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RESUMO 

Oliveira NPG. Caracterização de polimorfismos em regiões codificadoras de 

miRNA da ORF K12 no genoma do hespesvirus humano do tipo 8:  comparação 

das variantes de HHV-8 entre grupos de indivíduos com e sem sarcoma de 

Kaposi associado a AIDS [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2023. 

Introdução. O Hespesvirus Humano do tipo 8 (HHV-8) é o agente 

etiológico do sarcoma de Kaposi (SK). Embora os casos de SK-aids tenham 

reduzido drasticamente após a terapia antirretroviral (ARTc) e reconstituição 

imune, essa forma continua sendo a mais agressiva e resistente ao tratamento. 

Polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs) no genoma do HHV-8 têm sido 

recentemente relacionados com a produção alterada de microRNAs (miRNA), 

considerados marcadores do processo neoplásico. Esses miRNAs são 

codificados na região da ORF K12 e loci adjacentes. Objetivo. Caracterizar 

SNPs presentes no locus ORF K12 do genoma do HHV-8, que codificam dois 

miRNAs, comparando isolados de HHV-8 entre indivíduos vivendo com HIV com 

e sem SK-aids em relação aos dados clínicos-epidemiológicos, demográficos e 

laboratoriais a partir de uma casuística de conveniência de 740 indivíduos 

vivendo com HIV sem histórico de SK e 52 com SK-aids, ambos sob uso de 

ARTc.  Material e Métodos. Um teste de PCR em tempo real da ORF 73 do 

HHV-8 foi otimizado para a detecção mais sensível da carga viral de HHV-8 e 

selecionar as amostras dos isolados de DNA. Testes de PCR em tempo real 

foram aplicados para avaliar e comparar a presença e carga viral de outros 

hespesvirus entre os grupos com e sem SK-aids. O sequenciamento de DNA 

pelo método de Sanger foi aplicado para descrever e comparar o perfil de SNPs 

na ORF K12 do genoma do HHV-8. Resultados. Otimizamos o qPCR para HHV-

8 com eficiência de 92,9% (Slope: -3,5; Y-intercept: 40,4; R2 = 1), sensibilidade 

analítica de 50 cópias/ml, sendo a detecção mais sensível de HHV-8 confirmada 

na saliva. A frequência de DNA de HHV-8 na saliva foi de 14,1% no grupo não-

SK e de 51,9% no grupo SK-aids. A excreção salivar de EBV predominou entre 

os herpesvirus em ambos os grupos e a carga viral do EBV foi maior no grupo -

SK-aids. Em ambos os grupos predominou o gênero masculino, faixa etária em 

torno de 40 anos, com títulos de EBV salivares inversamente proporcional aos 



níveis de CD4 circulantes e diretamente proporcional aos níveis de HIV 

plasmático, evento especialmente observado no grupo SK-aids. Ao todo, 

cinquenta sequências da ORF K12 foram obtidas partir do DNA salivar de 32 

indivíduos não-SK e 18 com SK-aids. Descrevemos 30 sítios polimórficos 

totalizando uma taxa média de SNPs de 1,96 no grupo SK e de 5,3 no grupo 

não-SK ao longo da ORF K12. Polimorfismos foram predominantes no loci K12-

10a, igualmente reconhecidos em outras sequências de HHV-8 de referência do 

genBank. Os genótipos A/C e B foram inferidos por meio da reconstrução 

filogenética da ORF K12, observando maior frequência do genótipo A/C no grupo 

não-SK, porém sem diferença estatística entre os grupos (p=0,3281). 

Conclusão. A coexcreção salivar de HHV-8 e EBV, associada a alta carga de 

EBV podem ser marcadores complementares úteis do status imune, assim como 

a contagem de CD4 e níveis plasmáticos de HIV.  Polimorfismos na região que 

codifica o miRNA 12-10a e trechos adjacentes foram observados na região da 

ORF K12, não havendo diferença entre os grupos estudados. Mais estudos que 

caracterizem esses alvos que codifiquem miRNA do genoma do HHV-8 na saliva 

são necessários diante da potencial perspectiva da busca de biomarcadores do 

tumor na saliva.  

Palavras-chave: Herpesvirus humano 8. Sarcoma de Kaposi. HIV. Saliva. ORF 

K12. MicroRNAs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Oliveira NPG. Characterization of polymorphisms in miRNA coding regions in the 

genome of Human Herpesvirus 8: comparison of HHV-8 variants between groups 

of individuals with and without AIDS-associated Kaposi's sarcoma [thesis]. São 

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2023. 

Introduction: Human herpesvirus 8 (HHV-8) is the etiologic agent of Kaposi's 

sarcoma (KS). Although cases of KS-AIDS have dramatically decreased after the 

advents of antiretroviral therapy (cART) and immune reconstitution, this form 

remains more aggressive and resistant to treatment. Single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) in the genome of HHV-8 were recently related to altered 

production of microRNAs (miRNA) and recognized as markers of the neoplastic 

process. These miRNAs are encoded in the ORF K12 region and adjacent loci. 

Objective: To characterize SNPs present in the ORF K12 locus of the HHV-8 

genome encoding two miRNAs by comparing HHV-8 isolates between individuals 

living with HIV with and without KS-AIDS in relation to clinical-epidemiological, 

demographic and laboratory data from a convenience sample of 740 individuals 

living with HIV without history of KS and 52 with KS-AIDS, both groups on cART. 

Materials and Methods: A real-time PCR assay of HHV-8 ORF 73 was 

optimized for the most sensitive detection of HHV-8 viral load and selection of 

DNA isolates. Real-time PCR tests were used to assess and compare the 

presence and viral load of other herpesviruses between groups with and without 

KS-AIDS. DNA sequencing by the Sanger method was used to describe and 

compare the profile of SNPs in the ORF K12 locus of the HHV-8 genome. 

Results: We optimized the qPCR for HHV-8 with an efficiency of 92.9% (slope: -

3.5; Y-intercept: 40.4; R2 = 1) and analytical sensitivity of 50 copies/ml, with the 

most sensitive detection of HHV-8 being confirmed in the saliva. The frequencies 

of HHV-8 DNA in saliva were 14,1% in the non-KS group and 51,9% in the AIDS-

KS group. Salivary excretion of EBV was higher for herpesviruses in both groups 

and EBV viral load was higher in the AIDS-KS group. In both groups, male 

individuals in the fourth decade of life predominated, with salivary EBV titers 

being inversely proportional to the circulating CD4 levels and directly proportional 

to plasma HIV levels, especially in the AIDS-KS group. Overall, 50 ORF K12 



sequences were recurrent in the salivary DNA of 32 non-KS individuals and 18 

with KS-AIDS. We described 30 polymorphic sites, totaling an average rate of 

SNPs of 1.96 in the KS-AIDS group and 5.3 in the non-KS group along the ORF 

K12 sequences. Polymorphisms were predominant in K12-10a loci, being also 

recognized in other GenBank reference sequences of HHV8. The A/C and B 

genotypes were inferred through the phylogenetic reconstruction of ORF K12, in 

which a higher frequency of A/C genotype was observed in the non-KS group, 

but with no statistical difference between the groups (p=0.3281). Conclusion. 

