofaringe e do trato genital. O número de cópias de DNA do HHV-8 em amostras 

orais é de duas vezes mais alto do que em outros fluídos, demonstrando que a 

exposição à saliva deve ser considerada um fator de risco para infecção com HHV-8 

(Pauk et al., 2000). A predominância da excreção oral entre HSH é confirmada por 

outros estudos (Gandhi et al., 2004, Marcelin et al., 2004).  
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De modo geral, em áreas de alta prevalência de infecção pelo HHV-8, ocorre 

um aumento linear da soroprevalência antes da puberdade (Andreoni et al., 1999; 

Plancoulaine et al.,2000), com aumento na fase adulta e associação da 

soropositividade entre crianças e seus familiares (Mbulaiteye et al., 2003), sugerindo 

uma via não sexual de transmissão, provavelmente pela saliva (Plancoulaine et al., 

2000; Mbulaiteye et al., 2003). 

Dados epidemiológicos e laboratoriais confirmam que a alta soroprevalência 

do HHV-8 em crianças da África e do Mediterrâneo é devida a uma forma de 

transmissão não sexual. Estudos de soroprevalência em populações da África 

indicam que a infecção pelo HHV-8 ocorre antes da puberdade, por meio de contato 

familiar e comunitário (Mayama et al., 1998; Gessain et al., 1999). Fatores 

ambientais podem igualmente influenciar na disseminação do HHV-8, 

principalmente em áreas próximas às regiões nas quais predominam higiene precária, 

nível socioeconômico baixo e fatores ambientais, tais como uma fonte de água em 

vez de água encanada e tratada (Mbulaiteye et al., 2005). 

Estudo com crianças egípcias soropositivas para HHV-8 apresenta sequências 

de DNA do HHV-8 a partir da saliva em 30% delas, em comparação a 8% em 

amostras de plasma. Por outro lado, em crianças soronegativas, detecta-se o DNA do 

HHV-8 na saliva de 12% das amostras, em comparação a 4% no plasma (Andreoni et 

al., 2002). Um estudo realizado em Maláui, com familiares assintomáticos de 

pacientes com SK, encontra o DNA do HHV-8 em secreções orais de 27% dos 

indivíduos estudados, mas não em suas amostras de sangue (Cook et al., 2002). 

Estudos subsequentes realizados em outras comunidades africanas confirmam taxa 

relativamente alta de excreção de HHV-8 oral (Brayfield et al., 2004; Mbulaiteye et 
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al., 2004b, Taylor et al., 2004). Em áreas endêmicas, a transmissão do HHV-8 pode 

ocorrer de mãe para filho e, entre irmãos, por meio de contato próximo (Andreoni et 

al., 1999). A transmissão interpessoal do HHV-8 pode ser facilitada por condições 

residenciais em áreas habitadas por um grande número de pessoas (Mbulaiteye et al., 

2004b). Isto também ocorre nos casos das brincadeiras entre as crianças, 

principalmente irmãos, e, até mesmo, ao compartilhar utensílios domésticos 

(Mbulaiteye et al., 2003).  

Desse modo, diversos estudos similares evidenciam bem a transmissão 

horizontal, não sexual, seja em Camarões, na África Central (Gessain et al., 1999), na 

África do Sul (Bourboulia et al., 1998) e em crianças egípcias (Andreoni et al., 

1999). Em estudo realizado em Uganda, seis pares de sequências da ORF-K1 são 

avaliados para verificar se mãe e filho apresentam as mesmas sequências e, assim, 

definir se ocorre a transmissão materno-infantil. Os resultados demonstram 

sequências nucleotídicas homólogas em dois dos seis pares, sequências altamente 

similares em três pares e uma infecção por genótipo diferente. Este estudo, 

entretanto, devido ao seu desenho (transversal), não é capaz de demonstrar esta via 

de transmissão (Mbulaiteye et al., 2006). 

O estudo de Cattani et al. (2003), avalia em regiões do Mediterrâneo (Itália e 

Albânia) se a infecção pelo HHV-8 foi adquirida no início da vida e por via não 

sexual, como na África. Os resultados do estudo relatam um aumento na taxa de 

positividade com relação à idade. Observa-se uma taxa de 9,7% nas crianças 

menores de 14 anos, sugerindo que uma rota de transmissão não sexual esteja 

envolvida na disseminação do HHV-8, enquanto um aumento linear em adultos 

sugere uma via sexual de transmissão. Entretanto, duas crianças de 4  e 6 meses 
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apresentaram anticorpos anti-HHV-8, provavelmente de origem materna, e em outra 

de 10 meses, sugere ter ocorrido infecção perinatal, via de transmissão comumente 

observada na infecção causada por outros herpesvírus. O padrão epidemiológico da 

infecção pelo HHV-8 em diferentes regiões do Mediterrâneo sugere que em algumas 

áreas a transmissão seja, provavelmente, múltipla e contínua (Cattani et al., 2003).  

Outro estudo de Chironna et al. (2006), encontra resultados bastante 

semelhante em populações da Albânia e de Kosovo. Os achados de aumento na 

soroprevalência de HHV-8 com relação à idade, antes da puberdade, são 

semelhantes aos encontrados em países endêmicos (Plancoulaine et al., 2000). Os 

resultados sugerem que a transmissão do HHV-8 também ocorre por meio de uma 

rota não sexual, por contato intrafamiliar. Além disso, há um aumento da 

soroprevalência em indivíduos com idade superior a 16 anos, indicando que a 

atividade sexual possa também participar na transmissão do HHV-8 (Chironna et 

al., 2006). 

Ainda com relação ao papel da saliva na transmissão do HHV-8, Coluzzi et 

al. (2003) propuseram a hipótese chamada de “promoter arthropod”, na qual os 

autores sugerem que picadas de insetos podem aumentar o risco de infecção em 

crianças com hipersensibilidade, no caso de suas  mães ou cuidadores serem 

soropositivos e excretando HHV-8 em sua saliva, em regiões nas quais existe o 

hábito de aplicar saliva para diminuir a irritação. O uso da saliva, quando o objetivo é 

aliviar as picadas de insetos sugadores de sangue, constitui um hábito ancestral que 

muitos pesquisadores, hoje em dia, supõem desempenhar papel fundamental na 

transmissão do HHV-8. Uma consideração importante a esse respeito é que a 

resposta imunológica local à picada de inseto resulta em reações cutâneas, tais como 
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inchaço ou coceira, que propiciam a aplicação de saliva contendo HHV-8 (quer seja 

ao sugar ou esfregar saliva sobre a picada de inseto) e que podem, posteriormente, 

infeccionar. Tal fato justifica-se por saber-se que o HHV-8 é capaz de infectar vários 

tipos de células envolvidas no processo inflamatório, como por exemplo, 

macrófagos, células B e células endoteliais. No entanto, esta teoria ainda é 

controversa para Mbulaiteye e Biggar (2004a) que acreditam na existência de outros 

cofatores associados à transmissão salivar. 

Na população indígena da Amazônia brasileira, Biggar et al. (2000) relatam 

soroprevalência de 41% em crianças abaixo de 10 anos. Cunha et al. (2005), também 

registram prevalência alta de anticorpos anti-HHV-8 de 35% em crianças. Tais 

achados, segundo estes autores, indicam transmissão não sexual. Os estudos em 

indígenas, portanto, sugerem transmissão precoce do vírus por via não sexual, 

contudo, o mecanismo exato de transmissão ainda não é conhecido. Possíveis fatores 

peculiares à região da Amazônia brasileira, como meio ambiente, ocorrências de 

artrópodes e hábitos culturais, poderiam contribuir para a transmissão do vírus.  

Nesse contexto, o presente estudo foi desenhado visando investigar o modo 

potencial de transmissão do HHV-8 entre a população indígena da Aldeia Mapuera - 

PA, que habita uma região remota da Amazônia brasileira. 
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2 Objetivos 

Geral  

Estudar a infecção pelo HHV-8 em população indígena e não indígena da 

Amazônia brasileira, na tentativa de avaliar possíveis modos de transmissão do vírus. 

Específicos 

1  Estimar a prevalência de anticorpos contra o HHV-8 em índios da Aldeia 

Mapuera. 

2  Estimar a prevalência de anticorpos contra o HHV-8 em população não 

indígena. 

3  Avaliar a prevalência de excreção salivar do HHV-8 nos indivíduos 

soropositivos. 

4 Estimar a prevalência de marcadores da infecção por outros agentes 

infecciosos que tenham mecanismos de transmissão conhecidos (fecal-oral, 

sexual e por sangue). 

5 Realizar a caracterização molecular das amostras de HHV-8. 
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IFA-(HHV-8): 

 

anti-LANA 

anti-lítico 

 

 

 

 

 

3 Métodos 

3.1 Fluxogramas metodológicos 

(I) Sorologia 

 

 

 

 

Amostras (Indígenas e Não indígenas) 

(Soro) 

 

 

 

 

 

           ELISA: 

 

            HAV 

            HBV 

            HCV 

            HSV2 

          T.pallidum 
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(ll) Diagnóstico Molecular 

 

Extração e PCR-ORF26 
 

 

 

Amostras (Saliva) 

 

 

   

Extração de DNA 

(QlAamp) 

 

 

 

 

PCR-ORF26 

(1° e 2° Rounds) 

 

 

 

 

 

Positivo    Negativo 

 

 

 

 

PCR –ORF-K1 

VR1 e VR2 

(Sequenciamento) 
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Validação das sequências 

Montagem da sequência consenso 

( Programa Sequence NavigatorTM) 

 
 

(III) Sequenciamento 
 

 

 

                                      Amostras (DNA/PCR-ORF26+) 

 

 

 

PCR-ORF-K1- VR1 (1º e 2º Rounds) PCR-ORF-K1- VR2 (1º e 2º Rounds) 

 

 

 

Negativo    Positivo   Negativo 

 

 

Purificação do produto da PCR (VR1 e VR2) 

 

 

    Reação de sequenciamento 

 

 

 

        Gel de sequenciamento 

 

 

 

           Sequências da região VR1 e VR2 

  

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

               Blast N- NCBI(sequências homólogas) 
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(IV) Análise Filogenética 

 

 
 
 
 

Alinhamento das sequências de cada região 

com sequências referências do GenBank 

(Programa BioEdit) 

