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Dedicatéria

Ao povo indigena do Brasil
Que antes eram muitos
Que agora sao escassos

Ao povo Wai Wali
Povo de riso raso

Que acolhe facil



Encontro com os Wai Wai

Até chegar ao campo muito aconteceu pelas aguas do Tapajos, do
Amazonas, seguido do Trombetas e por fim o Mapuera. Os dois Ultimos séo rios
espelho, curva apods curva, sempre um cenario inédito e encantador.

As borboletas pareciam querer nos acompanhar, quem sabe nos da as

boas vindas se para o bem nos destinamos.

Na companhia daqueles que tdo intimos sédo destas aguas, a singela
canoa perde a sua fragilidade e torna-se imponente em meio aquela imensidao.
Fomos parando em cada Aldeia amiga, e todas eram. Sem pressa de chegar ao
destino, no tempo dos Wai Wali.

A floresta estava de portas abertas para um pouso noturno é sé acender
uma fogueira e atar a rede. Ah! A rede, amiga inseparavel de embalos e

aconchego.

E seguimos alegres, falando com sorrisos, olhares, gestos fazendo com
gue a lingua desconhecida ndo fosse necessario verbalizar. E passou-se o sol,
a lua, o sol, a lua, o sol..Mapuera! Dias longos, intensos, radiantes,

desafiadores... com recompensas incomparaveis.

Tornamo-nos amigos e o relogio, a distancia, nada ha de separar. As fotos,
as letras, os presentes podem se perder. Mas, as imagens, 0s sentimentos, 0s
ensinamentos e a escultura que fora lapidada serdo permanentes, inalteradas e

indiziveis. Oh! Rainha Ciéncia, a majestade, também, serve.

Este € um breve retrato da primeira viagem de campo a Aldeia indigena
Mapuera.
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Resumo

Borges, JD. Estudo epidemiolégico da infeccdo por h erpesvirus 8 humano
(HHV-8) em populacdo indigena da Amazobnia brasileir a. Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2 009.

O Herpesvirus 8 humano (HHV-8) € endémico em populacfes africanas e
indigenas da regido Amazbnica. A infeccdo nestas populacbes acontece
durante a infancia e, na Africa, envolve o contato intimo no ambiente
intrafamiliar. Diversos estudos confirmam a distribuicAo geografica dos
diferentes subtipos de HHV-8, sendo que o subtipo E é tipico das populacdes
indigenas.

Objetivos : 1. Caracterizar o(s) subtipo(s) de HHV-8 que circula(m) em
populacdo indigena da Amazonia brasileira baseado na analise da regido ORF
K1 do virus; 2. Construir a arvore filogenética dos subtipos virais encontrados; 3.
Comparar filogeneticamente o0s subtipos encontrados com o0s subtipos
prevalentes em outras populacdes indigenas do Brasil e de outros paises da
América do Sul; 4. Calcular a taxa de substituicdo para a regido VR1 do HHV-8
para as amostras estudadas; 5. Estimar a data de entrada do virus na
populacdo do estudo; 6. Investigar a dindmica de transmissao do virus no
ambiente intrafamiliar; 7. Averiguar se ha correlacdo entre os alelos de HLA
classe | (A e B) e Il (DQB1 e DRB1) e suscetibilidade a infeccdo por HHV-8.

Casuistica e métodos : Estudo de soroprevaléncia da infec¢cdo por HHV-8 em



amostra de populacdo indigena da Amazonia brasileira utilizando IFI para
deteccdo de antigenos da fase latente (LANA) e litica (Litico) do virus. Analise
filogenética da amostras encontradas utilizando-se o DNA/HHV-8 extraido de
amostras de saliva, submetidas a reacdo de nested PCR para amplificar as
regides hipervariaveis VR1 e VR2. Calculo da taxa de substituicdo do HHV-8,
utilizando-se os métodos de distancia e técnica bayesiana. Estimar a data do
ancestral comum mais recente para as amostras em estudo, utilizando-se o
programa BEAST. Tipagem de HLA de individuos positivos e negativos para a
infeccdo por HHV-8, utilizando-se a técnica de PCR-SSO. Resultados : A
soroprevaléncia geral da infeccdo por HHV-8 na populagdo em estudo foi de
75,3% (399/530). Observou-se que a soropositividade dos filhos esta
correlecionada com a soropositividade materna. O Unico subtipo viral
encontrado foi o subtipo E. A taxa de substituicdo de nucleotideos do HHV-8
utilizando a regido VR1 foi da ordem de 6x10 substituicdes por sitio por ano
(s/sla). Ao analisar todas as sequéncias estudadas o ancestral comum mais
recente estd em torno de 138 anos. N&o houve correlacdo entre a
susceptibilidade a infeccdo por HHV-8 e alelos de HLA classe | ou Il.

Conclusdes : A populagédo estudada é endémica para a infeccdo por HHV-8. A
infeccdo ocorre principalmente na infancia, por via horizontal ndo-sexual, e a
transmissdo se da provavemente pela saliva. Assim como em outras
populacbes endémicas da Africa, a soropositvidade dos filhos esta
correlacionada com a soropositividade das mées. Confirmando achados

anteriores, o Unico subtipo do HHV-8 circulante na popula¢do estudada, foi o



subtipo E. Nossos dados sugerem que a regido do gene VR1 do HHV-8 evolui
com uma taxa de 6x10™ substituices por sitio por ano (s/s/a), e que o ancestral
comum mais recente do virus, a partir das amostras analisadas esta em torno
de 138 anos. Os dados sugerem, também, que ndo ha correlacdo entre a

susceptibilidade a infeccdo por HHV-8 e os alelos de HLA classe | ou Il.

Descritores : 1. Herpesvirus 8 humano (HHV-8) 2. Soroprevaléncia 3.
Epidemiologia molecular 4. Evolucdao 5. Tipagem de HLA 6. Populacéo

indigena



Summary

Borges, JD. Epidemiological study of Human herpesvi rus 8 infection (HHV-
8) in the Amerindian population from Brazilian Amaz on. Faculty of

Medicine, University of Sdo Paulo, SdoPaulo, 2009.

The human herpesvirus 8 (HHV-8) is endemic in Africa and Amerindian
populations from Amazon region. The infection in those populations occurs
during childhood and, in Africa, involves a close contact in intrafamilial
environment. Several studies confirm the geographical distribution of different

subtypes of HHV-8, and the subtype E is typical of the Amerindian population.

Objectives : 1. To characterize the HHV-8 subtypes circulating in Amerindian
population from Brazilian Amazon, based on the analysis of ORF K1 region of
the virus. 2. To construct a phylogenetic tree of viral subtypes found among
Amerindians 3. To compare by phylogenetic methods the subtypes found in
Mapuera Amerindians with the subtypes prevalent in others Amerindians
populations of Brazil and South America 4. To determine the substitution rate of
VR1 region of HHV-8 for the sequences obtained in the present study 5. To
estimate the date of entry of the viruses in the Mapuera population 6. To
investigate the dynamic of transmission of the virus in the intrafamilial
environment 7. To investigate if there is a correlation between susceptibility to

HHV-8-infection and HLA class | (A and B) and Il (DQB1 and DRB1) alleles.



Patients and methods : The seroprevalence of HHV-8 infection in a sample of
the indigenous population of the Brazilian Amazon was carried out using IFA to
detect antibodies to latent (LANA) and Iytic phase antigens of HHV-8.
Phylogenetic analysis of the sequences was performed by using the DNA
extracted from samples of saliva, using a nested PCR to amplify the
hypervariable regions VR1/ VR2 of HHV-8. Estimation of the substitution rate of
HHV-8 nucleotides was performed by using the method of distance and the
Bayesian technique. Estimates of the time of the most recent common ancestor
(TMRCA) for all samples studied were done by using the BEAST program. HLA
typing of positive and negative subjects for HHV-8 infection was performed by
using the PCR-SSO technique. Results : The overall HHV-8 seroprevalence was
75.3% (399/530). There was a positive correlation between soropositivity of
children and maternal seropositivity. The only viral subtype found was subtype
E. The substitution rate of HHV-8 using the VR1 region was estimated around
6x10™ substitutions per site per year (s / s /y). By using this rate of substitution,
the TMRCA of the Mapuera viruses sequences was estimated to be around 138
years. There was no correlation between susceptibility to HHV-8-infection and

HLA class | or Il alleles.

Conclusions : The population studied is endemic for HHV-8 infection. The
infection occurs mainly in childhood, by horizontal, nonsexual transmission,
probably by saliva. As in endemic populations of Africa, the soropositvity of

children is positively correlated with the seropositivity of the mothers. In



agreement with previous reports, the subtype E was the only HHV-8 subtype
found in Mapuera Amerindians. Our data suggest that the VR1 gene region of
HHV-8 evolves with a rate of 6x10™ substitutions per site per year (s / s / y),
which results in a time of the most recent common ancestor for Mapuera HHV-8
sequences of 138 years. There was no correlation between susceptibility to

HHV-8-infection and HLA class | or Il alleles.

Key words: 1. Human Herpesvirus 8 (HHV-8) 2. Seroprevalence 3. Molecular

epidemiology 4. Evolution 5. HLA typing 6. Indigenous population
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1. INTRODUCAO

1.1 Herpesvirus 8 humano

O herpesvirus 8 humano (HHV-8), descoberto por Chang et al., em 1994,
€ membro da familia Herpesviridae, sub-familia Gammaherpesvirinae, género
Rhadinovirus.

Chang et al. detectaram em pacientes com aids seqUéncias de DNA
especificas de lesbes de Sarcoma de Kaposi (SK) que eram homodlogas ao
Herpesvirus saimiri (HVS) e virus Epstein-Barr (EBV). Este novo herpesvirus,
denominado herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi ou herpesvirus 8
humano (HHV-8), foi rapidamente encontrado em todas as formas
epidemioldégicas de Sarcoma de Kaposi, indicando ser o agente etiologico do
SK (Boshoff & Weiss, 1998; Blauvelt A, 1999). Este virus também esta
associado ao linfoma primario de cavidades e doenca de Castleman. (Soulier et
al., 1995; Shulz, 2000).

Dentro do género Rhadinovirus, o HHV-8 é o Unico capaz de infectar o
homem (Edelman, 2005).

O genoma do HHV-8 tem uma extensédo de 170 Kb (Renne et al., 1996),
com aproximadamente 81 regides de leitura aberta (Open Reading Frame -
ORF). Sessenta e seis ORFs do HHV-8 possuem homologia com o Herpesvirus

saimiri (HVS). As ORFs gque ndo apresentam homologia com outros herpesvirus



sao identificadas com a letra K e sequencialmente numeradas de K1 até K15
(Jenner & Boshoff, 2002).

Até hoje ja foram identificados 12 genes do HHV-8 que sdo homdélogos
aos genes do hospedeiro humano (Russo et al., 1996). A este fendbmeno da-se
0 nome de pirataria molecular. Estes genes pirateados, por ndo apresentarem
introns, provavelmente foram adquiridos de cDNA da célula humana. Muitos
destes genes codificados pelo HHV-8 sédo compartilhados por outros
herpesvirus, especialmente, o virus Epstein-Barr (EBV) (Arvanitakis et al., 1995).

A aquisi¢cao de genes do hospedeiro capacita o virus a modular a resposta

imune do hospedeiro.

1.1.1 Ciclo de vida do HHV-8

O HHV-8 é capaz de infectar vérios tipos de células: linfécitos B, monaocitos,
células da mucosa oral, células epiteliais e endoteliais (Edelman, 2005). Mas, 0
reservatério natural para o HHV-8 sdo as células B CD19" (Ambroziak et al.,
1995).

Como todos os herpesvirus, o HHV-8 torna-se latente na maioria das
células que infecta. Durante a fase latente o virus permanece no nucleo na
forma episomal. A laténcia é caracterizada por grande restricio na expressao
génica, e apenas uma quantidade minima de genes sdo expressos. Esta
caracteristica diminui 0 niumero de epitopos virais que sdo apresentados por

células infectadas aos linfécitos T citoliticos (TCD8") (Jenner & Bossof, 2002).



LANA é o principal marcador da fase latente do HHV-8. E uma proteina
multifuncional, que possui um papel primordial para a persisténcia viral, pois
facilita a ligagao do episoma viral aos cromossomos celulares durante a mitose,
permitindo a segregacdo eficiente destes episomas para as células filhas
Ballestas et al., 1999; Cotter & Robertson, 1999; Lan et al., 2004, 2005).

O virus na fase latente € capaz de reativar-se e iniciar o ciclo litico, em
gue ha producdo das progenes virais e lise da célula hospedeira (Jenner &
Boshoff, 2002). A proteina (Rta) codificada pela ORF 50 é necesséaria para
ativacdo do ciclo litico. Entretanto, acredita-se que fatores celulares também
seriam importantes para a reativacdo do HHV-8. Sabe-se que o promotor da
ORF 50 esta metilado durante a fase latente e, in vivo, ainda € desconhecido o
gue promove a sua desmetilacdo e consequente ativacdo, mas provavelmente

deve esta associado ao estresse celular (Chen et al., 2001)

1.2. Epidemiologia

Embora o HHV-8 tenha sido descoberto como conseqiiéncia do enorme
aumento de KS entre individuos infectados pelo HIV, ele € um antigo agente
viral que estava presente na Europa antes do advento da aids, provavelmente

desde os primordios do Homo sapiens (Shulz, 1999, 2000; Hengge et al., 2002).

A distribuicdo da infeccdo por HHV-8 ndo € ubiqua como os demais

herpesvirus, sendo muito diferente em varias partes do mundo. A prevaléncia



de anticorpos anti-HHV-8 €, em parte, correlacionada com a prevaléncia de SK.
Deve ser considerado que a epidemiologia da infeccdo por HHV-8 € baseada
em dados soroldgicos, gerados por testes diagndsticos cujo desempenho pode
diferir e resultar em um subdiagnéstico (De Paoli, 2004). Além disso, a
utilizacdo de diferentes antigenos e testes soroldgicos dificulta a comparacéo
entre os dados de prevaléncia obtidos em diferentes regides (Edelman, 2005).

Na América do Norte a prevaléncia da infec¢cdo na populacdo em geral é
de aproximadamente 5%, porém em individuos infectados com HIV esta
prevaléncia varia entre 30% a 48% (Gao et al.,1996; Martin et al.1998; Ablashi
et al., 1999). Em homens que fazem sexo com homens a prevaléncia também é
alta (20% a 38%) (Martin et al.1998; O’Brien et al.,1999).

Na Europa a prevaléncia varia de acordo com o pais e o grupo estudado.
A prevaléncia da infeccdo em individuos saudaveis da Suica, Grécia e Albania
e de 13%, 12% e 20%, respectivamente. Na Italia a prevaléncia varia de acordo
com a regido, sendo menor que 10% no norte e consideravelmente mais alta na
regido sul, onde atinge taxas acima de 20% (Shulz, 1999, 2000; Hengge et al.,
2002). Na Espanha, em homens que fazem sexo com homens (HSH), HIV
positivos, a prevaléncia alcanca 87% (Gambus et al., 2001).

Em individuos saudaveis de Israel foi constatada uma prevaléncia de 4,8%
(Iscovich et al., 2000).

Na india a prevaléncia geral é de 3,7%. Na Tailandia, Malasia e Sri Lanka

a prevaléncia ndo é maior que 4,4% (Ablashi et al., 1999).



Em Nova Guiné, foi observada uma alta prevaléncia na populagédo
indigena, na qual 25% das 150 pessoas testadas possuiam anticorpos anti-
HHV-8 (Rezza et al., 2001).