Salivary co-excretion of HHV-8 and EBV, associated with high EBV load, may be 

useful complementary markers of immune status as well as CD4 count and 

plasma HIV levels. Polymorphisms in the region encoding miRNA 12-10a and 

adjacent stretches were observed in the ORF K12 region, with no difference 

between the studied groups. More studies characterizing targets encoding the 

miRNA of the HHV-8 genome in the saliva are needed in view of the potential 

perspective of a search for tumor biomarkers in saliva. 

Keywords: Herpesvirus human 8. Saliva. Kaposi's Sarcoma. HIV. ORF K12. 

microRNAs. 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1 Herpesvirus Humano do tipo 8 (HHV-8) é o agente etiológico do 

Sarcoma de Kaposi (KS) 

 Há 30 anos que o Human herpesvirus do tipo 8 (HHV-8) ou Kaposi’s 

Sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) foi descrito pela primeira vez,  por 

Chang et al., 1994, em lesões do tumor Sarcoma de Kaposi (SK) em indivíduos 

infectados por HIV.  O sarcoma de Kaposi passou a ser o estigma dos portadores 

da síndrome da imunodeficiência humana (aids), que surgia na década de 80-90 

durante a epidemia do HIV/aids.   A epidemia de aids teve um papel significativo 

no aumento de casos de SK. No início da década de 80, o SK era considerado 

uma doença rara, afetando 1 pessoa a cada 100.000 a cada 10 anos no Reino 

Unido e 2 pessoas a cada 100.000 nos Estados Unidos. O aumento de casos 

após o início da epidemia de aids foi tão acentuado que o diagnóstico de SK foi 

um dos primeiros indicadores da epidemia de aids nos primeiros anos das 

décadas de 1980-90. Os casos de SK nos Estados Unidos, nesta ocasião, se 

tornaram quase 20.000 vezes mais comuns na população infectada com HIV 

com padrões semelhantes de risco do SK, surgindo na mesma época na 

Austrália e Europa (CESARMAN et al., 2019; ELFORD; MCDONALD; KALDOR, 

1993; HERMANS et al., 1996) 

O aumento da sobrevida de indivíduos infectados por HIV e a redução da 

incidência de SK-aids têm sido notáveis após a evolução das terapias 

antirretrovirais. Desde a adoção da HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) 

até a corrente terapia antirretroviral combinada (ARTc). Porém, apesar da 

redução da incidência de SK, a exposição ao HHV-8 não foi reduzida, e cada 

vez mais tem se relatado a persistência do tumor SK em alguns casos em 

relação aos tempos de infecção por HIV, mesmo sob uso das terapias vigentes 

(VANGIPURAM; TYRING; 2019). 

Enquanto a infecção por HHV-8 foi descrita há três décadas, a 

manifestação da neoplasia foi descrita pela primeira vez há 150 anos, como um 

tumor cutâneo nas extremidades inferiores de indivíduos idosos, a forma clássica 

do sarcoma de Kaposi. A doença recebeu a denominação de sarcoma de Kaposi 
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somente em 1912 em homenagem ao dermatologista húngaro Moritz Kaposi. O 

tumor SK é classificado em quatro formas distintas: (1) forma clássica – 

geralmente encontrada em indivíduos entre 64 e 72 anos na parte ocidental da 

Europa, nas áreas do mediterrâneo e na América do Sul, normalmente levando 

a um quadro crônico da doença; (2) forma endêmica – normalmente limitada à 

África subsaariana, sendo bem mais agressiva e letal com alto índice de 

envolvimento mucocutâneo e/ou visceral;  (3) forma iatrogênica – largamente 

associada à imunossupressão; (4) forma epidêmica (SK associado à aids) – com 

lesões na pele e lesões viscerais, requerendo, muitas vezes, terapias 

antirretrovirais e quimioterapia sistêmica. Há ainda um estudo realizado em Paris 

(DENIS et al., 2018) sobre a infecção do HHV-8 em populações de homens que 

fazem sexo com homens (HSH) sem HIV em uma área com baixa prevalência 

de HHV-8, tendo como características os sintomas clínicos do SK clássico, mas 

em indivíduos significativamente mais jovens, menos linfoedemas e desordens 

linfoproliferativas, e com mais lesões genitais que os outros grupos 

(LANTERNIER et al., 2008; MESRI; CESARMAN; BOSHOFF, 2010; 

RASHIDGHAMAT et al., 2014; VANGIPURAM; TYRING, 2019). 

O SK cutâneo é a forma diagnóstica clínica mais comum da doença, 

sendo caracterizada pela presença de maculopápulas (lesões) 

rosadas/roxeadas, arredondadas e bem definidas, que não somem nem 

sangram sob pressão e apalpação (IFTODE et al., 2020). As mucosas também 

são comumente afetadas pelo SK, afetando a orofaringe (palato duro, palato 

mole, língua dorsal, gengivas e amígdalas), a mucosa genital e a membrana 

conjuntiva. As lesões mucosas podem estar presentes nos quatro tipos de SK, 

sendo que 22% dos casos analisados de pacientes com HIV e SK apresentam 

as primeiras lesões na mucosa oral (FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2013; 

IFTODE et al., 2020). 

O HHV-8 também é conhecido por estar associado ao Linfoma de Efusão 

Primária (PEL), a Doença Multicêntrica de Castleman e a Síndrome Inflamatória 

do Sarcoma de Kaposi (KICS), doenças cuja patogenia está intimamente 

relacionada às fases lítica e latente do vírus (KARASS et al., 2017; MANCUSO 
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et al., 2008; VANGIPURAM; TYRING, 2019) e por causar uma infecção 

permanente do hospedeiro, estando ativo ou não. 

O HHV-8 é hoje conhecido como o agente etiológico de todas as formas 

clínico-epidemiológicas do SK. O SK-aids é uma forma clinico-epidemiológica 

mais frequente e grave; sua evolução varia desde um envolvimento cutâneo 

restrito e insidioso até um quadro de lesões cutâneas localmente agressivas ou 

disseminadas, incluindo um acometimento visceral de rápida progressão 

(CHOKUNONGA et al., 2013; HYMES et al., 1981; MESRI; CESARMAN; 

BOSHOFF, 2010). 

