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Ao povo indígena do Brasil 

Que antes eram muitos 

Que agora são escassos 

Ao povo Wai Wai 

Povo de riso raso 

Que acolhe fácil 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Encontro com os Wai Wai 

Até chegar ao campo muito aconteceu pelas águas do Tapajós, do 

Amazonas, seguido do Trombetas e por fim o Mapuera. Os dois últimos são rios 

espelho, curva após curva, sempre um cenário inédito e encantador.  

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

boas vindas se para o bem nos destinamos.  

Na companhia daqueles que tão íntimos são destas águas, a singela 

canoa perde a sua fragilidade e torna-se imponente em meio àquela imensidão. 

Fomos parando em cada Aldeia amiga, e todas eram. Sem pressa de chegar ao 

destino, no tempo dos Wai Wai.  

A floresta estava de portas abertas para um pouso noturno é só acender 

uma fogueira e atar a rede. Ah! A rede, amiga inseparável de embalos e 

aconchego.  

E seguimos alegres, falando com sorrisos, olhares, gestos fazendo com 

que a língua desconhecida não fosse necessário verbalizar. E passou-se o sol, 

a lua, o sol, a lua, o sol...Mapuera! Dias longos, intensos, radiantes, 

desafiadores... com recompensas incomparáveis.  

  Tornamo-nos amigos e o relógio, a distância, nada há de separar. As fotos, 

as letras, os presentes podem se perder. Mas, as imagens, os sentimentos, os 

ensinamentos e a escultura que fora lapidada serão permanentes, inalteradas e 

indizíveis. Oh! Rainha Ciência, a majestade, também, serve.  

Este é um breve retrato da primeira viagem de campo à  Aldeia indígena 

Mapuera.  
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Resumo 

 

Borges, JD. Estudo epidemiológico da infecção por h erpesvírus 8 humano 

(HHV-8) em população indígena da Amazônia brasileir a. Faculdade de 

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

 

O Herpesvírus 8 humano (HHV-8) é endêmico em populações africanas e 

indígenas da região Amazônica. A infecção nestas populações acontece 

durante a infância e, na África, envolve o contato íntimo no ambiente 

intrafamiliar. Diversos estudos confirmam a distribuição geográfica dos 

diferentes subtipos de HHV-8, sendo que o subtipo E é típico das populações 

indígenas. 

Objetivos : 1. Caracterizar o(s) subtipo(s) de HHV-8 que circula(m) em 

população indígena da Amazônia brasileira baseado na análise da região ORF 

K1 do vírus; 2. Construir a árvore filogenética dos subtipos virais encontrados; 3. 

Comparar filogeneticamente os subtipos encontrados com os subtipos 

prevalentes em outras populações indígenas do Brasil e de outros países da 

América do Sul; 4. Calcular a taxa de substituição para a  região VR1 do HHV-8 

para as amostras estudadas; 5. Estimar a data de entrada do vírus na 

população do estudo; 6. Investigar a dinâmica de transmissão do vírus no 

ambiente intrafamiliar; 7. Averiguar se há correlação entre os alelos de HLA 

classe I (A e B) e II (DQB1 e DRB1) e suscetibilidade à infecção por HHV-8. 

Casuística e métodos : Estudo de soroprevalência da infecção por HHV-8 em 



 

 

amostra de população indígena da Amazônia brasileira utilizando IFI para 

detecção de antígenos da fase latente (LANA) e lítica (Lítico) do vírus. Análise 

filogenética da amostras encontradas utilizando-se o DNA/HHV-8 extraído de 

amostras de saliva, submetidas à reação de nested PCR para amplificar as 

regiões hipervariáveis VR1 e VR2. Cálculo da taxa de substituição do HHV-8, 

utilizando-se os métodos de distância 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 indivíduos positivos e negativos para a 

infecção por HHV-8, utilizando-se a técnica de PCR-SSO. Resultados : A 

soroprevalência geral da infecção por HHV-8 na população em estudo foi de 

75,3% (399/530). Observou-se que a soropositividade dos filhos está 

correlecionada com a soropositividade materna. O único subtipo viral 

encontrado foi o subtipo E. A taxa de substituição de nucleotídeos do HHV-8 

utilizando a região VR1 foi da ordem de 6x10-4 substituições por sítio por ano 

(s/s/a). Ao analisar todas as seqüências estudadas o ancestral comum mais 

recente está em torno de 138 anos. Não houve correlação entre a 

susceptibilidade à infecção por HHV-8 e alelos de HLA classe I ou II.  

Conclusões : A população estudada é endêmica para a infecção por HHV-8. A 

infecção ocorre principalmente na infância, por via horizontal não-sexual, e a 

transmissão se dá provavemente pela saliva. Assim como em outras 

populações endêmicas da África, a soropositvidade dos filhos está 

correlacionada com a soropositividade das mães. Confirmando achados 

anteriores, o único subtipo do HHV-8 circulante na população estudada, foi o 



 

 

subtipo E. Nossos dados sugerem que a região do gene VR1 do HHV-8 evolui 

com uma taxa de 6x10-4 substituições por sítio por ano (s/s/a), e que o ancestral 

comum mais recente do vírus, a partir das amostras analisadas está em torno 

de 138 anos. Os dados sugerem, também, que não há correlação entre a 

susceptibilidade à infecção por HHV-8 e os alelos de HLA classe I ou II. 

 

Descritores : 1. Herpesvírus 8 humano (HHV-8) 2. Soroprevalência 3. 

Epidemiologia molecular 4.  Evolução  5. Tipagem de HLA  6. População 

indígena 

                                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

                                                        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 São Paulo, SãoPaulo, 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 I (A and B) and II (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 lytic 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 

6x10-4 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 I or II 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 6x10-4 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 I or II alleles.  

 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Herpesvírus 8 humano 

         

        O herpesvirus 8 humano (HHV-8),  descoberto por Chang et al., em 1994, 

é membro da família Herpesviridae, sub-família Gammaherpesvirinae, gênero 

Rhadinovirus.  

        Chang et al. detectaram em pacientes com aids seqüências de DNA 

específicas de lesões de Sarcoma de Kaposi (SK) que eram homólogas ao 

Herpesvirus saimiri (HVS) e vírus 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 

epidemiológicas de Sarcoma de Kaposi, indicando ser o agente etiológico do 

SK  (Boshoff & Weiss, 1998; Blauvelt A, 1999). Este vírus também está 

associado ao linfoma primário de cavidades e doença de Castleman. (Soulier et 

al., 1995; Shulz, 2000). 

        Dentro do gênero Rhadinovirus, o HHV-8 é o único capaz de infectar o 

homem (Edelman, 2005). 

        O genoma do HHV-8 tem uma extensão de 170 Kb (Renne et al., 1996), 

com aproximadamente 81 regiões de leitura aberta (Open Reading Frame -

ORF). Sessenta e seis ORFs do HHV-8 possuem homologia com o Herpesvirus 

saimiri (HVS). As ORFs que não apresentam homologia com outros herpesvirus 
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são identificadas com a letra K e sequencialmente numeradas de K1 até K15 

(Jenner & Boshoff, 2002). 

 Até hoje já foram identificados 12 genes do HHV-8 que são homólogos 

aos genes do hospedeiro humano (Russo et al., 1996). A este fenômeno dá-se 

o nome de pirataria molecular. Estes genes pirateados, por não apresentarem 

introns, provavelmente foram adquiridos de cDNA da célula humana. Muitos 

destes genes codificados pelo HHV-8 são compartilhados por outros 

herpesvírus, especialmente, o vírus Epstein-Barr (EBV) (Arvanitakis et al., 1995).  

 A aquisição de genes do hospedeiro capacita o vírus a modular a resposta 

imune do hospedeiro.  

 

1.1.1 Ciclo de vida do HHV-8 

  

        O HHV-8 é capaz de infectar vários tipos de células: linfócitos B, monócitos, 

células da mucosa oral, células epiteliais e endoteliais (Edelman, 2005). Mas, o 

reservatório natural para o HHV-8 são as células B CD19+ (Ambroziak et al., 

1995). 

 Como todos os herpesvírus, o HHV-8 torna-se latente na maioria das 

células que infecta. Durante a fase latente o vírus permanece no núcleo na 

forma episomal. A latência é caracterizada por grande restrição na expressão 

gênica, e apenas uma quantidade mínima de genes são expressos. Esta 

característica diminui o número de epitopos virais que são apresentados por 

células infectadas aos linfócitos T citolíticos (TCD8+) (Jenner & Bossof, 2002). 
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 LANA é o principal marcador da fase latente do HHV-8. É uma proteína 

multifuncional, que possui um papel primordial para a persistência viral, pois 

facilita a ligação do episoma viral aos cromossomos celulares durante a mitose, 

permitindo a segregação eficiente destes episomas para as células filhas  

Ballestas et al., 1999; Cotter & Robertson, 1999; Lan et al., 2004, 2005). 

 O vírus na fase latente é capaz de reativar-se e iniciar o ciclo lítico, em 

que há produção das progenes virais e lise da célula hospedeira (Jenner & 

Boshoff, 2002). A proteína (Rta) codificada pela ORF 50 é necessária para 

ativação do ciclo lítico. Entretanto, acredita-se que fatores celulares também 

seriam importantes para a reativação do HHV-8. Sabe-se que o promotor da 

ORF 50 está metilado durante a fase latente e, in vivo, ainda é desconhecido o 

que promove a sua desmetilação e conseqüente ativação, mas provavelmente 

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

  

1.2. Epidemiologia 

 

 Embora o HHV-8 tenha sido descoberto como conseqüência do enorme 

aumento de KS entre indivíduos infectados pelo HIV, ele é um antigo agente 

viral que estava presente na Europa antes do advento da aids, provavelmente 

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

A distribuição da infecção por HHV-8 não é ubíqua como os demais 

herpesvírus, sendo muito diferente em várias partes do mundo. A prevalência 
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de anticorpos anti-HHV-8 é, em parte, correlacionada com a prevalência de SK. 

Deve ser considerado que a epidemiologia da infecção por HHV-8 é baseada 

em dados sorológicos, gerados por testes diagnósticos cujo desempenho pode 

diferir e resultar em um subdiagnóstico (De Paoli, 2004). Além disso, a 

utilização de diferentes antígenos e testes sorológicos dificulta a comparação 

entre os dados de prevalência obtidos em diferentes regiões (Edelman, 2005).  

 Na América do Norte a prevalência da infecção na população em geral é 

de aproximadamente 5%, porém em indivíduos infectados com HIV esta 

prevalência 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 prevalência também é 

alta (20% a 38%) (Martin et al.1998; O´Brien et al.,1999). 

 Na Europa a prevalência varia de acordo com o país e o grupo estudado. 

A prevalência da infecção em indivíduos saudáveis da Suíça, Grécia e Albânia 

é de 13%, 12% e 20%, respectivamente. Na Itália a prevalência varia de acordo 

com a região, sendo menor que 10% no norte e consideravelmente mais alta na 

região 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 prevalência alcança 87% (Gambus et al., 2001). 

 Em indivíduos saudáveis de Israel foi constatada uma prevalência de 4,8% 

(Iscovich et al., 2000). 

 Na Índia a prevalência geral é de 3,7%. Na Tailândia, Malásia e Sri Lanka 

a prevalência não é maior que 4,4% (Ablashi et al., 1999). 
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 Em Nova Guiné, foi observada uma alta prevalência na população 

indígena, na qual 25% das 150 pessoas testadas possuíam anticorpos anti-

HHV-8 (Rezza et al., 2001). 

 No continente Africano, as soroprevalências são significativamente mais 

altas do que nas outras regiões do mundo. Na África sub-saariana, a 

soroprevalência para HHV-8 é superior a 36% na população em geral. Em 

Botswana a prevalência varia entre 54,7% e 97%, dependendo do teste 

sorológico utilizado (Engels et al., 2000; Whitby et al., 2004). Em indivíduos com 

aids e SK a prevalência da infecção é de 83% e 92,3% na África do Sul e 

Zâmbia, respectivamente. 

 Na América do Sul uma baixa soroprevalência de HHV-8 foi encontrada 

em doadores de sangue do Chile e Argentina, respectivamente, 3% e 4% 

(Pérez et al., 2004). No Brasil a soroprevalência da infecção por HHV-8 varia de 

acordo com a região e a população estudada. No sudeste do país, a 

prevalência é baixa (2,4 a 7,4%) entre adolescentes e adultos (Caterino-de-

Araújo et al.,1999; Pérez et al., 2004; Souza et al., 2004). Entretanto, situação 

diferente é vista na região norte, que apresenta soroprevalência de 33% em 

adultos saudáveis com 40 anos ou mais de idade provenientes de área urbana 

de Belém, no Estado do Pará (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 prevalência 

muito alta (53%) da infecção por HHV-8 em índios de diferentes etnias da 

Amazônia brasileira.  Os achados iniciais de Biggar foram confirmados por 
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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 infecção pelo HHV-8 é endêmica nestas populações. 

 

1.3 Epidemiologia Molecular 

 

Os estudos de caracterização molecular do HHV-8, em sua maioria, são 

baseados em seqüências da ORF 26, ORF 75, ORF K1 e ORFK 15. 

A ORF 26 e ORF 75 são regiões conservadas do genoma viral que 

codificam proteínas, as quais compartilham, respectivamente, 60% e 30% de 

similaridade com outros membros da sub-família Gammaherpesvirinae (Zong et 

al., 1997). 

As ORFs K1 e K15 são regiões extremamente variáveis do genoma viral.  

A ORF K1 possui dois locus, VR1 e VR2, que divergem em 40% em sua 

sequência de aminoácidos e são responsáveis pela maior variabilidade desta 

região. Esta variabilidade é uma conseqüência das altas taxas (85%) de 

substituições nucleotídicas não sinônimas que ocorrem (Hayward, 1999). 