 

 

                                          

                                             

                                             

                                             Escolha do modelo 

                                     (Programa Modeltest e Paup) 

 

 

 

 

 

                          

                        Construção das topologias das árvores filogenéticas  

    (VR1 e VR2) 

(Programa Treeview)     
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3.2 Local e populações do estudo 

 
 

O presente estudo foi realizado em populações indígenas residentes na aldeia 

Mapuera e em comunidades não indígenas na região do alto Rio Trombetas, ambas 

situadas no município de Oriximiná, no Oeste do estado do Pará. As populações 

indígenas estavam distribuídas em 10 aldeias, sendo que oito delas ao longo do Rio 

Mapuera (Bateria, Ponkurú, Tamiurú, Mapuera, Placa, Inajá, Kuanamarí e Tauaná), 

somando em torno de 1700 índios. Segundo os dados do último censo indígena 

(FUNAI 12/00), tais populações estavam distribuídas em várias etnias: Wai-Wai, 

Xerew, Mawayana, Katwena, Hixkaryana e Tirió. Por razões logísticas, só foram 

avaliados os índios residentes na Aldeia Mapuera, a maior delas, com 

aproximadamente 1200 índios distribuídos em aproximadamente 200 casas. A parte 

central da aldeia era beira-rio e não havia padronização de casas e ruas. A aldeia era 

atendida por agentes da saúde do município de Oriximiná (enfermeiros e um 

dentista) e o controle da malária era realizado pela Fundação Nacional de Saúde 

(FUNASA)  

Um grupo populacional não indígena etnicamente heterogêneo, na sua 

maioria, remanescente de quilombolas da comunidade Cachoeira Porteira, vivendo 

em região próxima à aldeia Mapuera, foi incluído no estudo para avaliar possíveis 

fatores ambientais eventualmente envolvidos na transmissão do HHV-8. Na 

comunidade de Cachoeira Porteira residiam, aproximadamente, 50 famílias 

distribuídas em casas cujas condições são precárias.  

As características geográfico-ambientais e os hábitos de deslocamento da 

população não indígena eram semelhantes àqueles dos indígenas. A Figura 6 ilustra a 
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localização geográfica das duas populações estudadas. Foram recrutados todos os 

indivíduos de qualquer idade que concordaram, espontaneamente, em submeter-se à 

coleta de uma amostra de sangue e uma de saliva. A coleta de amostra das crianças 

foi feita mediante consentimento dos pais. 

 

 

 

 

Figura 6 – Localização geográfica das populações estudadas 

FONTE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - modificado 
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3.3 Aspectos éticos 

 

O presente projeto faz parte do estudo intitulado “Prevalência de infecção por 

herpesvírus sexualmente transmissíveis (HSV-1 e HSV-2) em comunidades 

ribeirinhas do Rio Trombetas e indígenas da Aldeia Mapuera”, que tem como 

pesquisador responsável o Prof. Dr. Cláudio Sérgio Pannuti. O referido projeto foi 

aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq), 

em 20.11.02 (protocolo de pesquisa nº 577/02) e pela Comissão Nacional de Ética 

em Pesquisa (CONEP), registro 7043, Processo 25000.151422/2002-43 (Anexo A). 

 

3.4 Delineamento do estudo e amostragem 

 

O presente estudo foi de prevalência e ecológico, uma vez que a unidade de 

análise foi uma população ou um grupo de pessoas, que geralmente pertencia a uma 

área definida. Dessa maneira, o presente estudo avaliou a prevalência da infecção 

pelo HHV-8 na população indígena e não indígena da Amazônia brasileira. 

A amostragem é dita de conveniência, uma vez que todos os indivíduos que 

se prontificaram a participar do estudo foram inclusos na avaliação. Por essa razão, 

não foi realizado um cálculo a priori para estimar o número de indivíduos 

necessários para o estudo. A população total estimada da tribo estudada foi de 1.200 

índios, tendo participado do estudo todo o indivíduo que permitiu a coleta de 

amostras de sangue e saliva. Com relação à população não indígena, praticamente 
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foram coletadas amostras de todos os indivíduos pertencentes à comunidade 

Cachoeira Porteira. 

 

3.5 Coleta de sangue e saliva 

 

A coleta foi realizada em 2003 durante entrada na aldeia Mapuera realizada 

pela equipe do Programa de Malária e pelos médicos do Departamento de Moléstias 

Infecciosas e Parasitárias da Faculdade de Medicina da USP. Em reunião com o 

cacique da tribo, foi apresentado o projeto e, após sua aprovação, o mesmo foi 

divulgado para todos os indivíduos que residiam em Mapuera. 

As amostras de sangue e saliva foram coletadas de todos os indígenas que 

concordaram em participar do estudo e compareceram ao posto de coleta, sem 

seleção de etnia, sexo ou idade. Porém nem todo indivíduo que coletou amostra de 

sangue coletou amostra de saliva e vice-versa. 

Com a população não indígena, de Cachoeira Porteira, foram realizadas 

reuniões com os líderes da comunidade e agentes de saúde para apresentação do 

projeto. Após concordância de ambas as partes, o projeto foi divulgado para todos os 

indivíduos que residiam em Cachoeira Porteira. A coleta de sangue foi realizada no 

posto de saúde da comunidade.  

As amostras de sangue para sorologia foram obtidas por punção venosa (10 

ml em tubo seco) e, após separação do coágulo, mantidas congeladas até o envio para 

o Laboratório de Virologia do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo (IMTSP). 

As amostras de saliva foram obtidas com swab de algodão estéril, esfregado 

gentilmente na mucosa bucal e depois colocado em meio de transporte (3 ml de 
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solução de Hanks, contendo 50 µg/ml de vancomicina, 500 µg/ml de imipenem e 2 

µg/ml de anfotericina B (Fungizon®). O material foi mantido em botijão de 

nitrogênio líquido e transportado em gelo seco para o Laboratório de Virologia, onde 

as amostras foram processadas por meio de testes sorológicos e moleculares.  

Em 2006, já havíamos realizado os testes sorológicos nas duas populações, e 

em virtude da entrada de nosso grupo na tribo Mapuera, para o presente estudo foi 

solicitada apenas a coleta de amostras de saliva dos indivíduos soropositivos para 

HHV-8 da população não indígena. 

 

3.6 Testes sorológicos 

 

3.6.1 Teste sorológico para o diagnóstico da infecção pelo HHV-8 

 

Foram pesquisados anticorpos contra antígeno nuclear da fase latente 

(LANA) e da fase lítica do vírus, pela técnica de reação de imunofluorescência 

indireta. 

 

3.6.2 Reação de Imunofluorescência Indireta (IFA) 

Para a realização da técnica de IFA, os antígenos do HHV-8 foram obtidos a 

partir de células BCBL-1, uma linhagem celular proveniente de linfoma de células B 

de cavidade, infectada de forma latente pelo HHV-8, fornecidas gentilmente pelo Dr. 

Niel Constantine, do Institute of Human Virology, University of Maryland, 

Baltimore, EUA. 



M É T O D O S  

 
Laura Masami Sumita 

48 

As células BCBL-1 foram mantidas a 37 C em meio RPMI-1640 (Gibco® 

BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco® BRL), benzilpenicilina 

potássica 100 U/ml (Megapen-5®), sulfato de estreptomicina 100 mg/ml (FURP) e 

anfotericina B 2 µg/ml (Fungizon®). 

Para a detecção dos anticorpos contra antígeno da fase lítica, as células foram 

mantidas em meio de cultura contendo 20 ng/ml de acetato de o-tetradecanoil forbol 

(TPA; Sigma, St. Louis, MO, USA) por 96 horas para indução da transcrição do 

genoma viral. As células não submetidas ao tratamento com TPA foram utilizadas 

para detecção de anticorpos anti-antígenos da fase latente (LANA) (Lennette et al., 

1996; Pierrotti et al., 2005). 

Preparo das lâminas de IFA 

As células BCBL-1, tratadas e não com TPA (antígeno), foram lavadas duas 

vezes com PBS (solução salina tamponada com fosfatos, pH 7,2) por meio de 

centrifugações a 800 g durante 10 minutos e ressuspensas em PBS, na concentração 

aproximada de 10 células/ml. A seguir, 10 µl do antígeno foi distribuído em cada 

área demarcada da lâmina, a qual foi deixada à temperatura ambiente para secagem 

e, então, fixada em acetona gelada durante 20 minutos. As lâminas preparadas foram 

armazenadas a –80 C para uso. 

Reação de IFA 

Após o descongelamento da lâmina, o antígeno foi hidratado, aplicando-se 30 µl 

de solução de leite desnatado (Molico) a 1 % em cada círculo, e incubando-se durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Após aspiração do leite, 25 µl das amostras de soro dos 

pacientes, diluídas na proporção 1:100 (LANA) e 1:40 (lítico) em solução de leite a 1% 

foram  colocadas na lâmina. A reação antígeno-anticorpo foi processada por incubação 
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em câmara úmida a temperatura ambiente durante 30 minutos. As lâminas foram, então, 

lavadas três vezes com PBS, com duração de 5 minutos cada lavagem. Em seguida, foi 

adicionado 30 µl do conjugado anti-IgG humano com isotiocianato de fluoresceína 

(Sigma) diluído a 1:50 em solução de azul de Evans. Seguiu-se nova incubação por 30 

minutos à temperatura ambiente. Após mais três lavagens com PBS, as lâminas foram 

montadas com glicerina tamponada pH 9,2. A leitura foi realizada em microscópio de 

imunofluorescência Zeiss com  aumento de 400 vezes. 

Em todas as lâminas foram colocados controles negativos e positivos para 

anticorpos anti-HHV-8 e para cada reação foi testado um controle positivo em 

diluições seriadas de 1:50 a 1:12.500 para verificação da sensibilidade do teste. 

Como controle negativo foi utilizado soro de indivíduo normal, que repetidamente se 

mostrou negativo para infecção por HHV-8 em IFA. Como controle positivo foi 

empregado soro de um paciente com aids e SK com altos títulos de anticorpos contra 

antígenos da fase latente e lítica do HHV-8, repetidamente reconhecidos pela IFA. 