No continente Africano, as soroprevaléncias sao significativamente mais
altas do que nas outras regides do mundo. Na Africa sub-saariana, a
soroprevaléncia para HHV-8 é superior a 36% na populacdo em geral. Em
Botswana a prevaléncia varia entre 54,7% e 97%, dependendo do teste
sorolégico utilizado (Engels et al., 2000; Whitby et al., 2004). Em individuos com
aids e SK a prevaléncia da infeccdo é de 83% e 92,3% na Africa do Sul e
Zambia, respectivamente.

Na Ameérica do Sul uma baixa soroprevaléncia de HHV-8 foi encontrada
em doadores de sangue do Chile e Argentina, respectivamente, 3% e 4%
(Pérez et al., 2004). No Brasil a soroprevaléncia da infeccdo por HHV-8 varia de
acordo com a regido e a populacdo estudada. No sudeste do pais, a
prevaléncia é baixa (2,4 a 7,4%) entre adolescentes e adultos (Caterino-de-
Aradjo et al.,1999; Pérez et al., 2004; Souza et al., 2004). Entretanto, situacao
diferente é vista na regido norte, que apresenta soroprevaléncia de 33% em
adultos saudaveis com 40 anos ou mais de idade provenientes de area urbana
de Belém, no Estado do Para (Freitas et al. 2002).

Contudo, em 2000, Biggar et al. alteraram de forma expressiva o
panorama da epidemiologia do HHV-8 no Brasil ao demonstrar uma prevaléncia
muito alta (53%) da infeccdo por HHV-8 em indios de diferentes etnias da

Amazobnia brasileira. Os achados iniciais de Biggar foram confirmados por



outros estudos publicados nos anos seguintes (Whitby et al., 2004; Kazanji et
al., 2005; Ishak et al.,, 2005; Cunha et al., 2005; Souza et al., 2007),

comprovando que a infec¢do pelo HHV-8 é endémica nestas populacdes.

1.3 Epidemiologia Molecular

Os estudos de caracterizacdo molecular do HHV-8, em sua maioria, sao
baseados em sequiéncias da ORF 26, ORF 75, ORF K1 e ORFK 15.

A ORF 26 e ORF 75 sédo regides conservadas do genoma viral que
codificam proteinas, as quais compartilham, respectivamente, 60% e 30% de
similaridade com outros membros da sub-familia Gammaherpesvirinae (Zong et
al., 1997).

As ORFs K1 e K15 séo regides extremamente variaveis do genoma viral.
A ORF K1 possui dois locus, VR1 e VR2, que divergem em 40% em sua
sequéncia de aminoacidos e sdo responsaveis pela maior variabilidade desta
regido. Esta variabilidade € uma consequiéncia das altas taxas (85%) de
substituigdes nucleotidicas ndo sindnimas que ocorrem (Hayward, 1999).

No estudo pioneiro em caracterizacdo genética do HHV-8, baseado na
ORF 26, foram examinadas 12 amostras de individuos com SK e constatou-se
gue o o HHV-8 poderia ser classificado em trés grupos: A, B e C. Utilizando-se
uma outra regido do genoma viral, ORF 75, estes resultados foram confirmados
(Zong et al. 1997). Ainda nesse estudo, observou-se que o subtipo A foi

encontrado em individuos com aids e SK dos EUA e SK classico do



mediterraneo, o subtipo B foi encontrado em africanos com SK endémico e o
subtipo C foi restrito aos individuos com aids avancado procedentes de Nova
York.

Comparando-se as seqUéncias de aminoacidos dos subtipos de HHV-8
existentes, observa-se que os subtipos A e C sdo evolucionariamente mais

proximos e os subtipos A e B séo mais distantes (Hayward, 1999).

Diversos estudos confirmam a distribuicdo geografica dos diferentes
subtipos de HHV-8. Na Europa os subtipos A e C sao predominantes (Cook et
al. 1999). Nos Estados Unidos e Australia também prevalecem estes subtipos.
Na Africa o subtipo B é o mais encontrado, juntamente com variante A5, menos
frequente que também € encontrada (Kasolo et al. 1998, Lacoste et al. 2000,
Kamiyama et al. 2004). Nas llhas do Pacifico, Asia e Australia encontramos o

subtipo D (Meng et al., 1999; Zong et al., 1999).

Zong et al. (1999) ao examinarem 63 amostras de bidpsias obtidas de
pacientes com diferentes formas de SK, provenientes dos EUA, Africa Central,
Arabia Saudita, Taiwan e Nova Zelandia, utilizaram a ORF K1 para a
genotipagem do virus e encontraram quatro subtipos: A,B,C e D. Dentre estes
guatro subtipos foram identificados 13 diferentes subgrupos (Al-5, C1-5, C3'e
D1-2). Também foi observado que havia uma associacdo entre o subtipo de
HHV-8 e a regido geogréfica, confirmando os achados prévios.

No Brasil alguns estudos envolvendo a caracterizacdo genética do HHV-

8 demonstram a existéncia dos subtipos A, B e C. Assim, Caterino-Araujo et al.



(1998), ao analisarem 7 amostras de bidpsias de SK procedentes de individuos
com aids da cidade de S&o Paulo, com base na ORF26, constataram o0s
subtipos B e C, enquanto Nascimento et al. (2005), utilizando a ORF K1 para a
caracterizacao genética do HHV-8, observaram, em 33 amostras de individuos
com SK e aids da cidade de S&o Paulo, a presenca dos subtipos A, B e C.
Estes dados confirmam o achado de Zong et al. (2002), que além de K1
analisou também a ORF K15 e outras regides conservadas do genoma viral
(ORF26, T0.7 e ORF75) e identificaram, em trés amostras de individuos
brasileiros com SK e aids, os subtipos A e C.

Em populacdo indigena da Amazobnia Brasileira o subtipo de HHV-8
circulante mostrou ser diferente dos demais subtipos até entdo identificados e
foi denominado subtipo E (Biggar et al., 2000). Este subtipo € encontrado em
outras populacdes indigenas da América do Sul como observado em alguns
estudos (Whitby et al. 2004; Karaniji et al. 2005). Teoricamente o subtipo E é
exclusivo de populacéo indigena. Contudo, Kouri et al. (2005) ao realizarem a
caracterizacdo genética de 27 amostras de individuos com SK procedentes de
Cuba, baseados na analise de K1 classificaram uma Unica amostra como sendo
subtipo E, as demais pertenciam aos subtipos A e B. Na literatura, este é o
Unico relato de infeccao pelo subtipo E do HHV-8 em individuo ndo amerindio.

Um novo subtipo de HHV-8, F, foi descrito em um individuo membro da
tribo Bantu Ganda, proveniente de Uganda (Kajumbula et al., 2006). Deste

modo, até o momento foram descritos 6 diferentes subtipos de HHV-8.
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A separacdo dos 4 principais subtipos do HHV-8 (A/C, B e D),
provavelmente, é explicada pelo isolamento e efeito fundador associados as
migracbes do homem moderno. A primeira migracdo propagada através da
Africa Sub-Saariana deu-se ha 100 000 anos atras (B), a segunda ocorreu no
sul da Asia e por Gltimo Austrélia, Taiwan e llhas do Pacifico por volta de 60 000
a 70.000 anos atras (D). A terceira, com ramos separados para a Europa e
norte da Asia ocorreu ha 35.000 anos atrés (A e C), com expanséo tardia nas
Américas e norte da Europa ao fim da era glacial (Zong et al., 2002).

Existe uma divergéncia de 25 a 30% entre sequéncias derivadas do
subtipo E e os demais subtipos de HHV-8. Observa-se que o subtipo E, na
escala evolutiva, estd mais relacionado ao subtipo D que predomina nas Ilhas

do Pacifico, Asia e Austrélia (Biggar et al., 2000).

1.4 Epidemiologia do HHV-8 em populacdes indigenas

Apés o relato inicial de Biggar, outros estudos envolvendo populagbes
indigenas sul-americanas, também constataram alta prevaléncia da infeccéo
por HHV-8 e a presenca do subtipo E.

Whitby et al. (2004) relataram em indios equatorianos uma prevaléncia
gue variou de acordo com o0 grupo étnico. No grupo Huaorani a prevaléncia
alcangou 63%, enquanto o grupo Siona exibiu 24%. A caracterizagdo genética
das amostras positivas foi baseada na analise de K15, T0.7/K12, ORF 75 e K1.

A andlise da sequéncia de K15 de seis indios demostrou que todos
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apresentavam o alelo P. Todas as sequéncias de T0.7 do subtipo E de K1
exibiram mudancas especificas na sequéncia de aminoacidos que ndo sao
encontradas nos demais subtipos de HHV-8, e foram designadas como tipo E
de TO.7.

Kazaniji et al. (2005) avaliaram a presenca da infeccdo por HHV-8 entre
grupos indigenas da Guiana Francesa e observaram uma soroprevaléncia geral
de 23.3 %. Esta foi maior entre os indios das tribos Wayampi (30.8%) e Wayana
(28.5%), residentes em areas remotas, quando comparado as tribos Palikour
(15.4%) e Emerillons (12.2%), residentes na regido costeira. Neste estudo foi
possivel isolar o DNA viral de apenas uma amostra de um individuo da tribo
Waiampi, e a analise dos fragmentos amplificados da regido K1 caracterizou o
subtipo E. Esta cepa foi mais relacionada aquelas encontradas em indios
equatorianos que em indios brasileiros.

Ishak et al. (2005) ao estudar populacéo indigena da Amazénia brasileira
pertencente as tribos Karao, Arara Laranjal, Tiryo e Zo'e observaram a
presenca de anticorpos anti-HHV-8 em 66 amostras de 221 analisadas. A
prevaléncia variou de acordo com o grupo étnico: 6 (25%) Karao, 18 (19.6%)
Arara Laranjal, 24 (42.9%) Tiryo e 18 (36.7) Zo e. A ORF26 foi amplificada em 4
amostras, demostrando existéncia dos subtipos C (Zo'e) e E (Tiryd). Até o
momento este € o0 Unico relato da presenca do subtipo C em indigenas.

Cunha et al. (2005), também investigaram a presenca da infeccdo por
HHV-8 em amerindios da Amazoénia brasileira e confirmaram a alta prevaléncia

(56.8%) nesta populacao. Foi possivel detectar o material genético do virus em
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13 individuos, e a analise do gene K1 demonstrou a existéncia dos subtipos A e

E, sendo este o Unico relato da presenca do subtipo A em amerindios.

Souza et al. (2007) constataram uma prevaléncia de anticorpos anti-
HHV-8 de 79% entre indios da Aldeia Mapuera, localizada no Estado do Para.
Foi detectado DNA do HHV-8 na saliva de 47 individuos de diferentes faixas
etarias, e destas amostras 36 puderam ser sequenciadas, sendo todas
classificadas como subtipo E. Neste estudo também foi demonstrado que a

prevaléncia de anticorpos anti-HHV-8 aumentava de acordo com a idade.

No estudo de Souza et al. (2007) além da pesquisa para anticorpos anti-
HHV-8 nos amerindios, também foram realizadas provas sorolégicas para
doencas virais transmitidas sexualmente. Interessantemente, a prevaléncia para
estas foi extremamente baixa, 0 que sugere que a transmissao sexual do HHV-
8 ndo é a via predominante nesta populacdo. Neste estudo, ao comparar-se a
prevaléncia de HHV-8 em amerindios e ribeirinhos nao-indigenas da
comunidade mais préxima a Aldeia indigena, observou-se que a prevaléncia em
populacgdo ribeirinha foi de apenas 6,1%.

Uma ressalva deve ser feita no que diz respeito a infec¢cdo por HHV-8 em
indios versus sarcoma de Kaposi. Em todos os estudos supracitados nédo ha
relatos de casos de sarcoma de Kaposi em indios. Uma exce¢do a esta
afirmativa é o achado de Mohanna et al. que, em 2006, constataram em um
indio da etnia Quéchua (Peru), de 53 anos, a presenca de lesbes nodulares

purpuricas nas extremidades inferiores caracterizadas como SK. A sorologia
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para HIV foi negativa e a imunohistoquimica em tecido foi positiva para HHV-8.
Embora, neste caso, nado tenha sido identificado o genotipo do HHV-8 envolvido,
pdde-se comprovar que o SK ocorre em indigenas e que eventualmente o
subtipo E, altamente prevalente nestas popula¢des, poderia ser o causador
desta neoplasia maligna. Este dado reforca a relevancia de estudos
moleculares do subtipo E do HHV-8, amplamente distribuido em populacdo

indigena.

1.5 Transmissao

Embora os mecanismos de transmissdao do HHV-8 ainda nao estejam
completamente elucidados, os dados epidemioldgicos sugerem que o modo de
transmissdo pode diferir entre as regides onde a infeccdo é endémica e aquelas

onde a mesma, é esporadica (Dukers & Rezza, 2003).

A soroprevaléncia de anticorpos anti-HHV8 é sistematicamente mais
elevada em grupos de maior risco para doengcas sexualmente transmissiveis,
particularmente em homens que fazem sexo com homens (HSH) (Kedes et al.,
1996; Gao et al.,1996; Simpson et al., 1996). Evidéncias mais diretas da
transmissdo sexual foram obtidas a partir de estudos que compararam
comportamento sexual e risco de infeccdo por HHV-8 (Whitby et al., 1998;

Melbye et al., 1998, Martin et al., 1998; Blackbourn et al.,1999).
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Martin et al., (1998) observaram que a soroprevaléncia para HHV-8 no

grupo de HSH aumentava linearmente com o nimero de parceiros sexuais.

Outros estudos epidemiolégicos demonstram fortes evidéncias de
transmisséo orogenital do HHV-8 no grupo de HSH (Dukers et al., 2000, Grulich
et al., 1997, Melbye et al.,1998).

A deteccdo do HHV-8 por PCR em sémen, secrecdes vaginais e saliva
realca o potencial de disseminacdo deste virus por diferentes praticas sexuais

(La Duca et al., 1998; Lampimenen et al, 2000).

Por outro lado, Na Africa, onde a infec¢éo é endémica, ha grandes indicios
de que a transmissdo do HHV-8 se da, também, por via horizontal, ndo sexual
(Mayama et al., 1998; Rezza et al., 2000). Dados de diferentes estudos
mostram que, nestas areas a prevaléncia de anticorpos anti-HHV-8 é alta em
criancas (Mayama et al., 1998; Whitby et al., 2000).

As correlagdes observadas entre as taxas de soroprevaléncia em criangas
com agregacdo familiar (mae-filho e irméo-irmdo) e com o0 numero de
moradores de uma mesma casa sugerem que a transmissao ocorra por contato
intimo e interpessoal, provavelmente através da saliva (Mbulaiteye et al., 2004).
Dedicoat et al., em 2004, observaram que a carga viral alta na saliva de maes
estava relacionada com o aumento da soroprevaléncia em criangas.

A saliva de mées positivas para HHV-8 pode ser um importante veiculo de
transmissdo do HHV-8, uma vez que o DNA de HHV-8 nao foi detectado em

nenhuma das 75 amostras de leite materno e em somente duas amostras de
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colostro, enquanto que o DNA de EBV e HIV-1 foi detectado em 16 e 22
amostras de leite materno, respectivamente. Por outro lado, ao analisarem 65
amostras de saliva destas méaes, em 19 amostras foi detectada a presenca do
DNA do HHV-8, e este evento era independente do sorostatus materno para o
HIV-1 (Brayfiel et al. 2004).

Em outro estudo, observou-se que DNA de HHV-8 foi mais
freqlientemente detectado na saliva, que em células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) de membros da familia de um individuo com SK. Além disso,
sequéncias virais similares foram detectadas na saliva de alguns dos membros
da familia, indicando uma possivel transmisséo via saliva (Cook et al. 2002).

A carga viral de HHV-8 na saliva pode alcancar 10° cépias/mL em HSH
infectados, ou néo, pelo HIV e sem SK. Dentre todos os compartimentos
corporeos a mucosa oral é o local onde mais frequentemente é encontrado o
DNA do HHV-8, e a carga viral na saliva € a maior, comparado a outros fluidos
corporais. (La Duca et al., 1998; Brayfiel et al., 2004).