No estudo pioneiro em caracterização genética do HHV-8, baseado na 

ORF 26, foram examinadas 12 amostras de indivíduos com SK e constatou-se 

que o o HHV-8 poderia ser classificado em três grupos: A, B e C. Utilizando-se 

uma outra região 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 indivíduos com aids e SK dos EUA e SK clássico do 
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mediterrâneo, o subtipo B foi encontrado em africanos com SK endêmico e o 

subtipo C foi restrito aos indivíduos com aids avançado procedentes de Nova 

York.  

Comparando-se as seqüências de aminoácidos dos subtipos de HHV-8 

existentes, observa-se que os subtipos A e C são evolucionariamente mais 

próximos e os subtipos A e B são mais distantes (Hayward, 1999). 

Diversos estudos confirmam a distribuição geográfica dos diferentes 

subtipos de HHV-8. Na Europa os subtipos A e C são predominantes (Cook et 

al. 1999). Nos Estados Unidos e Austrália também prevalecem estes subtipos. 

Na África o subtipo B é o mais encontrado, juntamente com variante A5, menos 

freqüente que também é encontrada (Kasolo et al. 1998, Lacoste et al. 2000, 

Kamiyama et al. 2004). Nas Ilhas do Pacífico, Ásia e Austrália encontramos o 

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

Zong et al. (1999) ao examinarem 63 amostras de biópsias obtidas de 

pacientes com diferentes formas de SK, provenientes dos EUA, África Central, 

Arábia Saudita, Taiwan e Nova Zelândia, utilizaram a ORF K1 para a 

genotipagem do vírus e encontraram quatro subtipos: A,B,C e D. Dentre estes 

quatro subtipos foram identificados 13 diferentes subgrupos (A1-5, C1-5, C3`e 

D1-2). Também foi observado que havia uma associação entre o subtipo de 

HHV-8 e a região geográfica, confirmando os achados prévios. 

No Brasil alguns estudos envolvendo a caracterização genética do HHV-

8 demonstram a existência dos subtipos A, B e C. Assim, Caterino-Araujo et al. 
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(1998), ao analisarem 7 amostras de biópsias de SK procedentes de indivíduos 

com aids da cidade de São Paulo, com base na ORF26, constataram os 

subtipos B e C, enquanto Nascimento et al. (2005), utilizando a ORF K1 para a 

caracterização genética do HHV-8, observaram, em 33 amostras de indivíduos 

com SK e aids da cidade de São Paulo, a presença 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 regiões conservadas do genoma viral 

(ORF26, T0.7 e ORF75) e identificaram, em três amostras de indivíduos 

brasileiros com SK e aids, os subtipos  A e C. 

Em população indígena da Amazônia Brasileira o subtipo de HHV-8 

circulante mostrou ser diferente dos demais subtipos até então identificados e 

foi denominado subtipo E (Biggar et al., 2000). Este subtipo é encontrado em 

outras populações indígenas da América do Sul como observado em alguns 

estudos (Whitby et al. 2004; Karanji et al. 2005). Teoricamente o subtipo E é 

exclusivo de população indígena. Contudo, Kouri et al. (2005) ao realizarem a 

caracterização genética de 27 amostras de indivíduos com SK procedentes de 

Cuba, baseados na análise de K1 classificaram uma única amostra como sendo 

subtipo E, as demais pertenciam aos subtipos A e B. Na literatura, este é o 

único relato de infecção pelo subtipo E do HHV-8 em indivíduo não ameríndio. 

Um novo subtipo de HHV-8, F, foi descrito em um indivíduo 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 separação dos 4 principais subtipos do HHV-8 (A/C, B e D), 

provavelmente, é explicada pelo isolamento e efeito fundador associados às 

migrações do homem moderno. A primeira migração propagada através da 

África Sub-Saariana deu-se há 100 000 anos atrás (B), a segunda ocorreu no 

sul da Ásia e por último Austrália, Taiwan e Ilhas do Pacífico por volta de 60 000 

a 70.000 anos atrás (D). A terceira, com ramos separados para a Europa e 

norte da Ásia ocorreu há 35.000 anos atrás (A e C), com expansão tardia nas 

Américas e norte da Europa ao fim da era glacial (Zong et al., 2002). 

Existe uma divergência de 25 a 30% entre seqüências derivadas do 

subtipo E e os demais subtipos de HHV-8. Observa-se que o subtipo E, na 

escala evolutiva,  está mais relacionado ao subtipo D que predomina nas Ilhas 

do Pacífico, Ásia e Austrália (Biggar et al., 2000).  

 

1.4  Epidemiologia do HHV-8 em populações indígenas  

 

Após o relato inicial de Biggar, outros estudos envolvendo populações 

indígenas sul-americanas, também constataram alta prevalência da infecção 

por HHV-8 e a presença do subtipo E. 

Whitby et al. (2004) relataram em índios equatorianos uma prevalência 

que variou de acordo com o grupo étnico. No grupo Huaorani a prevalência 

alcançou 63%, enquanto o grupo Siona exibiu 24%. A caracterização genética 

das amostras positivas foi baseada na análise de K15, T0.7/K12, ORF 75 e K1.  

A análise da seqüência de K15 de seis índios demostrou que todos 
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apresentavam o alelo P. Todas as seqüências de T0.7 do subtipo E de K1 

exibiram mudanças específicas na seqüência de aminoácidos que não são 

encontradas nos demais subtipos de HHV-8, e foram designadas como tipo E 

de T0.7.  

 Kazanji et al. (2005) avaliaram a presença da infecção por HHV-8 entre 

grupos indígenas da Guiana Francesa e observaram uma soroprevalência geral 

de 23.3 %. Esta foi maior entre os índios das tribos Wayampi (30.8%) e Wayana 

(28.5%), residentes em áreas remotas, quando comparado às tribos Palikour 

(15.4%) e Emerillons (12.2%), residentes na região costeira. Neste estudo foi 

possível isolar o DNA viral de apenas uma amostra de um indivíduo da tribo 

Waiampi, e a análise dos fragmentos amplificados da região K1 caracterizou o 

subtipo E. Esta cepa foi mais relacionada àquelas encontradas em índios 

equatorianos que em índios brasileiros. 

 Ishak et al. (2005) ao estudar população indígena da Amazônia brasileira 

pertencente às tribos Karao, Arara Laranjal, Tiryo e Zo`e observaram a 

presença de anticorpos anti-HHV-8 em 66 amostras de 221 analisadas. A 

prevalência 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 existência dos subtipos C (Zo`e) e E (Tiryó). Até o 

momento este é o único relato da presença do subtipo C em indígenas. 

 Cunha et al. (2005), também investigaram a presença da infecção por 

HHV-8 em ameríndios da Amazônia brasileira e confirmaram a alta prevalência 

(56.8%) nesta população. Foi possível detectar o material genético do vírus em 
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13 indivíduos, e a análise do gene K1 demonstrou a existência dos subtipos A e 

E, sendo este o único relato da presença do subtipo A em ameríndios. 

 Souza et al. (2007) constataram uma prevalência de anticorpos anti-

HHV-8 de 79% entre índios da Aldeia Mapuera, localizada no Estado do Pará. 

Foi detectado DNA do HHV-8 na saliva de 47 indivíduos de diferentes faixas 

etárias, e destas amostras 36 puderam ser sequenciadas, sendo todas 

classificadas como subtipo E. Neste estudo também foi demonstrado que a 

prevalência 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 ameríndios, também foram realizadas provas sorológicas para 

doenças virais transmitidas sexualmente. Interessantemente, a prevalência para 

estas foi extremamente baixa, o que sugere que a transmissão sexual do HHV-

8 não é a via predominante nesta população. Neste estudo, ao comparar-se a 

prevalência de HHV-8 em ameríndios e ribeirinhos não-índígenas da 

comunidade mais próxima à Aldeia indígena, observou-se que a prevalência em 

população ribeirinha foi de apenas 6,1%. 

Uma ressalva deve ser feita no que diz respeito à infecção por HHV-8 em 

índios versus sarcoma de Kaposi. Em todos os estudos supracitados não há 

relatos de casos de sarcoma de Kaposi em índios. Uma exceção a esta 

afirmativa é o achado de Mohanna et al. que, em 2006, constataram em um 

índio da etnia Quéchua (Peru), de 53 anos, a presença de lesões nodulares 

purpúricas nas extremidades inferiores caracterizadas como SK. A sorologia 
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para HIV foi negativa e a imunohistoquímica em tecido foi positiva para HHV-8. 

Embora, neste caso, não tenha sido identificado o genotipo do HHV-8 envolvido, 

pôde-se comprovar que o SK ocorre em indígenas e que eventualmente o 

subtipo E, altamente prevalente nestas populações, poderia ser o causador  

desta neoplasia maligna. Este dado reforça a relevância de estudos 

moleculares do subtipo E do HHV-8, amplamente distribuído em população 

indígena.  

 

1.5 Transmissão 

 

        Embora os mecanismos de transmissão do HHV-8 ainda não estejam 

completamente elucidados, os dados epidemiológicos sugerem que o modo de 

transmissão pode diferir entre as regiões onde a infecção é endêmica e aquelas 

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

 A soroprevalência de anticorpos anti-HHV8 é sistematicamente mais 

elevada em grupos de maior risco para doenças sexualmente transmissíveis, 

particularmente em homens que fazem sexo com homens (HSH) (Kedes et al., 

1996; Gao et al.,1996; Simpson et al., 1996).  Evidências mais diretas da 

transmissão sexual foram obtidas a partir de estudos que compararam 

comportamento sexual e risco de infecção 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 soroprevalência para HHV-8 no 

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

Outros estudos epidemiológicos demonstram fortes evidências de 

transmissão orogenital do HHV-8 no grupo de HSH (Dukers et al., 2000, Grulich 

et al., 1997, Melbye et al.,1998).  

A detecção do HHV-8 por PCR em sêmen, secreções vaginais e saliva 

realça o potencial de disseminação deste vírus por diferentes práticas sexuais 

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

 Por outro lado, Na África, onde a infecção é endêmica, há grandes indícios 

de que a transmissão do HHV-8 se dá, também, por via horizontal, não sexual 

(Mayama et al., 1998; Rezza et al., 2000). Dados de diferentes estudos 

mostram que, nestas áreas a prevalência de anticorpos anti-HHV-8 é alta em 

crianças (Mayama et al., 1998; Whitby et al., 2000).  

 As correlações observadas entre as taxas de soroprevalência em crianças 

com agregação familiar (mãe-filho e irmão-irmão) e com o número de 

moradores de uma mesma casa sugerem que a transmissão ocorra por contato 

íntimo e interpessoal, provavelmente através da saliva (Mbulaiteye et al., 2004). 

Dedicoat et al., em 2004, observaram que a carga viral alta na saliva de mães 

estava relacionada com o aumento da soroprevalência em crianças.  

 A saliva de mães positivas para HHV-8 pode ser um importante veículo de 

transmissão do HHV-8, uma vez que o DNA de HHV-8 não 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 mães, em 19 amostras foi detectada a presença 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 

freqüentemente detectado na saliva, que em células mononucleares do sangue 

periférico (CMSP) de membros da família de um indivíduo com SK. Além disso, 

sequências virais similares foram detectadas na saliva de alguns dos membros 

da família, indicando uma possível transmissão via saliva (Cook et al. 2002). 

A carga viral de HHV-8 na saliva pode alcançar 106 cópias/mL em HSH 

infectados, ou não, pelo HIV e sem SK. Dentre todos os compartimentos 

corpóreos a mucosa oral é o local onde mais frequentemente é encontrado o 

DNA do HHV-8, e a carga viral na saliva é a maior, comparado a outros fluidos 

corporais. (La Duca et al., 1998; Brayfiel et al., 2004). 

Ao contrário do citomegalovirus (CMV) e herpesvirus 6 humano (HHV-6), 

os dados sugerem que não há replicação do HHV-8 nas glândulas salivares 

(Corey et al.,2002; Pauk et al., 2000). Johnson et al., em 2005, demonstraram 

que a ativação do ciclo lítico viral ocorre em queratinócitos diferenciados no 

epitélio maturo das amígdalas, o que explicaria a presença do vírus na saliva. 
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1.6 Diagnóstico da infecção por HHV-8 

 

1.6.1 Diagnóstico sorológico 

 

 Os ensaios sorológicos disponíveis para HHV-8 são utilizados em estudos 

de prevalência do vírus nas populações e são úteis para predizer o diagnóstico 

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

 A primeira geração de ensaios sorológicos utilizou linhagens de células 

derivadas de linfoma de efusão primário imortalizadas pelo EBV e co-infectadas 

com HHV-8 para obtenção de antígeno para as técnicas de imunofluorescência 

indireta (IFI) e immunoblotting (Gao et al., 1996; Simpson et al., 1996). O 

antígeno LANA, relacionado à fase latente do HHV-8, é expresso nas células 

infectadas mantidas na cultura in vitro. Por outro lado, para obtenção de 

antígenos do ciclo lítico do HHV-8, é necessário tratar as culturas celulares com 

forbol acetato, após o qual 10% a 30% das células entram no ciclo lítico e 

produzem antígenos citoplasmáticos denominados “antígenos líticos”. 

 Na segunda geração de ensaios foram utilizadas células BCBL-1 sem co-

infecção pelo EBV. Nesta fase foram identificadas as janelas de leitura aberta 

que codificavam os principais antígenos imunogênicos do vírus, a saber: ORF 

73 (ciclo latente), 65 e k8.1 (ciclo lítico), propiciando a obtenção de antígenos 
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recombinantes de fase latente e lítica a serem utilizados em ensaios de ELISA e 

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

 Os ensaios sorológicos disponíveis atualmente diferem quanto à 

sensibilidade e especificidade, na dependência do método empregado (IFI, 

ELISA), do tipo de antígeno (LANA ou lítico) e do critério utilizado para definir a 

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

 Em um estudo multicêntrico em que diferentes ensaios sorológicos foram 

avaliados constatou-se que a IFI para detecção conjunta de antígenos LANA e 

lítico exibia a maior sensibilidade (89,1%) e especificidade (94,9%). (Schatz et 

al. 2001) 

Em 2007, Nascimento et al. avaliaram 5 testes sorológicos artesanais e 2 

comerciais para detecção de anticorpos anti-proteínas da fase latente (LANA) e 

lítica (LÍTICO) do HHV-8, em amostras de soro provenientes de populações 

com baixa, intermediária e alta prevalência da infecção no território brasileiro. 