Em pessoas vivendo com HIV (PVHIV), o advento da terapia antirretroviral 

combinada não só reduziu drasticamente o risco de SK, mas também mudou o 

manejo para o controle do tumor. De fato, o ARTc é essencial no manejo do SK 

quando a imunossupressão é reversível e é a primeira opção de tratamento do 

SK em PVHIV. Na maioria das vezes, a restauração imune ocorre após vários 

meses e leva, por si só, à regressão das lesões do SK para formas localizadas 

não graves. Na forma mais grave, são necessários tratamentos sistêmicos que 

podem contar com agentes quimioterápicos como doxorrubicina lipossomal ou 

taxanos ou terapia imunomoduladora (interferon alfa ou PEG-interferon) ou 

agentes antiangiogênicos (GRABAR; COSTAGLIOLA, 2021). 

Em números absolutos, houve 34.270 novos casos de SK e o número de 

mortes foi de 15.086 (44%), segundo Ferlay et al., 2020. 
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1.2 Transmissão e distribuição do HHV-8 

 

A despeito de que a via sexual de HHV-8 tenha sido descrita inicialmente 

no contexto SK-aids, outras vias de transmissão de HHV-8 diferentes são 

importantes e comumente reportadas em populacionais particulares. 

Em regiões endêmicas, como na África e entre ameríndios, os estudos 

soroepidemiológicos mostraram que a infecção por HHV-8 ocorre também na 

infância e aumenta com a idade, consistente com a indicação de transmissão 

viral horizontal não sexual. Nessas populações, o HHV-8 favoravelmente é 

transmitido na infância via saliva, fluído em que se observa as maiores cargas 

virais (MARIGGIÒ; KOCH; SCHULZ, 2017; UEDA, 2018). DUUS et al., 2004 

demonstraram que células epiteliais do trato oral 

são suscetíveis à infecção por HHV-8 e que o epitélio oral parece ser um 

reservatório do HHV-8, assim como para os herpesvirus humanos orais.  

MILLER et al., 2006 encontraram 24% de positividade na saliva em 

voluntários adultos HIV-negativo e KS-negativo do campus universitário de 

Kentucky (EUA), região em que a prevalência de anticorpos anti-HHV-8 na 

população geral é baixa.  

 O vírus tem sido encontrado em outros tecidos e fluidos, tais como o como 

leite materno, sêmen e sangue (CESARMAN et al., 2019; NATIONAL CANCER 

INSTITUTE, 2017). 

Há também algumas evidências de que o HHV-8 seja transmitido por 

transfusões sanguíneas, uso de drogas injetáveis (tal estatística não se separa 

da estatística de contaminação através de contato sexual, pois não há evidências 

o suficiente para separá-las) e por transplante de órgãos caso haja células 

tumorais de KS no transplante. No entanto, de acordo com Francès et al., 2009 

e Parravicini et al., 1997,  esse evento não seja exatamente decisivo, pois muitos 

dos casos estudados que desenvolveram o KS pós-transplante já tinham 

histórico de infeção por HHV-8 (MARIGGIÒ; KOCH; SCHULZ, 2017). Em 

pacientes de transplante e associado a aids em áreas hiperendêmicas para 

HHV-8, o tumor KS também tende a apresentar uma difusão maior em  lesões 
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no rosto, tronco, linfonodos, mucosa oral e órgãos viscerais, além de ter sido 

observado em diversos órgãos do corpo, como pulmões e sistema 

gastrointestinal (LEÃO et al., 1999; VANGIPURAM; TYRING, 2019).Na Europa 

e nos Estados Unidos, a prevalência do HHV-8 é baixa na população em geral 

(<4%) e alta em homens que fazem sexo com homens (HSH). A meta-análise 

de Rohner et al., 2016 mostrou que a infecção pelo HIV está associada a 

soroprevalência aumentada do HHV-8, sendo uma proporção de 30- 47% entre 

os indivíduos infectados por HIV (BEYARI et al., 2003; GRABAR; 

COSTAGLIOLA, 2021; MAMIMANDJIAMI et al., 2021; VAN DER MEULEN et al., 

2021).  

No Brasil, a soroprevalência pode variar bastante dependendo do estudo e 

local, visto que os dados são ainda insuficientes para conhecer a completa 

prevalência de HHV-8 na população brasileira. Estudos em São Paulo 

encontraram prevalências entre 3,8 e 4,6%, assim como uma prevalência de 

26%. A soroprevalência de HHV-8 é de 20,4 -30 % entre indivíduos brasileiros 

infectados por HIV (CHABAY et al., 2020; FERREIRA et al., 2003; MACHADO 

et al., 2016; MAGRI et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2008; PÉREZ et al., 2004; 

ZAGO et al., 2000). No estudo de Nascimento et al., 2009 a prevalência de HHV-

8 na população de indígenas residentes da região Mapuera, no Pará foi de 

81,1%, consideravelmente maior que a soroprevalência dos residentes não 

indígenas, que foi de 27,07%. Tais resultados concordam com os resultados 

obtidos por BIGGAR et al., 2000, que obteve uma positividade de 79% entre 

adultos e crianças, entre 6 e 68 anos, de outras 6 vilas indígenas da região. Ainda 

no estudo de BIGGAR et al., 2000,  foi feita uma análise da amostragem 

serológica histórica de 16 vilas indígenas, representando falantes das línguas 

Tupi-, Ge- e Carib-, numa amostragem de 746 indivíduos. Em tal análise, em 

crianças menores de 10 anos, a soroprevalência para HHV-8 foi de 41%, e 

aumenta lentamente para 65% em indivíduos com idade maior que 30 anos, com 

um aumento similar entre os sexos. 
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1.3 Prevalência de HHV-8 baseada na detecção de DNA 

  

A partir da descoberta de Chang et al., 1994, o estudo da prevalência do HHV-8 

baseada na detecção do DNA do HHV-8 começou a ser praticada por PCR em 

biópsia de tecido (BOSHOFF et al., 1995; CHANG et al., 1996; DUPIN et al., 

1995), em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) (ISHAK et al., 

2007; MOORE et al., 1996) e na saliva (BLACKBOURN et al., 1998; DE FRANÇA 

et al., 2011; DE SOUZA et al., 2007; DEL MISTRO et al., 2012). Os estudos tem 

apontado que vírions e DNA de HHV-8 estão presentes em altos níveis na saliva 

de pacientes infectados por HIV (KOURÍ et al., 2010; LEBBÉ; LEGENDRE; 

FRANCÈS, 2008; MANCUSO et al., 2011; SOUZA et al., 2010) e que a saliva 

desses indivíduos, com ou sem lesões de SK, é uma fonte de infecção para HHV-

8 (BLACKBOURN et al., 1998; KOELLE et al., 1997; LEBBÉ; LEGENDRE; 

FRANCÈS, 2008; VANGIPURAM; TYRING, 2019; ZONG et al., 2007). DNA do 

HHV8 foi mais frequentemente encontrado em mais altas concentrações no 

fluído oral do que em células mononucleares do sangue periférico e no plasma, 

e ainda menos frequentemente no sémen, secreções prostáticas, uretrais e em 

swab anal de HSH com ou sem HIV. 