Ao contrario do citomegalovirus (CMV) e herpesvirus 6 humano (HHV-6),
os dados sugerem que ndo ha replicacdo do HHV-8 nas glandulas salivares
(Corey et al.,2002; Pauk et al., 2000). Johnson et al., em 2005, demonstraram
gue a ativacdo do ciclo litico viral ocorre em queratinécitos diferenciados no

epitélio maturo das amigdalas, o que explicaria a presenca do virus na saliva.
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1.6 Diagndstico da infeccéo por HHV-8

1.6.1 Diagnostico sorolégico

Os ensaios soroldgicos disponiveis para HHV-8 séo utilizados em estudos
de prevaléncia do virus nas populagdes e sédo Uteis para predizer o diagnostico

de SK e outras doencas associadas ao HHV-8 (Tedeschi et al., 2002).

A primeira geracdo de ensaios sorologicos utilizou linhagens de células
derivadas de linfoma de efus&o primario imortalizadas pelo EBV e co-infectadas
com HHV-8 para obtencdo de antigeno para as técnicas de imunofluorescéncia
indireta (IFI) e immunoblotting (Gao et al.,, 1996; Simpson et al., 1996). O
antigeno LANA, relacionado a fase latente do HHV-8, € expresso nas células
infectadas mantidas na cultura in vitro. Por outro lado, para obtencéo de
antigenos do ciclo litico do HHV-8, é necessario tratar as culturas celulares com
forbol acetato, apés o qual 10% a 30% das células entram no ciclo litico e

produzem antigenos citoplasmaticos denominados “antigenos liticos”.

Na segunda geragdo de ensaios foram utilizadas células BCBL-1 sem co-
infeccdo pelo EBV. Nesta fase foram identificadas as janelas de leitura aberta
gue codificavam os principais antigenos imunogénicos do virus, a saber: ORF

73 (ciclo latente), 65 e k8.1 (ciclo litico), propiciando a obtencéo de antigenos
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recombinantes de fase latente e litica a serem utilizados em ensaios de ELISA e

Western blot. (Tedeschi et al., 2002).

Os ensaios sorologicos disponiveis atualmente diferem quanto a
sensibilidade e especificidade, na dependéncia do método empregado (IFI,
ELISA), do tipo de antigeno (LANA ou litico) e do critério utilizado para definir a

soreatividade contra antigenos do HHV-8 (Tedeschi et al., 2002).

Em um estudo multicéntrico em que diferentes ensaios sorologicos foram
avaliados constatou-se que a IFI para deteccdo conjunta de antigenos LANA e
litico exibia a maior sensibilidade (89,1%) e especificidade (94,9%). (Schatz et

al. 2001)

Em 2007, Nascimento et al. avaliaram 5 testes soroldgicos artesanais e 2
comerciais para deteccao de anticorpos anti-proteinas da fase latente (LANA) e
litica (LITICO) do HHV-8, em amostras de soro provenientes de popula¢ées
com baixa, intermediéria e alta prevaléncia da infec¢do no territorio brasileiro.
Os resultados demonstraram que IFI para antigenos LANA apresenta baixa
sensibilidade e alta especificidade. A reacédo de ELISA artesanal do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo obteve o melhor desempenho, 87% de
sensibilidade e 100% de especificidade. Porém os testes de ELISA comerciais

apresentaram baixa especificidade.

O desempenho de um ensaio soroldgico influencia sobremodo as taxas de

prevaléncia, particularmente em populacdes onde o risco de adquirir a infecgéo
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€ baixo. Até o momento, ndo existe um ensaio sorolégico padrdo ouro para
deteccdo de anticorpos anti-HHV-8 que possa ser usado para definir a

sensibilidade e especificidade de novos ensaios (Tedeschi et al., 2002).

1.6.2 Diagndstico molecular

Métodos moleculares tém grande relevancia no diagndstico viral. Vérias
técnicas qualitativas de amplificacdo do DNA do HHV-8 em diferentes amostras
biolégicas foram desenvolvidas. A técnica de PCR é particularmente util para
demonstrar a associagao causal entre HHV-8 e SK e outras neoplasias, elucidar
0 modo de transmisséo do virus, bem como predizer o desenvolvimento de SK
em pacientes HIV positivos assintomaticos (Tedeschi et al., 2002)

Pan et al. (2001) utilizaram uma série amostras sabidamente positivas
para a infeccdo por HHV-8 e controles negativos, para analisar a sensibilidade
de varios primers usados para a detec¢do do DNA viral por PCR convencional,
neste estudo os primers da ORFK1 exibiram a menor sensibilidade, os primers
das ORFs 74 e K9 falharam na deteccdo de alguns controles positivos.
Entretanto, os primers das ORFs 26 e 72 detectaram todas as amostras

positivas e foram considerados os mais sensiveis.
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O PCR em tempo real também é utilizado para deteccdo de HHV-8 e
apresenta grande sensibilidade e especificidade (Lallemand et al., 2000; Polstra

et al. 2003)

1.7 Infecc&o por HHV-8 e resposta imune celular

O HHV-8 estabelece uma infeccdo persistente que €, normalmente,
controlada pelo sistema imunoldgico. Quando este controle é perdido, devido a
uma imunodepressdo, o0 numero de células infectadas aumenta, com
subsequente proliferacdo desenfreada destas células e o desenvolvimento de
neoplasias relacionadas ao HHV-8 (Osman et al., 1999).

Linfocitos TCD8+ sdo as principais células de defesa contra infeccdes
virais, as quais reconhecem antigenos virais na superficie de células infectadas
apresentados via MHC classe |. Entretanto os herpesvirus, em particular,
codificam uma variedade de proteinas que funcionam diminuindo a expresséo
de MHC classe I, através de diversos mecanismos (Coscoy & Ganem, 1997).

As ORFs K3 e K5 do HHV-8 codificam duas proteinas (MIR1 e MIR2)
gue agem diminuindo de sobremodo a expressdo de MHC classe | na superficie
celular, sendo este um mecanismo de evasédo da resposta imune (Coscoy &
Ganem, 1997). Apesar da similaridade de sequéncias e fungdo, K3 e K5
possuem especificidades diferentes, uma vez que a primeira age na regulacao
da expressdo de HLA-A, -B, -C e —E e a Ultima diminui a expresséao,

exclusivamente, de HLA-A e —B. A baixa espressao de HLA-C e —E estimula o
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ataque via células NK, e para evitar este fendbmeno K5 é capaz de diminuir a
expressao de ICAM 1 e B7-2, que sdo moléculas de adesdo necessarias para a
reacao de citotoxidade mediada por células NK (Ishido et al., 2000).

Recentemente, foi demonstrado que a proteina de laténcia LANA do
HHV-8 tem mecanismo de evasdo do sistema imune semelhante ao antigeno
EBNA-1 do virus de Epstein-Barr e pode inibir a sua apresentacdo ao sistema
imune através do sistema HLA de classe | por dois mecanismos diferentes.
Assim, além de retardar a sintese de LANA durante a traducdo inicial da ORF73,
ela também inibe o processamento da proteina madura pelos proteossomas.
(Hyun et al. 2007)

Osman et al., em 1999, demonstraram que as células TCD8" contra
antigenos da fase latente do HHV-8 sdo essenciais para prevenir o crescimento
desenfreado de células infectadas. Neste estudo, observou-se, também,
resposta imune celular contra antigenos da fase litica.

Wang et al, em 2001, observaram que havia aumento de células TCD8" e
producédo de INF-y em resposta a proteinas do ciclo litico do HHV-8, associado
a infeccdo primaria, confirmando o papel destas células no controle da infecgéo
primaria. No mesmo estudo, foi demonstrado que os niveis destas células
reativas contra antigenos da fase litica diminuiam drasticamente anos apos a
infeccdo primaria. Este fato deve estar relacionado a diminui¢cdo da replicagédo

litica do virus.
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1.8 Infecgéo por HHV-8 e fatores genéticos

Em regifes onde a infec¢cdo por HHV-8 é endémica, como na populacéo
indigena, parte-se do pressuposto que todos os individuos estdo expostos ao
virus. Entretanto, ha aqueles que ndo adquirem a infeccdo. Esta evidéncia
conduz a hipotese de que possa haver uma diferenca genética entre o0s

individuos no que diz respeito a suscetibilidade a infeccdo pelo virus.

Plancoulaine et al., em 2003, postularam a presenca de um gene
recessivo relacionado a suscetibilidade ou resisténcia a infec¢do por HHV-8 em
populacdo de area endémica. Este gene poderia ter um papel importante
durante a infancia, onde quase todos os individuos homozigotos teriam sido

infectados por volta dos 15 anos de idade.

A presenca de DNA viral na saliva de individuos infectados provenientes
de area endémica na Africa esta relacionada a transmissdo do virus de méae
para filho. Na tentativa de investigar a excrecdo de HHV-8 na saliva de maes no
Sul da Africa, foi observado que dois alelos HLA-A, A*6801 e A*4301 e um alelo
HLA-DRB1, DRB1*04, estavam associados com a excre¢do do virus na saliva

(Alkharsah et al., 2007).

Apenas uma parcela dos individuos infectados por HHV-8 desenvolvem
SK ou outras neoplasias. Em pacientes com SK oriundos da Sardenha foi

observado uma associagdo positiva entre os alelos HLA- Cw7, DRB1*1104,
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DRB1*1302, DQA1*0302, e DQB1*0604 e o desenvolvimento da doenca
(Masala et al.,, 2005). Estes dados evidenciam a possibilidade de uma
predisposicdo genética ao desenvolvimento de Sarcoma de Kaposi.

Fatores genéticos sdo apontados como um dos principais determinantes
de suscetibilidade a doencas infecciosas humanas (Hill, 1998). O mesmo
agente infeccioso pode ser capaz de induzir diferentes respostas imunes em
diferentes individuos infectados.

Do ponto de vista genético o HLA (Human Leukocytes Antigens) torna-se
um dos principais candidatos responsaveis pelas diversas formas clinicas de
algumas doencas infecciosas (Marcos et al., 2000). Isto se deve ao fato de que
diferentes alelos de HLA possuem um importante papel no controle da
resisténcia ou suscetibilidade a infec¢do por determinado agente (Singh et al.,
1997).

Na literatura ha diversos estudos de associagdo entre HLA e
suscetibilidade a doencas infecciosas. Ravikumar et al. (1999) observaram
associacoes do antigeno HLA-DPB1*04 com protecdo contra tuberculose,
enquanto o alelo DQB1*0601 esta associado a suscetibilidade. O haplotipo
HLA-DRB1*01-DQB1*0501-DPB1*0401 € um marcador de suscetibilidade a
doenca de Chagas na Venezuela (Fenandez-Mestre et al., 2002), enquanto que
HLA-DRB1*14-DQB1*0301 foi associado com resisténcia a infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi em regido hiperendémica no Peru (Overtvelt et al., 2002).
Price et al. constataram que antigenos de HLA-A1l, B8 e DR3 séo protetores

contra infec¢des por CMV em pacientes HIV com imunodeficiéncia grave e que
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ainda nao tinham sido submetidos a terapia antiretroviral ( Price et al. (2001).
Em estudos com populacéo africana infectada com o virus HTLV, antigenos
HLA-DR15 e DQ1 foram encontrados com maior freqiéncia em pacientes
infectados quando comparados aos controles saudaveis (La Grenade et al.,
1998).

A identificacdo de genes que conferem susceptibilidade a infeccao pelo
HHV-8 seria de grande importancia na elucidacao da dindmica de transmissao

do HHV-8 em populac&o endémica, como a populacao indigena.



JUSTIFICATIVA
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Justificativa

A prevaléncia de anticorpos anti-HHV-8 em populacdo indigena é
extremamente alta comparada a populacdo em geral, como demonstrado em
alguns estudos.

Contudo, ainda ha muitos questionamentos a respeito da infeccdo pelo
HHV-8 em indigenas da Amazobnia brasileira, principalmente em relagdo a
dinAmica de transmisséo do virus.

Ao comparar a prevaléncia de HHV-8 em populacéo indigena e ribeirinha
da mesma regido amazonica Souza et al. (2007), observaram uma baixa
prevaléncia na populacao ribeirinha indicando que a localizagéo geogréafica ndo
é o fator que determina a suscetibilidade a infec¢céo, e que, portanto pode haver
outros fatores relacionados ao individuo ou ao virus que seriam determinantes
neste processo.

Portanto estudos de caracterizacdo molecular do HHV-8 isolado desta
populagédo, bem como estudo de possiveis fatores genéticos que predisponham
a infeccdo pelo HHV-8 sdo necessarios para a elucidagdo da dindmica de
transmissdo do HHV-8 entre os Amerindios, especialmente no ambiente

intrafamiliar.



OBJETIVOS



27

OBJETIVOS

Investigar a dindmica de transmissao do virus no ambiente intrafamiliar;
Caracterizar o(s) subtipo(s) de HHV-8 que circula(m) na populacédo indigena
baseado na analise da ORF K1,

Construir a arvore filogenética dos subtipos virais encontrados;

Comparar filogeneticamente os subtipos encontrados com o0s subtipos
prevalentes em outras populacdes indigenas do Brasil e de outros paises da
América do Sul;

Calcular a taxa de substituicAo para a regido VR1 do HHV-8 para as
amostras estudadas;

Estimar a data de entrada do virus na populagcéo do estudo;

Averiguar se h& correlagdo entre os alelos de HLA classe | (A e B) e Il

(DQB1 e DRBL1) e suscetibilidade a infec¢do por HHV-8.



CASUISTICA E METODOS
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3. CASUISTICA e METODOS

3.1 Desenho do estudo

O estudo epidemiolégico foi realizado como descrito no fluxograma abaixo:

Figura 1. Desenho do estudo.
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3.1.1 Area em estudo

A &rea ocupada pelos povos que vivem na aldeia Mapuera corresponde ao
curso médio-alto do rio Mapuera, afluente do Trombetas, que tem sua nascente
na serra Acarai, fronteira com a Guiana. A area indigena pertence ao Municipio
de Oriximina, Estado do Para, e estd localizada na Reserva indigena
Nhamunda-Mapuera (Figura 2). A aldeia propriamente dita, situa-se na margem
esquerda do Mapuera, no ponto aproximado de 58°00'W e 0°40’S, em regido de
dificil acesso. A comunidade ribeirinha mais proxima é Cachoeira Porteira. O
tempo de viagem, utilizando-se transporte fluvial, de Oriximind até a Aldeia

Mapuera € de 4 dias.
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Flgura 2: Localizacao da reserva indigena Nhamunda-Mapuera.

FONTE: http://www.socioambiental.org
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3.1.2 Populacéo

Na aldeia Mapuera, os indios sdo mais conhecidos atualmente pela
designacéo genérica de Wai Wai. Do ponto de vista dos proprios indios dessa
aldeia, entretanto, Wai Wai € o nome proprio de apenas uma parte, majoritaria,
de seus habitantes. Ali vivem, também, individuos das etnias: Xeréw,

Mawayana, Katwena, Hixkaryana, Tiry0 e Twnayana.

A lingua falada pelos indios da aldeia Mapuera € o wai wai, da familia
Parukoto-Charuma, do tronco Carib, que tornou-se a lingua dominante por
circunstancias histéricas: foi a lingua utilizada na Guiana por missionarios que
ali evangelizaram, nos anos 50, praticamente toda a populagcédo indigena de
Mapuera. Porém, os habitantes da aldeia continuam usando, no circulo familiar,

as demais linguas ali representadas.

Os indios falam muito pouco o portugués, os homens que geralmente vao
as cidades do baixo Trombetas para comercializar artesanato e os Agentes
Indigenas de Saude costumam falar o portugués. Alguns adultos falam um

pouco de inglés, aprendido com a Misséo evangélica na Guiana.