Os resultados demonstraram que IFI para antígenos LANA apresenta baixa 

sensibilidade e alta especificidade. A reação de ELISA artesanal do Instituto de 

Medicina Tropical de São 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 sorológico influencia sobremodo as taxas de 

prevalência, particularmente em populações onde o risco de adquirir a infecção 
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é baixo. Até o momento, não existe um ensaio sorológico padrão ouro para 

detecção 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 Diagnóstico molecular 

 

Métodos moleculares têm grande relevância no diagnóstico viral. Várias 

técnicas qualitativas de amplificação do DNA do HHV-8 em diferentes amostras 

biológicas foram desenvolvidas. A técnica de PCR é particularmente útil para 

demonstrar a associação causal entre HHV-8 e SK e outras neoplasias, elucidar 

o modo de transmissão do vírus, bem como predizer o desenvolvimento de SK 

em pacientes HIV positivos assintomáticos (Tedeschi et al., 2002) 

Pan et al. (2001) utilizaram uma série amostras sabidamente positivas 

para a infecção por HHV-8 e controles negativos, para analisar a sensibilidade 

de vários primers usados para a detecção 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 detecção de alguns controles positivos. 

Entretanto, os primers das ORFs 26 e 72 detectaram todas as amostras 

positivas e foram considerados os mais sensíveis. 
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O PCR em tempo real também é utilizado para detecção de HHV-8 e 

apresenta grande sensibilidade e especificidade (Lallemand et al., 2000; Polstra 

et al. 2003) 

 

1.7 Infecção por HHV-8 e resposta imune celular 

 

 O HHV-8 estabelece uma infecção persistente que é, normalmente, 

controlada pelo sistema imunológico. Quando este controle é perdido, devido a 

uma imunodepressão, o número de células infectadas aumenta, com 

subseqüente proliferação desenfreada destas células e o desenvolvimento de 

neoplasias relacionadas ao HHV-8 (Osman et al., 1999).  

 Linfócitos TCD8+ são as principais células de defesa contra infecções 

virais, as quais reconhecem antígenos virais na superfície de células infectadas 

apresentados via MHC classe I. Entretanto os herpesvírus, em particular, 

codificam uma variedade de proteínas que funcionam diminuindo a expressão 

de MHC classe I, através de diversos mecanismos (Coscoy & Ganem, 1997).  

As ORFs K3 e K5 do  HHV-8 codificam duas proteínas (MIR1 e MIR2) 

que agem diminuindo de sobremodo a expressão de MHC classe I na superfície 

celular, sendo este um mecanismo de evasão da resposta imune (Coscoy & 

Ganem, 1997). Apesar da similaridade de seqüências e função, K3 e K5 

possuem especificidades diferentes, uma vez que a primeira age na regulação 

da expressão de HLA-A, -B, -C e –E e a última diminui a expressão, 

exclusivamente, de HLA-A e –B. A baixa espressão de HLA-C e –E estimula o 
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ataque via células NK, e para evitar este fenômeno K5 é capaz de diminuir a 

expressão de ICAM 1 e B7-2, que são moléculas de adesão necessárias para a 

reação de citotoxidade mediada por células NK (Ishido et al., 2000). 

Recentemente, foi demonstrado que a proteina de latência LANA do 

HHV-8 tem mecanismo de evasão do sistema imune semelhante ao antígeno 

EBNA-1 do vírus de Epstein-Barr e pode inibir a sua apresentação ao sistema 

imune através do sistema HLA de classe I por dois mecanismos diferentes.  

Assim, além de retardar a síntese de LANA durante a tradução inicial da ORF73, 

ela também inibe o processamento da proteína madura pelos proteossomas. 

(Hyun et al. 2007) 

  Osman et al., em 1999, demonstraram que as células TCD8+ contra 

antígenos da fase latente do HHV-8 são essenciais para prevenir o crescimento 

desenfreado de células infectadas. Neste estudo, observou-se, também, 

resposta imune celular contra antígenos da fase lítica.   

 Wang et al, em 2001, observaram que havia aumento de células TCD8+ e 

produção de INF-γ em resposta a proteínas do ciclo lítico do HHV-8, associado 

à infecção primária, confirmando o papel destas células no controle da infecção 

primária. No mesmo estudo, foi demonstrado que os níveis destas células 

reativas contra antígenos da fase lítica diminuíam drasticamente anos após a 

infecção primária. Este fato deve estar relacionado à diminuição da replicação 

lítica do vírus. 
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1.8 Infecção por HHV-8 e fatores genéticos 

 

Em regiões onde a infecção por HHV-8 é endêmica, como na população 

indígena, parte-se do pressuposto que todos os indivíduos estão expostos ao 

vírus. Entretanto, há aqueles que não adquirem a infecção. Esta evidência 

conduz à hipótese de que possa haver uma diferença genética entre os 

indivíduos no que diz respeito à suscetibilidade à infecção pelo vírus.  

Plancoulaine et al., em 2003, postularam a presença de um gene 

recessivo relacionado à suscetibilidade ou resistência à infecção por HHV-8 em 

população de área endêmica. Este gene poderia ter um papel importante 

durante a infância, onde quase todos os indivíduos homozigotos teriam sido 

infectados por volta dos 15 anos de idade.  

A presença de DNA viral na saliva de indivíduos infectados provenientes 

de área endêmica na África está relacionada à transmissão do vírus de mãe 

para filho. Na tentativa de investigar a excreção de HHV-8 na saliva de mães no 

Sul da África, foi observado que dois alelos HLA-A, A*6801 e A*4301 e um alelo 

HLA-DRB1, DRB1*04, estavam associados com a excreção do vírus na saliva 

(Alkharsah et al., 2007). 

Apenas uma parcela dos indivíduos infectados por HHV-8 desenvolvem 

SK ou outras neoplasias. Em pacientes com SK oriundos da Sardenha foi 

observado uma associação positiva entre os alelos HLA- Cw7, DRB1*1104, 
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DRB1*1302, DQA1*0302, e DQB1*0604 e o desenvolvimento da doença 

(Masala et al., 2005). Estes dados evidenciam a possibilidade de uma 

predisposição genética ao desenvolvimento de Sarcoma de Kaposi. 

Fatores genéticos são apontados como um dos principais determinantes 

de suscetibilidade a doenças infecciosas humanas (Hill, 1998). O mesmo 

agente infeccioso pode ser capaz de induzir diferentes respostas imunes em 

diferentes indivíduos infectados. 

Do ponto de vista genético o HLA (Human Leukocytes Antigens) torna-se 

um dos principais candidatos responsáveis pelas diversas formas clínicas de 

algumas doenças infecciosas (Marcos et al., 2000). Isto se deve ao fato de que 

diferentes alelos de HLA possuem um importante papel no controle da 

resistência ou suscetibilidade à infecção por determinado agente (Singh et al., 

1997). 

Na literatura há diversos estudos de associação entre HLA e 

suscetibilidade a doenças infecciosas. Ravikumar et al. (1999) observaram 

associações do antígeno HLA-DPB1*04 com proteção contra tuberculose, 

enquanto o alelo DQB1*0601 está associado à suscetibilidade. O haplótipo 

HLA-DRB1*01-DQB1*0501-DPB1*0401 é um marcador de suscetibilidade à 

doença de Chagas na Venezuela (Fenández-Mestre et al., 2002), enquanto que 

HLA-DRB1*14-DQB1*0301 foi associado com resistência à infecção pelo 

Trypanosoma cruzi em região hiperendêmica no Peru (Overtvelt et al., 2002).  

Price et al. constataram que antígenos de HLA-A1, B8 e DR3 são protetores 

contra infecções por CMV em pacientes HIV com imunodeficiência grave e que 
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ainda não tinham sido submetidos à terapia antiretroviral ( Price et al. (2001). 

Em estudos com população africana infectada com o vírus HTLV, antígenos 

HLA-DR15 e DQ1 foram encontrados com maior freqüência em pacientes 

infectados quando comparados aos controles saudáveis (La Grenade et al., 

1998). 

 A identificação de genes que conferem susceptibilidade à infecção pelo 

HHV-8 seria de grande importância na elucidação da dinâmica de transmissão 

do HHV-8 em população endêmica, como a população indígena.  
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Justificativa 

 

A prevalência de anticorpos anti-HHV-8 em população indígena é 

extremamente alta comparada à população em geral, como demonstrado em 

alguns estudos. 

 Contudo, ainda há muitos questionamentos a respeito da infecção pelo 

HHV-8 em indígenas da Amazônia brasileira, principalmente em relação à 

dinâmica de transmissão do vírus. 

 Ao comparar a prevalência de HHV-8 em população indígena e ribeirinha 

da mesma região amazônica Souza et al. (2007), observaram uma baixa 

prevalência na população ribeirinha indicando que a localização geográfica não 

é o fator que determina a suscetibilidade à infecção, e que, portanto pode haver 

outros fatores relacionados ao indivíduo ou ao vírus que seriam determinantes 

neste processo. 

 Portanto estudos de caracterização molecular do HHV-8 isolado desta 

população, bem como estudo de possíveis fatores genéticos que predisponham 

à infecção pelo HHV-8 são necessários para a elucidação da dinâmica de 

transmissão do HHV-8 entre os Ameríndios, especialmente no ambiente 

intrafamiliar. 
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OBJETIVOS 

 

• Investigar a dinâmica de transmissão do vírus no ambiente intrafamiliar; 

• Caracterizar o(s) subtipo(s) de HHV-8 que circula(m) na população indígena 

baseado na análise da ORF K1; 

• Construir a árvore filogenética dos subtipos virais encontrados; 

• Comparar filogeneticamente os subtipos encontrados com os subtipos 

prevalentes em outras populações indígenas do Brasil e de outros países da 

América do Sul; 

• Calcular a taxa de substituição para a região VR1 do HHV-8 para as 

amostras estudadas; 

• Estimar a data de entrada do vírus na população do estudo; 

• Averiguar se há correlação entre os alelos de HLA classe I (A e B) e II 

(DQB1 e DRB1) e suscetibilidade à infecção por HHV-8. 
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3. CASUÍSTICA e MÉTODOS 

 

3.1 Desenho do estudo 

        O estudo epidemiológico foi realizado como descrito no fluxograma abaixo: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Desenho do estudo. 
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3.1.1 Área em estudo 

 

 A área 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 Acaraí, fronteira com a Guiana. A área indígena pertence ao Município 

de Oriximiná, Estado do Pará, e está localizada na Reserva indígena 

Nhamundá-Mapuera (Figura 2). A aldeia propriamente dita, situa-se na margem 

esquerda do Mapuera, no ponto aproximado de 58º00’W e 0º40’S, em região de 

difícil acesso. A comunidade ribeirinha mais próxima é Cachoeira Porteira. O 

tempo de viagem, utilizando-se transporte fluvial, de Oriximiná até a Aldeia 

Mapuera é de 4 dias. 
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Figura 2: Localização da reserva indígena Nhamundá-Mapuera. 

FONTE: http://www.socioambiental.org  



32 
 

 

3.1.2 População 

 

 Na aldeia Mapuera, os índios são mais conhecidos atualmente pela 

designação genérica de Wai Wai. Do ponto de vista dos próprios índios dessa 

aldeia, entretanto, Wai Wai é o nome próprio de apenas uma parte, majoritária, 

de seus habitantes. Ali vivem, também, indivíduos das etnias: Xeréw, 

Mawayana, Katwena, Hixkaryana, Tiryó e Twnayana. 

 A língua falada pelos índios da aldeia Mapuera é o wai wai, da família 

Parukoto-Charumã, do tronco Carib, que tornou-se a língua dominante por 

circunstâncias históricas: foi a língua utilizada na Guiana por missionários que 

ali evangelizaram, nos anos 50, praticamente toda a população indígena de 

Mapuera. Porém, os habitantes da aldeia continuam usando, no círculo famiIiar, 

as demais línguas ali representadas.  

Os índios falam muito pouco o português, os homens que geralmente vão 

às cidades do baixo Trombetas para comercializar artesanato e os Agentes 

Indígenas de Saúde costumam falar o português. Alguns adultos falam um 

pouco de inglês, aprendido com a Missão evangélica na Guiana. 

Segundo o censo realizado pela Missão Evangélica da Amazônia 

(MEVA), em 2006 havia em Mapuera 987 indivíduos e 193 famílias. 
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3.1.3 Amostragem 

 

A Igreja evangélica presente na tribo é o local frequentado, 

semanalmente, por todos os moradores da aldeia. Durante um culto dominical 

foi anunciado em púlpito que entre os meses de maio e junho de 2007 

aconteceria, no Posto de saúde da aldeia, a coleta de amostras de saliva e 

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

As coletas foram agendadas de acordo com o número da casa, pelo 

agente indígena de saúde 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 

Laboratório de Virologia do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo (LIM 52), 

que permaneceram na área indígena, em estudo, durante 20 dias do ano de 

2007. 
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 Antes da coleta os indivíduos assinaram o termo de consentimento (Anexo 

I) do estudo. O termo de consentimento, dos menores de idade, foi assinado 

por seus pais ou responsáveis. 

Durante a coleta foram adquiridas informações a respeito do grau de 

parentesco entre os participantes, número de indivíduos que moram na casa, 

etnia, sexo e idade. 

 O sangue foi coletado por punção venosa em tubo estéril de 5mL, a vácuo, 

contendo heparina. Após sedimentação espontânea, à temperatura ambiente, o 

plasma foi separado e acondicionado em tubo eppendorf (1,7mL) e o creme 

leucocitário recuperado e, acondicionado em tubo eppendorf (1,7mL) contendo 

1,5 µL da solução de RNAholder® (BioAgency). O plasma foi abrigado sob 

refrigeração e o creme leucocitário permaneceu em temperatura ambiente 

durante toda a estada na Aldeia.  