Uma maior taxa de detecção de DNA de HHV-8 na saliva tem sido associada à 

contagem de células T CD4+ (> 350 células/mm3 e estável) em indivíduos 

infectados por HIV (GANDHI et al., 2004), igualmente para a taxa de DNA de 

HHV-8 no plasma (TEDESCHI et al., 2001), de modo a representar uma maior 

chance de transmissão do HHV-8 nessa condição. 

Em populações de alta endemicidade de HHV-8 na África e entre ameríndios, há 

evidências consistentes de transmissão do HHV-8 da mãe para filho através de 

saliva (BORGES et al., 2012; DEDICOAT et al., 2004; PLANCOULAINE et al., 

2000). 

Além das indicações epidemiológicas, a associação da saliva na transmissão do 

HHV-8 está também fundamentada em estudos que demonstraram a replicação 

do HHV-8 nas células do epitélio oral. O primeiro estudo de infectividade da 

saliva foi demonstrada por Vieira et al., 1997, que demonstraram a viabilidade 
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do HHV-8 em amostras de saliva inoculadas em cultura de células após treze 

passagens. 

Posteriormente, Duus et al., 2004 demonstraram que células epiteliais do trato 

oral são suscetíveis à infecção por HHV-8 e que o epitélio oral pode ser, de fato, 

um reservatório do HHV-8, assim como ocorre com os outros hespesvirus orais. 

Vários trabalhos demonstraram a presença do DNA do HHV-8 na cavidade oral 

pela técnica de PCR em pacientes infectados por HIV ou não, em taxas de 

positividade que variaram entre indivíduos com SK-aids (15 a 71%) e não-SK (15 

a 61%) (BLACKBOURN et al., 1998; CANNON; PHILPOTT; CESARMAN, 2003; 

CASPER et al., 2004; DI ALBERTI et al., 1997; KOELLE et al., 1997; LAMPINEN 

et al., 2000; PAUK et al., 2000; TRIANTOS et al., 2004)  

LADUCA et al., 1998 quantificaram DNA de HHV-8 em diferentes amostras 

clínicas de indivíduos com SK e observaram alto número de cópias de DNA na 

saliva (33.000 cópias/μg) de 37% dos casos, comparado ao encontrado em 

células mononucleares do sangue periférico (9.000 cópias/ μg) de 46% dos 

casos, no plasma (40 cópias/μg) de 7%, no sêmen (300 cópias/μg) de 12%. Nas 

lesões de SK encontrou-se DNA do HHV-8 em 92% dos casos (64.000 

cópias/μg). Casper et al., 2007 apontaram alta taxa de excreção intermitente de 

HHV-8 na saliva (61%) em HSH não infectados pelo HIV e sem SK. 

 

1.4 Epidemiologia Molecular 

 

O HHV-8 não apresenta uma distribuição ubíqua como os outros 

hespesvirus (Figura 1). A sua distribuição é maior em países do mediterrâneo 

(Itália, França, Grécia), nos países da África abaixo do deserto do Saara, nos 

Estados Unidos, América do sul (em especial a população de ameríndios e 

Peru), China e Austrália, e mesmo nos países mostrados, a porcentagem de 

soroprevalência é relativamente baixa, se mantendo em torno de 20% quando 

se desconsidera o Peru e os países subsaarianos africanos (CESARMAN, et al., 

2019).  
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Figura 1 - Soroprevalência do HHV-8 pelo mundo (Fonte: CESARMAN et al., 2019) 

 

Os estudos de epidemiologia molecular são baseados principalmente na 

análise da variabilidade (VR) de seu genoma que são usadas para classificar os 

genótipos de HHV-8. O mais usado é o segmento da ORF K1 (Open Reading 

Frames, Fases de leitura aberta) do genoma do HHV-8. A partir dele é possível 

identificar 7 genótipos, de A a G, e diversos subgenótipos, que foram descritos 

para os genótipos A a E, enquanto que os genótipos F e G são menos frequentes 

e, consequentemente, menos descritos (BORALEVI et al., 1998; CATERINO-

DE-ARAUJO, 1998; ISHAK et al., 2007; KOURI et al., 2005; LEAO et al., 2013; 

MANCUSO et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2005; HAYWARD; ZONG, 2007 

apud PÉREZ; TOUS, 2017; RAMOS DA SILVA et al., 2011; RAMOS-DA-SILVA 

et al., 2006; TOZETTO-MENDOZA et al., 2016; PÉREZ; TOUS, 2017). 

Ainda não existe um consenso sobre a classificação dos genótipos do HHV-

8 e os estudos de epidemiologia molecular se dirigem a investigar a sua 

distribuição pelos continentes por meia da análise da variabilidade da ORF K1 

de seu genoma (HULANIUK et al., 2021; MESRI; CESARMAN; BOSHOFF, 

2010; SCHULZ, 2000). Há ainda o interesse de avaliar se há possíveis 

associações de seus genótipos com o desenvolvimento do SK. MANCUSO et 

al., 2008 demonstraram uma relação entre o genótipo A e a progressão rápida 
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do SK. Ainda, TOZETTO-MENDOZA, et al 2013 mostraram que a evolução de 

SK em relação à piora clínica foi significativamente menor na presença do 

genótipo B. No entanto, a variabilidade genética de HHV-8 e a sua possível 

relação com o prognóstico ou  evolução de SK não foi ainda esclarecida.  

Lopes et al., 2021 representaram a distribuição de genótipos de HHV-8 

pelos continentes (Figura 2).  
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Figura 2  - Distribuição dos Genótipos do HHV-8 pelo mundo.  Fonte: Lopes et al., 2021 
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1.5 Classificação dos herpesvirus e enfoque ao genoma do HHV-8 

 

  HHV-8 pertence ao gênero Rhadinovirus, da subfamília 

Gammaherpesvirinae (γ-herpesvirinae), que também inclui o Epstein Barr vírus 

ou HHV-4. Outras duas subfamílas dos herpesvirus são: subfamília 

Alphaherpesvirinae (α-herpesvirinae), que inclui o herpesvirus 1 (HVS-1) e 2 

(HVS-2), e ainda o vírus varicela/zoster (HHV-3), e a subfamília 

Betaherpesvirinae (β-herpesvirinae), que inclui os HHV-5 ou Citomegalovírus, 

HHV-6 e HHV-7 (MOORE et al., 1996).  