Segundo o0 censo realizado pela Missdo Evangélica da Amazbnia

(MEVA), em 2006 havia em Mapuera 987 individuos e 193 familias.
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3.1.3 Amostragem

A Igreja evangélica presente na tribo € o local frequentado,
semanalmente, por todos os moradores da aldeia. Durante um culto dominical
foi anunciado em pulpito que entre os meses de maio e junho de 2007
aconteceria, no Posto de saude da aldeia, a coleta de amostras de saliva e

sangue dos individuos que desejassem, espontaneamente, participar do estudo.

As coletas foram agendadas de acordo com o numero da casa, pelo
agente indigena de saude que foi de casa em casa perguntando quem gostaria

de participar.

3.1.4 Coleta

A coleta de sangue e saliva foi realizada por dois estudantes do
Laboratorio de Virologia do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo (LIM 52),
gue permaneceram na area indigena, em estudo, durante 20 dias do ano de

2007.
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Antes da coleta os individuos assinaram o termo de consentimento (Anexo
I) do estudo. O termo de consentimento, dos menores de idade, foi assinado

por seus pais ou responsaveis.

Durante a coleta foram adquiridas informacdes a respeito do grau de
parentesco entre os participantes, nimero de individuos que moram na casa,
etnia, sexo e idade.

O sangue foi coletado por puncéo venosa em tubo estéril de 5mL, a vacuo,
contendo heparina. Apds sedimentacédo espontanea, a temperatura ambiente, o
plasma foi separado e acondicionado em tubo eppendorf (1,7mL) e o creme
leucocitario recuperado e, acondicionado em tubo eppendorf (1,7mL) contendo
1,5 uL da solucdo de RNAholder® (BioAgency). O plasma foi abrigado sob
refrigeracdo e o creme leucocitario permaneceu em temperatura ambiente
durante toda a estada na Aldeia.

A saliva, por sua vez foi coletada com swab de algodédo estéril, o qual foi
esfregado delicadamente sobre a mucosa oral e, em seguida, acondicionado
em tubo eppendorf (1,5mL) contendo 500uL de solucdo de RNAholder®. As
amostras assim acondicionadas permaneceram em temperatura ambiente
durante toda a estada na Aldeia.

Ao chegar ao laboratério de Virologia (LIM 52) do Instituto de Medicina
Tropical da Universidade de S&o Paulo, as amostras de plasma, creme

leucocitario e saliva foram acondicionas a -20° C, até serem processadas.
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3.2 Inquérito de prevaléncia de marcadores soroldégi  cos da infeccdo pelo
HHV-8

A prevaléncia da infeccdo pelo HHV-8 na populacdo em estudo foi
realizada com o objetivo de verificar se havia associacao entre soropositividade
e 0 grau de parentesco, no ambiente intrafamiliar. Os individuos inclusos no
estudo tiveram amostras de sangue coletadas para pesquisa de anticorpos da
classe IgG contra antigenos da fase latente (LANA) e litica (litico) do HHV-8, no

plasma, utilizando-se a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI).

3.2.1 Diagnastico soroldgico

3.2.1.1 Imunofluorescéncia Indireta (IFl) para anti genos da fase latente e

litica do HHV-8

Para a realizagdo da técnica de IFI utilizou-se como fonte de antigenos
do HHV-8 células da linhagem BCBL-1 mantidas em cultura. Trata-se de uma
linhagem celular proveniente de linfoma de células B de cavidade, infectada de
forma latente pelo HHV-8, fornecidas pelo Institute of Human Virology,

University of Maryland, Baltimore, Estados Unidos.
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As células BCBL-1 foram mantidas a 37°C em meio RPMI-1640
(Gibco® Co, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco® BRL,
USA), benzilpenicilina potassica 100U/mL (Megapen-5), sulfato de
estreptomicina 100mg/mL (FURP) e anfotericina B 2ug/L (Fungizon).

Para a deteccdo dos anticorpos contra antigeno da fase litica, as células
foram mantidas em meio de cultura contendo 20ng/mL de acetato de o-
tetradecanoil forbol (TPA; Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 96 horas para
inducdo da transcricdo do genoma viral. As células ndo submetidas ao
tratamento com TPA foram utilizadas para deteccdo de anticorpos anti-
antigenos da fase latente (LANA) (Lennette et al.,1996; Pierrotti et al. 2000).

A mistura de células BCBL-1, tratadas e ndo tratadas com TPA, foram
lavadas 2 vezes com PBS (solugéo salina tamponada com fosfatos, pH 7,2) por
centrifugacdes a 800g durante 10 minutos e ressuspensas em PBS. A segquir,
10uL deste antigeno foram distribuidos em cada area demarcada da lamina, a
gual foi mantida a temperatura ambiente para secar, e fixada em acetona
gelada por 20 min. Apés a fixacdo das laminas, estas foram armazenadas a —
80°C para uso.

Antes de serem utilizadas, as laminas foram descongelas e o antigeno foi
re-hidratado, aplicando-se 30pL de solucéo de leite desnatado (Molico®) a 1% em
cada circulo da lamina, e posterior incubacdo durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Apés aspiracdo do leite, as amostras de soro dos individuos, diluidas na

proporcao 1:80 em solucéo de leite a 1%, foram colocadas na lamina. Em seguida,
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as laminas foram abrigadas em camara Umida a temperatura ambiente por 30 min.
Passado este periodo, as laminas foram lavadas trés vezes com PBS, com duracéo
de 5 minutos cada lavagem. Em seguida, foi adicionado o conjugado anti-IgG
humano marcado com isotiocianato de fluoresceina (Sigma, St. Louis, MO, USA)
diluido a 1:100 em solucdo de azul de Evans. Prosseguiu-se com nova incubacao
por 30 min a temperatura ambiente. ApoOs trés lavagens com PBS, as laminas
foram montadas com glicerina tamponada pH 9,2. A leitura foi realizada em
microscopio de imunofluorescéncia Zeiss com 400X de aumento.

Em todas as laminas foram colocados controles negativos e positivos
para anticorpos anti-HHV-8, e para cada reacao foi testado um controle positivo
em diluicbes seriadas de 1:50 a 1:12.500 para averiguar a sensibilidade do
teste. Como controle negativo foi utilizado o soro de um individuo saudavel que,
repetidamente, apresentou sorologia negativa na reagédo de IFl para deteccdo
de anticorpos anti-HHV-8. Como controle positivo foi utilizado o soro de um
paciente com aids e SK que apresentava alto titulo de anticorpo contra
antigenos da fase latente e litica do HHV-8, quando submetido ao diagndstico
por IFI.

Quando utilizado o teste de IFI para deteccdo de anticorpos anti-
antigeno LANA, foram consideradas soropositivas as amostras, cujas células
apresentaram fluorescéncia pontilhada no nlcleo, e para a deteccdo de
anticorpos anti-antigeno litico, foram consideradas soropositivas as amostras,

cujas células exibiam fluorescéncia citoplasmaética.
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3.3 Epidemiologia molecular do HHV-8

Para a determinacdo dos genotipos de HHV-8 circulantes na populacao
em estudo, foram processadas amostras de saliva, dos individuos previamente

positivos na sorologia.

Através da amplificacdo das regides hipervariaveis VR1 e VR2 da
ORF K.1 por nested PCR, sequenciamento das amostras positivas e posterior
analise filogenética, foram conhecidos os genoétipos de HHV-8 presentes na
populacdo infectada. Foi possivel averiguar também, o ambiente intrafamiliar no
gual o gendtipo estava circulando. Além disso, os genétipos encontrados foram
comparados aqueles descritos em outras populacdes indigenas da América do

Sul através de andlise filogenética.

3.3.1 Deteccédo de DNA do HHV-8 em amostras de saliv a

3.3.1.1 Extracdo do DNA

Foi utilizado o kit da Qiagen (mini blood) para a extracdo de DNA de
amostras de saliva. Em 200uL da amostra foram adicionados 200uL de tampéo
de lise (AL) e 20uL de proteinase K. Esta mistura, foi mantida por 10min a uma

temperatura de 56C. Em seguida, foi transferida para a coluna e centrifugada,
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seguindo-se as instrucdes do fabricante. Ao final, a amostra foi eluida com o

tampéo de eluigdo, em um volume de 100pL.

3.3.2 Nested PCR para as regidoes VR1 e VR2 em amostras de saliv a

Antes de efetuar a reacdo de Nested PCR para HHV-8 foi realizado PCR
para deteccao de Betaglobina em todas as amostras de saliva provenientes de
individuos previamente positivos na reacao de IFI, para testar a viabilidade do
DNA na saliva.

A reacdo de nested foi realizada a partir da amplificacdo de dois
fragmentos diferentes da regido variavel da ORF K.1, a VR1 (380bp) e a VR2
(336bp), utilizando-se primers descritos por Cook et al. (1999) e utilizados por
Nascimento et al. (2005).

Os primers utilizados na primeira etapa da regido VR1 foram:

5GTT CTG CCAGGC ATAGTC 3

S'GTAACATGC TGACCACAAGZ

Na segunda etapa da amplificacdo, foram utilizados 5uL do produto da
primeira etapa e os primers internos foram:
5 CTG GCG GCC CTT GTG TAAAC 3

S"GACTGT GTTTGATGG CTG TGC 3

Para a regiao VR2 foram utilizados os seguintes primers:

5" CGT CTC GCC TGT CAAATC 3’
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5" ACT GGT TGC GTATAG TCT TCC 3

Na segunda etapa da amplificacdo, foram utilizados 5uL do produto da
primeira etapa e os primers internos foram:
5 GTATATGTT TTT GGG CGC GTT G3

5'CCG TGC ACA AAT CGT GTAGGG 3

A reacdo foi padronizada para um volume final de 50uL, contendo 5pL da
amostra, tampdo 10X (50mM de KCI, 10mM de Tris pH= 9.0), 200uM de
dNTPs, 0,5uM de cada primer, 1,5mM de MgCl, e 2,5U de Taq platinum DNA
polimerase (Invitrogen, Carisbad, CA, USA).

Ciclos: Os tubos de reacdo contendo as amostras e a mistura de
reagentes foram submetidos a amplificacdo em termociclador Eppendorf
Mastercycler de gradiente. Para VR1, realizou-se uma denaturacao inicial a
94°C por 5min, seguida de 35 ciclos de 30s a 94°C para denaturacéo do DNA,
45s a 61°C para anelamento do primer e 1min a 72°C para extensdo da
sequéncia. Os 35 ciclos foram seguidos por uma extensao final a 72°C por
10min. Para a segunda etapa, 2,5ul do produto de PCR da primeira etapa foram
utilizados sob as mesmas condi¢fes de ciclagem. Quanto a ciclagem para VR2,
esta variou na temperatura de anelamento de 56C na primeira etapa, para
59T na segunda etapa.

Os produtos de PCR obtidos com a amplificagcdo foram revelados em gel

de agarose a 1,5%.
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3.4 Sequenciamento

Os produtos das amostras positivas na reacdo de Nested foram
purificados para a realizacdo do sequenciamento, utilizando-se o kit Microcon
Centrifugal Filter Devices (Millipore Corp., Bedford, MA, USA), seguindo-se as
instrucbes do fabricante. Quando da presenca de bandas inespecificas ou de
dificil visualizacéo foi empregado um kit de purificacéo a partir do gel.

O sequenciamento foi realizado, utilizando-se o kit Big dye Terminator
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e a analise das sequéncias (forward
e reverse) foi feita no sequenciador de DNA ABI PRISM 377 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.5 Analises Moleculares

3.5.1 Alinhamento e Reconstrucdes filogenéticas das sequéncias

Os cromatogramas obtidos com o sequenciamento foram editados e
posteriormente alinhados no computador Apple Macintosh acoplado ao ABI377
DNA Sequencer utilizando o programa Sequence Navigator (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Duas reconstrucdes filogenéticas foram realizadas a partir das
sequUéncias coletadas neste trabalho. A primeira foi feita para a subtipagem dos

virus. Para a isso, os arquivos no formato fasta gerados pela edicdo foram



42

alinhados com sequéncias de referéncia do HHV-8 obtidas no Genbank,
utiizando-se o software Clustal W. Os alinhamentos foram verificados
manualmente através do programa BioEdit.

As sequéncias de referéncia utilizadas estdo disponiveis no Genbank, sob os
seguintes numeros de acesso: AF130266; AF130259; AF130278; AF133042;
AF133041; AF278836; AF178807; AF133039; AF133038; AF171057;
AF171058; AF220292; AF220293; AY329025; AY329024; AY329027;
AY329028; AF178822; AF133044; AF133043; AY329014; AF130280;
AF130285; AF130305; AY378013; AY378012; AY378004; AY377995;
AY377993; AY377997; AY378005; AY378010; AY378015; AY378011,
AF130290; AF178792; AF178791; EF204999-EF205001; EF209410-EF209421;
EF755000-EF375513; AF 178810.

Para as andlises, os alinhamentos foram exportados em formato nexus e
utilizados como entrada para os programas de reconstrucdo. As inferéncias
foram realizadas utilizando o critério de maxima verossimilhangca (maximum
likelihood). Esse método permite o uso de matrizes de probabilidade de
substituicbes de nucleotideos, que explicitam modelos evolutivos para a
inferéncia dos estados ancestrais a partir dos estados observados. As
reconstrucbes Otimas obtidas maximizam a verossimilhanca para todos os
caracteres ao longo de uma topologia.

Para a escolha do melhor modelo filogenético de substituicio de DNA, foi
utilizado o programa Modeltest v.3.7 (Posada & Crandall, 1998). Este programa

compara de forma hierarquica diferentes modelos de substituicdo de
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nucleotideos, onde 56 modelos evolucionarios séo testados e matrizes de
distancia filogenética sdo construidas a partir destes modelos. Um arquivo
denominado modelscore € entdo gerado, e um valor de verossimilhanca
(likelihood value) é atribuido para cada um dos 56 modelos testados. O
programa interpreta esse resultado e a escolha é feita com base no melhor
valor de P obtido entre os modelos.

As reconstrucbes foram feitas no programa PAUP* versdo 4.0b10
(Swofford, 1999). Com o modelo evolucionario adequado para o conjunto de
sequéncias, foram geradas topologias pelo método de distancia de
agrupamento de vizinhos (Neighbor Joining-NJ). O indice de sustentabilidade
dos ramos foi testado pelo método de bootstrapping com 1000 réplicas. Para a
visualizacdo das reconstrucdes, o programa Tree View foi utilizado.

A segunda parte das recontrucgdes incluiu aléem das amostras do presente
estudo, sequéncias de amostras coletadas na mesma populacéo indigena, no
ano de 2003 (Souza et al., 2007). Nesta etapa, embora a metodologia tenha
sido a mesma descrita acima, algumas modificagdes foram feitas com o objetivo
de minimizar o tempo gasto.

Os alinhamentos em formato nexus foram utilizados como entrada para o
programa de reconstrucdo filogenética Garli (Genetic Algorithm for Rapid
Likelihood Inference). Este programa utiliza um algoritmo que otimiza o0s
parametros iniciais a cada geracdo, o que leva a um incremento ou queda no
valor de probabilidade. As topologias que obtém valores cada vez melhores sao

salvas, e 0 programa automaticamente para de gerar novas topologias quando
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apos um determinado numero de geracdes (fornecido pelo usuario) ocorreu,
sem incremento no valor de probabilidade.

Os rearranjos topologicos sédo baseados nos algoritmos: (i) NNI (nearest
neighbor interchange, ou troca de vizinhos mais proximos). Esse algoritmo de
decomposicao e escolha da melhor arvore consiste em trocar de lugar as taxas
que aparecem separadas por apenas um ramo interno e reconstruir a topologia,
atribuindo um valor de probabilidade. Ao final, a topologia escolhida sera a que
apresenta o melhor valor de probabilidade dentre todas; e (ii) SPR (Subtree
Pruning Regrafting), que consiste em “quebrar” partes da topologia e rearranja-
las em outra posicdo. Atribuindo valores de probabilidade para essas topologias,
uma topologia 6tima € encontrada.