 A saliva, por sua vez foi coletada com swab de algodão estéril, o qual foi 

esfregado delicadamente sobre a mucosa oral e, em seguida, acondicionado 

em tubo eppendorf (1,5mL) contendo 500µL de solução de RNAholder®. As 

amostras assim acondicionadas permaneceram em temperatura ambiente 

durante toda a estada na Aldeia. 

 Ao chegar ao laboratório de Virologia (LIM 52) do Instituto de Medicina 

Tropical da Universidade de São Paulo, as amostras de plasma, creme 

leucocitário e saliva foram acondicionas a -200 C, até serem processadas. 
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3.2 Inquérito de prevalência de marcadores sorológi cos da infecção pelo 

HHV-8 

 

 

A prevalência da infecção pelo HHV-8 na população em estudo foi 

realizada com o objetivo de verificar se havia associação entre soropositividade 

e o grau de parentesco, no ambiente intrafamiliar. Os indivíduos inclusos no 

estudo tiveram amostras de sangue coletadas para pesquisa de anticorpos da 

classe IgG contra antígenos da fase latente (LANA) e lítica (lítico) do HHV-8, no 

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

 

3.2.1 Diagnóstico sorológico 

 

3.2.1.1 Imunofluorescência Indireta (IFI) para antí genos da fase latente e 

lítica do HHV-8 

 

 

Para a realização da técnica de IFI utilizou-se como fonte de antígenos 

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 potássica 100U/mL (Megapen-5), sulfato de 

estreptomicina 100mg/mL (FURP) e anfotericina B 2µg/L (Fungizon). 

Para a detecção dos anticorpos contra antígeno da fase lítica, 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 

indução da transcrição do genoma viral. As células não submetidas ao 

tratamento com TPA foram utilizadas para detecção de anticorpos anti-

antígenos da fase latente (LANA) (Lennette et al.,1996; Pierrotti et al. 2000). 

A mistura de células BCBL-1, tratadas e não tratadas com TPA, foram 

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

centrifugações a 800g durante 10 minutos e ressuspensas em PBS.  A seguir, 

10µL deste antígeno foram distribuídos em cada área demarcada da lâmina, a 

qual foi mantida à temperatura ambiente para secar, e fixada em acetona 

gelada por 20 min. Após a fixação das lâminas, estas foram armazenadas a –

80°C para uso. 

Antes de serem utilizadas, as lâminas foram descongelas e o antígeno foi 

re-hidratado, aplicando-se 30µL de solução de leite desnatado (Molico®) a 1% em 

cada círculo da lâmina, e posterior incubação durante 5 minutos à temperatura 

ambiente. Após aspiração do leite, as amostras de soro dos indivíduos, diluídas na 

proporção 1:80 em solução de leite a 1%, foram colocadas na lâmina. Em seguida, 
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as lâminas foram abrigadas em câmara úmida à temperatura ambiente por 30 min. 

Passado este período, as lâminas foram lavadas três vezes com PBS, com duração 

de 5 minutos cada lavagem. Em seguida, foi adicionado o conjugado anti-IgG 

humano marcado com isotiocianato de fluoresceína (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

diluído a 1:100 em solução de azul de Evans. Prosseguiu-se com nova incubação 

por 30 min à temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS, as lâminas 

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

microscópio de imunofluorescência Zeiss com 400X de aumento. 

Em todas as lâminas foram colocados controles negativos e positivos 

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

em diluições seriadas de 1:50 a 1:12.500 para averiguar a sensibilidade do 

teste. Como controle negativo foi utilizado o soro de um indivíduo saudável que, 

repetidamente, apresentou sorologia negativa na reação de IFI para detecção 

de anticorpos anti-HHV-8. Como controle positivo foi utilizado o soro de um 

paciente com aids e SK que apresentava alto título de anticorpo contra 

antígenos da fase latente e lítica do HHV-8, quando submetido ao diagnóstico 

por IFI. 

Quando utilizado o teste de IFI para detecção de anticorpos anti- 

antígeno LANA, foram consideradas soropositivas as amostras, cujas células 

apresentaram fluorescência pontilhada no núcleo, e para a detecção de 

anticorpos anti-antígeno lítico, foram consideradas soropositivas as amostras, 

cujas células exibiam fluorescência citoplasmática. 
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3.3 Epidemiologia molecular do HHV-8 

 

 Para a determinação dos genótipos de HHV-8 circulantes na população 

em estudo, foram processadas amostras de saliva, dos indivíduos previamente 

positivos na sorologia. 

 Através da amplificação das regiões hipervariáveis VR1 e VR2 da 

ORF K.1 por nested PCR, sequenciamento das amostras positivas e posterior 

análise filogenética, foram conhecidos os genótipos de HHV-8 presentes na 

população infectada. Foi possível averiguar também, o ambiente intrafamiliar no 

qual o genótipo estava circulando. Além disso, os genótipos encontrados foram 

comparados àqueles descritos em outras populações indígenas da América do 

Sul através de análise filogenética. 

 

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

 

3.3.1.1 Extração do DNA 

 

Foi utilizado o kit da Qiagen (mini blood) para a extração de DNA de 

amostras de saliva. Em 200µL da amostra foram adicionados 200µL de tampão 

de lise (AL) e 20µL de proteinase K. Esta mistura, foi mantida por 10min a uma 

temperatura de 56°C. Em seguida, foi transferida pa ra a coluna e centrifugada, 



39 
 

 

seguindo-se as instruções do fabricante. Ao final, a amostra foi eluída com o 

tampão de eluição, em um volume de 100µL. 

 

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

 

 Antes de efetuar a reação de Nested PCR para HHV-8 foi realizado PCR 

para detecção de Betaglobina em todas as amostras de saliva provenientes de 

indivíduos previamente positivos na reação de IFI, para testar a viabilidade do 

DNA na saliva. 

A reação de nested foi realizada a partir da amplificação de dois 

fragmentos diferentes da região variável 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 região VR1 foram: 

5’GTT CTG CCA GGC ATA GTC 3’  

                 5’GTA ACA TGC TGA CCA CAA G 3’  

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

primeira etapa e os primers internos foram: 

5’ CTG GCG GCC CTT GTG TAA AC 3’ 

5’ GAC TGT GTT TGA TGG CTG TGC 3’ 

Para a região VR2 foram utilizados os seguintes primers: 

5’ CGT CTC GCC TGT CAA ATC 3’ 
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                          5’ ACT GGT TGC GTA TAG TCT TCC 3’ 

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

primeira etapa e os primers internos foram: 

5’ GTA TAT GTT TTT GGG CGC GTT G3’ 

5’CCG TGC ACA AAT CGT GTA GGG 3’ 

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

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

dNTPs, 0,5µM de cada primer, 1,5mM de MgCl2 e 2,5U de  Taq platinum DNA 

polimerase (Invitrogen, Carisbad, CA, USA). 

Ciclos: Os tubos de reação contendo as amostras e a mistura de 

reagentes foram submetidos à amplificação em termociclador Eppendorf 

Mastercycler de gradiente. Para VR1, realizou-se uma denaturação inicial a 

94ºC por 5min, seguida de 35 ciclos de 30s a 94ºC para denaturação do DNA, 

45s a 61ºC para anelamento do primer e 1min a 72ºC para extensão da 

seqüência. Os 35 ciclos foram seguidos por uma extensão final a 72ºC por 

10min. Para a segunda etapa, 2,5µl do produto de PCR da primeira etapa foram 

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

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

59°C na segunda etapa. 

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

de agarose a 1,5%. 
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3.4 Sequenciamento 

 

Os produtos das amostras positivas na reação de Nested foram 

purificados para a realização do sequenciamento, utilizando-se o kit Microcon 

Centrifugal Filter Devices (Millipore Corp., Bedford, MA, USA), seguindo-se as 

instruções do fabricante. Quando da presença de bandas inespecíficas ou de 

difícil visualização foi empregado um kit de purificação a partir do gel. 

O sequenciamento foi realizado, utilizando-se o kit Big dye Terminator 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e a análise das seqüências (forward 

e reverse) foi feita no seqüenciador de DNA ABI PRISM 377 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). 

 

3.5 Análises Moleculares 

 

3.5.1 Alinhamento e Reconstruções filogenéticas das  sequências 

 

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 reconstruções filogenéticas foram realizadas a partir das 

seqüências coletadas neste trabalho. A primeira foi feita para a subtipagem dos 

vírus. Para a isso, os arquivos no formato fasta gerados pela edição foram 
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alinhados com seqüências de referência do HHV-8 obtidas no Genbank, 

utilizando-se o software Clustal W. Os alinhamentos foram verificados 

manualmente através do programa BioEdit.   

As seqüências de referência utilizadas estão disponíveis no Genbank, sob os 

seguintes números 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 análises, os alinhamentos foram exportados em formato nexus e 

utilizados como entrada para os programas de reconstrução. As inferências 

foram realizadas utilizando o critério de máxima verossimilhança (maximum 

likelihood). Esse método permite o uso de matrizes de probabilidade de 

substituições de nucleotídeos, que explicitam modelos evolutivos para a 

inferência dos estados ancestrais a partir dos estados observados.  As 

reconstruções ótimas obtidas maximizam a verossimilhança para todos os 

caracteres ao longo de uma topologia.  

Para a escolha do melhor modelo filogenético de substituição de DNA, foi 

utilizado o programa Modeltest v.3.7 (Posada & Crandall, 1998). Este programa 

compara de forma hierárquica diferentes modelos de substituição de 
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nucleotídeos, onde 56 modelos evolucionários são testados e matrizes de 

distância filogenética são construídas a partir destes modelos. Um arquivo 

denominado modelscore é então gerado, e um valor de verossimilhança 

(likelihood value) é atribuído 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 reconstruções foram feitas no programa PAUP* versão 4.0b10 

(Swofford, 1999).  Com o modelo evolucionário adequado para o conjunto de 

sequências, foram geradas topologias pelo método de distância de 

agrupamento de vizinhos (Neighbor Joining-NJ). O índice de sustentabilidade 

dos ramos foi testado pelo método de bootstrapping com 1000 réplicas. Para a 

visualização das reconstruções, o programa Tree View foi utilizado. 

 A segunda parte das recontruções incluiu além das amostras do presente 

estudo, sequências de amostras coletadas na mesma população indígena, no 

ano de 2003 (Souza et al., 2007). Nesta etapa, embora a metodologia tenha 

sido a mesma descrita acima, algumas modificações foram feitas com o objetivo 

de minimizar o tempo gasto.  

Os alinhamentos em formato nexus foram utilizados como entrada para o 

programa de reconstrução filogenética Garli (Genetic Algorithm for Rapid 

Likelihood Inference). Este programa utiliza um algoritmo que otimiza os 

parâmetros iniciais a cada geração, o que leva a um incremento ou queda no 

valor de probabilidade. As topologias que obtêm valores cada vez melhores são 

salvas, e o programa automaticamente pára de gerar novas topologias quando 
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após um determinado número de gerações (fornecido pelo usuário) ocorreu, 

sem incremento no valor de probabilidade.  

Os rearranjos topológicos são baseados nos algoritmos: (i) NNI (nearest 

neighbor interchange, ou troca de vizinhos mais próximos). Esse algoritmo de 

decomposição e escolha da melhor árvore 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 será a que 

apresenta o melhor valor de probabilidade dentre todas; e (ii) SPR (Subtree 

Pruning Regrafting), que consiste em “quebrar” partes da topologia e rearranjá-

las em outra posição. Atribuindo valores de probabilidade para essas topologias, 

uma topologia ótima é encontrada.  

É importante ressaltar que as topologias encontradas utlizando o programa 

PAUP são extremamente similares, quando não idênticas às encontradas pelo 

programa Garli. 

  

3.5.2 Parâmetros populacionais e demográficos. 

 

Uma vez que não existe na literatura uma taxa de substituições estimada 

para o HHV-8, e mais precisamente, para as regiões do genoma que foram 

amplificadas neste trabalho, fez parte dos objetivos estimar uma taxa de 

substituição aproximada para a região VR1. Consequentemente, uma data 

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

técnica bayesiana.  

As amostras das sequências de HHV-8 utilizadas para estimar a taxa de 

substituições foram coletadas em dois tempos distintos (2003 e 2006). 

Infelizmente, essa é uma variação muito pequena para que se estime com 

precisão qualquer parâmetro, por isso, para uma estimativa de taxa de 

substituição utilizamos o método de distância pareada.  Uma vez que algumas 

sequencias amostradas em 2003 e 2006 foram coletadas do mesmo indivíduo, 

esperávamos encontrar alguma variablidade entre os virus amostrados nos 

diferentes tempos.   

Para estimar a taxa de substituição de nucleotídeos utilizamos a fórmula T 

= K/2r, onde T é o tempo entre as duas coletas, K é a distância entre as duas 

sequencias e r é a taxa de substituicao de nucleotideos, A distância pareada ‘K’ 

entre as duas sequencias foi estimada através do programa PAUP* versão 

4.0b10, empregando-se o método de máxima verossimilhança como critério de  

optimização. Este método calcula a relação entre o tamanho da sequência e a 

quantidade de substituições encontrada.   

A partir da taxa de substituições, estimamos a data do ancestral comum 

mais recente (TMRCA) para aquele grupo de sequências 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 exploração dos dados 

permitindo a incorporação de informações previamente conhecidas para a 
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estimativa dos parâmetros populacionais. Além disso, é possível estimar os 

parâmetros desejados incluindo a incerteza associada aos mesmos. A técnica 

utiliza as informações de uma reconstrução filogenética dos dados amostrados 

para inferir processos demográficos ocorridos no passado. As sequências foram 

analisadas sob o modelo de substituição GTR+I+G, assumindo relógio 

molecular relaxado, com a variação na taxa de substituição seguindo uma 

distribuição normal (valor estimado por método de distância, e desvio padrão na 

mesma ordem de grandeza).  