A subfamília Gamaherpesvirinae contém dois gêneros que incluem os 

gamma-1 ou Lymprhocryptovirus (LCV) e o gamma-2 ou Rhadnovirus (RDV). O 

EBV é o único LCV e o HHV-8 é o único RDV até o momento descobertos que 

são capazes de infectar o homem.  

O DNA do HHV-8 apresenta similaridade maior com membros da 

subfamília Gammaherpesvirinae que não causam doença em humanos, diferente 

do EBV, agente da mononucleose infecciosa e associado ao linfoma de Burkit e 

a outras formas de câncer em humanos (EDELMAN, 2005). O HHV-8 tem 

proximidade evolutiva ao Herpesvirus saimiri (HSV),  também do gênero 

Rhadnovirus o qual pode causar linfoma fulminante de células T em seus 

hospedeiros primatas e pode imortalizar linfócitos T infectados (MOORE; 

CHANG, 2001). A Figura 3 mostra a relação filogenética dos herpesvirus. 
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Figura 3 - Árvore filogenética dos hespesvirus. Hespesvirus 8 humano (HHV-8) ou hespesvirus 
associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV), é um membro da subfamília Gamaherpesvirinae, 
gênero Rhadinovírus. EBV, vírus Epstein Barr; EHV-2, hespesvirus equino tipo 2; HVS, 
hespesvirus saimiri; HSV-1, hespesvirus simples tipo1; HSV-2, hespesvirus simples tipo 2; EHV-
1, hespesvirus eqüino tipo 1; PRV, vírus pseudo- rábico; VZV, vírus da varicela-zoster; HCMV, 
citomegalovírus humano; HHV-6, herpesvirus 6 humano e HHV-7, hespesvirus 7 humano. 
Modificado de Moore et al.,1996b; Ganem et al, 2010). Fonte: Fenner and White’s Medical 
Virology (fifth Edition), 2017 

 

1.6 Estrutura e genoma do HHV-8 
 

A sua estrutura viral do HHV-8 (Figura 4) apresenta um envelope composto 

de uma bicamada lipídica dividida internamente, e contém diversas 

glicoproteínas conservadas comum dos herpesvirus, assim como outras únicas, 

como a gpK18.1A e B, as ORFs 4, 27, 28 e 68, associadas com o ciclo lítico (DAI 

et al., 2018; HONG; LEE, 2001; REZAEE et al., 2006; VAN DER MEULEN et al., 

2021; YAN et al., 2019). Dentre as ORFs presentes no genoma do HHV-8, 

destacam-se, neste trabalho, a ORF K1, que codifica a proteína K1, participante 
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de diversas estruturas da partícula viral, e a ORF K12, cuja principal proteína 

codificada é a kaposina, responsável também pela alteração de forma de células 

infectadas (CORDIALI-FEI et al., 2015; LEÃO et al., 1999; PÉREZ; TOUS, 2017). 

 

Figura 4 - Estrutura da partícula viral abrigando o genoma de DNA do HHV-8: envoltório 
lipoprotéico, capsídeo icosaédrico. Fonte na imagem 

 

O genoma do HHV-8 tem tamanho aproximado de 165 a 170 kb, é 

composto por DNA em fita dupla, apresentando mais de 80 ORFs. A região das 

ORFs ocupa 138-140,5 kb em comprimento no genoma, e as extremidades da 

sequência apresentam regiões denominadas TR (Terminal Repeats) que são 

unidades repetitivas que variam de 16-75 Kb, gerando variações no tamanho do 

genoma (WEN E DAMANIA, 2010). A Figura 5, a seguir, apresenta a estrutura 

da sequência completa do genoma do HHV-8 e destaca os genes exclusivos do 

HHV-8 (K1-K15).  
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Figura 5 - Mapa do genoma do HHV-8, destacando o locus que contém a região codificadora de 
miRNA abrangendo a ORF K12 e região adjacente ao gene FLIP (cor azul). Esquemas da 
disposição da leitura das ORFs ao longo do genoma viral indicadas por setas e o locus codificante 
de miRNA em pontilhado. As ORFs exclusivas ao genoma do HHV-8 (K1-K15) foram 
representadas por setas pretas. As ORFs comuns a outros Rhadnovírus e comuns a outros 
gamma-hespesvirus (exemplo, EBV) foram representadas por setas de cor cinza escura e cinza 
clara, respectivamente. As regiões ocupadas por setas de cor branca representam a disposição 
das ORFs comuns a maioria dos hespesvirus. Os números marcados linearmente ao longo do 
genoma indicam a posição aproximada no genoma em kilobases (Kb); TR - unidades repetitivas 
terminais flanqueando o genoma (Wen e Damania, 2010). 

 

O genoma do HHV-8 foi sequenciado e analisado na sua forma epissomal 

extracromossômica, sendo dividido em blocos de genes estruturais altamente 

conservados e semelhantes aos genes estruturais encontrados em outros 

herpesvirus. A porção central do genoma é flanqueada por genes que têm pouca 

ou nenhuma similaridade com outros herpesvirus. O genoma apresenta uma 

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

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

denominada “L ADN”, encontram-se as ORFs. Em ambas as extremidades da “L 

ADN” estão localizadas as regiões terminais (TR), contendo sítios reguladores 

com altas concentrações de G+C (84 %) e denominadas “H ADN” (RUSSO et 
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al., 1996; WEN E DAMANIA, 2010).  As ORFs homólogas ao HVS (Herpesvirus 

saimiri) são enumeradas de 1 a 75 e as outras quinze ORFs identificadas no 

genoma do HHV-8, que são únicas desse herpesvirus, são designadas com o 

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

K (K4.1, K4.2, K8.1 e K10) (RUSSO et al.,1996; JENNER E BOSHOFF, 2002). 

Algumas ORFs são homólogas aos genes celulares humanos (MOORE E 

CHANG, 2001; REZAEE et al., 2006). 

 

1.7 Biogênese das moléculas de miRNA celulares e virais, ênfase HHV-8 

Uma região codificadora de microRNA (miRNA) é uma porção de DNA que 

codifica como produto final uma fita simples de RNA que pode medir até 22-24 

nucleotídeos, é o que chamamos de miRNA. Em geral, os miRNAs têm sua ação 

centrada na regulação de expressão de RNA mensageiro (RNAm), fase pós-

transcricional. Esses miRNAs reconhecem e interagem com o RNAm 

correspondente por complementariedade entre seus pares de bases (DAI et al., 

2018; UEDA, 2018). A expressão alterada desses miRNAs tem sido proposta 

como um modulador do processo patogênico, visto que geram miRNA com 

sequências de nucleotídeos alteradas, que perdem a capacidade de se ligar de 

forma complementar aos seus respectivos transcritos ou RNAm, 

consequentemente, alterando a expressão gênica da célula hospedeira (CAI; 

PAN; LU, 2010; CAI et al., 2005; YANG et al., 2015). Alguns autores começaram 

a demonstrar que a presença de certos SNPs em sítios codificadores de miRNA 

possam representar um fator de virulência do HHV-8 e aumentar o risco de 

desenvolvimento do SK (MARSHALL et al 2011, MARSHALL et al, 2018). 