E importante ressaltar que as topologias encontradas utlizando o programa
PAUP sé&o extremamente similares, quando nédo idénticas as encontradas pelo

programa Garli.

3.5.2 Parametros populacionais e demograficos.

Uma vez que néo existe na literatura uma taxa de substituicbes estimada
para o HHV-8, e mais precisamente, para as regides do genoma que foram
amplificadas neste trabalho, fez parte dos objetivos estimar uma taxa de
substituicdo aproximada para a regido VR1. Consequentemente, uma data

aproximada para a entrada do virus HHV-8 na Aldeia Mapuera também poderia
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ser estimada. Para isso, utilizamos basicamente dois métodos: de distancia e
técnica bayesiana.

As amostras das sequéncias de HHV-8 utilizadas para estimar a taxa de
substituicbes foram coletadas em dois tempos distintos (2003 e 2006).
Infelizmente, essa € uma variacdo muito pequena para que se estime com
precisdo qualquer parametro, por isso, para uma estimativa de taxa de
substituicdo utilizamos o método de distancia pareada. Uma vez que algumas
sequencias amostradas em 2003 e 2006 foram coletadas do mesmo individuo,
esperavamos encontrar alguma variablidade entre os virus amostrados nos
diferentes tempos.

Para estimar a taxa de substituicdo de nucleotideos utilizamos a formula T
= K/2r, onde T € o tempo entre as duas coletas, K & a distancia entre as duas
sequencias e r € a taxa de substituicao de nucleotideos, A distancia pareada ‘K’
entre as duas sequencias foi estimada através do programa PAUP* verséo
4.0b10, empregando-se o0 metodo de méaxima verossimilhanga como critério de
optimizacdo. Este método calcula a relagdo entre o tamanho da sequéncia e a
guantidade de substituicbes encontrada.

A partir da taxa de substituicdes, estimamos a data do ancestral comum
mais recente (TMRCA) para aquele grupo de sequéncias utilizando o programa
BEAST (Drummond & Rambaut, 2007).

A técnica bayesiana, implementada no programa, utiliza a técnica de
amostragem de Monte Carlo via cadeia de Markov para a exploracéo dos dados

permitindo a incorporacdo de informacdes previamente conhecidas para a
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estimativa dos parametros populacionais. Além disso, € possivel estimar os
parametros desejados incluindo a incerteza associada aos mesmos. A técnica
utiliza as informa¢des de uma reconstrucao filogenética dos dados amostrados
para inferir processos demograficos ocorridos no passado. As sequéncias foram
analisadas sob o modelo de substituicdo GTR+I+G, assumindo reldgio
molecular relaxado, com a variagdo na taxa de substituicdo seguindo uma
distribuicdo normal (valor estimado por método de distancia, e desvio padréo na
mesma ordem de grandeza).

Para o célculo do TMRCA, além da taxa de substituicido encontrada neste
trabalho utilizamos, também, para comparacdo, a taxa de substituicdo para o
virus herpes 1 estimada previamente por Sakaoka et al., (1994).

Para otimizar a estabilizacdo do espaco de amostragem a ser explorado
na cada cadeia de Markov, foram realizadas 10 milhées de cadeias, com uma
pré-corrida de 5 milhdes de cadeias. A convergéncia dos parametros, bem
como os valores médio, maximo e minimo de cada um foram verificados no

programa Tracer, parte do pacote BEAST.
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3.6 Tipagem de HLA

3.6.1 Selecdo da amostra

A selecdo da amostra para o estudo do HLA foi realizada de acordo com o
estado sorolégico para infeccdo pelo HHV-8. Deste modo foram formados os
grupos caso, 0s quais eram soropositivos para a infeccéo por HHV-8, e controle,

0S quais eram soronegativos.

Os individuos do grupo caso e controle, individualmente, eram néo

aparentados e foram selecionados aleatoriamente.

3.6.2 Tipagem dos genes de HLA-A, -B, -DQB1 e -DRB1 por PCR-SSO

A tipagem do HLA foi realizada no laboratorio de Imunologia do Instituto
do Coracdo (INCOR) do HCFMUSP, utilizando-se o kit comercial LABType®
SSO (Sequence-Specific Oligonucleotide probe, One Lambda Inc, Canoga Park,
CA, USA).

A pesquisa de HLA foi realizada a partir de amostras de DNA extraidas do

sangue.
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3.6.3 Extracao do DNA do sangue

Foi utilizado o kit da Qiagen (mini blood) para a extracdo de DNA de
amostras de sangue. Em 200uL da amostra foram adicionados 200uL de
tampéo de lise (AL) e 20uL de proteinase K. Esta mistura foi mantida por 10min
a uma temperatura de 56C. Em seguida, foi transferida para a coluna e
centrifugada, seguindo-se as instrucdes do fabricante. Ao final a amostra foi

eluida com o tampéao de eluicdo, em um volume de 100pL.

3.6.4 PCR-SSO

O kit utilizado para a tipagem aplica a tecnologia Luminex® ao método de
tipagem SSO. Inicialmente o DNA alvo é amplificado na PCR utilizando um
primer especifico para o grupo. O produto de PCR é marcado com biotina, o
gue permite a sua deteccgéo pela estreptavidina conjugada a R-ficoeritrina.

O produto de PCR é desnaturado, em seguida sofre neutralizacdo e
posterior hibridizacdo com sondas oligo-especificas. Tais sondas estdo pré-
conjugadas em micro-esferas (“pérolas”), sendo que cada micro-esfera possui
um tipo de sonda especifico. Apds a hibridizac&o, as sondas que hibridizaram
sao marcadas com um produto fluorescente; a solugdo SAPE (Estrepavidina

conjugada com R-Ficoeritrina).
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A leitura das micro-esferas marcadas é realizada com a ajuda de um

citometro de fluxo (LABScan®). A interpretacdo dos resultados é feita atraves do
programa HLA VISUAL versdo 2.2 (cedido pela empresa) que analisa as
combinacfes de sondas nas micro-esferas detectadas pelo aparelho, o qual
consulta um banco de dados interno e sugere quais alelos estdo presentes. O
kit e o software para realizacdo dos testes sdo desenvolvidos pela empresa
One Lambda Inc. Todos os procedimentos para seu uso foram realizados de

acordo com as instrugcdes do fabricante.
3.6.4.1 Etapas da reacao

A metodologia empregada pode ser resumida em 4 etapas: 1. Amplificacéo
do DNA; 2. Desnaturacao e Neutralizacao do produto do PCR; 3. Hibridizacéo e
4. Andlise e aquisicdo dos dados.

1. Amplificacdo do DNA

O DNA extraido de amostras de sangue foi submetido a uma reacéo de
PCR-SSO, segundo instrucbes do fabricante, em que o DNA é amplificado
usando-se grupos de primers especificos para a detecgdo de HLA-A, B, DQ e
DR.

Para a amplificacdo foi utilizada a enzima Taq Platinum (Invitrogen,
Carisbad, CA, USA) e, os demais regentes da reacao (dNTPs, tampéo e

cofatores da enzima), que estdo presentes no kit de tipagem.
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As placas da reacdo contendo as amostras e a mistura de reagentes
foram submetidos & amplificacdo em termociclador Applied Byosistems e as
condi¢cdes de amplificacao estao descritas na tabela 1.

Apds a amplificacdo foi corrido um gel de agarose 2,5% para averiguar
se houve amplificagéo.

2. Desnaturacao e Neutralizacdo do produto de PCR

Apbs a etapa 1, 2,5uL do DNA amplificado foi transferido para uma placa
de PCR , em seguida foi adicionado 1,3uL de tampao de desnaturacéo.
Prosseguiu-se com centrifugagcédo, agitacdo em vortex por 20s e posterior
incubacao por 10min a temperatura ambiente.

Apoés a incubacdo, foi adicionado 2,5uL de tampéo de neutralizagéo,

a placa foi agitada por 20s em vortex, houve mudanga de cor para amarelo e a
placa foi mantida em banho de gelo até o inicio da proxima etapa.

3. Hibridizacéo

A hibridizacdo foi realizada com sondas complementares ao DNA
desnaturado, conjugadas a microesferas fluorescentes (pérolas). Para cada
amostra foi pipetado 2uL de pérolas e 17uL de tampé&o de hibridizacdo. Apos
adicdo das pérolas as amostras, a placa foi agitada em voértex por 20s, e depois
incubada a 60°C por 15min. Posteriormente, a placa foi lavada 3 vezes com
adicdo 40uL de tampéo de lavagem, seguido de centrifugacdo por 5min a
2500rpm. A cada lavagem o sobrenadante foi descartado.

Apbs a ultima centrifugacédo foi adicionada solucdo SAPE, preparada na

seguinte proporcao: 0,25uL de solucao SAPE e 24,75uL de tampéo SAPE para
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cada amostra. Apés adicdo da solucdo SAPE, a placa foi incubada a 60°C por
5min. Posteriormente, a placa foi lavada uma vez com adicdao de 40uL de
tampao de lavagem seguido de centrifugacédo por 5min a 2500 rpm. Descartou-
se 0 sobrenadante e foi adicionado 70uL de tamp&o de lavagem. O produto foi
homogeneizado, delicadamente, e transferido para uma placa de ELISA com
fundo em V, para ser analisado.

4. Aquisicao e analise dos dados

A aquisicdo e andlise dos dados foi feita, respectivamente pela
metodologia de citometria de fluxo, utilizando-se o Labscan 100, e pelo

programa HLA Visual 2.2.



Tabela 1 - Condi¢des da amplificacdo para a realizacdo da PCR-SSO

para tipagem de HLA

Temperatura Tempo N° de ciclos
96°C 3 minutos 1
96°C 20 segundos 5
60°C 20 segundos
72°C 20 segundos
96°C 10 segundos 30
60°C 15 segundos
72°C 20 segundos
72°C 10 segundos 1

4°C o 1
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3.7 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado, em 2006, pela CAPPesq (Anexoll),
como um adendo ao protocolo de pesquisa 577/02. O referido protocolo inclui o
estudo intitulado “Prevaléncia de infeccdo por herpesvirus sexualmente
transmissiveis (HSV-2 e HHV-8) em comunidades ribeirinhas do Rio Trombetas

e indigenas da Aldeia Mapuera”.

3.8 Analise estatistica

Para a andlise dos dados epidemiolégicos, utilizou-se o teste de X2, X?
de tendéncia e Odds ratio.

As frequéncias dos alelos de HLA dos individuos positivos e negativos
para a infeccdo por HHV-8 foram comparadas utilizando-se o teste de X? com a
correcdo de continuidade de Yates ou o teste exato de Fisher, quando
apropriado, isto é, quando os valores esperados forem inferiores a 5.

Os aplicativos utilizados para a analise dos dados foram: SPSS e Epi Info

(CDC, Atlanta) e o nivel de significancia alfa estabelecido foi de 5%.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Descricéo da populacdo estudada

Ao todo 530 individuos participaram do estudo, distribuidos por 131 casas.
Em 40 casas todos os moradores participaram. A média do numero de
habitantes por casa foi de 5,3 individuos e a mediana foi 5.

Foi coletado sangue por puncao venosa dos 530 individuos. Foi possivel
coletar a saliva de 510 destes individuos. Em relacdo ao género, a amostra em
estudo era formada por 46% de individuos do sexo masculino e 54% do sexo
feminino.

Participaram do estudo individuos com menos de 1 ano até 87 anos de
idade, sendo que 30,1% dos participantes tinham idade igual ou maior que 30
anos.

No que diz respeito aos grupos étnicos, o estudo englobou individuos de 7
etnias diferentes: Wai Wai, Katwena, Mawaiana, Xeréw, Tyrio, Hixkariana e
Tunayana. Os grupos com maior representatividade foram os Wai Wai (34,3%),
Katwena (28,4%) e Mawaiana (15,0%). Ressalta-se que dois individuos ndo
indios participaram do estudo, pois seus conjuges sdo indigenas. Individuos
com descendéncia indigena e nao indigena foram classificados como mistos.

Os dados referentes a descricdo da amostra estudada estédo

relacionados na tabela 2.



Tabela 2 — Caracteristicas da amostra estudada quanto ao sexo, faixas

etarias, grupos étnicos e niumero de individuos por casa.
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Amerindios (N=530)

Sexo N (%)
Masculino 243 (46,0)
Feminino 287 (54,0)
Faixas etéarias

<4 11 (2,1)
5-9 71 (13,4)
10-14 89 (16,8)
15-19 73 (13,7)
20-29 106 (20,0)
=30 180 (34,0)
Grupos étnicos

Wai Wali 182 (34,3)
Katwena 151 (28,4)
Mawaiana 79 (15,0)
Xeréw 46 (8,6)
Tyrid 20 (3,7)
Hixkariana 31 (6,0)
Tunayana 1(0,2)
Misto 18 (3,4)
Nao indio 2(0,4)
Numero de Individuos/casa

2 14 (10,7)
3 14 (10,7)
4 28 (21,3)
5a7 53 (40,4)
8al3 22 (16,8)
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4.2 Soroprevaléncia da infeccéo por HHV-8

A soroprevaléncia geral da infeccdo por HHV-8 na Aldeia Mapuera foi
75,3%. No sexo masculino 73,2% dos individuos eram positivos para anticorpos
anti-antigeno LANA ou antigeno litico do HHV-8. No sexo feminino a
soroprevaléncia foi de 77,7% (p=0,37). A prevaléncia da infeccdo aumentou de
acordo com a idade (py..«<0,001), sendo que o risco de adquirir a infeccao por
HHV-8 foi 3 vezes maior a partir dos 10 anos de idade. O individuo mais jovem
com sorologia positiva para a infecgdo por HHV-8 tinha 2 anos de idade (Tabela
3).

Entre as diferentes etnias, Wai Wai, Katwena e Hixkariana foram os
grupos com maior prevaléncia. Entretanto, ndo houve diferenca significativa na
prevaléncia da infeccdo de acordo com a etnia (p=0,06).

Observou-se que a prevaléncia da infeccdo manteve-se alta, independente,
do numero de individuos por casa (tabela 3).

Em relagdo ao marcador soroldgico utilizado na reacéo de IFI, observou-se
gue a presenca de anticorpos anti-LANA foi mais freqliente que anticorpos anti-

litico, 70,2% e 38,5%, respectivamente (p<0.001).



Tabela 3- Soroprevaléncia de anticorpos anti-HHV-8 (Lana ou litico) por

IFl de acordo com o sexo, idade e grupo étnico

Amerindios (N=530)

Sexo Negativo (%) Positivo (%)
Homem 65/243 (26,7) 178/243 (73,2)
Mulher 66/287 (23,0) 221/287 (77,0)
Total 131/530 (24,7) 399/530 (75,3)
p 0,37
Faixas etarias

<4 6/11 (54,5) 5/11 (45,4)
5-9 40/71 (56,3) 31/71(43,7)
10-14 24/89 (26,9) 65/89 (73,0)
15-19 21/73 (28,7) 52/73 (71,2)
20-29 23/106 (21,7) 83/106 (78,3)
=230 17/180 (9,4) 163/180 (90,5)
Total 131/530 (24,7) 399/530 (75,3)
Ptrend <0,001

Groupos étnicos

Wai wai 40/182 (21,9) 142/182 (78,0)
Katwena 24/151 (15,9) 127/151 (84,1)
Mawaiana 25/79 (31,6) 54/79 (68,4)
Xeréw 13/46 (28,3) 33/46 (71,7)
Tyrio 7/20 (35,0) 13/20 (65,0)
Hixkariana 6/31 (19,4) 25/31 (80,6)
Tunayana 1/1 (100,0) 0

Misto 14/18 (77,8) 4/18 (22,2)
Nao indio 1/2 (50,0) 1/2 (50,0)

p 0,06
Aglomerado

2 5/26 (19,2) 21/26 (78,8)
3 6/26 (23,1) 20/26 (76,9)
4 14/85 (16,5) 71/85 (83,5)
5a7 68/240 (28,3) 172/240 (71,6)
8al3 38/153 (24,8) 115/153 (75,2)

0,26
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4.3 Dinamica de transmissdao do HHV-8 de acordo com 0 grau de

parentesco

Para a avaliacdo da dindmica de transmisséo do HHV-8 s foram elegiveis
as familias que tinham pelo menos 1 filho. Ao todo, 129 familias preencheram
este quesito. Em 81,4% (105/129) destas familias ambos os cbnjuges
apresentaram anticorpos anti-HHV-8 e, somente em duas familias ambos os
cOnjuges eram soronegativos para a infec¢éo por HHV-8.