Para o cálculo do TMRCA, além da taxa de substituição encontrada neste 

trabalho utilizamos, também, para comparação, a taxa de substituição para o 

virus herpes 1 estimada previamente por Sakaoka et al., (1994).    

        Para otimizar a estabilização do espaço de amostragem a ser explorado 

na cada cadeia de Markov, foram realizadas 10 milhões de cadeias, com uma 

pré-corrida de 5 milhões de cadeias. A convergência dos parâmetros, bem 

como os valores médio, máximo e mínimo de cada um foram verificados no 

programa Tracer, parte do pacote BEAST.  

 

 

 

 

 

 



47 
 

 

3.6 Tipagem de HLA 

 

3.6.1 Seleção da amostra 

 

 A seleção da amostra para o estudo do HLA foi realizada de acordo com o 

estado sorológico para infecção pelo HHV-8. Deste modo foram formados os 

grupos caso, os quais eram soropositivos para a infecção por HHV-8, e controle, 

os quais eram soronegativos. 

 Os indivíduos do grupo caso e controle, individualmente, eram não 

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 laboratório de Imunologia do Instituto 

do Coração (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 extraídas do 

sangue. 
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3.6.3 Extração do DNA do sangue 

 

Foi utilizado o kit da Qiagen (mini blood) para a extração de DNA de 

amostras de sangue. Em 200µL da amostra foram adicionados 200µL de 

tampão de lise (AL) e 20µL de proteinase K. Esta mistura foi mantida por 10min 

a uma temperatura de 56°C. Em seguida, foi transfer ida para a coluna e 

centrifugada, seguindo-se as instruções do fabricante. Ao final a amostra foi 

eluída com o tampão de eluição, em um volume de 100µL. 

 

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 específico para o grupo. O produto de PCR é marcado com biotina, o 

que permite a sua detecção pela estreptavidina conjugada a R-ficoeritrina.  

O produto de PCR é desnaturado, em seguida sofre neutralização e 

posterior hibridização com sondas oligo-específicas. Tais sondas estão pré-

conjugadas em micro-esferas (“pérolas”), sendo que cada micro-esfera possui 

um tipo de sonda específico. Após a hibridização, as sondas que hibridizaram 

são marcadas com um produto fluorescente; a solução SAPE (Estrepavidina 

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

citômetro de fluxo (LABScan
®
). A interpretação dos resultados é feita através do 

programa HLA VISUAL versão 2.2 (cedido pela empresa) que analisa as 

combinações de sondas nas micro-esferas detectadas pelo aparelho, o qual 

consulta um banco de dados interno e sugere quais alelos estão presentes. O 

kit e o software para realização dos testes são desenvolvidos pela empresa 

One Lambda Inc. Todos os procedimentos para seu uso foram realizados de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.6.4.1 Etapas da reação 

 

        A metodologia empregada pode ser resumida em 4 etapas: 1. Amplificação 

do DNA; 2. Desnaturação e Neutralização do produto do PCR; 3. Hibridização e 

4. Análise e aquisição dos dados. 

1. Amplificação do DNA 

O DNA extraído de amostras de sangue foi submetido a uma reação de 

PCR-SSO, segundo instruções do fabricante, em que o DNA é amplificado 

usando-se grupos de primers específicos para a detecção de HLA-A, B, DQ e 

DR.  

Para a amplificação foi utilizada a enzima Taq Platinum (Invitrogen, 

Carisbad, CA, USA) e, os demais regentes da reação (dNTPs, tampão e 

cofatores da enzima), que estão presentes no kit de tipagem. 
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As placas da reação contendo as amostras e a mistura de reagentes 

foram submetidos à amplificação em termociclador Applied Byosistems e as 

condições de amplificação estão descritas na tabela 1. 

 Após a amplificação foi corrido um gel de agarose 2,5% para averiguar 

se houve amplificação. 

 2. Desnaturação e Neutralização do produto de PCR  

 Após a etapa 1, 2,5µL do DNA amplificado foi transferido para uma placa 

de PCR , em seguida foi adicionado 1,3µL de tampão de desnaturação. 

Prosseguiu-se com centrifugação, agitação em vórtex por 20s e posterior 

incubação por 10min a temperatura ambiente. 

  Após a incubação, foi adicionado 2,5µL de tampão de neutralização, 

a placa foi agitada por 20s em vórtex, houve mudança de cor para amarelo e a 

placa foi mantida em banho de gelo até o início da próxima etapa. 

3. Hibridização  

A hibridização foi realizada com sondas complementares ao DNA 

desnaturado, conjugadas a microesferas fluorescentes (pérolas).  Para cada 

amostra foi pipetado 2µL de pérolas e 17µL de tampão de hibridização. Após 

adição das pérolas às amostras, a placa foi agitada em vórtex por 20s, e depois 

incubada a 60ºC por 15min. Posteriormente, a placa foi lavada 3 vezes com 

adição 40µL de tampão de lavagem, seguido de centrifugação por 5min a 

2500rpm. A cada lavagem o sobrenadante foi descartado. 

Após a última centrifugação foi adicionada solução SAPE, preparada na 

seguinte proporção: 0,25µL de solução SAPE e 24,75µL de tampão SAPE para 
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cada amostra. Após adição da solução SAPE, a placa foi incubada a 60oC por 

5min. Posteriormente, a placa foi lavada uma vez com adição de 40µL de 

tampão de lavagem seguido de centrifugação por 5min a 2500 rpm. Descartou-

se o sobrenadante e foi adicionado 70µL de tampão de lavagem. O produto foi 

homogeneizado, delicadamente, e transferido para uma placa de ELISA com 

fundo em V, para ser analisado. 

4. Aquisição e análise dos dados 

A aquisição e análise dos dados foi feita, respectivamente pela 

metodologia de citometria de fluxo, utilizando-se o Labscan 100, e pelo 

programa HLA Visual 2.2. 
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3.7 Aspectos éticos 

      O presente projeto foi aprovado, em 2006, pela CAPPesq (AnexoII), 

como um adendo ao protocolo de pesquisa 577/02. O referido protocolo inclui o 

estudo intitulado “Prevalência de infecção por herpesvírus sexualmente 

transmissíveis (HSV-2 e HHV-8) em comunidades ribeirinhas do Rio Trombetas 

e indígenas da Aldeia Mapuera”.  

 

3.8 Análise estatística 

 

Para a análise dos dados epidemiológicos, utilizou-se o teste de X2, X2 

de tendência e Odds ratio. 

As freqüências dos alelos de HLA dos indivíduos positivos e negativos 

para a infecção por HHV-8 foram comparadas utilizando-se o teste de X2 com a 

correção 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 análise dos dados foram: SPSS e Epi Info 

(CDC, Atlanta) e o nível de significância alfa estabelecido foi de 5%. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Descrição da população estudada 

 

        Ao todo 530 indivíduos participaram do estudo, distribuídos por 131 casas. 

Em 40 casas todos os moradores participaram. A média do número de 

habitantes por casa foi de 5,3 indivíduos e a mediana foi 5. 

Foi coletado sangue por punção venosa dos 530 indivíduos. Foi possível 

coletar a saliva de 510 destes indivíduos. Em relação ao gênero, a amostra em 

estudo era formada por 46% de indivíduos do sexo masculino e 54% do sexo 

feminino.  

Participaram do estudo indivíduos 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 indivíduos de 7 

etnias diferentes: Wai Wai, Katwena, Mawaiana, Xeréw, Tyrió, 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 indivíduos não 

índios participaram do estudo, pois seus cônjuges são indígenas. Indivíduos 

com descendência indígena e não indígena foram classificados como mistos. 

  Os dados referentes à descrição da amostra estudada estão 

relacionados na tabela 2. 
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Número de Indivíduos/casa

2 (0,4)Não índio

14 (10,7)2 

14 (10,7)3 

28 (21,3)4 

53 (40,4)5 a 7

22 (16,8)8 a 13

1 (0,2)Tunayana

18 (3,4)Misto

20 (3,7)Tyrió

46 (8,6)Xeréw

79 (15,0)Mawaiana

151 (28,4)Katwena

31 (6,0)Hixkariana

182 (34,3)Wai Wai

Grupos étnicos

180 (34,0)≥ 30

106 (20,0)20-29

73 (13,7)15-19

89 (16,8)10-14

71 (13,4)5-9

11 (2,1)≤ 4

Faixas etárias

287 (54,0)Feminino

243 (46,0)Masculino

N (%)Sexo

Ameríndios (N=530)

Tabela 2 – Características da amostra estudada quanto ao sexo, faixas 
etárias, grupos étnicos e número de indivíduos por casa.
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4.2 Soroprevalência da infecção por HHV-8 

 

A soroprevalência geral da infecção por HHV-8 na Aldeia Mapuera foi 

75,3%. No sexo masculino 73,2% dos indivíduos eram positivos para anticorpos 

anti-antígeno LANA ou antígeno lítico do HHV-8. No sexo feminino a 

soroprevalência foi de 77,7% (p=0,37). A prevalência da infecção aumentou de 

acordo com a idade (ptrend<0,001), sendo que o risco de adquirir a infecção por 

HHV-8 foi 3 vezes maior a partir dos 10 anos de idade. O indivíduo mais jovem 

com sorologia positiva para a infecção por HHV-8 tinha 2 anos de idade (Tabela 

3).  

Entre as diferentes etnias, Wai Wai, Katwena e Hixkariana foram os 

grupos com maior prevalência. Entretanto, não houve diferença significativa na 

prevalência da infecção de acordo com a etnia (p=0,06).  

Observou-se que a prevalência da infecção manteve-se alta, independente, 

do número de indivíduos por casa (tabela 3). 

Em relação ao marcador sorológico utilizado na reação de IFI, observou-se 

que a presença de anticorpos anti-LANA foi mais freqüente que anticorpos anti-

lítico, 70,2% e 38,5%, respectivamente (p<0.001).  
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Tabela 3 - Soroprevalência de anticorpos anti-HHV-8 (Lana ou lítico) por 
IFI de acordo  com o sexo, idade e grupo étnico

1/2 (50,0)1/2 (50,0)Não índio

Aglomerado

21/26 (78,8)5/26 (19,2)2 

20/26 (76,9)6/26 (23,1)3 

71/85 (83,5)14/85 (16,5)4 

172/240 (71,6)68/240 (28,3)5 a 7

115/153 (75,2)38/153 (24,8)8 a 13

399/530 (75,3)131/530 (24,7)Total

399/530 (75,3)131/530 (24,7)Total
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4.3 Dinâmica de transmissão do HHV-8 de acordo com o grau de 

parentesco 

 

 Para a avaliação da dinâmica de transmissão do HHV-8 só foram elegíveis 

as famílias que tinham pelo menos 1 filho. Ao todo, 129 famílias preencheram 

este quesito. Em 81,4% (105/129) destas famílias ambos os cônjuges 

apresentaram anticorpos anti-HHV-8 e, somente em duas famílias ambos os 

cônjuges eram soronegativos para a infecção por HHV-8. 

  Houve uma associação entre a soropositividade dos filhos e o estado 

sorológico dos pais em relação à infecção por HHV-8 (p=0,01) (Tabela 4). 

A proporção de filhos positivos foi maior quando ambos os cônjuges eram 

positivos. E a proporção de filhos positivos foi maior quando a mãe era 

soropositiva e o pai soronegativo, comparado à proporção de filhos positivos 

quando a mãe era soronegativa e o pai soropositivo (56,3% x 38,5%).  
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204(105)

4 Pai negativo e mãe negativa

3 Pai positivo e mãe negativa

2 Pai negativo e mãe positiva

1 Pai positivo e mãe positiva

no total de filhos 
(no de famílias)Estado sorológico

Tabela 4 – Associação entre o estado sorológico para a infecção por 
HHV-8 dos pais e de seus filhos em 129 famílias*  

*Uma família consiste em pai, mãe e pelo menos um filho. X2 = 11,25 (p=0,01). O 
teste de qui-quadrado (X2 ) refere-se à proporção de filhos soropositivos de acordo 
com os 4 tipos de pares (pai e mãe) e seus respectivos resultados sorológicos.
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Ao investigarmos associações intrafamiliares, de acordo com o estado 

sorológico para a infecção por HHV-8, entre casais (pai e mãe), pai e filho e 

mãe e filho, constatou-se que havia uma alta correlação familiar em relação à 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 Mãe e filho

2 Pai e filho

1 Pai e mãe

Tipos de 
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*Sorologia para a infecção por HHV-8 do primeiro (pai para os pares 1 e 2 e mãe para o par 
3) e segundo par (mãe para o par 1 e filho para os pares 2 e 3).
+ =positivo, - =negativo 

Tabela 5 – Distribuição dos pares de acordo com a relação familiar e o estado 
sorológico para a infecção por HHV-8
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4.4 Excreção do vírus na saliva 

 

        Dos 399 indivíduos que apresentaram sorologia positiva para infecção por 

HHV-8, 379 possuíam amostras de saliva. Todas as 379 amostras foram 

submetidas ao nested PCR para as regiões VR1 e VR2 do genoma do HHV-8. 

Foi detectado DNA viral na saliva de 43 indivíduos (tabela 6). 

 A excreção do vírus pela saliva foi mais freqüente em homens 

soropositivos que em mulheres, 16,7% e 6,5%, respectivamente (p=0,001). Não 

houve diferença na excreção do vírus pela saliva de acordo com a idade e 

grupo étnico (tabela 6). 