Os miRNAs celulares estão envolvidos na regulação de quase todas as vias 

celulares, como proliferação, diferenciação, apoptose, resposta ao estresse e 

regulação transcricional. A sua desregulação tem sido associada a diversas 

doenças, como o câncer. De fato, dada a importância dos miRNAs para a 

homeostase celular, é evolutivamente esperado que os vírus aproveitem esta 

via. Os vírus são capazes de codificar e expressar miRNAs virais funcionais que 

têm como alvo os transcritos virais e celulares. Além disso, a inibição viral de 
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proteínas-chave e as alterações importantes no pool de microRNAs celulares 

têm sido relatadas por consequência da infecção viral. Além disso, os vírus 

desenvolveram vários mecanismos para evitar serem alvo de miRNAs celulares. 

Essa complexa interação entre hospedeiro e vírus para controlar a via do miRNA 

geralmente favorece a infecção e a persistência viral, seja reduzindo a detecção 

imunológica, evitando a apoptose, promovendo o crescimento celular ou 

promovendo infecção lítica ou latente. Um dos melhores exemplos dessa 

interação vírus-hospedeiro-microRNA está nos membros da família 

Herperviridae, ou seja, o vírus herpes simplex tipo 1 e tipo 2 (HSV-1 e HSV-2), 

citomegalovírus humano (HCMV), herpesvirus humano 8 (HHV-8) e o vírus 

Epstein-Barr (EBV) (PIEDADE E AZEVEDO-PEREIRA, 2016). 

VIRmiRNA é a primeira fonte de pesquisa experimental de miRNA viral e 

seus alvos, e é um site, referenciado como Qureshi et al., 2014. Em sua página 

há três subbancos de dados. São eles:  

(1) miRNAs virais experimentais, que contém 1.308 descrições de miRNAs 

codificados por 44 vírus;  

(2) alvos de miRNA viral experimental, contendo 7.283 descrições de alvos 

de miRNA para 15 vírus;  

(3) miRNAs antivirais experimentais, contendo 542 miRNAs antivirais 

direcionados a diferentes processos para 24 vírus.  

Há 30 referências de sequências de miRNAs codificadas no genoma do 

HHV-8, disponíveis em Qureshi et al., 2014, indicando as publicações e com uma 

extensiva lista de alvos de miRNA de HHV-8, que parecem interferir na sua 

latência e na linfomagênese. Ainda outro banco de dados é o MirBase, 

constituído de sequências e anotações de miRNA já publicados (“miRBase”, 

2006) em que contém 40 achados de miRNAs de HHV-8, sendo 13 sequências 

disponíveis referenciadas na literatura até o momento.  

Os miRNAs codificados por vírus foram descobertos pela primeira vez em 

células de linfoma de Burkitt infectadas pelo vírus Epstein-Barr (EBV) e foram 

subsequentemente identificados em muitos alfas, betas e gammaherpesvirus.  
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Os bancos de dados mostraram que o HHV-8 codifica 27 regiões maduras 

de miRNAs a partir de 12 regiões pré-virais de miRNAs (pré-miRNA), e 10 deles 

se encontram entre a ORF K12 e a ORF 71. Dois destes, miR-K12 e a miR-K10, 

estão posicionados dentro da ORF K12, adjacente a área codificadora da 

proteína Kaposina. Os miRNAs maduros são abundantemente encontrados em 

lesões do Sarcoma de Kaposi e da Doença Multicêntrica de Castleman, e de 

acordo com estudos, os níveis desses miRNAs variam de acordo com os ciclos 

virais, podem ser expressas até 2.200 cópias de um único miRNA em uma célula 

(ABEND; ULDRICK; ZIEGELBAUER, 2010; DAI et al., 2018; QIN et al., 2017; 

RAMALINGAM; KIEFFER-KWON; ZIEGELBAUER, 2012; SAMOLS et al., 2005; 

YAN et al., 2019; ZIEGELBAUER, 2011). Marshall et al., 2018 detectaram baixos 

níveis de determinados miRNA de HHV-8, ilustrando variações em suas 

sequências associadas a alterações nos níveis de miRNA maduro, concluindo 

que os níveis de miRNAs maduros codificados por HHV-8 em lesões de SK 

podem ser associados aos polimorfismos em regiões de DNA viral que os 

codificam ou na estrutura modificada de seus transcritos intermediários (HAN et 

al., 2013). Essas descobertas sobre miRNAs codificados por HHV-8 ofereceram 

a oportunidade de examinar variações de sequência nas regiões de sua 

codificação no genoma do HHV-8 e em seus transcritos com o potencial de afetar 

padrões de expressão de genes virais e dos hospedeiros. 

O miRNA ligado ao seu alvo complementar de mRNAs leva a inibir a sua 

respectiva tradução, consequentemente levando a queda expressão desse 

mRNA. Os miRNAs são processados a partir de transcritos precursores da 

polimerase II (Pol II) por dois tipos de endonucleases III de RNA. No núcleo, os 

precursores de miRNAs maduros antes da clivagem de Drosha (pri-microRNAs) 

formam um hairpin (estrutura em forma de grampo), que é clivado por 

Drosha/DGCR8. O pré-microRNA resultante (após a clivagem de Drosha) é 

eficientemente exportado para o citoplasma, onde é reconhecido por Dicer, que 

cliva a parte a estrutura protuberante do grampo para gerar uma molécula de 

RNA de fita dupla. Normalmente, uma fita, o miRNA maduro, é então incorporada 

ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Para alguns miRNAs 
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humanos e muitos virais, ambas as cadeias podem ser incorporadas no RISC 

(Figura 6) (AMARAL et al., 2010).  

 

 

Figura 6 - Biogênese e mecanismos de ação dos miRNAs. Fonte da imagem: 
http://crdd.osdd.net/servers/virmirna/index.html. 