Houve uma associacéo entre a soropositividade dos filhos e o estado
sorolégico dos pais em relacdo a infeccédo por HHV-8 (p=0,01) (Tabela 4).

A proporcao de filhos positivos foi maior quando ambos os cénjuges eram
positivos. E a proporcdo de filhos positivos foi maior quando a mae era
soropositiva e 0 pai soronegativo, comparado a propor¢gao de filhos positivos

guando a mée era soronegativa e o pai soropositivo (56,3% x 38,5%).



60

Tabela 4 — Associacédo entre o estado sorolégico para a infecgéo por
HHV-8 dos pais e de seus filhos em 129 familias*

ne total de filhos Filhos positivos
Estado sorologico (n° de familias) n(%)
1 Pai positivo e méae positiva 204(105) 151(74,0)
2 Pai negativo e mae positiva 32(16) 18(56,3)
3 Pai positivo e mée negativa 13(6) 5(38,5)
4 Pai negativo e mée negativa 4(2) 2(50,0)

*Uma familia consiste em pai, mae e pelo menos um filho. X2 = 11,25 (p=0,01). O
teste de qui-quadrado (X?) refere-se a proporcéo de filhos soropositivos de acordo
com os 4 tipos de pares (pai e mae) e seus respectivos resultados sorolégicos.
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Ao investigarmos associacOes intrafamiliares, de acordo com o estado

sorolégico para a infeccao por HHV-8, entre casais (pai e mée), pai e filho e

mae e filho, constatou-se que havia uma alta correlacdo familiar em relacdo a

soropositividade para HHV-8 entre mae e filho (p=0,005). Entretanto, ndo houve

correlagéo entre casais (p=0,35) e entre pai e filho (p=0,11) (Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuigéo dos pares de acordo com a relagéo familiar e o estado
soroldgico para a infec¢éo por HHV-8

Tipos de
pares

NUmero de pares*

+/+  4/- -+ -/-

Odds ratio p
(IC 95%)

1 Pai e mae

2 Pai e filho

3 Mae e filho

105 6 16 2

165 68 22 16

213 78 10 12

2,1(0,40-11,80) 0,30

1,7(0,87-3,56) 0,11

3,2(1,36-7,88) 0,005

*Sorologia para a infec¢@o por HHV-8 do primeiro (pai para os pares 1 e 2 e mée para o par
3) e segundo par (mae para o par 1 e filho para os pares 2 e 3).
+ =positivo, - =negativo



62

4.4 Excrecéo do virus na saliva

Dos 399 individuos que apresentaram sorologia positiva para infeccao por
HHV-8, 379 possuiam amostras de saliva. Todas as 379 amostras foram
submetidas ao nested PCR para as regides VR1 e VR2 do genoma do HHV-8.
Foi detectado DNA viral na saliva de 43 individuos (tabela 6).

A excrecdo do virus pela saliva foi mais freqiente em homens
soropositivos que em mulheres, 16,7% e 6,5%, respectivamente (p=0,001). Nao
houve diferenca na excrecdo do virus pela saliva de acordo com a idade e
grupo étnico (tabela 6).

Em relacdo aos marcadores sorologicos utilizados na IFI, dos individuos
gue estavam excretando o virus na saliva, 41 apresentaram anticorpos anti-
LANA, 24 apresentaram anticorpos anti-litico e 22 apresentaram anticorpos

contra ambos os marcadores sorolégicos.



Tabela 6 — Excrecdo do virus na saliva de acordo com a idade, o sexo

e grupo étnico

Variavel DNA viral na saliva
Sexo

Homem 28/167 (16,7)
Mulher 15/212 (6,5)
Total 43/379
Odds ratio 2,65(1,30 — 5,42)
p 0,005
Faixas etarias

<4 1/5 (20,0)
5-9 3/29(10,3)
10-14 12/62(16,3)
15-19 4/51 (7,8)
20-29 5/80(6,3)
230 18/152 (12,0)
Total 43/379 (11,3)
ptrend 0,91

Groupos étnicos

Wai Wai 16/137 (11,7)
Katwena 15/120 (12,5)
Mawaiana 3/50 (6,0)
Xeréw 3/30 (10,0)
Tyrié 2/12 (16,6)
Hixkariana 3/25 (8,0)
Misto 1/4 (25,0)
N&o indio 0/1

p 0,81
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4.5 Andlises Moleculares

Das 43 amostras amplificadas utilizando o protocolo de nested PCR, 26
foram positivas para a regido VR1, 40 para a regido VR2 e 23 para ambas as

regioes.

4.5.1 Reconstrucdes Filogenéticas

Inicialmente, foram construidas duas arvores filogenéticas a partir das
regides VR1 e VR2, constituidas por sequéncias nucleotidicas de 26 e 34
individuos, respectivamente, além de sequéncias de referéncia obtidas no
Genbank com o objetivo de genotipagem das amostras. De acordo com as
arvores filogenéticas obtidas, todas as sequéncias do estudo pertencem ao
subtipo E (Figura 3 e 4).

Em sua maioria, as seqUéncias nucleotidicas estudadas séo
relacionadas com as sequéncias oriundas de amerindios da etnia Huaoroni,
provenientes do Equador. Porém, trés sequéncias (C142, C767 e C1105),
agruparam-se em um ramo separado das demais, e estavam relacionadas com
sequéncias oriundas de amerindios da etnia Tupi, provenientes da Amazoénia

brasileira, com um valor de bootstrap de 81%.
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Figura 3. Arvore Filogenética, ndo enraizada, da regido VR1 do HHV-8, obtida
com o método de reconstrucdo filogenética “Neighbor Joining, utilizando-se o
modelo de substituicdo nucleotidica K80+G. As amostras do estudo estdo em
azul, as demais amostras sdo sequéncias de referéncias obtidas no GenBank.
Os valores de bootstrap acima de 70% obtidos a partir de 1000 réplicas estédo

indicados nos respectivos noés.
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Figura 4. Arvore Filogenética, ndo enraizada, da regido VR2 do HHV-8, obtida
com o método de reconstrucéo filogenética “Neighbor Joining”, utilizando-se o
modelo de substituicdo nucleotidica K80. As amostras do estudo estdo em azul,
as demais amostras sdo sequéncias de referéncias obtidas no GenBank. Os
valores de bootstrap acima de 70% obtidos a partir de 1000 réplicas estdo

indicados nos respectivos noés.
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Utlizando-se as sequéncias (29) de Souza et al. (2007), juntamente, com
as obtidas neste trabalho (26 sequéncias) e aquelas provenientes de outros
grupos indigenas da América do Sul, realizamos reconstrucéo filogenética para
a regiao VR1 (Figura 5).

A recontrucdo da figura 5 mostra que, aparentemente, houve mais de uma
entrada do virus na populacdo. Dois principais clusters sdo observados. Um
deles possui 29 sequéncias provenientes de indios da aldeia Mapuera, e
apresenta maior variabilidade que o segundo cluster, que contém 23
sequéncias, também obtidas da mesma populacdo. Isso pode sugerir que 0
primeiro cluster € composto de sequéncias que entraram na populacdo ha mais
tempo, e portanto apresentam maior variabilidade. Trés sequéncias agruparam

sozinhas, separadas dos dois grupos principais.
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Figura 5. Genealogia reconstruida por méaxima verossimilhanga, a partir da
regido VR1 do HHV-8, utilizando-se o modelo de substituicdo nucleotidica
GTR+I+G. As amostras deste estudo estdo em azul, as demais sé&o
sequéncias obtidas no trabalho de Souza et al. (2007) e sequéncias de
referéncia de outros grupos indigenas da América do Sul (Hual, 2 e 3, Siol e
2 e Tupil e 2), obtidas no GenBank. Os valores de bootstrap acima de 50%
obtidos a partir de 1000 réplicas estdo indicados nos respectivos nés. Em
vermelho e verde estdo destacados os dois principais clusters que foram
recuperados.
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4.5.2 Andlises demograficas e populacionais

A taxa de substituicdo de nucleotideos foi estimada a partir de um par de
amostras coletadas de um mesmo individuo em tempos diferentes (2003 e
2006), e sequenciadas utilizando a regiao VR1.

Apés alinhadas as sequéncias, a distancia pareada (K) foi estimada. Isto
resultou em um valor de 0.0036. A partir deste valor, e empregando a formula
T=K/2r, obtivemos para a regiao VR1, uma taxa de 6x10™ substituicbes de
nucleotideos por sitio por ano (s/s/a). Infelizmente, contamos apenas com um
individuo cujas amostras coletadas temporalemte eram disponiveis. Por isso, a
taxa foi estimada apenas com um par de sequéncias.

Com a taxa de substituicdo encontrada, calculamos o tempo do ancestral
comum mais recente (TMRCA) para as amostras analisadas. Utilizando o
programa BEAST, o TMRCA estimado para as sequéncias provenientes da
populacdo da aldeia Mapuera foi de 138 anos. Para averiguar se 0s dois
clusters observados na filogenia, de fato, tiveram origens temporalmente
distintas, realizamos a mesma andlise para as sequéncias das amostras dos
clusters 1 e 2, separadamente.

O cluster 1, que apresentava maior variabilidade, tinha um TMRCA de 80
anos, enquanto que o cluster 2, com menor variabilidade, apresentou um

TMRCA de 20 anos.
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O célculo de TMRCA para as amostras da populagéo total tambem foram
realizados utilizando a taxa de substituicoes estimada por Sakaoka et al. (1994),

e o0 tempo estimado foi em torno de 40 mil anos.
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4.6 Tipagem de HLA

4.6.1 Amostragem

Ao todo foram selecionados 54 individuos. Destes, 35 formaram o grupo
caso (infectados pelo HHV-8) e 19, o grupo controle (soronegativos para o
HHV-8). Dentro dos 54 individuos havia representantes de 6 etnias, com uma
preponderancia das etnias Wai-wai e Katwena.

Os habitantes da Aldeia Mapuera sdo extremamente relacionados. Os
individuos selecionados para 0s grupos caso e controle pertenciam a 25
familias ndo relacionadas (Figura 6).

Em relacdo ao sexo o grupo caso foi constituido por 14 homens e 21
mulheres, o grupo controle, por sua vez foi constituido por 14 homens e 5

mulheres.

4.6.2 Tipagem dos genes de HLA-A, -B, -DQB1 e -DRB1

Dos 54 individuos que formaram os grupos caso e controle, em 45
individuos foi possivel tipificar todos os alelos de HLA-A, -B, -DQB1 e —-DRB1.

As frequéncias alélicas de HLA classe | estdo expostas na tabela 7. Os
alelos do locos HLA-A observados foram: A*02 (19%), A*24 (11%), A*31 (61%)
e A*68 (8%), onde o mais prevalente foi o alelo A*31. Os alelos dos locos HLA-

B observados foram 7 ao todo e o mais prevalente foi B*39 (38,0%).
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As frequéncias alélicas de HLA classe Il estdo descritas na tabela 8. Os
alelos do locos HLA-DQB1 observados foram somente: DQB1*03 (76,3%), e
DQB1*0402 (23,7%). Dos 5 alelos de HLA-DRB1 encontrados na amostra

estudada, os mais frequente foi: DRB1*04 (39,5%).
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Figura 6. Familias inclusas no estudo. As setas indicam os componentes do
grupo caso (com preenchimento) e controle (sem preenchimento).



Tabela 7 — Frequéncia dos grupos de alelos de HLA-A e HLA-B

na amostra estudada

Grupo N de controles(%)
HLA-A

A*02 7 (19,0)
A*24 4 (11,0)
A*31 22 (61,0)
A*68 3(8,0)
Total de alelos 36 (100)
Total de individuos 18
HLA-B

B*15 3(9,0)
B*35 3(9,0)
B*39 13 (38,0)
B*40 1(3,0)
B*48 6 (17,6)
B*51 6 (17,6)
B*52 2 (5,8)
Total de alelos 34 (100)

Total de individuos

17
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Tabela 8 — Frequéncia dos grupos de alelos de HLA-DQB1 e
HLA-DRB1 na amostra estudada

Grupo N de controles(%)
HLA-DQB1

DQB1*03 29 (76,3)
DQB1*0402 9 (23,7)
Total de alelos 38 (100)
Total de individuos 19
HLA-DRB1

DRB1*04 15 (39,5)
DRB1*08 8 (21,0)
DRB1*09 1(2,6)
DRB1*14 9 (23,7)
DRB1*16 8 (13,2)
Total de alelos 38 (100)
Total de individuos 19

Ao comparar-se 0 grupo caso e controle em relacdo a frequéncia
genotipica dos alelos de HLA classe | (tabela 9) e Il (tabela 10), ndo foi
observado associacdao entre os diversos alelos de HLA encontrados e a

presenca ou auséncia da infec¢ao por HHV-8.



Tabela 9 — Frequéncia genotipica de HLA-A e HLA-B dos grupos
caso e controle

Grupo N de casos (%) N de controles (%) p
HLA-A

A*02 12 (38,7) 6 (33,3) 0,9
A*24 10 (32,3) 4 (22,2) 0,6
A*31 25 (81,6) 15 (83,3) 1.0
A*68 4 (13,0) 3 (16,6) 0,7
Total de individuos 31 18

HLA-B

B*15 0 3 (17,6)

B*35 9 (30,0) 3 (17,6) 0,5
B*39 15 (50,0) 11 (64,7) 0,5
B*40 3(10,0) 1(5,8) 1,0
B*48 11 (36,6) 4 (23,5) 0,4
B*51 10 (33,3) 6 (35,5) 0,8
B*52 6 (20,0) 2 (11,7) 0,7

Total de individuos 30 17




Tabela 10 — Frequéncia genotipica de HLA-DQB1 e HLA-DRB1
dos grupos caso e controle

Grupo N de casos (%) N de controles(%) p
HLA-DQB1

DQB1*03 30 (93,7) 17 (89,4) 0,6
DQB1*0402 16 (50,0) 7(36,8) 0,5
Total de individuos 32 19

HLA-DRB1

DRB1*04 22 (64,7) 13 (68,4) 0,9
DRB1*08 15 (44,1) 7 (36,8) 0,8
DRB1*09 5 (14,7) 1(5,2) 0,4
DRB1*14 9 (26,5) 7 (36,8) 0,6
DRB1*16 8 (23,5) 4 (21,0) 1,0
Total de individuos 34 19

77



Discussao



79

5. Discusséao

5.1 Epidemiologia e dinamica de transmissdo do HHV- 8

No presente estudo a prevaléncia geral da infeccdo por HHV-8 foi de
75,3%, 0 que esta em concordancia com estudo prévio de soroprevaléncia,
realizado na mesma populagcdo, no ano de 2003, no qual observou-se
soroprevaléncia de 79,1% (Souza et al., 2007). Esta prevaléncia alta em
populacdo indigena também foi constatada por outros estudos envolvendo
grupos indigenas da Amazobnia brasileira e outros paises como Equador e
Guina Francesa (Biggar et al., 2000; Whitiby et al.,2004; Kazaniji et al., 2005;
Ishak et al., 2005; Cunha et al., 2005).