 Em relação aos marcadores sorológicos utilizados na IFI, dos indivíduos 

que estavam excretando o vírus na saliva, 41 apresentaram anticorpos anti-

LANA, 24 apresentaram anticorpos anti-lítico e 22 apresentaram anticorpos 

contra ambos os marcadores sorológicos. 
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0/1Não índio

0,81

43/379Total

43/379 (11,3)Total

1/4 (25,0)Misto

2/12 (16,6)Tyrió

3/30 (10,0)Xeréw

3/50 (6,0)Mawaiana

15/120 (12,5)Katwena

3/25 (8,0)Hixkariana

16/137 (11,7)Wai Wai

Groupos étnicos

18/152 (12,0)≥ 30

5/80(6,3)20-29

4/51 (7,8)15-19

12/62(16,3)10-14

3/29(10,3)5-9

1/5 (20,0)≤ 4

Faixas etárias

15/212 (6,5)Mulher

28/167 (16,7)Homem

DNA viral na saliva 

Sexo

Tabela 6 – Excreção do vírus na saliva de acordo com a idade, o sexo 
e grupo étnico

2,65(1,30 – 5,42)Odds ratio

0,005p

ptrend 0,91

p

Variável
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4.5 Análises Moleculares 

 

 Das 43 amostras amplificadas utilizando o protocolo de nested PCR, 26 

foram positivas para a região VR1, 40 para a região VR2 e 23 para ambas as 

regiões.  

 

4.5.1 Reconstruções Filogenéticas 

 

 Inicialmente, foram construídas duas árvores filogenéticas a partir das 

regiões VR1 e VR2, constituídas por seqüências nucleotídicas de 26 e 34 

indivíduos, respectivamente, além de seqüências de referência obtidas no 

Genbank com o objetivo de genotipagem das amostras. De acordo com as 

árvores filogenéticas obtidas, todas as seqüências do estudo pertencem ao 

subtipo E (Figura 3 e 4). 

Em sua maioria, as seqüências nucleotídicas estudadas são 

relacionadas com as seqüências oriundas de ameríndios da etnia Huaoroni, 

provenientes do Equador. Porém, três seqüências (C142, C767 e C1105), 

agruparam-se em um ramo separado das demais, e estavam relacionadas com 

seqüências oriundas de ameríndios da etnia Tupi, provenientes da Amazônia 

brasileira, com um valor de bootstrap de 81%. 
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Figura 3.  Árvore Filogenética, não enraizada, da região VR1 do HHV-8, obtida 
com o método de reconstrução filogenética “Neighbor Joining, utilizando-se o 
modelo de substituição nucleotídica K80+G. As amostras do estudo estão em 
azul, as demais amostras são sequências de referências obtidas no GenBank. 
Os valores de bootstrap acima de 70% obtidos a partir de 1000 réplicas estão 
indicados nos respectivos nós. 
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Figura 4.  Árvore Filogenética, não enraizada, da região VR2 do HHV-8, obtida 
com o método de reconstrução filogenética “Neighbor Joining”, utilizando-se o 
modelo de substituição nucleotídica K80. As amostras do estudo estão em azul, 
as demais amostras são sequências de referências obtidas no GenBank. Os 
valores de bootstrap acima de 70% obtidos a partir de 1000 réplicas estão 
indicados nos respectivos nós. 
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Utlizando-se as seqüências (29) de Souza et al. (2007), juntamente, com 

as obtidas neste trabalho (26 sequências) e aquelas provenientes de outros 

grupos indígenas da América do Sul, realizamos reconstrução filogenética para 

a região VR1 (Figura 5).   

A recontrução da figura 5 mostra que, aparentemente, houve mais de uma 

entrada do vírus na população. Dois principais clusters são observados. Um 

deles possui 29 sequências provenientes de índios da aldeia Mapuera, e 

apresenta maior variabilidade que o segundo cluster, que contém 23 

sequências, também obtidas da mesma população.  Isso pode sugerir que o 

primeiro cluster é composto de sequências que entraram na população há mais 

tempo, e portanto apresentam maior variabilidade. Três sequências agruparam 

sozinhas, separadas dos dois grupos principais.  
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Figura 5. Genealogia reconstruída por máxima verossimilhança, a partir da 
região VR1 do HHV-8, utilizando-se o modelo de substituição nucleotídica 
GTR+I+G. As amostras deste estudo estão em azul, as demais são 
sequências obtidas no trabalho de Souza et al. (2007) e sequências de 
referência de outros grupos indígenas da América do Sul (Hua1, 2 e 3, Sio1 e 
2 e Tupi1 e 2), obtidas no GenBank. Os valores de bootstrap acima de 50% 
obtidos a partir de 1000 réplicas estão indicados nos respectivos nós. Em 
vermelho e verde estão destacados os dois principais clusters que foram 
recuperados.  
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4.5.2 Análises demograficas e populacionais 

 

        A taxa de substituição de nucleotídeos foi estimada a partir de um par de 

amostras coletadas de um mesmo indivíduo em tempos diferentes (2003 e 

2006), e sequenciadas utilizando a região VR1.   

 Após alinhadas as sequências, a distância pareada (K) foi estimada. Isto 

resultou em um valor de 0.0036. A partir deste valor, e empregando a fórmula 

T=K/2r, obtivemos para a regiao VR1, uma taxa de 6x10-4 substituições de 

nucleotideos por sitio por ano (s/s/a). Infelizmente, contamos apenas com um 

indivíduo cujas amostras coletadas temporalemte eram disponíveis. Por isso, a 

taxa foi estimada apenas com um par de sequências.  

 Com a taxa de substituição encontrada, calculamos o tempo do ancestral 

comum mais recente (TMRCA) para as amostras analisadas.  Utilizando o 

programa BEAST, o TMRCA estimado para as sequências provenientes da 

população da aldeia Mapuera foi de 138 anos.  Para averiguar se os dois 

clusters observados na filogenia, de fato, tiveram origens temporalmente 

distintas, realizamos a mesma análise para as seqüências 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 cálculo de TMRCA para as amostras da população total tambem foram 

realizados utilizando a taxa de substituicoes estimada por Sakaoka et al. (1994), 

e o 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 indivíduos. Destes, 35 formaram o grupo 

caso (infectados pelo HHV-8) e 19, o grupo controle (soronegativos para o 

HHV-8). Dentro dos 54 indivíduos havia representantes de 6 etnias, com  uma 

preponderância das etnias Wai-wai e Katwena. 

Os habitantes da Aldeia Mapuera são extremamente relacionados. Os 

indivíduos selecionados para os grupos caso e controle pertenciam a 25 

famílias não relacionadas (Figura 6). 

Em relação ao sexo o grupo caso foi constituído por 14 homens e 21 

mulheres, o grupo controle, por sua vez foi constituído por 14 homens e 5 

mulheres. 

 

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

 

 Dos 54 indivíduos que formaram os grupos caso e controle, em 45 

indivíduos foi possível tipificar todos os alelos de HLA-A, -B, -DQB1 e –DRB1. 

 As freqüências alélicas de HLA classe I estão 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 freqüências alélicas de HLA classe II estão 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 freqüente foi: DRB1*04 (39,5%).  
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Figura 6.  Famílias inclusas no estudo. As setas indicam os componentes do 
grupo caso (com preenchimento) e controle (sem preenchimento). 
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Tabela 7 – Frequência dos grupos de alelos de HLA-A e HLA-B 
na amostra estudada

Total de indivíduos

Total de alelos

B*52

B*51

B*48

B*40

B*39

B*35

B*15

HLA-B

Total de indivíduos

Total de alelos 

A*68

A*31

A*24

A*02

HLA-A

Grupo

17

34 (100)

2 (5,8)

6 (17,6)

6 (17,6)

1 (3,0)

13 (38,0)

3 (9,0)

3 (9,0)

18

36 (100)

3 (8,0)

22 (61,0)

4 (11,0)

7 (19,0)

N de controles(%)

Tabela 7 – Frequência dos grupos de alelos de HLA-A e HLA-B 
na amostra estudada

Total de indivíduos

Total de alelos

B*52

B*51

B*48

B*40

B*39

B*35

B*15

HLA-B

Total de indivíduos

Total de alelos 

A*68

A*31

A*24

A*02

HLA-A

Grupo

17

34 (100)

2 (5,8)

6 (17,6)

6 (17,6)

1 (3,0)

13 (38,0)

3 (9,0)

3 (9,0)

18

36 (100)

3 (8,0)

22 (61,0)

4 (11,0)

7 (19,0)

N de controles(%)
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Ao comparar-se o grupo caso e controle em relação à freqüência 

genotípica dos alelos de HLA classe I (tabela 9) e II (tabela 10), não foi 

observado associação entre os diversos alelos de HLA encontrados e a 

presença ou ausência da infecção por HHV-8. 

 

 

 

 

Total de indivíduos

Total de alelos

DRB1*16

DRB1*14

DRB1*09

DRB1*08

DRB1*04

HLA-DRB1

Total de indivíduos

Total de alelos

DQB1*0402

DQB1*03

HLA-DQB1

Grupo

Tabela 8 – Frequência dos grupos de alelos de HLA-DQB1 e 
HLA-DRB1 na amostra estudada

19

38 (100)

8 (13,2)

9 (23,7)

1 (2,6)

8 (21,0)

15 (39,5)

19

38 (100)

9 (23,7)

29 (76,3)

N de controles(%)

Total de indivíduos

Total de alelos

DRB1*16

DRB1*14

DRB1*09

DRB1*08

DRB1*04

HLA-DRB1

Total de indivíduos

Total de alelos

DQB1*0402

DQB1*03

HLA-DQB1

Grupo

Tabela 8 – Frequência dos grupos de alelos de HLA-DQB1 e 
HLA-DRB1 na amostra estudada

19

38 (100)

8 (13,2)

9 (23,7)

1 (2,6)

8 (21,0)

15 (39,5)

19

38 (100)

9 (23,7)

29 (76,3)

N de controles(%)
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Tabela 9 – Frequência genotípica de HLA-A e HLA-B dos grupos 
caso e controle

30Total de indivíduos

6 (20,0)B*52

10 (33,3)B*51

11 (36,6)B*48

3 (10,0)B*40

15 (50,0)B*39

9 (30,0)B*35

0B*15

HLA-B

31Total de indivíduos

4 (13,0)A*68

25 (81,6)A*31

10 (32,3)A*24

12 (38,7)A*02

HLA-A

N de casos (%)Grupo

17

2 (11,7)

6 (35,5)

4 (23,5)

1 (5,8)

11 (64,7)

3 (17,6)

3 (17,6)

18

3 (16,6)

15 (83,3)

4 (22,2)

6 (33,3)

N de controles (%) p

0,9

0,6

1,0

0,7

0,5

0,5

1,0

0,4

0,8

0,7

Tabela 9 – Frequência genotípica de HLA-A e HLA-B dos grupos 
caso e controle

30Total de indivíduos

6 (20,0)B*52

10 (33,3)B*51

11 (36,6)B*48

3 (10,0)B*40

15 (50,0)B*39

9 (30,0)B*35

0B*15

HLA-B

31Total de indivíduos

4 (13,0)A*68

25 (81,6)A*31

10 (32,3)A*24

12 (38,7)A*02

HLA-A

N de casos (%)Grupo

17

2 (11,7)

6 (35,5)

4 (23,5)

1 (5,8)

11 (64,7)

3 (17,6)

3 (17,6)

18

3 (16,6)

15 (83,3)

4 (22,2)

6 (33,3)

N de controles (%) p

0,9

0,6

1,0

0,7

0,5

0,5

1,0

0,4

0,8

0,7
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34Total de indivíduos

8 (23,5)DRB1*16

9 (26,5)DRB1*14

5 (14,7)DRB1*09

15 (44,1)DRB1*08

22 (64,7)DRB1*04

HLA-DRB1

32Total de indivíduos

16 (50,0)DQB1*0402

30 (93,7)DQB1*03

HLA-DQB1

N de casos (%)Grupo

Tabela 10 – Frequência genotípica de HLA-DQB1 e HLA-DRB1
dos grupos caso e controle

19

4 (21,0)

7 (36,8)

1 (5,2)

7 (36,8)

13 (68,4)

19

7 (36,8)

17 (89,4)

N de controles(%) p

0,6

0,5

0,9

0,8

0,4

0,6

1,0

34Total de indivíduos

8 (23,5)DRB1*16

9 (26,5)DRB1*14

5 (14,7)DRB1*09

15 (44,1)DRB1*08

22 (64,7)DRB1*04

HLA-DRB1

32Total de indivíduos

16 (50,0)DQB1*0402

30 (93,7)DQB1*03

HLA-DQB1

N de casos (%)Grupo

Tabela 10 – Frequência genotípica de HLA-DQB1 e HLA-DRB1
dos grupos caso e controle

19

4 (21,0)

7 (36,8)

1 (5,2)

7 (36,8)

13 (68,4)

19

7 (36,8)

17 (89,4)

N de controles(%) p

0,6

0,5

0,9

0,8

0,4

0,6

1,0
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5. Discussão 

 

5.1 Epidemiologia e dinâmica de transmissão do HHV- 8 

 

No presente estudo a prevalência geral da infecção por HHV-8 foi de 

75,3%, o que está em concordância com estudo prévio de soroprevalência, 

realizado na mesma população, no ano de 2003, no qual observou-se 

soroprevalência de 79,1% (Souza et al., 2007). Esta prevalência alta em 

população indígena também foi constatada por outros estudos envolvendo 

grupos indígenas da Amazônia brasileira e outros países como Equador e 

Guina Francesa (Biggar et al., 2000; Whitiby et al.,2004; Kazanji et al., 2005; 

Ishak et al., 2005; Cunha et al., 2005). 

No estudo de soroprevalência do HHV-8 na população da Aldeia Mapuera, 

houve uma diferença nos resultados da sorologia por IFI de acordo com o 

antígeno utilizado. A prevalência de anticorpos anti-LANA foi maior que anti-

Lítico. Este resultado está em concordância com Souza et al. (2007), porém 

diverge da maioria dos estudos de soroprevalência para detecção de anticorpos 

anti-HHV-8 em populações não-ameríndias. É importante ressaltar que não há 

um padrão ouro para o diagnóstico sorológico da infecção por HHV-8 e este 

fato impossibilita a comparação de nossos resultados com outros trabalhos em 

que foram utilizadas outras técnicas sorológicas e/ou antígenos virais. Os testes 

sorológicos utilizados em nosso estudo foram avaliados por Nascimento et al. 