 

3.6.3 Testes sorológicos para o diagnóstico de outras infecções 

 

Os testes sorológicos para determinação da presença de marcadores de 

infecções transmitidas mediante diferentes mecanismos foram realizados 

empregando-se testes comerciais. Para o diagnóstico da hepatite A, utilizou-se o 

teste Bioelisa HAV (Biokit, Barcelona, Spain), que detecta anticorpos totais contra 

o VHA. Para detecção de anticorpos IgG contra o VHC empregou-se o teste Ortho 

HCV 3.0 ELISA; para a determinação de anticorpos contra o antígeno do core do 

vírus da hepatite B foi utilizado o teste Ortho HBc ELISA (ambos da Ortho 
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Diagnnostic, Raritan, New Jersey, USA). Para o diagnóstico sorológico de sífilis e 

de infecção pelo herpesvírus simplex tipo 2, foram utilizados, respectivamente, 

Trepanostika ELISA (Biomérieux, Lyon, France) e HerpeSelect ELISA IgG (Focus 

Technologies, Cypress Hill, CA, USA). 

 

3.7  Diagnóstico molecular 

 

3.7.1 Extração de DNA 

 

Foi utilizado o kit da Qiagen (mini blood) para células bucais. Em 200 µl da 

amostra de swab bucal foram adicionados 200 µl de tampão de lise (AL) e 20 µl de 

proteinase K. Essa mistura foi mantida por 10 min a temperatura de 56°C. Em 

seguida, foi transferida para a coluna e centrifugada, seguindo-se as instruções do 

fabricante. No final, a amostra foi eluída com o tampão em volume de 200 µl. 

 

3.7.2 Reação em cadeia por polimerase (PCR) 

 

A detecção do DNA viral presente nas amostras de swab bucal utilizou o 

protocolo de amplificação descrito por Chang et al. (1994), ou seja, uma nested PCR 

utilizando primers para amplificação da ORF26 do capsídeo menor do HHV-8 

(Camera Pierrotti et al., 2000). 

As sequências dos primers utilizados na primeira etapa da reação foram: 
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5’ ATA GGG AGC GTA CTG CCG 3’  

5’ CAT CCT GGT GAT GTC ATC 3’  

Na segunda etapa da amplificação, foram utilizados 5 µl do produto da 

primeira amplificação e primers internos, obtendo-se amplificação de fragmentos de 

DNA com 233 bp:  

5’ TCC GTG TTG TCT ACG TCC AG 3’ 

5’ AGC CGA AAG GAT TCC ACC AT 3’ 

A sequência alvo foi amplificada em uma reação com volume final de 50µl, 

contendo 5 µl da amostra, tampão 10X ( 50 mM de KCl, 10 mM de Tris pH= 9.0), 

200 µM de dNTPs, 0,5 µM de cada primer, 1,5 mM de MgCl2, e 2,5 U de Platinum 

Taq DNA polimerase (Invitrogen 
TM 

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). 

Ciclos: As condições de amplificação para a primeira e segunda etapa foram as 

mesmas. Os tubos de reação contendo as amostras e a mistura de reagentes foram 

submetidos à amplificação em termociclador –MJ Research-PTC100- com uma 

denaturação inicial a 94ºC por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de 50 seg. a 94ºC para 

denaturação do DNA, 50 seg. a 58ºC para anelamento dos primers e 50 seg. a 72ºC 

para extensão da sequência. Os 35 ciclos foram seguidos por uma extensão final a 

72ºC por 10 min. 

Controle da reação 

Foram utilizados, como controle positivo, amostras de DNA extraído de células 

BCBL-1 e, como controle negativo, água milliQ estéril. A presença de material genômico 

viável foi avaliada em todas as amostras submetidas a nested PCR pela amplificação do 

gene da beta globina humana (Saiki et al., 1985). 
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Para prevenir a contaminação da nested PCR, todas as precauções foram 

tomadas. Os reagentes e as amostras foram manuseados em capela de fluxo laminar. 

A retirada do cotonete de cada paciente foi realizada com o máximo cuidado, com 

trocas constantes de luvas para evitar contaminação entre as amostras. Foram 

utilizadas 3 áreas físicas distintas do laboratório para cada fase da realização da PCR: 

preparo da amostra na sala de extração,  preparo dos reagentes na sala de pré-PCR, 

amplificação das amostras e a distribuição para a  nested PCR e  detecção dos 

produtos obtidos na sala de pós-PCR. 

Revelação do produto de amplificação 

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% 

diluído em tampão Tris Acetato (TAE) e contendo 0,5 µg de brometo de etídio. Após 

a eletroforese, o produto de amplificação resultante, no tamanho de 233 bp, foi 

visualizado por transiluminação do gel por raios ultravioleta e considerado positivo. 

 

3.8 Sequenciamento nucleotídico de amostras do DNA viral de 

HHV-8  

 

O sequenciamento foi realizado a partir da amplificação de dois fragmentos 

diferentes da região variável da ORF-K1, a VR1 (380 bp) e a VR2 (336 bp), 

utilizando-se os seguintes primers descritos por Cook et al., (1999) e utilizados por 

Nascimento et al., 2005.  

Os primers utilizados na primeira etapa da VR1 foram: 
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5’ GTT CTG CCA GGC ATA GTC 3’  

5’ GTA ACA TGC TGA CCA CAA G 3’  

Na segunda etapa da amplificação, foram utilizados 5 µl do produto da 

primeira etapa e os primers internos foram: 

5’ CTG GCG GCC CTT GTG TAA AC 3’ 

5’ GAC TGT GTT TGA TGG CTG TGC 3’ 

Para a região VR2 foram utilizados os seguintes primers: 

5’ CGT CTC GCC TGT CAA ATC 3’ 

5’ ACT GGT TGC GTA TAG TCT TCC 3’ 

Na segunda etapa da amplificação, foram utilizados 5 µl do produto da 

primeira etapa e os primers internos foram: 

5’ GTA TAT GTT TTT GGG CGC GTT G3’ 

5´ CCG TGC ACA AAT CGT GTA GGG 3’ 

A reação foi padronizada para um volume final de 50 µl, contendo 5 µl da 

amostra, tampão 10X (50 mM de KCl, 10 mM de Tris pH= 9.0), 200 µM de dNTPs, 

0,5 µM de cada primer, 1,5 mM de MgCl2 e 2,5 U de Platinum Taq DNA polimerase 

(Invitrogen 
TM 

Life Technologies, Carisbad, CA, USA). 

Ciclo: Os tubos de reação contendo as amostras e a mistura de reagentes 

foram submetidos a amplificação em termociclador Eppendorf Mastercycler 

gradiente. Para VR1, realizou-se uma denaturação inicial a 94ºC por 5 minutos, 

seguida de 35 ciclos de 30 seg a 94ºC para denaturação do DNA, 45 seg a 61ºC para 

anelamento do primer e 1 min a 72ºC para extensão da sequência. Os 35 ciclos foram 

seguidos por uma extensão final a 72ºC por 10 min. 
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Para a segunda etapa, 2,5 µl do produto de PCR da primeira etapa foram 

utilizados sob as mesmas condições de ciclagem. Quanto à ciclagem para VR2, esta 

variou na temperatura de anelamento de 56°C, na primeira etapa, para 59°C, na 

segunda etapa. Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 2%, diluído em tampão Tris Acetato (TAE) e contendo 0,5 µg de brometo 

de etídio. Após a eletroforese, os produtos de amplificação resultantes para VR1 e 

VR2, foram visualizados por transiluminação do gel por raios ultravioleta. As 

amostras positivas seguiram para a etapa de purificação para a realização da reação 

de sequenciamento. 

Os amplicons foram purificados por meio do kit Microcon Centrifugal Filter 

Devices (Millipore Corp., Bedford, MA, USA), seguindo-se as instruções do 

fabricante e, quando da presença de bandas inespecíficas ou de difícil visualização, 

foi empregado um kit de purificação a partir do gel (Qiagen) seguindo as instruções 

do fabricante. 

A reação de amplificação para o sequenciamento foi realizada a partir do kit 

Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction, que utiliza 

didesoxinucleotídeos (ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) e a análise das sequências (forward e reverse) foi 

feita no sequenciador de DNA ABI PRISM 377 (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) de todos os produtos de PCR, para garantir uma melhor qualidade na 

caracterização dos nucleotídeos 
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3.8.1 Análise das sequências nucleotídicas 

 

As sequências obtidas foram editadas no computador Apple Macintosh 

acoplado ao ABI377 DNA Sequencer. Foi utilizado o programa Sequence 

Navigator
TM 

Version 1.0.1-Applied Biosystems e exportadas para um computador PC, 

para análises posteriores. 

 

3.8.2 Edição e alinhamento das sequências 

 

A análise comparativa entre as sequências nucleotídicas requer que as 

mesmas estejam perfeitamente alinhadas, considerando-se o pareamento de bases 

homólogas. Para tal, foi montado um banco de dados com as sequências geradas no 

presente estudo e sequências previamente descritas na literatura e disponíveis no 

GenBank dos diferentes subtipos do HHV-8, identificadas na Tabela 1A e 1B.  

 



M É T O D O S  

 
Laura Masami Sumita 

56 

Tabela 1A – Número de acesso das sequências do GenBank utilizadas como 

referências para subtipar o HHV-8 pela região VR1 da ORF-K1.  

 

 

Sequências dos diversos subtipos do HHV-8 do GenBank 

Isolados Número de acesso Subtipo 

BCBLB AF133039 A 

BCBLR AF133038 A 

IER7  AF130280 A 

K113/lov AF171057 A 

K132 AF178799 A 

K140 AF178807 A 

K146 AF171058 A 

BRA/SP9  AY378004 A 

BRA/SP65  AY377995 A 

BRA/SP81  AY377998 A 

BRA/SP84  AY377993 A 

BRA/SP93  AY378006 A 

G91 AF130266 B 

G101 AF130259 B 

Arg7  AF278836 C 

ASM72 AF133041 C 

BC2 AF133042 C 

IER4  AF130278 C 

ZKS3 AF133044 D 

TKS10 AF133043 D 

TUPI1 AF220292 E 

TUPI2 AF220293 E 

HUA1 AY329027 E 

HUA2 AY329028 E 

SIO1 AY329025 E 

SIO2 AY329024 E 
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Tabela 1B – Número de acesso das sequências do GenBank utilizadas como 

referências para subtipar o HHV-8 pela região VR2 da ORF-K1.  