 

1.8 Enfoque a ORF K12: locus codificante da Kaposina e codificadora de 

miRNAs   

A ORF K12 do genoma do HHV-8 é uma região investigada por transcrever 

a Kaposina, um peptídeo altamente hidrofóbico contendo 60 aminoácidos de 

tamanho, responsável, majoritariamente, por promover a mudança de formato 

das células infectadas pelo HHV-8 em ciclo lítico para um formato mais fusiforme, 

além de ser uma proteína marcadora da infecção latente em tumores do SK. É 

bastante comum identificar a expressão gênica da ORF K12 durante a latência 

e, durante o ciclo lítico, sua expressão é, ainda, amplificada por outros fatores. 

Sua expressão é tão presente no ciclo viral que pode ser encontrada em até 85% 

http://crdd.osdd.net/servers/virmirna/index.html
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das células fusiformes infectadas com HHV-8 (KLEER et al., 2022; 

MURALIDHAR et al., 1998; QIN et al., 2017). Além da Kaposina, o locus da ORF 

K 12 contém dois loci que são regiões codificadora de miRNA de cerca de 22 

nucleotídeos.  

Embora com uma casuística restrita, esses estudos observaram um perfil 

distinto de SNPs em regiões codificadoras de miRNA de HHV-8 infectando 

pacientes com SK-aids (CHOI et al., 2015; HAN et al., 2013; MARSHALL et al., 

2007, 2010; RAY et al., 2012). 

Há dez anos, Hans et al., 2013 analisaram funcionalmente polimorfismos 

de um único nucleotídeo ou múltiplos em regiões codificadoras de miRNA de 

HHV-8, alguns das quais foram previstos como gerando variantes da estrutura 

secundária de pré-microRNAs, de modo a apoiar a hipótese de que esses 

polimorfismos se refletem em diferenças de expressão de miRNA que estão 

associadas a diferentes fenótipos clínicos em pacientes infectados por HHV-8. 

Previamente, outros estudos observaram que, embora essa região do genoma 

do HHV-8 fosse, em geral, altamente conservada, um grupo distinto de 

sequências apresentaram uma divergência substancial (MARSHALL et al., 

2007). Também observaram polimorfismos de nucleotídeos múltiplos ou únicos 

em sequências pré-microRNA de K12-2, -4, -5, -6, -7, -9 e -10. Em estudos 

subsequentes em análises detalhadas de SNPs na região codificadora de 

miRNA do HHV-8, observaram uma associação dessas variações genéticas com 

o risco de SK-aids (COLANTONIO; MARTÍ; RUBINSTEIN, 2010), MCD e 

síndrome de citocina inflamatória associada ao KSHV (KICS)(RAY et al., 2012), 

uma condição associada a uma carga viral extremamente alta (ULDRICK et al., 

2010). Um estudo anterior, usando ensaios in vitro, relatou que um SNP 

observado no precursor do miRNA K12 5 (miR-K12-5) afeta o processamento da 

enzima Drosha e subsequentemente afeta a expressão de miRNA maduro em 

linhagens celulares PEL (GOTTWEIN; CAI; CULLEN, 2006). Por fim, juntos, 

esses dados indicam que esses SNPs podem ter consequências fenotípicas 

para a biologia e patogênese viral. 
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1.9 Função dos miRNAs do HHV-8 e seus alvos celulares 
 

Dois grupos, Lu et al., 2010 e Ye et al., 2008, se utilizando de versões 

mutadas do HHV-8, onde 10 dos 12 miRNAs foram deletados, deixando somente 

os miR-K12 e miR-k10, puderam observar um aumento na expressão de 

proteínas líticas, quando comparadas com a versão selvagem do vírus. Tal 

fenótipo seria suprimido com a presença dos outros miRNA virais.  

Além disso, o estudo de Abend; Uldrick; Ziegelbauer, 2010 mostrou que o 

miR-k10a age diretamente diminuindo a expressão de proteínas receptoras 

indutoras de apoptose.  

Sabe-se também que, por exemplo, os miR-K9-5p e miR-k12-7, junto com 

o miR-K12-9, foram identificados inibindo a expressão de Ativadores de 

replicação e transcrição (RTA) viral, ou seja, têm um papel importante na 

mudança de fase viral, de latente para lítica. Outros miRNAs tem papeis tão 

importantes quanto, como é o exemplo da miR-K2 e a miR-K5 que tem como 

alvo reduzir as proteínas supressoras de tumor tropomiosina, um fator crítico 

para a angiogênese e patogênese do HHV-8 (HUSSEIN et al., 2019; PEARCE; 

MATSUMURA; WILSON, 2005; YAN et al., 2019). 

A Tabela 1 abaixo, construída por Piedade e Azevedo-Pereira, 2016, 

sumariza os diferentes miRNAs do HHV-8. Segundo dados revisados por  

Piedade e Azevedo-Pereira, 2016, esses miRNAs parecem desempenhar um 

papel na patogênese viral de maneira específica da doença.  Parece possível 

que os miRNAs virais exibam funções diferentes, dependendo do tipo de célula 

infectada. Os miRNAs do KSHV têm como alvo vários genes celulares 

importantes para o funcionamento normal das células. Além disso, os miRNAs 

do HHV-8 contribuem para a evasão e modulação imune, evitam a apoptose e 

contribuem para a tumorigênese. Os miRNAs codificados por HHV-8 podem 

inibir a resposta imune inata. kshv-miR-K12-9 tem como alvo IRAK1 (quinase 1 

associada ao receptor de interleucina-1), enquanto kshv-miR-K12-5 tem como 

alvo MYD88 (resposta primária de diferenciação mieloide). Tanto IRAK1 quanto 

MYD88 medeiam a sinalização de TLR/IL-1R, e sua repressão resulta em 
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inflamação reduzida. Além disso, kshv-miR-K12-11 tem como alvo IκB quinase-

epsilon (IKKε), resultando em sinalização de interferon tipo I atenuada. 

Semelhante ao Citomegalovírus e ao EBV, o HHV-8 evita o reconhecimento e a 

morte das células NK codificando um miRNA, kshv-miR-K12-1, que tem como 

alvo o mRNA do MICB. Além da modulação do reconhecimento das células NK, 

o HHV-8 também modula a secreção de citocinas. Um miRNA viral, kshv-miR-

K12-10, tem como alvo o indutor fraco do receptor de apoptose semelhante ao 

fator de necrose tumoral (TWEAKR). A repressão de TWEAKR reduz as 

interações com seu ligante, resultando em expressão reduzida de IL-8 e proteína 

que induz a quimiotaxia de monócitos 1 (MCP-1). Além disso, kshv-mir-K12-3 e 

kshv-miR-K12-7 reprimem C/EBPβ (CCAAT/proteína de ligação ao intensificador 

β), um repressor transcricional de IL-6 e IL-10 [168], duas citocinas que 

promovem crescimento celular de células infectadas por KSHV e angiogênese. 