(2007) que concluíram que o teste de IFI para detecção de anticorpos anti-
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LANA e anti-Lítico 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 

indivíduos considerados mistos, ou seja, de descendência indígena e não 

indígena, somente 22,3% apresentaram sorologia positiva para HHV-8, um 

número 3,4 vezes menor quando comparado à prevalência geral. Este resultado 

nos conduz ao seguinte questionamento: o que justificaria esta prevalência 

menor, uma vez que estes indivíduos vivem sob as mesmas condições dos 

demais habitantes da aldeia? Ressalta-se ainda que 66,6% destes indivíduos 

apresentam idade maior que 10 anos.  

No estudo anterior, de Souza et al. (2007), observou-se que em indivíduos 

não-indígenas, que habitavam na mesma região do rio Trombetas, sob 

condições de vida muito semelhantes à dos indígenas, a prevalência de 

anticorpos anti-HHV-8 foi baixa (6,1%), sugerindo que a alta prevalência de 

infecção nos indígenas deveria estar relacionada a fatores de risco genéticos ou 

comportamentais específicos ainda não elucidados, mas certamente, não 

relacionados ao meio ambiente. Esta menor prevalência de anticorpos em 

descendentes mestiços de brancos e índios sugere que fatores genéticos 

ligados à população indígena poderiam estar implicados na maior 

susceptibilidade à infecção.  

Na aldeia Mapuera a soroprevalência da infecção por HHV-8 não 

apresentou diferença de acordo com o sexo ou número de indivíduos que 
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moram em uma mesma casa. E estes resultados também foram observados em 

outras regiões, como o continente Africano, em que a infecção por HHV-8, 

também, é endêmica (Mayama et al.,1998; Rezza et al., 2000; De Santis et al. , 

2002).   

Entretanto, observou-se um aumento da prevalência da infecção de 

acordo com a idade e, o risco de adquirir a infecção por HHV-8 foi três vezes 

maior em crianças a partir dos 10 anos de idade. Observamos, também que 

44% das crianças abaixo de 10 anos de idade eram soropositivas para a esta 

infecção viral. Adicionalmente, constatamos na Aldeia Mapuera crianças com 2 

anos de idade que apresentavam anticorpos anti-HHV-8. Estes dados sugerem 

uma via de transmissão não sexual na população por nós estudada.  

Este resultado é similar ao estudo de Biggar et al. (2000) que constatou 

uma prevalência de 41% em crianças abaixo de 10 anos em tribos indígenas da 

Amazônia brasileira. Este quadro também foi visto, em outras populações 

ameríndias onde a aquisição da infecção ocorre, geralmente, durante a infância 

e a detecção de anticorpos anti-HHV-8 aumenta com a idade (kazanji et al., 

2005, Cunha et al., 2005, Souza et al., 2007). 

Em população não indígena, porém endêmica para a infecção por HHV-8, 

também, foi observada alta prevalência (aproximadamente 50%) de anticorpos 

anti-HHV-8 em crianças 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 infância está associada com a 

presença de um membro da família, 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 famílias estudadas, ambos os 

cônjuges foram positivos para a infecção por HHV-8. Porém, não houve uma 

associação entre a soropositividade entre cônjuges. Plancoulaine et al. (2000), 

ao estudar uma população negra da Guina Francesa, também não observaram 

dependência da soropositividade entre casais, porém Davidovici et al. (2004) ao 

estudar população judaica de Israel, observaram que tanto para homens quanto 

para mulheres um dos principais fatores de risco para a infecção por HHV-8 é o 

estado sorológico do cônjuge. Mbulaiteye et al. (2003) também constataram que 

mulheres casadas com homens com sorologia positiva para a infecção por 

HHV-8 possuíam risco 7 vezes maior de adquirir a infecção. Estes dados 

sugerem que em diferentes populações os fatores de risco para a infecção por 

HHV-8 podem diferir.  

Ao averiguarmos se havia associação entre o estado sorológico dos pais 

e dos filhos em relação à infecção por HHV-8, constatamos que esta 

associação ocorria (p=0,01). A soropositividade entre os filhos estava 

estavassociada ao estado sorológico dos seus pais. E observamos que a 

soropositividade materna era o principal fator associado à soropositividade dos 

filhos (p=0,005). Estes resultados estão em concordância com estudos prévios, 

em população endêmica para a infecção por HHv-8, onde foi observado que 

mães com sorologia positiva para HHV-8 constituem o principal fator de risco à 
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aquisição da infecção 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 infecção para HHV-8. Entretanto, outros fatores fora do ambiente 

familiar também podem estar envolvidos. Uma vez que 75% dos indivíduos 

estudados são positivos, a probabilidade do indivíduo se infectar no ambiente 

extra familiar também deve ser considerada. 

A pergunta que segue a estes resultados é: qual a via de transmissão do 

herpesvirus 8 humano de mães para filhos? 

Nós propomos que a transmissão viral a crianças ocorra principalmente 

através da exposição à saliva infectada, tanto no ambiente familiar quanto fora 

deste. Durante nossa estada na Aldeia Mapuera pudemos constatar que um 

mesmo recipiente contendo água, suco ou outro tipo de bebida líquida é 

compartilhado por todos simultaneamente até que o seu conteúdo se finde. 

Ressalta-se que este compartilhamento ocorre entre familiares, amigos, 

vizinhos, visitas, ou seja, também entre não parentes. Acreditamos que esta 

prática cultural possa facilitar a disseminação do vírus através de contato com a 

saliva de indivíduos infectados.   

Em um estudo com crianças, adolescentes e adultos da Uganda 

observou-se que a infecção por HHV-8 ocorre principalmente em crianças antes 

da puberdade e sugere que a saliva seja uma possível fonte de transmissão 

horizontal do vírus entre crianças (Mayama et al. 1998).  
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Mbulaiteye et al. (2004) observaram que crianças, freqüentemente, 

excretam HHV-8 na saliva indicando que elas podem constituir uma importante 

fonte de infecção, particularmente a seus irmãos mais jovens e seus colegas. 

Cook et al. (2002) demonstraram que o DNA do HHV-8 foi detectado com 

maior frequência em saliva que em amostras de sangue de membros da família 

de um paciente com SK. Além disso, sequências virais similares foram 

detectadas na saliva de alguns membros, indicando que, muito provavelmente, 

a transmissão ocorreu pela saliva. 

Já foi demonstrado que indivíduos co-infectados com HIV e pacientes 

com SK apresentam carga viral elevada na cavidade oral quando comparado a 

CMSP, plasma, sêmen e pele; sugerindo que a cavidade oral pode ser um 

compartimento de reativação e replicação viral (Koelle et al., 1997; LaDuca et 

al., 1998; Pauk et al., 2000) 

Uma via de transmissão viral possível é a vertical. Contudo, estudos 

prévios sugerem que esta via não é a principal para a ocorrência da infecção 

por HHV-8 no primeiro ano de vida (Brayfield et al, 2003; Mantina et al., 2001; 

Sarmati et al., 2004).  

Tendo em vista as características de nosso estudo (tipo corte-transversal) 

não podemos afirmar que a ocorrência da transmissão vertical, de fato, não 

aconteceu na amostra estudada. 

Alguns vírus da família Hespesviridae, como, EBV, HHV-7, HSV-1 e CMV 

são detectados em leite materno e, isto sugere a transmissão 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 não incluía a coleta de leite materno para averiguarmos a 

presença de DNA viral neste tipo de amostra.  Porém, em um estudo em que foi 

investigado o papel do leite materno na transmissão da infecção concluiu-se 

que esta via parece não ser importante na transmissão. Neste trabalho, os 

autores não 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 veículo 

na transmissão viral (Brayfield et al., 2004). 

Para a detecção do DNA viral na saliva dos indivíduos que compuseram 

o nosso estudo, como sequência alvo da reação de PCR, foi utilizada uma 

região variável (ORFK1) do genoma do HHV-8, com a finalidade de realizar o 

estudo de genotipagem e filogenia. Deste modo, a prevalência da excreção do 

vírus na saliva pode ter sido subestimada, pois para este fim recomenda-se 

utilizar uma região conservada do genoma viral. Ainda assim, observamos uma 

diferença na prevalência da excreção do vírus pela saliva, de acordo com o 

sexo (p=0,005), como Souza et al. (2007), também, observaram, utilizando uma 

região conservada do genoma viral (ORF 26). 

Apesar dos homens da Aldeia Mapuera excretarem mais freqüentemente 

o vírus que as mulheres, uma ressalva deve ser feita com relação ao papel da 

mãe como fonte de infecção para os filhos, já que na cultura indígena as 
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crianças têm contato íntimo e prolongado com as mães, o que aumentaria as 

chances de exposição ao vírus, por uma possível via de transmissão horizontal. 

 

5.2 Estudo filogenético do HHV-8 

 

        A maioria dos trabalhos sobre a filogenia do HHV-8 demonstra em que 

áreas geográficas as variantes do vírus estão localizadas e as mutações 

genômicas e recombinações que ocorreram. Os trabalhos de Hayward (1999) e 

Zong et. a.l (2002), respectivamente, compõem uma importante etapa para a 

compreensão da teoria evolucionária e processos moleculares pelos quais a 

distribuição viral aconteceu. 

 No presente estudo foi possível sequenciar 43 amostras de DNA viral 

extraído de amostras de saliva. Ao construir a árvore filogenética das regiões 

VR1 e VR2 todas as amostras foram classificadas como subtipo E. Este subtipo 

é, quase que exclusivamente, encontrado em populações indígenas. (Biggar et 

al. 2000; Whitiby et al. 2004; Kazanji et al. 2005, Cunha et al. 2005; Souza et al. 

2007) 

 Na árvore construída com seqüências da região VR1, observou-se que 

somente duas amostras agruparam-se separadas das demais, formando um 

ramo separado com as amostras provenientes de índios do grupo lingüístico 

Tupi. 

 Das amostras sequenciadas três pertenciam a indivíduos de uma mesma 

família, eram eles o pai e seus dois filhos. Estas três seqüências agruparam-se 
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no mesmo ramo. Porém, não podemos afirmar quem foi a fonte de infecção 

naquela família. 

 A árvore filogenética obtida com as amostras coletadas em 2003 e 2006 

revelou a existência de dois principais clusters, sugerindo que houve duas 

entradas do vírus na Aldeia. No cluster que possui maior variabilidade 

observou-se que a maioria das sequências provém de indivíduos da etnia Wai-

Wai, ao passo que o cluster com menor variabilidade é composto por maioria 

Katwena.  

 O povo Wai-Wai por sua facilidade em assimilar outras etnias convive 

harmoniosamente com mais 6 diferentes etnias na Aldeia indígena Mapuera, 

porém mesmo convivendo em uma mesma área geográfica há um certo 

“isolamento” geográfico do povo Katwena em relação aos demais povos étnicos 

que vivem em Mapuera, pois o povo Katwena não vive no núcleo da Aldeia. O 

que talvez possa explicar o predomínio de seqüências oriundas de indivíduos 

desta etnia no cluster menos variável. 

 

5.2.1 Parâmetros populacionais e demográficos 

     

Ao utilizarmos sequências provenientes de um indivíduo que participou do 

estudo em tempos diferentes (2003 e 2006), foi possível calcular a distância 

pareada e obter a taxa de substituição para a região VR1, que foi da ordem de 

10-4substituições por sítio por ano (s/s/a).  Mesmo que essa análise tenha sido 

a partir de duas sequências apenas, esse resultado deve ser levado em 
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consideração ao se trabalhar com HHV-8. Isso porque não há na literatura 

trabalhos que tenham estimado uma taxa de substituição de nucleotídieos 

especificamente para este vírus.   

Os vírus de DNA normalmente são caracterizados por possuírem taxas de 

substituição de nucleotídeos mais lentas que vírus de RNA, mas deve-se 

considerar as variações entre famílias, e principalmente em relação ao tipo de 

vírus (fita simples ou dupla). Além disso, para a grande maioria dos vírus de 

DNA fita dupla as taxas de evolução são estimadas a partir da premissa de que 

esses vírus co-divergiram com seus hospedeiros, o que pode resultar em 

estimativas de 10-8 s/s/a. 

No caso dos herpesvirus, as taxas de substituições que temos disponíveis 

foram calculadas assumindo esta premissa. Dessa forma, as taxas para 

Herpesvirus, mais precisamente HSV-1 e HSV-2 são da ordem de 10-8. 

(Sakaoka et al., 1994; Shackelton & Holmes, 2004).   

De acordo com a literatura, a premissa de que os vírus de DNA, em geral, 

co-divergem com seus hospedeiros não 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 substituição 

que não assumisse, a priori, co-divergência. 

A limitação do nosso estudo, entretanto, é o fato de termos, somente, as 

sequências de um indivíduo, tendo em vista que quanto maior o número da 

amostra maior a fidedignidade dos resultados. 
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Um outro ponto discutível na metodologia que empregamos para o cálculo 

da taxa de substituição, é que a distância estimada entre as sequências é 

calculada através da relação bruta entre número de substituições e tamanho da 

sequência. 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 vírus chegou 

àquela população há mais de 40.000 anos, o que parece não condizer com a 

realidade, uma vez que o povo Wai-wai chegou à Amazônia brasileira em 

meados da década de 30.  Este resultado seria confiável se as sequências 

amostradas nesta população tivessem origens completamente distintas. Pois, 

Isto faria com que o ancestral comum coalescesse há muito mais tempo do que 

a chegada do povo à Aldeia Mapuera. Entretanto, visto que a variabilidade total 

das sequências não foi grande, e, o mais importante, apenas dois grandes 

grupos foram recuperados na filogenia, é mais parcimonioso que a data de 

coalescência para essas sequências seja mais próxima do presente.  

A partir da taxa de substituição encontrada em nosso trabalho, foi possível 

obter a data do TMRCA para o vírus circulante na Aldeia, que foi mais 

compatível 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 consideração 

que as análises de coalescência dos vírus partiram da premissa de uma taxa de 

substituição calculada apenas com um par de sequências, o que claramente 
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conta com certo nível de incerteza.  Entretanto, ficou evidente que nossos 

dados de taxa de substituição, e consequentemente de ancestral comum para 

os vírus que circula na população de Mapuera estão em concordância com os 

dados demográficos, filogenéticos e históricos da Aldeia Mapuera.   