 

 

Sequências dos diversos subtipos do HHV-8 do GenBank 

Isolados Número de acesso Subtipo 

BCBLR AF133038 A 

K113/lov AF171057 A 

K132Bcb AF178799 A 

K140Bc1 AF178807 A 

K146Na AF171058 A 

G71 AF130265 B 

G91 AF130266 B 

G101 AF130259 B 

431KAP AF133040 B 

C3BC2US AF133042 C 

C3K118Hec AF178787 C 

ZKS3 AF133044 D 

TKS10 AF133043 D 

TUPI1 AF220292 E 

TUPI2 AF220293 E 

HUA1 AY329027 E 

HUA2 AY329028 E 

HUA3 AY329026 E 

K143Berr AF178810 F 

 

 

O alinhamento múltiplo das sequências foi realizado utilizando o programa 

Clustal-W (Thompson et al.,1997) e editadas com o programa Bioedit. 

 

3.8.3 Análise Filogenética 

 

A genotipagem pela região VR1 e VR2 da ORF K-1 foi realizada por meio da 

análise filogenética das sequências consenso de cada amostra.  
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Para a análise filogenética foi utilizado o programa PAUP 4.0b10 (Swofford 

et al., 1996). As análises foram realizadas utilizando os métodos de distância e 

máxima verossimilhança (VM). Para os dois métodos, o modelo de substituição foi 

estimado pelo teste de razão de verossimilhança com o auxílio do programa 

Modeltest versão 3.07 (Posada e Crandall, 1998). 

No método de distância foi utilizado o algoritmo de agrupamento de vizinhos 

(neighbor-joining,NJ), fazendo referência à distância genética entre as amostras, 

agrupando-as de acordo com a maior similaridade (Saitou e Nei, 1987) para a 

reconstrução de topologias. O método estabeleceu, primeiramente, os cálculos para o 

percentual de divergências entre todos os pares de sequência, corrigindo estes valores 

para múltiplas substituições ao usar o modelo de Jukes e Cantor (JC). 

Foram calculados os valores de bootstrap, com 1000 réplicas para a 

verificação da sustentação de ramos nas topologias das árvores obtidas (Felsenstein, 

1985; Zharkikh e Li, 1995). Foram considerados valores de bootstrap significativos 

acima de 70 (McCormack e Clewley, 2002). 

As sequências determinadas no presente estudo foram depositadas no “The 

National Center for Biotechnology Information Database (NCBI)”. 
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3.9  Análise estatística 

 

Para a elaboração desse estudo foram observados indivíduos de uma 

população indígena (sangue e saliva) e de uma população não indígena (sangue), de 

acordo com sexo e idade. 

Foram calculadas as prevalências de positividade (anti-LANA, anti-lítico ou 

ambos, e anticorpos dos agentes infecciosos) para cada população específica 

indígena e não indígena, bem como as razões de prevalência de soropositividade 

entre as duas populações com seus respectivos intervalos de 95% de confiança. Os 

dados referentes à soropositividade (anti-LANA, anti-lítico ou ambos) foram 

descritos segundo faixa etária por quinquênios com uso de frequências absolutas e 

relativas. Foi verificada a existência de associação entre a positividade para anti-

LANA ou anti-lítico e DNA do HHV-8na saliva, com relação à idade. Foi descrita a 

positividade de DNA do HHV-8 na saliva segundo faixa etária e verificada a 

existência de associação da positividade com o sexo em indígenas menores de 15 

anos e com 15 anos ou mais, com o uso do teste qui-quadrado (Bussab e Morettin, 

1987). 

Para a população não indígena, por apresentar baixa prevalência de 

soropositividade o teste utilizado foi o teste exato de Fisher. 

Os testes foram realizados com nível de significância de 5%. 

Os softwares utilizados foram: Excel 2003 e SPSS 15.0. 
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4 Resultados 

 

No ano de 2003, a equipe médica do Departamento de Moléstias Infecciosas 

e Parasitárias da Faculdade de Medicina da USP realizou a coleta de amostras em 

indígenas da Aldeia Mapuera e da população não indígena de Cachoeira Porteira. 

Foram coletadas 339 amostras de sangue e 277 amostras de saliva por swab 

bucal dos indígenas. Para os indivíduos da população não indígena, foram coletadas 

181 amostras de sangue. 

No ano de 2006, a equipe do laboratório de Virologia-IMT coletou oito 

amostras de saliva de indivíduos soropositivos para HHV-8 da população não 

indígena. 

 

4.1  Características da população  

 

Dos 339 índios participantes do estudo, 57,5% (195) eram do sexo feminino e 

dos 181 participantes da população não indígena, 58,6% (106) eram do sexo 

feminino. A mediana das idades nas populações foi de 23 anos para a população 

indígena e 17 anos para a população não indígena. A distribuição dessas amostras, de 

acordo com sexo e a idade, está representada na Tabela 2. 
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Tabela 2 – Distribuição da amostra populacional estudada, segundo sexo e faixa 

etária, PA-2003 

 

  Indígenas Não indígenas 

Idade F M F M 

  n % n % n % n % 

0 a 4 5 2,6 3 2,1 6 5,7 8 10,7 

5 a 9 14 7,2 21 14,6 23 21,7 14 18,7 

10 a 14 36 18,5 22 15,3 17 16,0 12 16,0 

15 a 19 37 19,0 17 11,8 8 7,5 11 14,7 

20 a 24 21 10,8 16 11,1 10 9,4 2 2,7 

25 a 29 15 7,7 9 6,3 8 7,5 1 1,3 

30 a 34 14 7,2 10 6,9 8 7,5 7 9,3 

35 a 39 14 7,2 12 8,3 7 6,6 3 4,0 

40 ou mais 39 20,0 34 23,6 19 17,9 17 22,7 

Total 195 100 144 100 106 100 75 100 
 

 

 

4.2 Prevalência da infecção pelo HHV-8 

 

Foram considerados infectados pelo HHV-8 os indivíduos que apresentaram 

anticorpos anti HHV-8 para qualquer um dos dois antígenos utilizados (da fase 

latente-LANA e da fase lítica). 

Pela reação de IFA foram consideradas positivas para anticorpos anti-LANA 

as amostras que apresentaram fluorescência pontilhada no núcleo da célula, como 

podemos observar pela Figura 7, e para anticorpos anti-lítico, a fluorescência 

citoplasmática em cerca de 20 % das células tratadas com TPA, como mostra a 

Figura 8.  
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Figura 7 – Reação de imunofluorescência indireta positiva para anticorpos contra 

antígenos da fase latente (LANA) do HHV-8 em células BCBL-1 

(aumento de 400X) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8 – Reação de imunofluorescência indireta positiva para anticorpos contra 

antígenos da fase lítica do HHV-8 em células BCBL-1 tratadas com 

TPA (aumento de 400X) 
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Detectou-se a prevalência total de anticorpos anti-HHV-8 (LANA ou lítico) 

de 79,1% (268/339) na população indígena, significativamente superior à prevalência 

encontrada na população não indígena, que foi de 6,1% (p<0,0001).  

A prevalência de anticorpos anti-LANA na população indígena foi de 76,7% 

(260/339), significativamente superior à prevalência encontrada na população não 

indígena, que foi de 0,5% (p<0,0001).  

A prevalência de anticorpos anti-lítico detectada na população indígena foi de 

62,2% (221/339), também significativamente superior à prevalência da população 

não indígena de 6,1%(p<0,0001). Esses dados são apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Descrição da prevalência de anticorpos anti HHV-8 na população 

indígena e não indígena, PA-2003 

 

 

 Indígenas Não indígenas Razão de Prevalência 

Sororreatividade 

anti-HHV-8 (IFA) N=339 N=181  

 n(%) n(%) (IC 95%) 

 anti-LANA ou  

anti-lítico  268 (79,1) 11 (6,1) 13,0 (6,3-23,1) 

 anti-LANA 260 (76,7) 1 ( 0,5) 138,8 (19,6-981,5) 

 anti-lítico 211 (62,2) 11 (6,1) 10,2 (5,7-18,3) 
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Prevalência de anticorpos anti-HHV-8 de acordo com a idade nas duas 

populações 

Analisando-se os dados de acordo com a faixa etária, foi observada uma 

prevalência de anticorpos anti-LANA superior à prevalência de anticorpos anti-lítico 

entre os indivíduos da população indígena (Gráfico 1). Por outro lado, observou-se 

na população não indígena uma maior prevalência de anticorpos da fase lítica, como 

podemos inferir pelo Gráfico 2. 
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Gráfico 1 –  Percentuais de positividade anti-LANA e anti-lítico (IFA) distribuídos 

por idade, seus respectivos intervalos com 95% de confiança, em 

amostras de população indígena, Pará-2003 
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Gráfico 2 – Percentuais de positividade anti-LANA e anti-lítico, segundo faixa etária 

e os respectivos intervalos com 95% de confiança, em amostras de 

população não indígena, Pará-2003 

 

Analisando-se os dados de acordo com a faixa etária, observamos que a 

positividade para prevalência de anti-LANA ou anti-lítico na população indígena em 

crianças abaixo de 15 anos foi de 66,3%, diferença estatisticamente significante, 

quando comparadas aos indivíduos com 15 anos ou mais, de 84,5% (p < 0,001).  