No estudo de soroprevaléncia do HHV-8 na populacdo da Aldeia Mapuera,
houve uma diferenca nos resultados da sorologia por IFI de acordo com o
antigeno utilizado. A prevaléncia de anticorpos anti-LANA foi maior que anti-
Litico. Este resultado estd em concordancia com Souza et al. (2007), porém
diverge da maioria dos estudos de soroprevaléncia para deteccdo de anticorpos
anti-HHV-8 em populagdes ndo-amerindias. E importante ressaltar que ndo ha
um padrdo ouro para o diagnéstico soroldgico da infec¢cdo por HHV-8 e este
fato impossibilita a comparagao de nossos resultados com outros trabalhos em
gue foram utilizadas outras técnicas soroldgicas e/ou antigenos virais. Os testes
sorolégicos utilizados em nosso estudo foram avaliados por Nascimento et al.

(2007) que concluiram que o teste de IFl para deteccdo de anticorpos anti-
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LANA e anti-Litico apresentaram 100% e 92% de especificidade e 72 % e 85%
de sensibilidade, respectivamente. Este trabalho sustenta a fidedignidade de
Nossos resultados.

Um ponto importante que deve ser destacado é o fato de que dos 18
individuos considerados mistos, ou seja, de descendéncia indigena e néo
indigena, somente 22,3% apresentaram sorologia positiva para HHV-8, um
namero 3,4 vezes menor quando comparado a prevaléncia geral. Este resultado
nos conduz ao seguinte questionamento: o que justificaria esta prevaléncia
menor, uma vez que estes individuos vivem sob as mesmas condi¢cbes dos
demais habitantes da aldeia? Ressalta-se ainda que 66,6% destes individuos
apresentam idade maior que 10 anos.

No estudo anterior, de Souza et al. (2007), observou-se que em individuos
ndo-indigenas, que habitavam na mesma regido do rio Trombetas, sob
condicbes de vida muito semelhantes a dos indigenas, a prevaléncia de
anticorpos anti-HHV-8 foi baixa (6,1%), sugerindo que a alta prevaléncia de
infeccdo nos indigenas deveria estar relacionada a fatores de risco genéticos ou
comportamentais especificos ainda ndo elucidados, mas certamente, nao
relacionados ao meio ambiente. Esta menor prevaléncia de anticorpos em
descendentes mesticos de brancos e indios sugere que fatores genéticos
ligados a populagdo indigena poderiam estar implicados na maior
susceptibilidade a infeccéo.

Na aldeia Mapuera a soroprevaléncia da infeccdo por HHV-8 nao

apresentou diferenca de acordo com 0 sexo ou numero de individuos que
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moram em uma mesma casa. E estes resultados também foram observados em
outras regides, como o continente Africano, em que a infeccdo por HHV-8,
também, é endémica (Mayama et al.,1998; Rezza et al., 2000; De Santis et al. ,
2002).

Entretanto, observou-se um aumento da prevaléncia da infeccao de
acordo com a idade e, o risco de adquirir a infeccdo por HHV-8 foi trés vezes
maior em criancas a partir dos 10 anos de idade. Observamos, também que
44% das criancas abaixo de 10 anos de idade eram soropositivas para a esta
infeccdo viral. Adicionalmente, constatamos na Aldeia Mapuera criangas com 2
anos de idade que apresentavam anticorpos anti-HHV-8. Estes dados sugerem
uma via de transmissao ndo sexual na populacdo por nés estudada.

Este resultado é similar ao estudo de Biggar et al. (2000) que constatou
uma prevaléncia de 41% em criancas abaixo de 10 anos em tribos indigenas da
Amazonia brasileira. Este quadro também foi visto, em outras populagdes
amerindias onde a aquisicdo da infeccdo ocorre, geralmente, durante a infancia
e a detecgcao de anticorpos anti-HHV-8 aumenta com a idade (kazanji et al.,
2005, Cunha et al., 2005, Souza et al., 2007).

Em populacao nao indigena, porém endémica para a infec¢éo por HHV-8,
também, foi observada alta prevaléncia (aproximadamente 50%) de anticorpos
anti-HHV-8 em criangas abaixo de 10 anos de idade (Andreoni et al., 1999;
Mayama et al., 1998; Rezza et al., 2000; De Santis et al , 2002; Mbulaiteye et al.,

2003).
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Estudos indicam que a sopositividade na infancia esta associada com a
presenca de um membro da familia, também soropositivo (Mbulaiteye et al.,
2003; Plancoulaine et al., 2000, Brayfield et al. 2004; Dedicoat et al. 2004). Em
nosso estudo, observou-se que em 81,4% das familias estudadas, ambos os
cbnjuges foram positivos para a infeccdo por HHV-8. Porém, ndo houve uma
associacao entre a soropositividade entre conjuges. Plancoulaine et al. (2000),
ao estudar uma populagcdo negra da Guina Francesa, também nédo observaram
dependéncia da soropositividade entre casais, porém Davidovici et al. (2004) ao
estudar populacao judaica de Israel, observaram que tanto para homens quanto
para mulheres um dos principais fatores de risco para a infeccdo por HHV-8 € o
estado sorologico do conjuge. Mbulaiteye et al. (2003) também constataram que
mulheres casadas com homens com sorologia positiva para a infec¢cdo por
HHV-8 possuiam risco 7 vezes maior de adquirir a infeccdo. Estes dados
sugerem que em diferentes populagcdes os fatores de risco para a infeccédo por
HHV-8 podem diferir.

Ao averiguarmos se havia associacao entre o estado sorologico dos pais
e dos filhos em relagcdo a infeccdo por HHV-8, constatamos que esta
associacao ocorria (p=0,01). A soropositividade entre os filhos estava
estavassociada ao estado sorolégico dos seus pais. E observamos que a
soropositividade materna era o principal fator associado a soropositividade dos
filhos (p=0,005). Estes resultados estdo em concordancia com estudos prévios,
em populacdo endémica para a infeccdo por HHv-8, onde foi observado que

maes com sorologia positiva para HHV-8 constituem o principal fator de risco a
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aquisicao da infeccéao viral por seus filhos (Plancoulaine et al.,2000; Davidovici
et al., 2001; Mbulaiteye et al., 2003; Mbulaiteye et al., 2004 Brayfield et al., 2004;
Dedicoat et al., 2004; Mbulaiteye et al., 2006).

Os nossos resultados sugerem que o contato intrafamiliar pode ser a
fonte de infecgcdo para HHV-8. Entretanto, outros fatores fora do ambiente
familiar também podem estar envolvidos. Uma vez que 75% dos individuos
estudados sdo positivos, a probabilidade do individuo se infectar no ambiente
extra familiar também deve ser considerada.

A pergunta que segue a estes resultados é: qual a via de transmissao do
herpesvirus 8 humano de méaes para filhos?

Nés propomos que a transmissao viral a criangas ocorra principalmente
através da exposicao a saliva infectada, tanto no ambiente familiar quanto fora
deste. Durante nossa estada na Aldeia Mapuera pudemos constatar que um
mesmo recipiente contendo agua, suco ou outro tipo de bebida liquida é
compartilhado por todos simultaneamente até que o seu conteudo se finde.
Ressalta-se que este compartiihamento ocorre entre familiares, amigos,
vizinhos, visitas, ou seja, também entre ndo parentes. Acreditamos que esta
pratica cultural possa facilitar a disseminacao do virus através de contato com a
saliva de individuos infectados.

Em um estudo com criancas, adolescentes e adultos da Uganda
observou-se que a infeccdo por HHV-8 ocorre principalmente em criangas antes
da puberdade e sugere que a saliva seja uma possivel fonte de transmissao

horizontal do virus entre criancas (Mayama et al. 1998).
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Mbulaiteye et al. (2004) observaram que criancas, freqientemente,
excretam HHV-8 na saliva indicando que elas podem constituir uma importante
fonte de infecgdo, particularmente a seus irmaos mais jovens e seus colegas.

Cook et al. (2002) demonstraram que o DNA do HHV-8 foi detectado com
maior frequéncia em saliva que em amostras de sangue de membros da familia
de um paciente com SK. Além disso, sequéncias virais similares foram
detectadas na saliva de alguns membros, indicando que, muito provavelmente,
a transmisséo ocorreu pela saliva.

Ja foi demonstrado que individuos co-infectados com HIV e pacientes
com SK apresentam carga viral elevada na cavidade oral quando comparado a
CMSP, plasma, sémen e pele; sugerindo que a cavidade oral pode ser um
compartimento de reativacéo e replicacéo viral (Koelle et al., 1997; LaDuca et
al., 1998; Pauk et al., 2000)

Uma via de transmissdo viral possivel é a vertical. Contudo, estudos
prévios sugerem que esta via ndo é a principal para a ocorréncia da infecgéo
por HHV-8 no primeiro ano de vida (Brayfield et al, 2003; Mantina et al., 2001;
Sarmati et al., 2004).

Tendo em vista as caracteristicas de nosso estudo (tipo corte-transversal)
nao podemos afirmar que a ocorréncia da transmissao vertical, de fato, n&o
aconteceu na amostra estudada.

Alguns virus da familia Hespesviridae, como, EBV, HHV-7, HSV-1 e CMV

sao detectados em leite materno e, isto sugere a transmissao materno-infantil
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através desse fluido (Junker et al., 1991; Fujisaki et al., 1998; Kotronias &
Kapranos, 1999; Hamprecht et al. 2003).

Nosso estudo nao incluia a coleta de leite materno para averiguarmos a
presenca de DNA viral neste tipo de amostra. Porém, em um estudo em que foi
investigado o papel do leite materno na transmisséo da infecgdo concluiu-se
gue esta via parece nao ser importante na transmissédo. Neste trabalho, os
autores nao constataram DNA do HHV-8 em nenhuma das 75 amostras de leite
materno. Por outro lado, foi constatado DNA do HHV-8 em 19 de 65 amostras
de saliva materna, sugerindo que a saliva materna seja um importante veiculo
na transmisséo viral (Brayfield et al., 2004).

Para a detecgcdo do DNA viral na saliva dos individuos que compuseram
0 nosso estudo, como sequéncia alvo da reacdo de PCR, foi utilizada uma
regido variavel (ORFK1) do genoma do HHV-8, com a finalidade de realizar o
estudo de genotipagem e filogenia. Deste modo, a prevaléncia da excre¢do do
virus na saliva pode ter sido subestimada, pois para este fim recomenda-se
utilizar uma regido conservada do genoma viral. Ainda assim, observamos uma
diferenca na prevaléncia da excrecdo do virus pela saliva, de acordo com o
sexo (p=0,005), como Souza et al. (2007), também, observaram, utilizando uma
regido conservada do genoma viral (ORF 26).

Apesar dos homens da Aldeia Mapuera excretarem mais freqiientemente
o virus que as mulheres, uma ressalva deve ser feita com relacdo ao papel da

mae como fonte de infeccdo para os filhos, jA que na cultura indigena as
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criancas tém contato intimo e prolongado com as méaes, o que aumentaria as

chances de exposicao ao virus, por uma possivel via de transmissao horizontal.

5.2 Estudo filogenético do HHV-8

A maioria dos trabalhos sobre a filogenia do HHV-8 demonstra em que
areas geograficas as variantes do virus estdo localizadas e as mutactes
gendmicas e recombinacdes que ocorreram. Os trabalhos de Hayward (1999) e
Zong et. a.l (2002), respectivamente, compdem uma importante etapa para a
compreensdo da teoria evolucionéria e processos moleculares pelos quais a
distribuicéo viral aconteceu.

No presente estudo foi possivel sequenciar 43 amostras de DNA viral
extraido de amostras de saliva. Ao construir a arvore filogenética das regidoes
VR1 e VR2 todas as amostras foram classificadas como subtipo E. Este subtipo
€, quase que exclusivamente, encontrado em populacdes indigenas. (Biggar et
al. 2000; Whitiby et al. 2004, Kazanji et al. 2005, Cunha et al. 2005; Souza et al.
2007)

Na arvore construida com sequéncias da regido VR1, observou-se que
somente duas amostras agruparam-se separadas das demais, formando um
ramo separado com as amostras provenientes de indios do grupo linguistico
Tupi.

Das amostras sequenciadas trés pertenciam a individuos de uma mesma

familia, eram eles o pai e seus dois filhos. Estas trés sequéncias agruparam-se
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no mesmo ramo. Porém, ndo podemos afirmar quem foi a fonte de infeccdo
naquela familia.

A éarvore filogenética obtida com as amostras coletadas em 2003 e 2006
revelou a existéncia de dois principais clusters, sugerindo que houve duas
entradas do virus na Aldeia. No cluster que possui maior variabilidade
observou-se que a maioria das sequéncias provém de individuos da etnia Wai-
Wai, ao passo que o cluster com menor variabilidade € composto por maioria
Katwena.

O povo Wai-Wai por sua facilidade em assimilar outras etnias convive
harmoniosamente com mais 6 diferentes etnias na Aldeia indigena Mapuera,
porém mesmo convivendo em uma mesma area geografica ha um certo
“isolamento” geografico do povo Katwena em relagdo aos demais povos étnicos
gue vivem em Mapuera, pois 0 povo Katwena ndo vive no nucleo da Aldeia. O
gue talvez possa explicar o predominio de sequéncias oriundas de individuos

desta etnia no cluster menos variavel.

5.2.1 Parametros populacionais e demogréaficos

Ao utilizarmos sequéncias provenientes de um individuo que participou do
estudo em tempos diferentes (2003 e 2006), foi possivel calcular a distancia
pareada e obter a taxa de substituicdo para a regido VR1, que foi da ordem de
10™substituicBes por sitio por ano (s/s/a). Mesmo que essa anélise tenha sido

a partir de duas sequéncias apenas, esse resultado deve ser levado em
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consideracdo ao se trabalhar com HHV-8. Isso porque ndo ha na literatura
trabalhos que tenham estimado uma taxa de substituicdo de nucleotidieos
especificamente para este virus.

Os virus de DNA normalmente sdo caracterizados por possuirem taxas de
substituicdo de nucleotideos mais lentas que virus de RNA, mas deve-se
considerar as variagdes entre familias, e principalmente em relacdo ao tipo de
virus (fita simples ou dupla). Além disso, para a grande maioria dos virus de
DNA fita dupla as taxas de evolucéo sao estimadas a partir da premissa de que
esses virus co-divergiram com seus hospedeiros, o que pode resultar em
estimativas de 10® s/s/a.

No caso dos herpesvirus, as taxas de substituicbes que temos disponiveis
foram calculadas assumindo esta premissa. Dessa forma, as taxas para
Herpesvirus, mais precisamente HSV-1 e HSV-2 sdo da ordem de 10%
(Sakaoka et al., 1994; Shackelton & Holmes, 2004).

De acordo com a literatura, a premissa de que os virus de DNA, em geral,
co-divergem com seus hospedeiros ndo pode ser aplicada a todos os virus
(Shackelton et al., 2005; Shackelton et al., 2006). Sendo assim, pareceu-nos
mais interessante utilizar um método para a estimativa de taxa de substituicdo
gue ndo assumisse, a priori, co-divergéncia.

A limitacdo do nosso estudo, entretanto, € o fato de termos, somente, as
sequéncias de um individuo, tendo em vista que quanto maior o niumero da

amostra maior a fidedignidade dos resultados.
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Um outro ponto discutivel na metodologia que empregamos para o calculo
da taxa de substituicdo, € que a distancia estimada entre as sequéncias é
calculada através da relacdo bruta entre nUmero de substituices e tamanho da
sequéncia. Uma vez que foram sequenciados apenas 330 nucleotideos da VR1,
isso pode ter resultado em uma superestimativa do valor de K.