Para todas as 55 sequências estudadas encontramos um ancestral 

comum mais recente para o vírus circulante em Mapuera de, aproximadamente, 

138 anos.  

As primeiras notícias sobre os Wai Wai foram trazidas por R. H. 

Schomburgk, em 1841, que os encontrou ao sul da serra do Acaraí, 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 índios, 

o 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 vírus 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 vírus na tribo é totalmente compreensível devido ao fato dos 

habitantes da Aldeia Mapuera receber, com freqüência, parentes de aldeias 

próximas distribuídas ao longo do rio Mapuera e, também, de outros países 

como Suriname e Guiana. 
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Os Wai Wai passaram a ter contato efetivo com os os Karaywá (“homem 

branco” na língua wai wai), quando missionários da agência missionára MEVA 

tiveram, no início da década de cinqüenta, autorização para evangelizá-los. A 

partir de 1971, impedidos de permanecerem na República Cooperativa da 

Guiana, os missionários se mudaram para o Brasil, e, com eles, vieram líderes 

religiosos Wai Wai de grande reputação, a ponto de atrair a maioria deles para 

o Brasil, sobretudo para as regiões do Caxmi e Mapuera (Gallois & Ricardo, 

1983). Esta informação somado aos dados que obtivemos sobre a chegada do 

vírus à Aldeia, pode-se concluir que a entrada do HHV-8 é anterior ao contato 

efetivo desta população indígena com não  índios. 

Dados do nosso grupo de pesquisa, ainda não publicados, incluindo 

povos indígenas não amazônicos que habitam a região sudeste, demonstraram 

que existe grupo indígena que não apresenta anticorpos anti-HHV-8. Este dado 

inédito conduz ao seguinte questionamento: o que justificaria a ausência da 

infecção por HHV-8 nestes povos, uma vez que as mais variadas etnias 

indígenas que habitam a região Amazônica apresentam anticorpos anti-HHV-8? 

Várias hipóteses já foram apresentadas para explicar os processos de 

origem e dispersão dos ameríndios na América do Sul, mas parece que um 

centro comum de origem existiu e, o mais provável é a Amazônia. Estima-se 

que a chegada das primeiras populações Tupi-guarani para a região costeira do 

sudeste do Brasil ocorreu há aproximadamente 2.920 anos (Schell Ybert-R et 

al., 2008). Assumindo que o ancestral comum do vírus que circula na Aldeia 

Mapuera foi introduzido há aproximadamente 138 anos, pode-se especular que 
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antes da separação dos povos indígenas amazônicos o vírus ainda não havia 

sido introduzido naquela população. 

 

5.3 HLA e a infecção por HHV-8 

 

 Estudos da variabilidade do sistema HLA em população indígena indicam 

que o polimorfismo de HLA é limitado, comparado a outros grupos étnicos 

(Fernández-Viña et al., 1997; Salzano, 2002).  

 Em nosso estudo constatamos quatro alelos para HLA-A e 7 diferentes 

para HLA-B. Estes resultados estão em concordância com outros estudos de 

tipagem de HLA classe I em população indígena, em que os alelos A*02, A*24, 

A*31 e A*68, observados em nossa amostra, também, foram encontrados em 

outras populações indígenas (Little et al., 2001; Salzano et al., 2002). 

O número de alelos observados para DQB1 foram dois (DQB1*03, 

DQB1*0402). Em índios 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 população 

indígena os alelos DRB1*08 e DRB1*16 são muito freqüentes. Ressalta-se 

ainda que o alelo DRB1*08 é um marcador de população indígena (Lázaro et al. 

1999).  Segundo Tsuneto et al. (2003) pelo menos um dos alelos de HLA-

DRB1*08 (*0802, *0804 e *0807) está presente em todas as populações 
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indígenas. E destes, somente, DRB1*0802 é amplamente distribuído e 

encontrado em todas as populações indígenas.  

 

Na amostra da população de Mapuera o alelo DRB1*09 foi observado 

com em uma baixa freqüência (2,6%). Alelos DRB1*09 são vistos em população 

indígena, nativos da América do norte e população do leste asiático (Hashimoto 

et al., 1994). São marcadores dos ancestrais asiáticos de populações nativas 

da América (Tsuneto et al., 2003).  

Donadi et al. (2002) ao estudarem HLA Classe I e II de população 

indígena 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 antígenos leucocitários humanos (HLA) na 

iniciação e regulação da resposta imune, juntamente com as suas 

características acentuadamente polimórficas, motivou numerosos estudos sobre 

a sua influência na susceptibilidade às doenças infecciosas. 

Ao avaliarmos a ocorrência da associação entre a presença da infecção 

por HHV-8 e os alelos de HLA classes I e II, não foi observada nenhuma 

associação. Uma limitação de nosso estudo, porém, é o tamanho da amostra e, 

isto se justifica pelo fato de que na população da Aldeia Mapuera os indivíduos 

são extremamente relacionados, dificultando o recrutamento de indivíduos de 

famílias não-relacionadas para este tipo de análise. Somado a este fato, está a 
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alta prevalência da infecção por HHV-8, pois somente 25% dos indivíduos, em 

nosso estudo, não apresentou anticorpos anti-HHV-8. 

Em relação ao desenvolvimento de SK e a associação com HLA, os 

estudos são controversos; Strichman-Almashanu et al. (1995) ao estudarem um 

grupo de judeus com SK não constataram nenhuma associação entre o 

desenvolvimento da doença e HLA, por outro lado, Gayà et al. (2004) 

observaram que havia uma associação positiva entre SK e alelos de HLA-DRB1 

que possuíam fenilalanina na posição 13.  Masala et al. (2005), por sua vez, 

também encontraram associação positiva entre SK e Cw7, DRB1*1104, 

DRB1*1302, DQA1*0302 e DQB1*0604.  

Alkharsah et al. (2007) investigaram possíveis fatores que contribuem 

para a excreção 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 infecção por HHV-8, visto que a maioria dos indivíduos que 

estavam excretando o vírus apresentava estes alelos. 

 Outros marcadores imunogenéticos devem ser investigados para 

averiguar a existência de associação com a presença ou ausência da infecção 

por HHV-8 na população de Mapuera. 
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Anexo I 
 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS  
DA 

 FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Instruções para preenchimento no verso) 

__________________________________________________________________
______ 

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA O U 
RESPONSÁVEL LEGAL 

1.NOME DO 
PACIENTE .:...............................................................................................................
....................................................................................................................................
............................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M �   F 

�  

DATA NASCIMENTO: ......../......../......  

ENDEREÇO ................................................................................. Nº 

........................... APTO: .................. 

BAIRRO:  ........................................................................ 
CIDADE  ............................................................. 

CEP:.........................................  TELEFONE: DDD 
(............) ...................................................................... 

2.RESPONSÁVEL 
LEGAL .......................................................................................................................
....... 

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador 
etc.) .................................................................................. 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO:  M �   F �   
DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 
ENDEREÇO: ............................................................................................. 

Nº ................... APTO: ............................. 
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BAIRRO: ................................................................................ 

CIDADE: ...................................................................... 
CEP: .............................................. TELEFONE: DDD 

(............).................................................................................. 
__________________________________________________________________
______________________________ 

 

 

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA  

“Prevalência de infecção por herpesvírus sexualment e transmissíveis (HSV-2 
e HHV-8) em comunidades ribeirinhas do rio Trombeta s e indígenas da aldeia 
Mapuera”  

 

2. PESQUISADOR:  CLAUDIO SÉRGIO PANNUTI 

CARGO/FUNÇÃO: Prof. Ass. Dr..                             INSCRIÇÃO CRMESP Nº 
15.115                     

UNIDADE DO HCFMUSP: . Depto Doenças Infec. e Parasitárias (LIM 52) 

 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

 SEM RISCO              RISCO MÍNIMO X  RISCO 
MÉDIO � 

 RISCO BAIXO �  RISCO MAIOR � 

 (probabilidade de que o indivíduo sofra algum dano como consequência 
imediata ou tardia do estudo) 

4.DURAÇÃO DA PESQUISA : Um ano 

__________________________________________________________________
___________ 

 III - REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU 

SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO: 
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1. JUSTIFICATIVA E OS OBJETIVOS DA PESQUISA  

Os índios, quando começaram a entrar em contato com os brancos, começaram a 

pegar muitas doenças que não existiam antes, quando o índio ficava isolado em 

sua aldeia. Entre estas doenças, estão as hepatites, que são doenças do fígado, e 

as doenças sexualmente transmissíveis, que são doenças que se pegam através 

de relações sexuais. O índio que se contamina fora da aldeia, com o homem 

branco, pode levar estas doenças para a aldeia, contaminando outros índios e até 

mesmo as crianças, já que algumas doenças que a gente pega por via sexual 

também podem ser transmitidas pela saliva. Nós queremos fazer um estudo para 

saber quantos índios da aldeia Mapuera pegaram hepatite por vírus ou outras  

doenças sexualmente transmissíveis, principalmente um vírus que se chama HHV-

8. Para fazer isto,  precisamos colher um pouco de sangue com uma seringa para 

poder fazer os exames no laboratório. Vamos também colher um pouco de saliva 

para saber se os índios estão com vírus  na saliva. Nós também vamos usar um 

pouco deste sangue para tentar descobrir porque alg uns índios pegam  vírus 

e outros não . 

2. PROCEDIMENTOS QUE SERÃO UTILIZADOS E PROPÓSITOS,  
INCLUINDO A IDENTIFICAÇÃO DOS PROCEDIMENTOS QUE SÃO  
EXPERIMENTAIS  

O  único exame que a pessoa que participar da pesquisa terá que fazer será 
colher um pouco de sangue (dois tubos de 10 ml, equivalentes a duas colheres de 
sopa). Dentre os índios, serão colhidas amostras de saliva esfregando um 
cotonete (palito com algodão na ponta)  na parte interna da bochecha. 
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3. DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS  

O único desconforto esperado é o de levar uma picada no braço para colher o 
sangue. Não há nenhum risco importante à saúde, 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 não traz nenhum desconforto. 

4. BENEFÍCIOS QUE  PODERÃO SER OBTIDOS  

Os indivíduos que tiverem alguma doença constatada no seu exame de sangue 
receberão orientação e, quando houver necessidade, tratamento. O tratamento 
será feito pela Equipe Médica do Convênio da Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo coma Prefeitura Municipal de Santarém.  Aqueles que 
o exame de sangue mostrar que  precisam receber vacina da hepatite B serão 
vacinados pela mesma equipe. È importante lembrar que se os médicos 
descobrirem, com estes exames de sangue, alguma doença que esteja atacando 
muito os índios da aldeia Mapuera ou os brancos que moram na região da aldeia, 
eles podem organizar melhor o jeito de prevenir esta doença, explicando como 
evitar de pega-la ou, se existir vacina para esta doença, vacinando quem precisa.  

 

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

 
 
IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE G ARANTIAS 
DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO: 
 
 
1. ACESSO, A QUALQUER TEMPO, ÀS INFORMAÇÕES SOBRE 

PROCEDIMENTOS, RISCOS E BENEFÍCIOS RELACIONADOS À 
PESQUISA, INCLUSIVE PARA DIRIMIR EVENTUAIS DÚVIDAS.  
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Os participantes da presente pesquisa poderão pedir esclarecimento aos 
pesquisadores, a qualquer tempo, sobre alguma dúvida em relação à pesquisa, 
ou sobre eventuais riscos,  benefícios e resultados a ela relacionados. 

 

2. LIBERDADE DE RETIRAR SEU CONSENTIMENTO A QUALQUE R 
MOMENTO E DE DEIXAR DE PARTICIPAR DO ESTUDO, SEM QU E ISTO 
TRAGA PREJUÍZO À CONTINUIDADE DA ASSISTÊNCIA. 

A participação nesta pesquisa é totalmente voluntária. Se um participante 
da pesquisa quiser retirar seu consentimento, e deixar de participar da 
pesquisa, isto não vai trazer nenhum prejuízo a seu atendimento rotineiro, a 
que ele tem direito.  

 

 

3. SALVAGUARDA DA CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVA CIDADE. 

Todas as informações da pesquisa serão sigilosas, não havendo divulgação 
do nome dos participantes, e nem dos resultados dos exames, a não ser para o 
próprio indivíduo. 

 

4. disponibilidade de assistência no HCFMUSP, por eventuais danos à saúde, 
decorrentes da pesquisa. 

 

Não se aplica. 

 

5. viabilidade de indenização por eventuais danos à saúde decorrentes da 
pesquisa. 

 

Não se aplica. 

 

 

 

__________________________________________________________________
___________ 
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V. INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS 
RESPONSÁVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA 

CONTATO EM CASO DE INTERCORRÊNCIAS CLÍNICAS E REAÇÕ ES 
ADVERSAS. 

Em caso de necessidade, contactar a Dra.Mariana Quiroga , do Convênio da 
Secretaria Municipal da Saúde de Santarém com o Departamento de Doenças 
Infecciosas e Parasitárias da Faculdade de Medicina da Universidade de São 
Paulo, pelo telefone (93) 523-3424  
__________________________________________________________________

___________ 

 

VI. OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES : 

__________________________________________________________________
__________ 

VII - CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 

 

Declaro que, antes de dar o consentimento assinado para participar como 
voluntário do estudo “Prevalência de infecção por herpesvírus sexualment e 
transmissíveis (HSV-2 e HHV-8) em comunidades ribei rinhas do rio 
Trombetas e indígenas 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 voluntário do presente Protocolo de Pesquisa  

 

Data:  

_________________________________________ 
assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal 
 
 
__________________________________________________________________
___________ 
assinatura do pesquisador  
 
 
 
 
(carimbo ou nome Legível) 
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ANEXO II 

 