Na população não indígena, houve, em todas as faixas etárias, pouca 

infecção, sem diferença estatística entre as prevalências das crianças abaixo de 15 

anos, de 3,8%, quando comparadas aos indivíduos com 15 anos ou mais, de 7,9% 

(p=0,351). A Tabela 4 apresenta esta análise. 
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Tabela 4 – Soroprevalência de anticorpos anti-LANA ou anti-lítico, segundo idade 

nas duas populações indígena e não indígena, Pará-2003 

 

  Indígenas Não indígenas 

Idade 

anti-LANA 

ou anti-

LÍTICO 

IC(95%) 
Total 

anti-LANA 

ou anti-

LÍTICO 

IC(95%) 
Total 

  n % Inferior Superior n % Inferior Superior 

0 a 4 1 12,5 0,0 35,4 8 0 0,0 0,0 0,0 14 

5 a 9 27 77,1 63,2 91,1 35 2 5,4 0,0 12,7 37 

10 a 14 39 67,2 55,2 79,3 58 1 3,4 0,0 10,1 29 

subtotal 67 66,3 57,1 66,8 101 3 3,8 0,0 3,8 80 

15 a 19 36 66,7 54,1 79,2 54 1 5,3 0,0 15,3 19 

20 a 24 31 83,8 71,9 95,7 37 0 0,0 0,0 0,0 12 

25 a 29 22 91,7 80,6 100,0 24 2 22,2 0,0 49,4 9 

30 a 34 22 91,7 80,6 100,0 24 0 0,0 0,0 0,0 15 

35 a 39 23 88,5 76,2 100,0 26 2 20,0 0,0 44,8 10 

40 ou mais 67 91,8 85,5 98,1 73 3 8,3 0,0 17,4 36 

subtotal 201 84,5 79,9 84,6 238 8 7,9 2,7 8,1 101 

Total 268 79,1 74,7 83,4 339 11 6,1 2,6 9,6 181 

 

 

 

 

 

 

A positividade de anti-LANA ou anti-lítico na população indígena foi maior 

do que na população não indígena, para todas as faixas etárias, como pode ser visto 

no Gráfico 3. 
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Gráfico 3 – Percentuais de positividade anti-LANA ou anti-lítico, nas populações, 

segundo faixa etária, e os respectivos intervalos com 95% de confiança, 

Pará-2003 

 

Prevalência de anticorpos anti-HHV-8 de acordo com o sexo 

A soroprevalência de anticorpos anti-LANA ou anti-lítico na população 

indígena foi de 77,8% em homens e 80,0% em mulheres e a análise estatística não 

mostrou diferença significativa (p=0,619). Para a população não indígena, a 

soroprevalência de anticorpos anti-LANA ou anti-lítico foi positiva para 4,0% dos 

homens (3/75) e para 7,5% das mulheres (8/106). Da mesma forma, a análise 

estatística não mostrou diferença significativa entre os sexos (p=0,367).  
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4.3  Excreção do HHV-8 pela saliva na população indígena 

 

A extração de DNA foi realizada em todas as 277amostras de saliva coletadas 

por swab bucal. Porém, seis amostras apresentaram resultados negativos tanto para a 

PCR do gene da beta globina quanto para a PCR da ORF26 do HHV-8, sendo, 

portanto, excluídas do estudo. Foi possível amplificar a região da ORF26 do HHV-8 

de 51(19%) amostras extraídas, amplificando um fragmento de 233bp 

correspondente a esse gene, como podemos observar na Figura 9, de gel de agarose 

da reação correspondente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 –  Gel de agarose corado com brometo de etídio. Reação de PCR da 

ORF-26, sendo as amostras positivas: 2, 5, 12, 13, 15; e as amostras 

negativas: 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14. 

 

C-:  controle negativo  

C+:  controle positivo. 

100bp: peso molecular 

 

233bp 



RR EE SS UU LL TT AA DD OO SS   
 

  

Laura Masami Sumita 

70 

O pareamento das amostras de saliva e soro ocorreu em 250 indivíduos 

(73,7%), uma vez que não houve pareamento em duas amostras das 51 positivas e 19 

das 220 amostras negativas, dessa análise 21 amostras foram excluídas. Portanto, das 

250 amostras, 203 tinham sorologias positivas (anti-LANA ou anti-lítico) e 47 

sorologias negativas. A análise dos indivíduos que excretam o vírus pela saliva e a 

sorologia positiva para os anticorpos anti-LANA ou anti-lítico foi de 23,2%, 

resultados apresentados na Tabela 5 e distribuídos de acordo com a faixa etária. 

 

Tabela 5 – Descrição do DNA do HHV-8 na saliva da população indígena, de 

acordo com a faixa etária e sorologia positiva para anti-LANA ou anti-

lítico, Aldeia Mapuera, Pará-2003 

 

  PCR-saliva    

Idade Negativo Positivo Total  

  n % n %    

0 a 4 0 0,0 1 100,0 1  

5 a 9 13 61,9 8 38,1 21  

10 a 14 21 67,7 10 32,3 31  

15 a 19 24 85,7 4 14,3 28  

20 a 24 20 87,0 3 13,0 23  

25 a 29 12 70,6 5 29,4 17  

30 a 34 12 66,7 6 33,3 18  

35 a 39 13 76,5 4 23,5 17  

40 ou mais 41 87,2 6 12,8 47  

Total 156 76,8 47 23,2 203  

 

 

A probabilidade dos excretores terem sorologia positiva anti-LANA ou anti-

lítico foi de 95,9% (47/49) e a dos não excretores de 77,6% (156/201). Além disso, 

4,1 % (2/47) dos indivíduos soronegativos para anti-LANA ou anti-lítico excretam o 

vírus pela saliva. Dados apresentados na Tabela 6. 
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Tabela 6 – Descrição da positividade de anti-LANA ou anti-lítico segundo 

excreção do HHV-8 na saliva, Aldeia Mapuera, PA – 2003 

 

  anti-LANA ou anti-Lítico     

Excreção Positivo Negativo Total p 

  n % n %     

Sim 47 95,9 2 4,1 49 
0,003 

Não 156 77,6 45 22,4 201 

Total 203 81,2 47 18,8 250   

 

 

A Tabela 6 apresentou que o percentual de anti-LANA ou anti-lítico nos 

indígenas que excretam o vírus é estatisticamente maior do que nos indivíduos que 

não o excretam (p=0,003). 

Todos os 47 indígenas, nos quais foi detectada a excreção do HHV-8 pela 

saliva apresentaram sorologia positiva para anti-LANA, mas somente 38 (80,8%) 

foram positivos para anti-lítico. 

Entre os não excretores, 73,6% (148/201) apresentaram sorologia positiva 

para anti-LANA e 60,1% (121/201) para anti-lítico. 

A excreção oral pelo HHV-8 foi mais frequente entre o sexo masculino, 

35,7%, quando comparado ao sexo feminino, 14,3%. O percentual de positivos para 

o sexo masculino foi estatisticamente maior do que para as mulheres nos indivíduos 

até 15 anos (p< 0,001). Por outro lado, para os indivíduos com 15 anos ou mais o 

percentual de positividade foi estatisticamente igual (p=0,104). Esses dados estão 

representados na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Detecção do DNA do HHV-8 na saliva de indígenas, de acordo com o 

sexo e faixa etária, Aldeia Mapuera, PA-2003 

 

 

 

 

 

Excreção do HHV-8 pela saliva na população não indígena 

 

As oito amostras nas quais foi realizada a PCR da ORF26 foram negativas. 

Todas as amostras foram positivas para o gene da beta globina.  

 

 

 

 

        

        Feminino       Masculino   

Idade PCR-saliva 
Total 

PCR-saliva 
Total 

p* 

  n % n %   

0 a 4 0 0,0 0 1 100,0 1  

5 a 9 2 20,0 10 6 54,5 11  

10 a 14 2 10,5 19 8 66,7 12  

Subtotal 4 13,8 29 15 62,5 24 <0,001 

15 a 19 4 20,0 20 0 0,0 8  

20 a 24 2 15,4 13 1 10,0 10  

25 a 29 2 22,2 9 3 37,5 8  

30 a 34 4 33,3 12 2 33,3 6  

35 a 39 0 0,0 9 4 50,0 8  

40 ou mais 1 3,7 27 5 25,0 20  

Subtotal 13 14,4 90 15 25,0 60 0,104 

Total 17 14,3 119 30 35,7 84   

* Resultado do teste qui-quadrado 
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4.4  Prevalência de anticorpos para outros agentes infecciosos com 

mecanismo de transmissão conhecidos 

 

A determinação de prevalência de anticorpos contra diferentes agentes 

infecciosos com mecanismos de transmissão conhecidos foi proposta. O objetivo foi 

avaliar de forma indireta a existência de condições locais nas comunidades indígenas 

e não indígenas que predispusessem à infecção pelo HHV-8 por outro mecanismo de 

transmissão. 

Assim, para avaliar a ocorrência de transmissão por sangue foi determinada a 

soroprevalência de infecção pelo vírus da hepatite C; para a transmissão sexual, da 

infecção por HSV-2 e T.pallidum; para fecal-oral, a do vírus da hepatite A, e para 

transmissão sexual e/ou sanguínea, a prevalência de anticorpos contra o antígeno do 

core do VHB. 

A soroprevalência para o VHA, agente transmitido por mecanismo fecal-oral, 

foi superior a 90% para as duas populações, porém maior na população indígena. 

Não foram detectados anticorpos para o VHC, utilizados como marcadores de 

transmissão parenteral em nenhuma das duas populações. A soroprevalência de 

anticorpos anti-core do HBV, possível marcador de transmissão parenteral e sexual, 

foi maior na população não indígena. Anticorpos anti-HSV2 e anti-Treponema 

pallidum, utilizados como marcadores de transmissão sexual, também foram 

significativamente mais altos na população não indígena (Tabela 8). 
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Tabela 8 – Soroprevalência de anticorpos dos agentes infecciosos com mecanismos 

de transmissão conhecidos na população indígena e não indígena, PA-

2003 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5  Caracterização molecular 

 

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos por método molecular, realizados 

nas 51 amostras positivas pela PCR da ORF26. 