Assumindo a taxa de Sakaoka et al. (1994), conclui-se que o virus chegou
aquela populacdo ha mais de 40.000 anos, 0 que parece nao condizer com a
realidade, uma vez que o povo Wai-wai chegou a Amazodnia brasileira em
meados da década de 30. Este resultado seria confiavel se as sequéncias
amostradas nesta populagéo tivessem origens completamente distintas. Pois,
Isto faria com que o ancestral comum coalescesse ha muito mais tempo do que
a chegada do povo a Aldeia Mapuera. Entretanto, visto que a variabilidade total
das sequéncias nédo foi grande, e, 0 mais importante, apenas dois grandes
grupos foram recuperados na filogenia, € mais parcimonioso que a data de
coalescéncia para essas sequéncias seja mais proxima do presente.

A partir da taxa de substituicdo encontrada em nosso trabalho, foi possivel
obter a data do TMRCA para o virus circulante na Aldeia, que foi mais
compativel com o observado na filogenia.

Calculamos o ancestral comum mais recente para: 1) Todas as amostras
coletadas na Aldeia; 2) Amostras do cluster de maior variabilidade e 3)
Amostras do cluster de menor variabilidade. Deve ser levado em consideracao
gue as andlises de coalescéncia dos virus partiram da premissa de uma taxa de

substituicdo calculada apenas com um par de sequéncias, o que claramente
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conta com certo nivel de incerteza. Entretanto, ficou evidente que nossos
dados de taxa de substituicdo, e consequentemente de ancestral comum para
0s virus que circula na populacdo de Mapuera estdo em concordancia com os
dados demograficos, filogenéticos e histéricos da Aldeia Mapuera.

Para todas as 55 sequéncias estudadas encontramos um ancestral
comum mais recente para o virus circulante em Mapuera de, aproximadamente,
138 anos.

As primeiras noticias sobre os Wai Wai foram trazidas por R. H.
Schomburgk, em 1841, que os encontrou ao sul da serra do Acarai, localizada
no Planalto das Guianas, na fronteira do Brasil com a Guiana. Anos depois, H.
Coudreau, na mesma localidade diz ter encontrado entre 3.000 a 4.000 indios,
0 que parece muito exagerado, se comparado aos 150 habitantes vistos por
Schomburgk. Em 1937, Terry-Holden afirma que os Wai Wai estavam se
mudando para o Brasil para as cabeceiras do rio Mapuera (Gallois & Ricardo,
1983). Este dado vem de encontro com a data do TMRCA do virus que circula
na Aldeia.

Para as amostras do cluster de maior variabilidade encontramos um
ancestral comum de aproximadamente 80 anos. Enquanto que paras as
amostras do cluster menos diverso foi de aproximadamente 20 anos. Estas
duas entradas do virus na tribo é totalmente compreensivel devido ao fato dos
habitantes da Aldeia Mapuera receber, com freqtiéncia, parentes de aldeias
proximas distribuidas ao longo do rio Mapuera e, também, de outros paises

como Suriname e Guiana.
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Os Wai Wai passaram a ter contato efetivo com os os Karaywa (“homem
branco” na lingua wai wai), quando missionarios da agéncia missionara MEVA
tiveram, no inicio da década de cinqlienta, autorizacdo para evangeliza-los. A
partir de 1971, impedidos de permanecerem na RepuUblica Cooperativa da
Guiana, os missionarios se mudaram para o Brasil, e, com eles, vieram lideres
religiosos Wai Wai de grande reputacdo, a ponto de atrair a maioria deles para
0 Brasil, sobretudo para as regides do Caxmi e Mapuera (Gallois & Ricardo,
1983). Esta informagdo somado aos dados que obtivemos sobre a chegada do
virus a Aldeia, pode-se concluir que a entrada do HHV-8 é anterior ao contato
efetivo desta populacdo indigena com néo indios.

Dados do nosso grupo de pesquisa, ainda ndo publicados, incluindo
povos indigenas ndo amazonicos que habitam a regido sudeste, demonstraram
gue existe grupo indigena que néo apresenta anticorpos anti-HHV-8. Este dado
inédito conduz ao seguinte questionamento: o que justificaria a auséncia da
infeccdo por HHV-8 nestes povos, uma vez que as mais variadas etnias
indigenas que habitam a regido Amazonica apresentam anticorpos anti-HHV-87?

Varias hipoteses ja foram apresentadas para explicar os processos de
origem e dispersdo dos amerindios na América do Sul, mas parece que um
centro comum de origem existiu e, 0 mais provavel € a Amazonia. Estima-se
gue a chegada das primeiras populacdes Tupi-guarani para a regiao costeira do
sudeste do Brasil ocorreu ha aproximadamente 2.920 anos (Schell Ybert-R et
al., 2008). Assumindo que o ancestral comum do virus que circula na Aldeia

Mapuera foi introduzido ha aproximadamente 138 anos, pode-se especular que
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antes da separacdo dos povos indigenas amazoénicos o virus ainda nédo havia

sido introduzido naquela populagéo.

5.3 HLA e a infec¢édo por HHV-8

Estudos da variabilidade do sistema HLA em populacdo indigena indicam
gue o polimorfismo de HLA é limitado, comparado a outros grupos étnicos
(Fernandez-Vina et al., 1997; Salzano, 2002).

Em nosso estudo constatamos quatro alelos para HLA-A e 7 diferentes
para HLA-B. Estes resultados estdo em concordancia com outros estudos de
tipagem de HLA classe | em populacédo indigena, em que os alelos A*02, A*24,
A*31 e A*68, observados em nossa amostra, também, foram encontrados em
outras populacdes indigenas (Little et al., 2001; Salzano et al., 2002).

O numero de alelos observados para DQB1 foram dois (DQB1*03,
DQB1*0402). Em indios sul-americanos o alelo *0302 é prevalente (Salzano et
al., 2002).

A tipagem de HLA-DRB1 apresentou 5 diferentes alelos. Os alelos
DRB1*08 e DRB1*16 foram observados na amostra estudada. Em populacao
indigena os alelos DRB1*08 e DRB1*16 sdo muito frequentes. Ressalta-se
ainda que o alelo DRB1*08 é um marcador de populacéo indigena (Lazaro et al.
1999). Segundo Tsuneto et al. (2003) pelo menos um dos alelos de HLA-

DRB1*08 (*0802, *0804 e *0807) esta presente em todas as populacbes
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indigenas. E destes, somente, DRB1*0802 €& amplamente distribuido e

encontrado em todas as popula¢des indigenas.

Na amostra da populacdo de Mapuera o alelo DRB1*09 foi observado
com em uma baixa frequéncia (2,6%). Alelos DRB1*09 sao vistos em populacéo
indigena, nativos da América do norte e populacéo do leste asiatico (Hashimoto
et al.,, 1994). Sdo marcadores dos ancestrais asiaticos de populacfes nativas
da América (Tsuneto et al., 2003).

Donadi et al. (2002) ao estudarem HLA Classe | e Il de populacdo
indigena do alto Amazonas constataram os mesmos alelos que os encontrados
no presente estudo, porém a diversidade alélica em ambas as classes de HLA
foi maior que as observada no presente estudo.

O papel fundamental dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) na
iniciacdo e regulagdo da resposta imune, juntamente com as suas
caracteristicas acentuadamente polimoérficas, motivou numerosos estudos sobre
a sua influéncia na susceptibilidade as doencas infecciosas.

Ao avaliarmos a ocorréncia da associacdo entre a presenca da infeccao
por HHV-8 e os alelos de HLA classes | e Il, ndo foi observada nenhuma
associacao. Uma limitacdo de nosso estudo, porém, € o tamanho da amostra e,
isto se justifica pelo fato de que na populacédo da Aldeia Mapuera os individuos
sdo extremamente relacionados, dificultando o recrutamento de individuos de

familias ndo-relacionadas para este tipo de analise. Somado a este fato, esta a



94

alta prevaléncia da infeccdo por HHV-8, pois somente 25% dos individuos, em
Nnosso estudo, ndo apresentou anticorpos anti-HHV-8.

Em relacdo ao desenvolvimento de SK e a associacdo com HLA, os
estudos séo controversos; Strichman-Almashanu et al. (1995) ao estudarem um
grupo de judeus com SK ndo constataram nenhuma associacdo entre o
desenvolvimento da doenca e HLA, por outro lado, Gaya et al. (2004)
observaram que havia uma associagao positiva entre SK e alelos de HLA-DRB1
gue possuiam fenilalanina na posicdo 13. Masala et al. (2005), por sua vez,
também encontraram associacdo positiva entre SK e Cw7, DRB1*1104,
DRB1*1302, DQA1*0302 e DQB1*0604.

Alkharsah et al. (2007) investigaram possiveis fatores que contribuem
para a excrecdo de HHV-8 na saliva e os resultados mostraram que os alelos
A*6801, A*4301 e DRB1*04 podem estar associados com um controle
deficiente da infeccdo por HHV-8, visto que a maioria dos individuos que
estavam excretando o virus apresentava estes alelos.

Outros marcadores imunogenéticos devem ser investigados para
averiguar a existéncia de associacao com a presenca ou auséncia da infeccéo

por HHV-8 na populacdo de Mapuera.
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Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

“Prevaléncia de infeccéo por herpesvirus sexualment e transmissiveis (HSV-2
e HHV-8) em comunidades ribeirinhas do rio Trombeta s e indigenas da aldeia
Mapuera”

2. PESQUISADOR: CLAUDIO SERGIO PANNUTI

CARGO/FUNCAOQ: Prof. Ass. Dr.. INSCRICAO CRMESP N°
15.115

UNIDADE DO HCFMUSP: . Depto Doengas Infec. e Pdéags (LIM 52)

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
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MEDIO [
RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia
imediata ou tardia do estudo)

4. DURACAO DA PESQUISA : Um ano

Il - REGISTRO DAS EXPLICAGCOES DO PESQUISADOR AG\BIENTE OU

SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNAGID



1. JUSTIFICATIVA E OS OBJETIVOS DA PESQUISA

Os indios, quando comecaram a entrar em contato com os brancos, comegaram a
pegar muitas doencas que ndo existiam antes, quando o indio ficava isolado em
sua aldeia. Entre estas doencas, estédo as hepatites, que sdo doencas do figado, e
as doencas sexualmente transmissiveis, que sao doencas que se pegam através
de relacdes sexuais. O indio que se contamina fora da aldeia, com o homem
branco, pode levar estas doencas para a aldeia, contaminando outros indios e até
mesmo as criancas, ja que algumas doencas que a gente pega por via sexual
também podem ser transmitidas pela saliva. N0s queremos fazer um estudo para
saber quantos indios da aldeia Mapuera pegaram hepatite por virus ou outras
doencas sexualmente transmissiveis, principalmente um virus que se chama HHV-
8. Para fazer isto, precisamos colher um pouco de sangue com uma seringa para
poder fazer os exames no laboratério. Vamos também colher um pouco de saliva
para saber se os indios estdo com virus na saliva. N6s também vamos usar um
pouco deste sangue para tentar descobrir porque alg uns indios pegam virus

e outros néo .

2. PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS E PROPOSITOS,

INCLUINDO A IDENTIFICACAO DOS PROCEDIMENTOS QUE SAO
EXPERIMENTAIS

O Unico exame que a pessoa que participar da pesquisa tera que fazer sera
colher um pouco de sangue (dois tubos de 10 ml, equivalentes a duas colheres de
sopa). Dentre os indios, serdo colhidas amostras de saliva esfregando um
cotonete (palito com algodao na ponta) na parte interna da bochecha.



3. DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS

O Unico desconforto esperado é o de levar uma picada no brago para colher o
sangue. Ndo ha nenhum risco importante a saude, fora o fato de poder aparecer
uma mancha roxa (hematoma) no local da picada, que desaparece sozinha depois
de alguns dias. A coleta da saliva nao traz nenhum desconforto.

4. BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS

Os individuos que tiverem alguma doenca constatada no seu exame de sangue
receberdo orientacdo e, quando houver necessidade, tratamento. O tratamento
serq feito pela Equipe Médica do Convénio da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo coma Prefeitura Municipal de Santarém. Aqueles que
0 exame de sangue mostrar que precisam receber vacina da hepatite B seréao
vacinados pela mesma equipe. E importante lembrar que se os médicos
descobrirem, com estes exames de sangue, alguma doenca que esteja atacando
muito os indios da aldeia Mapuera ou 0s brancos que moram na regido da aldeia,
eles podem organizar melhor o jeito de prevenir esta doenca, explicando como
evitar de pega-la ou, se existir vacina para esta doenca, vacinando quem precisa.

5. PROCEDIMENTOS ALTERNATIVOS QUE POSSAM SER VANTAJ OSOS
PARA O INDIVIDUO

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE G ARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. ACESSO, A QUALQUER TEMPO, AS INFORMACOES SOBRE
PROCEDIMENTOS, RISCOS E BENEFICIOS RELACIONADOS A
PESQUISA, INCLUSIVE PARA DIRIMIR EVENTUAIS DUVIDAS.



Os participantes da presente pesquisa poderdo pedir esclarecimento aos
pesquisadores, a qualquer tempo, sobre alguma duvida em relacéo a pesquisa,
ou sobre eventuais riscos, beneficios e resultados a ela relacionados.

2. LIBERDADE DE RETIRAR SEU CONSENTIMENTO A QUALQUE R
MOMENTO E DE DEIXAR DE PARTICIPAR DO ESTUDO, SEM QUE ISTO
TRAGA PREJUIZO A CONTINUIDADE DA ASSISTENCIA.

A participacdo nesta pesquisa é totalmente voluntaria. Se um participante
da pesquisa quiser retirar seu consentimento, e deixar de participar da
pesquisa, isto ndo vai trazer nenhum prejuizo a seu atendimento rotineiro, a
gue ele tem direito.

3. SALVAGUARDA DA CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVA CIDADE.

Todas as informacdes da pesquisa serao sigilosas, ndo havendo divulgacéo
do nome dos participantes, e nem dos resultados dos exames, a ndo ser para o
préprio individuo.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

N&o se aplica.

5. viabilidade de indenizag&o por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa.

N&o se aplica.




V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACO ES
ADVERSAS.

Em caso de necessidade, contactar a Dra.Mariana Quiroga , do Convénio da
Secretaria Municipal da Saude de Santarém com o Departamento de Doencas
Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo, pelo telefone (93) 523-3424

VI. OBSERVAGCOES COMPLEMENTARES: :

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, antes de dar o consentimento assinado para participar como
voluntario do estudo “Prevaléncia de infeccdo por herpesvirus sexualment e
transmissiveis (HSV-2 e HHV-8) em comunidades ribei rinhas do rio
Trombetas e indigenas da aldeia Mapuera” , eu fui suficientemente esclarecido
pelo pesquisador. Eu conversei diretamente com o médico, que respondeu todas
as perguntas que eu fiz. Eu entendi o que me foi explicado, e aceito participar
como voluntario do presente Protocolo de Pesquisa

Data:

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome Legivel)
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Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitdrias

O Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em
04.12.06, tomou conhecimento que o Protocolo de Pesquisa n°® 577/02
intitulado “Prevaléncia de infeccdo por herpervirus sexualmente
transmissiveis (HSV-2 e HHV-8) em comunidades ribeirinhas e
indigenas da Aldeia Mapuera®, apresentado pelo Prof. Dr. Cldudio
Sérgio Pannuti contempla o sub-projeto intitulado “Caracterizagdo
genotipica do herpesvirus 8 humano em populagdo indigena da

Amazénia Brasileira”, que serd tese de doutorado do SRA. JAILA

DIAS BORGES.

Sdo Paulo, 04 de dezembro de 2006.

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
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Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesg@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
matc