Sorologia Indígenas  N=339 

n(%) 

Não indígenas N=181 

n(%) 

Razão de Prevalência  

(IC 95%) 

HAV 333 (98,2) 165 (91,2) 1,07 (1,02-1,13) 

HBV 23 (6,8) 31 (17,1) 0,39 (0,22-0,74) 

HCV - - Não se aplica 

HSV-2 25 (7,4) 64 (35,4) 0,20 (0,13-0,31) 

T. pallidum - 10 (5,5) - (0 ~ ∞) 
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Tabela 9 – Resultados de todos os testes moleculares realizados no presente estudo, 

Pará-2003 

 

Indío PCR(ORF26) VR-1 VR-2 Sequenc.VR-1 Sequenc.VR-2

5 pos neg neg

9 pos pos pos pos  pos

13 pos pos pos pos  pos

24 pos pos pos pos  pos

34 pos pos pos pos  pos

35 pos pos pos pos  pos

65 pos pos pos pos  pos

68 pos neg pos neg

89 pos nt nt nt nt

201 pos pos pos pos  pos

202 pos neg pos pos

216 pos neg pos pos

222 pos pos pos pos  pos

227 pos neg neg

229 pos neg neg

230 pos pos pos pos  pos

231 pos pos pos pos  pos

232 pos neg pos pos

237 pos pos pos pos  neg

239 pos nt nt nt nt

260 pos neg pos pos

265 pos pos pos pos  pos

274 pos pos pos pos  pos

281 pos pos neg pos 

283 pos neg neg

284 pos pos pos pos  pos

285 pos pos pos pos  pos

288 pos pos pos pos  pos

289 pos neg neg

293 pos pos pos pos  pos

294 pos pos pos pos  neg

298 pos pos pos pos  pos

300 pos pos pos pos  pos

304 pos pos pos pos  pos

312 pos neg neg

315 pos nt nt nt nt  

          continua 
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          conclusão 

Tabela 9 – Resultados de todos os testes moleculares realizados no presente estudo, 

Pará-2003 

 

Indío PCR(ORF26) VR-1 VR-2 Sequenc.VR-1 Sequenc.VR-2

317 pos nt nt nt nt

324 pos neg neg

325 pos pos pos pos  pos

327 pos neg pos pos

333 pos nt nt nt nt

340 pos nt nt nt nt

359 pos pos pos pos  pos

362 pos neg pos pos

367 pos neg pos pos

373 pos neg neg

377 pos pos pos pos  pos

381 pos pos pos pos  pos

386 pos pos pos pos  pos

389 pos pos pos pos  pos

390 pos pos pos pos  pos  

Legenda:        : Amostras cujas PCR foram negativas      nt : Amostras não realizadas 

 

 

 

 

 

Sequenciamento das amostras 

Como podemos observar pela Tabela 9, das 51 amostras positivas para a 

ORF26, foi possível amplificar 29 amostras para VR1 e 36 amostras para VR2, 

sendo que 28 dessas amplificaram para ambas as regiões. Não foi possível realizar a 

PCR para VR1 e VR2 em seis amostras. A genotipagem por sequenciamento da 

região VR1 e VR2 da ORF-K1, foi necessária para a confirmação dos subtipos 

circulantes na presente população. Foram analisados 37 indivíduos, sendo 29 

sequências nucleotídicas de VR1/ORF-K1 e 33 sequências de VR2/ORF-K1. Com 

essa finalidade foram construídas duas árvores filogenéticas a partir respectivamente 
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da análise comparativa das sequências VR1 e VR2. Não foi possível incluir uma 

sequência para a região VR1 na análise, pois o fragmento sequenciado não permitiu 

um bom alinhamento.  

O modelo de substituição estimado para a região VR1 foi o de JC com 

distribuição gama (JC+G). Para a região VR2, o modelo estimado foi Kimura 2 

parâmetros (K80) selecionado pelo Modeltest 3.7. Foram calculados os valores de 

bootstrap, com 1000 réplicas, para a verificação da sustentação de ramos nas 

topologias das árvores obtidas. 

As sequências de DNA do presente estudo da ORF-K1/VR1 depositadas no 

GenBank com os números de acesso: EF204998 – EF205001, EF 209410 – 

EF209421 e EF375500 – EF375513; e as sequências de DNA da ORF-K1/VR2 com 

os números de acesso: EF375514 – EF375549, estão listadas na Tabela 10 e 11. 

Todas as amostras foram agrupadas como subtipo E, sendo que a maioria das 

amostras dos indígenas da aldeia Mapuera foi mais relacionada com os isolados dos 

indígenas Huaorani do Equador, e somente duas amostras com o isolado da tribo 

Tupi, dos indígenas brasileiros. As figuras 10 A e 10 B representam as duas árvores 

filogenéticas. 
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Tabela 10 – Listagem das amostras determinadas no presente estudo e os respectivos 

números de acesso no GenBank, para VR1, Aldeia Mapuera-PA-2003 

 

Registro Número de acesso-GenBank Herpesvírus 8 humano, 

    subtipoE- região VR1 

1 EF204998 Wai9 

2 EF205000 Kat13 

3 EF209418 Wai24 

4 EF209419 Wai34 

5 EF209420 Wai35 

6 EF205001 Kat65 

7 EF209421 Wai201 

8 EF209410 Kat222=Wai222 

9 EF209411 Kat230 

10 EF209412 Kat231 

11 EF375511 Xer237 

12 EF209413 Kat265 

13 EF375513/EF209414 Kat274 

14 EF209415 Kat281 

15 EF375500 Wai284 

16 EF209417 Maw285 

17 EF375501 Wai288 

18 EF375502 Wai293 

19 EF204999 Hex294 

20 EF209416 Map298 

21 EF375503 Wai300 

22 EF375504 Wai304 

23 EF375505 Wai325 

24 EF375512 Xer359 

25 EF375506 Wai377 

26 EF375507 Wai381 

27 EF375508 Wai386 

28 EF375509 Wai389 

29 EF375510 Wai390 
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Tabela 11 – Listagem das amostras determinadas no presente estudo e os respectivos 

números de acesso no GenBank, para VR2, Aldeia Mapuera-PA-2003 

 

Registro Número de acesso - Genbank Herpesvírus 8 humano, 

   subtipoE- região VR2 

   

1 EF375514 Kat13 

2 EF375516 Kat65 

3 EF375517 Kat216 

4 EF375518 Kat222=Wai222 

5 EF375519 Kat230 

6 EF375520 Kat231 

7 EF375521/EF375528 Kat232 

8 EF375522 Kat265 

9 EF375523 Kat274 

10 EF375524 Kat362 

11 EF375525 Kat260=Map260 

12 EF375526 Map298 

13 EF375529 Wai9 

14 EF375530 Wai24 

15 EF375532 Wai34 

16 EF375533 Wai35 

17 EF375534 Wai201 

18 EF375535 Wai202 

19 EF375536 Wai284 

20 EF375537 Wai288 

21 EF375538 Wai293 

22 EF375539 Wai300 

23 EF375540 Wai304 

24 EF375541 Wai325 

25 EF375542 Wai327 

26 EF375543 Wai367 

27 EF375544 Wai377 

28 EF375545 Wai381 

29 EF375546 Wai386 

30 EF375547 Wai389 

31 EF375548 Wai390 

32 EF375549 Xer359 

33 EF375528 Maw 285 
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Figura 10A – Árvore filogenética não enraizada de sequências de DNA 

ORFK1/VR1 do HHV-8, obtidas na Aldeia Mapuera-PA. A árvore 

filogenética foi obtida com o algorítmo de reconstrução filogenética 

“Neighbor Joining”, modelo de substituição nucleotídica JC+G, com 

bootstrap de 1000 réplicas no programa PAUP-4. Estão indicados 

somente os valores de bootstrap superiores a 70%. A identificação em 

azul refere-se às sequências desse estudo. As em preto representam as 

sequências referências obtidas do GenBank 
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Figura 10B – Árvore filogenética não enraizada de sequências de DNA 

ORFK1/VR2 do HHV-8, obtidas na Aldeia Mapuera-PA. A árvore 

filogenética foi obtida com o algoritmo de reconstrução filogenética 

“Neighbor Joining”, modelo de substituição nucleotídica K80, com 

bootstrap de 1000 réplicas no programa PAUP-4. Estão indicados 

somente os valores de bootstrap superiores a 70%. A identificação em 

azul refere-se às sequências desse estudo. As em preto representam as 

sequências referências obtidas do GenBank 
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5 Discussão 

 

O Brasil, um país de diversas etnias, possibilitou a pesquisa em dois grupos 

étnicos distintos – indígenas e não indígenas.  

O presente estudo avaliou a soroprevalência para os antígenos LANA e lítico 

do HHV-8 em populações indígenas e não indígenas que viviam em uma mesma 

localização geográfica da Amazônia brasileira, na região do rio Trombetas, no Pará. 

Em virtude da falta de um teste definitivo para determinar a infecção pelo HHV-8, 

nosso estudo considerou como critério diagnóstico, a positividade tanto para os 

anticorpos contra os antígenos da fase LANA quanto da fase lítica, realizados pela 

técnica de imunofluorescência indireta. Lennette et al. demonstram a especificidade 

do método para a detecção de anticorpos contra o HHV-8 em 40 pacientes com 

infecção pelo EBV, pois não encontram reatividade ao HHV-8 por IFA-Lítico 

usando células BCBL-1. (Lennette et al., 1996). Devido a esta alta especificidade, 

diversos estudos têm utilizado esta técnica em inquéritos sorológicos, (Kedes et al., 

1996; Chandran et al., 1998a; Martin et al., 1998; Rezza et al., 1998; Enbom et al., 

2000; Hudnall et al., 2003; Souza et al., 2004).  

A avaliação de prevalência da infecção pelo HHV-8 na casuística da 

população indígena para os antígenos LANA ou lítico, demonstrou que 79,1% dos 

indivíduos apresentaram anticorpos para este vírus. Ao pesquisarmos os antígenos 
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separadamente, constatamos que 76,7% dos indivíduos apresentaram anticorpos para 

LANA e 62,2% para lítico. Estes resultados sustentam a característica de uma 

população endêmica para o HHV-8 e confirmam os achados de estudos anteriores 

realizados em populações indígenas do Brasil, Equador e Guiana Francesa (Biggar et 

al., 2000; Whitby et al., 2004; Kazanji et al., 2005) que relatam soroprevalências 

variando de 24% a 100%. Assim, Biggar et al. (2000), autores da primeira pesquisa 

em populações indígenas, utilizam IFA para os antígenos LANA, e detectam uma 

soroprevalência de 53% em amostras coletadas de diversas tribos indígenas presentes 

na Casa dos Índios em Belém e Altamira (PA). Outro estudo, realizado por Cunha et 

al. (2005) em duas tribos indígenas Tiriyó e Waiampi (PA), demonstra, por IFA 

LANA e lítico, soroprevalência de 57,4% e 55,7% respectivamente, também 

semelhante ao nosso estudo. Em um terceiro estudo realizado nas tribos Kararao, 

Arara Laranjal, Tiriyo e Zo’e, Ishak et al. (2007) utilizam um teste imunoenzimático 

ELISA com uma mistura de antígenos recombinantes da ORF59, ORF65, K8.1A, 

K8.1B e ORF73. Tal estudo registra soroprevalências de 25%, 19,6%, 42,9% e 

36,7% nas respectivas tribos acima citadas. 

O fato de que em nosso estudo analisamos duas populações que vivem em 

uma mesma área geográfica, sob condições de vida semelhantes, indicou que a 

infecção por HHV-8 na população indígena estava associada a fatores de risco 

específicos ou comportamentos que não foram ainda elucidados, mas que não 

pareciam estar ligados ao meio ambiente. 

O estudo realizado por Whitby et al., 2004 em indígenas do Equador encontra  

prevalência de 100 % para IFA-LANA e ELISA para a ORF73 e 63 % para ELISA 

da K8.1. Apesar da alta soroprevalência, não são encontradas, nessa população, 
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evidências de taxa elevada de SK, a exemplo do que observamos em nosso estudo. 

Estes achados estão em discordância com o que se observa em algumas populações 

da África, onde a infecção pelo HHV-8 é endêmica, com altas taxas de 

soroprevalências para o HHV-8, porém com taxas elevadas de SK (Mayama et al., 

1998, Olsen et al., 1998; Rezza et al., 2000). Uma das hipóteses que pode ser 

levantada para explicar esta diferença está relacionada aos subtipos do HHV-8 que 

circulam nestas populações (subtipos B e A5 na África e subtipo E entre os indígenas 

da região Amazônica). No entanto, não existem até o momento evidências de que os 

diferentes subtipos do HHV-8 tenham um diferente potencial oncogênico. 

Os resultados encontrados na população não indígena foram 

significativamente diferentes. Nesta população, a soroprevalência para o HHV-8 

(6,1%) foi menos de 1/10 quando comparada à indígena (79,1%). Para os antígenos 

isoladamente, detectamos que apenas 0,5% da população apresentou anticorpos para 

LANA e 6,1% para lítico. Estas baixas taxas de soroprevalência em populações não-

indígenas já foram relatadas em diferentes estudos no Brasil. Assim, estudo em São 

Paulo, com crianças e adultos da população geral, relata soroprevalência variando de 

1- 4,1% (Souza et al., 2004). A pesquisa de Caterino-de-Araujo et al. registra 

soroprevalência de 7,4% por IFA-LANA, em doadores de sangue. Em outro estudo, 

os mesmos pesquisadores relatam soroprevalência de 1,3% por IFA-LANA e 0,3% 

por IFAl-lítico, em mulheres HIV negativas. (Caterino-de-Araujo et al., 1999; 

Caterino-de-Araujo et al., 2003). O estudo realizado por Zago et al. (2000) na região 

Sudeste, com doadores de sangue, encontra soroprevalência de 4,6% para anticorpos 

anti-LANA. Além disso, na população indígena, o perfil sorológico foi diferente, 

com predomínio de anticorpos anti-LANA. Este mesmo perfil, é descrito por Whitby 
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et al. em outra população indígena no Equador (Whitby et al., 2004). Outros estudos 

são necessários para avaliar o significado destes achados e a possível conexão desta 

resposta imunológica peculiar com as características genéticas do vírus, da população 

indígena, ou de ambos. A população não-indígena é constituída por uma mistura de 

etnias tornando-a heterogênea, ao contrário da população indígena, que é mais 

homogênea. Se a hipótese levantada por Plancoulaine, de que há um gene recessivo 

ligado à susceptibilidade ao HHV-8 (Plancoulaine et al., 2003), for verdadeira, o 

vírus pode ser transmitido mais facilmente numa população homogênea, como os 

indígenas, caso houvesse predomínio de homozigose para este gene recessivo nesta 

população. Outro aspecto relevante de nossos resultados foi que em nossa população 

não indígena, que tem importante contribuição de descendentes de africanos, os 

resultados foram totalmente diferentes da prevalência descrita em países da África. 

Todavia, nossos dados são semelhantes aos de Whitby et al., 2004 que reportam 

baixa soroprevalência para HHV-8 em descendentes africanos do Equador (12,5% 

por IFA-LANA e 14% por ELISA K8.1). Essa baixa prevalência é consistente com a 

relatada em populações descendentes da África no Caribe, América do Sul e Reino 

Unido e em afro-americanos (Goedert et al., 1997; Smith et al., 1999; Lacoste et al., 

2000). 

Como não há um teste padrão ouro e como sabemos que a concordância 

interensaios, quanto à sensibilidade e especificidade, é baixa, não se pode afirmar 

com segurança até que ponto nossos dados, quanto à população não-indígena, foram 

realmente diferentes quando comparados com os países endêmicos para o HHV-8 na 

África. Além disso, os estudos realizados na população africana podem ter incluído 
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indivíduos infectados pelo HIV. Tal fato pode alterar significativamente as taxas de 

soroprevalência. 

Apesar de suas limitações, os resultados de estudos sorológicos têm 

propiciado melhor compreensão sobre a disseminação e rotas de aquisição da 

infecção, bem como a relação entre a infecção pelo HHV-8 e o início do SK 

(Sarmati, 2001). Dessa forma, avaliamos a distribuição etária da infecção pelo HHV-

8 nas populações desse estudo e observamos, nos indígenas, um predomínio da 

infecção em crianças abaixo de 14 anos, com 69,5% delas apresentando anticorpos 

anti-LANA ou anti-lítico. Pudemos observar, também, soroprevalência de 89,5% 

entre adultos com idade superior a 20 anos. O fato de 2/3 das crianças abaixo de 14 

anos já estarem infectadas pelo HHV-8 nos faz acreditar que a transmissão 

horizontal, não sexual, foi uma importante via de infecção pelo HHV-8 na população 

indígena, ao contrário do que ocorreu nas populações não-indígenas. Os estudos 

realizados por Biggar (2000) e Cunha (2005), em populações indígenas da 

Amazônia, registram respectivamente soroprevalência de 35% e 41% em crianças 

abaixo de 10 anos. Tais resultados são semelhantes aos nossos, reforçando a 

possibilidade de transmissão interpessoal e materno-infantil nessa população. Em 

alguns países do Mediterrâneo, com altas taxas de SK clássico, a infecção por HHV-

8 também pode ocorrer durante a infância e adolescência, sugerindo que a 

transmissão do vírus possa ocorrer por via não sexual (Calabrò et al., 1998; Whitby 

et al., 2000). Em áreas endêmicas, como na África, em crianças de 5-10 anos em 

Camarões, encontra-se taxa de soroprevalência de 39,8% (Rezza et al., 2000). Em 

Uganda, aproximadamente 50% das crianças antes da puberdade são infectadas pelo 

HHV-8 (Mayama et al., 1998) reforçando as evidências de que a transmissão possa 
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ocorrer por contato não sexual. No presente estudo, não foi possível determinar a 

transmissão perinatal ou vertical, devido ao pequeno número de casos em crianças de 

baixa idade, já que tivemos apenas quatro crianças na faixa etária de 3 anos, todas 

com ausência de anticorpos contra HHV-8. Diversos estudos indicam que a 

transmissão materno-infantil não-vertical possa ocorrer em populações endêmicas e 

também em crianças nascidas de mãe HIV-positivas. Nestes estudos demonstra-se 

um aumento na soroprevalência para HHV-8 na infância em relação à idade, 

enfatizando a importância da transmissão horizontal do vírus. Existe, igualmente, 

correlação entre a soropositividade para o HHV-8, em crianças, a soropositividade 

das mães e irmãos e também aquela de indivíduos convivendo com muitas pessoas na 

mesma casa. Tal fato sugere que a transmissão ocorra, principalmente, por contato 

interpessoal íntimo e próximo, provavelmente por saliva (Bourboulia et al., 1998; 

Lyall et al., 1999; Plancoulaine et al., 2003; Dedicoat et al., 2004; Plancoulaine et al., 

2004; Mbulaiteye et al., 2006). 

O convívio íntimo com a mãe foi muito intenso na população indígena e 

fortalece a hipótese de transmissão materno-infantil por contato interpessoal, 

provavelmente pela saliva. Contudo, como nossos achados têm uma circulação 

restrita em crianças abaixo de 14 anos, e como em nossa população infantil, nas 

aldeias indígenas, ocorreu intenso contato interpessoal nas várias atividades 

realizadas nessa comunidade, sejam elas na escola, igreja e em muitas brincadeiras 

ao ar livre envolvendo atividades que implicam em contaminação com saliva, não se 

pôde excluir a possibilidade de transmissão horizontal extrafamiliar nessa população.  

Com relação à população não indígena, não houve diferença estatística entre 

as taxas de soroprevalência nas diferentes faixas etárias. Tal fato sugeriu que apenas 
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a avaliação sorológica para a infecção pelo HHV-8 não foi capaz de identificar a via 

de transmissão desse agente infeccioso neste grupo populacional. 

Nossos resultados de soroprevalência de anticorpos anti-LANA e lítico não 

mostraram diferença estatística entre os sexos nas duas populações.  

Uma vez analisada a soroprevalência da população indígena, passamos a 

averiguar a presença do vírus em amostras de saliva para podermos entender como 

ocorreu a disseminação desse agente e tentar elucidar os modos de transmissão. 

Nosso estudo realizou a PCR direcionada à ORF26 do vírus da região KS330Bam, 

uma vez que  a amplificação desse fragmento de 233bp demonstra ser um produto 

específico, presente em lesões de SK, mas não em tecidos de pacientes sem SK, 

conforme descreve Chang et al., (1994) ao identificar esse agente. Foram realizadas 

PCR em todas as amostras de saliva coletadas no estudo. Todas as amostras extraídas 

também foram testadas para o gene da beta globina para avaliação da viabilidade do 

DNA, e excluímos do estudo apenas seis amostras negativas para beta globina e 

HHV-8, podendo afirmar que tivemos um excelente rendimento em nossa extração. 

Constatamos que 51 indígenas estavam excretando o vírus pela via oral.  Os 

resultados da PCR na população indígena foram pareados com as sorologias, e 

registramos que 73,7% (250/339) dos indivíduos incluídos no estudo apresentaram as 

duas amostras. Verificamos que 96% (47/49) dos indivíduos excretando vírus pela 

saliva e 77,6% dos que não excretavam apresentaram sorologia positiva para 

antígenos LANA ou líticos. Dos 47 indivíduos excretores, com sorologia positiva, 

100% tinham anticorpos anti-LANA, mas somente 80,8% tinham anticorpos anti-

antígeno lítico. Estes dados sugeriram que a presença de anticorpos anti-LANA 

poderia estar mais relacionada com a replicação do HHV-8 do que com a presença de 
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anticorpos anti-antígeno lítico. Por outro lado, detectamos que 23,2% dos indivíduos 

soropositivos para LANA ou lítico excretavam o vírus pela saliva. Entre os não 

excretores do vírus pela saliva, 73,6% foram positivos para anticorpos anti-LANA e 

60,1% para anticorpos anti-lítico. Esses dados mostraram que os indivíduos 

excretores tinham maior chance de serem soropositivos, talvez devido à constante 

apresentação de antígenos virais que ocorreu na cavidade bucal. Dessa maneira, 

podemos inferir que praticamente todos os excretores eram soropositivos, mas que 

nem todo soropositivo era excretor. Esta dissociação também foi observada na 

população não indígena, no qual a excreção salivar foi pesquisada em oito indivíduos 

soropositivos, e nenhum deles apresentou excreção oral. Por outro lado, a 

constatação de que 4% dos indivíduos soronegativos estavam excretando o vírus pela 

saliva, sugeriu que tal fato poderia significar o estabelecimento primário da infecção 

ou de uma tolerância que o indivíduo obteve pela longa exposição aos antígenos 

virais. Duus et al. (2004), demonstram a presença do vírus na cavidade oral de 

indivíduos saudáveis tanto soropositivos como soronegativos.Os estudos realizados 

por Andreoni et al.(2002) e Casper et al. (2004), também detectam o DNA do HHV-

8 em indivíduos soronegativos para HHV-8.  

Essa presença de excreção salivar na população indígena confirmou a 

transmissão horizontal do vírus. Acreditamos que essas crianças foram 

contaminadas, provavelmente, no ambiente intrafamiliar pelos pais ou irmãos ou por 

outras crianças excretoras do vírus na saliva. Nossos resultados demonstraram que os 

homens estavam excretando mais o vírus pela saliva do que as mulheres. Estudos 

destacam a maior predisposição do sexo masculino a infecções do que as mulheres. 

O fato de que o sistema imune e fatores hormonais deixam os homens mais 
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susceptíveis às infecções já está descrito, e o fato de que o vírus estaria se 

multiplicando mais em indivíduos mais novos talvez fosse explicado por uma 

infecção mais recente. Dedicoat et al., (2004) descreve, em população hiperendêmica 

na África do Sul, que maiores taxas de soroprevalência entre as crianças está 

correlacionada com a carga mais alta de HHV-8 na saliva das mães. Houve em nosso 

estudo, uma excreção salivar maior, estatisticamente significante em crianças abaixo 

de 15 anos, principalmente entre os do sexo masculino, podendo ser um indício de 

que os meninos fossem fonte importante de vírus nesta aldeia. Podemos também 

levantar a hipótese de que essas crianças mantiveram um contato maior com as 

outras crianças da aldeia, enquanto brincavam e frequentavam a escola e igreja, 

tendo assim um convívio mais próximo com indivíduos da mesma faixa etária do que 

com os próprios pais, explicando assim a disseminação do vírus nesse grupo. Apesar 

de não termos encontrado em nossa casuística uma maior excreção em mulheres, 

acreditamos que a mãe também seria uma importante fonte de transmissão do vírus, 

pois os filhos, quando pequenos, passam a maior parte da suas vidas em sua 

presença.  

Em decorrência das amostras de saliva ter sido coletada apenas uma vez, e 

devido à natureza intermitente da excreção viral, é possível que a taxa observada 

nesse estudo tenha sido subestimada. Além disso, não coletamos amostras de outras 

possíveis fontes de excreção viral, como secreções genitais, urina ou fezes, embora 

saibamos que tais fontes possam desempenhar um papel menor quando comparadas 

com aquele da excreção oral. Sendo assim, a frequência total da excreção do HHV-

8 nessa população, embora não conhecida, pode ser mais alta. 
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Outros estudos realizados na África, diferentemente desse estudo, reportam 

que o DNA na saliva está associado tanto à soropositividade quanto aos títulos 

mais altos de anticorpos contra os antígenos líticos. Talvez a diferença se deva ao 

subtipo viral circulante nessa população, característica de fatores genéticos do 

hospedeiro da população indígena ou interações vírus-hospedeiro específicas.  

Em nosso estudo, ambas as populações apresentaram condições precárias de 

higiene, não sendo esta uma explicação plausível para uma prevalência 

excepcionalmente alta de HHV-8, já que outras áreas do mundo também 

apresentam as mesmas condições ou piores, como citou Biggar et al., 2000. 

Como um dos objetivos desse estudo foi avaliar possíveis mecanismos de 

transmissão do HHV-8, foi necessário pesquisar os marcadores de transmissão já 

conhecidos e identificados. A maioria desses marcadores é considerada 

suficientemente específica para certas modalidades de transmissão e mais confiável 

do que o próprio comportamento relatado, sendo assim utilizada por muitos 

pesquisadores na falta de informações sobre comportamento de risco. Assim sendo, 

foram realizados testes sorológicos para determinação da presença de marcadores 

de infecções transmitidas mediante diferentes mecanismos. Para o vírus da hepatite 

A, constatamos que as duas populações apresentaram uma alta soroprevalência, 

refletindo condições bastante precárias de saneamento básico nessa área do rio 

Trombetas. Por outro lado, o marcador sorológico realizado para o vírus da hepatite 

C (anti-HCV) não foi detectado em nenhuma das duas populações, enquanto a 

soroprevalência para a infecção para o vírus da hepatite B foi mais baixa para os 

indígenas do que a população não indígena. Tal achado sugeriu que as práticas 

culturais associadas a maior risco de transmissão parenteral, tais como sangria, 
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escarificação e tatuagem nesse grupo não apresentaram um papel importante na 

transmissão do HHV-8. Da mesma forma os dados sugeriram que a transmissão via 

atividade sexual na população indígena, provavelmente, não representou uma rota 

relevante já que as sorologias para sífilis foram negativas e para o HSV-2 e hepatite 

B foram baixas.  

As relações genéticas entre diferentes cepas virais são importantes para 

determinar a origem e distribuição geográfica de diferentes subtipos virais, 

identificarem mecanismos de transmissão e para o desenvolvimento de vacinas 

(Brown, 1994). Os avanços das técnicas de biologia molecular, como o 

sequenciamento genômico, juntamente com estudos filogenéticos, nos permitem 

realizar estudos mais detalhados de epidemiologia molecular, os quais nos ajudam a 

melhor compreender a disseminação de agentes infecciosos, como os vírus 

(McCormack e Clewley, 2002). 

Realizamos a caracterização molecular nesse estudo apenas com o intuito de 

identificar qual o subtipo do vírus que estaria circulando nessa população, não 

buscando a relação filogenética para estudar a variabilidade evolucionária do HHV8. 

O sistema de classificação para a subtipagem no presente estudo utilizou a 

comparação das sequências obtidas da amplificação dos fragmentos VR1 e VR2 da 

ORF-K1 com os protótipos descritos por Zong et al. (1999). O mesmo método é 

utilizado por Lacoste et al., 2000 e Cook et al., 2002 em diferentes regiões 

geográficas do mundo. Confirmamos a classificação dos subtipos de HHV-8 ao 

construir as árvores filogenéticas para VR1 e VR2, comparando com os vários 

subtipos descritos e depositados no GenBank. Todas as amostras sequenciadas em 

nosso estudo se enquadraram ao subtipo E, a maioria estava relacionada com os 
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isolados dos indígenas Huaorani do Equador (Whitby et al., 2004). Estas sequências 

foram depositadas no GenBank e representam a maior série de subtipo E do HHV-8 

disponível até o momento. Dessa maneira, confirmamos a presença do subtipo E em 

populações indígenas, em diferentes grupos linguísticos localizados na região 

Amazônica. 

Concluímos que a infecção pelo HHV-8 foi altamente prevalente nos 

indígenas, mas não em não indígenas vivendo na mesma região da Amazônia 

brasileira. Nos indígenas por nós estudados, a infecção pelo HHV-8 foi adquirida 

principalmente na infância, sugerindo que a transmissão foi horizontal, não-sexual. 

Entre os indígenas, a excreção do vírus pela saliva foi comum, sendo mais frequente 

em crianças do sexo masculino, sendo o subtipo E o único encontrado. Fatores que 

determinam a aquisição e transmissão do HHV-8 em indígenas devem ser mais bem 

estudados.  
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6 Conclusões 

 

Conclusão geral 

Demonstrou-se alta prevalência da infecção pelo HHV-8 na população 

indígena estudada, quando comparada a uma população não indígena, da Amazônia 

brasileira. Na população indígena, a alta taxa de infecção na infância e a presença de 

DNA do HHV-8 em 23% das amostras analisadas, sugere transmissão horizontal do 

vírus pela saliva.  

 

 

Conclusões específicas  

1 A prevalência de infecção pelo HHV-8 em indígenas da Aldeia Mapuera foi 

alta (79,1%). 

 

2 A prevalência de infecção pelo HHV-8 em não indígenas de Cachoeira 

Porteira foi baixa (6,1%). 
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3 A excreção salivar do HHV-8 ocorreu em todas as faixas etárias dos 

indivíduos soropositivos, observando-se uma maior excreção no sexo 

masculino. 

 

4 Houve forte evidência de transmissão fecal-oral nas duas populações, devido à 

alta soroprevalência de infecção por HAV.  

A transmissão parenteral não parece ser mecanismo importante de transmissão 

de agentes infecciosos nos indígenas, sugerido pela baixa soroprevalência para 

a infecção por HBV e HCV. 

A baixa prevalência de DST na população indígena, expressa pela baixa 

soroprevalência para a infecção por HBV, HSV-2 e T.pallidum, sugeriu que 

esse mecanismo de transmissão não é relevante. 

 

5 Todas as amostras submetidas à genotipagem apresentaram o subtipo E do 

HHV-8. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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