No entanto, ainda não está claro se esses dois miRNAs virais têm como alvo 

C/EBPβ direta ou indiretamente, visando outros fatores a montante. Em 

contraste, kshv-miR-K12-11 tem como alvo direto C/EBPβ e demonstrou 

contribuir para a expansão de células B esplênicas e linfomagênese associada 

a KSHV. Portanto, está bem estabelecido que os miRNAs do KSHV regulam 

cooperativamente a expressão de citocinas para facilitar a infecção e a 

oncogênese, evitando o sistema imunológico do hospedeiro (PIEDADE E 

AZEVEDO-PEREIRA, 2016).  
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Tabela 1 - Descrição dos principais miRNAs do HHV-8, seus alvos e o seu papel preditivo. 

miRNA HHV-8 Alvo Papel predito 

K12-1 

MICB Evasão Imune 

P21 Oncogênese 

IkBα 
Sobrevivência celular 

Modular infecção lítica/latente 

Caspase 3 Sobrevivência celular 

xCT expression Facilitar a entrada viral 

K12-3 

C/EBPβ 
Evasão Imune 

Sobrevivência celular 
Oncogênese 

Caspase 3 Sobrevivência celular 

NFIB Modular infecção lítica/latente 

K12-4 RBL2 Modular infecção lítica/latente 

Caspase 3 Sobrevivência celular 

K12-5 
BCLAF1 Modular infecção lítica/latente 

MYD88 Evasão Imune 

K12-6 xCT expression Facilitar a entrada viral 

K12-7 
C/EBPβ 

Evasão Imune 
Sobrevivência celular 

Oncogênese 

KSHV ORF 50 Modular infecção lítica/latente 

K12-9 

IRAK1 Evasão Imune 

xCT expression Facilitar a entrada viral 

KSHV ORF 50 Modular infecção lítica/latente 

BCLAF1 Modular infecção lítica/latente 

K12-10 
TWEAKR 

Evasão Imune 
Sobrevivência celular 

TGFBR2 
Sobrevivência celular 

Oncogênese 

K12-11 

IKKε 
Evasão Imune 

Modular infecção lítica/latente 

C/EBPβ 
Evasão Imune 

Sobrevivência celular 
Oncogênese 

SMAD5 
Sobrevivência celular 

Oncogênese 

xCT expression Facilitar a entrada viral 
Fonte: PIEDADE E AZEVEDO-PEREIRA, 2016 
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1.10 Transativação viral e coinfecção entre HHV-8 e outros herpesvirus 
 

A coinfecção do HHV-8 e outros vírus, incluindo os herpesvirus, pode ser 

um cofator importante pela possibilidade da transativação e interação entre seus 

genes e produtos. Um mecanismo que serve de exemplo dessa transativação é 

dado pelos estudos que apontaram que a replicação do HIV, e não a 

reconstituição imune, possa ter um importante papel na resolução do SK, devido 

a interação que ocorre entre o HHV-8 e o gene Tat (Tat do inglês, Transactive 

transcription) do HIV.  Estudos indicaram que o HIV induz a replicação lítica do 

HHV-8, por meio da proteína Tat, que aumenta a atividade de genes envolvidos 

na angiogênese, proliferação e replicação viral (AOKI et al., 2007, NGUYEN et al., 

2008). Alguns outros contextos apoiam o potencial dessas interações ocorrem, 

como tem sido abordados na literatura, com EBV, o CMV (human 

cytomegalovirus – HHV-5) e o HHV-6 (MCHUGH et al., 2017; THAKKER; 

VERMA, 2016).  

 

1.10.1 EBV 

 

Similarmente ao HHV-8, o EBV é um gammaherpesvirus, e o agente 

etiológico do Linfoma de Burkitt, assim como o HHV-8, o risco do 

desenvolvimento de cânceres associados ao EBV aumenta em pacientes 

imunocomprometidos. Além disso, os dois vírus compartilham um tropismo por 

linfócitos B como alvo de latência, o que gera interações diretas entre eles. 

(SPADAVECCHIA et al., 2010; THAKKER; VERMA, 2016). Ainda, estudos na 

África, em que a prevalência do HHV-8 é alta, especialmente na infância, a 

persistência da infecção por ambos tem sido associada ao desenvolvimento 

maior de neoplasia em relação ao tempo de exposição a esses agentes  

O grande problema ocorre nos primeiros momentos das infecções de EBV 

e HHV-8, onde proteínas do EBV e do HHV-8, a RTA do HHV-8 e a ZTA do EBV, 

inibem uma à outra, e sendo assim, a que estiver em maior concentração na 

célula predomina e dá continuidade ao ciclo viral a que pertence, inibindo a 
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“concorrente”. Existe um nível de especulação quanto aos mecanismos desses 

vírus se inibirem, provavelmente para limitar a concorrência por recursos a curto 

prazo (THAKKER; VERMA, 2016; UEDA et al., 2011; XU et al., 2007). 

A longo prazo, porém, nota-se um aumento considerável nos níveis de 

infecção de ambos os vírus, visto que ambos são tumorigênicos. Uma vez 

estabelecidos no hospedeiro, podem se aproveitar dos efeitos inflamatórios das 

citocinas um do outro e aumentar efetivamente o potencial para a formação de 

tumores e doenças associadas (HAECKER; RENNE, 2014; KING et al., 2015; 

LUI et al., 2009; THAKKER; VERMA, 2016). No trabalho de McHugh et al., 2017 

foi analisado um sistema com camundongos sistematicamente infectados com 

HHV-8 e EBV, e um dos principais resultados foi o aumento significativo na 

formação de tumores e diminuição da sobrevida dos camundongos.  

 

1.10.2 CMV 

 

O CMV é um membro dos β-herpesvirus. Apresenta tropismo por células 

do tecido hematopoiético e monócitos. Por apresentar um tropismo bastante 

ligado ao do HHV-8, é bastante possível que os vírus interajam entre si. O CMV 

já foi detectado em lesões causadas pelo HHV-8, levantando teorias sobre a 

interação desses dois vírus. Em estudos com sistemas experimentais já 

demonstraram a ativação de proteínas RTA do HHV-8 por proteínas produzidas 

pelo CMV, mas a maneira como interagem não é certa ainda, e tal interação 

entre os vírus ainda é muito pouca estudada (ADLAND et al., 2015; PARK et al., 

2006; SINZGER; DIGEL; JAHN, 2008; TARRANT-ELORZA; ROSSETTO; PARI, 

2014; THAKKER; VERMA, 2016). 
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1.10.3 HHV-6 

 

O HHV-6 é um β-herpesvirus não oncogênico de distribuição ubíqua, 

classificado entre HHV-6A e HHV-6B, associado com exanthem subitum. Já foi 

detectado em monócitos/macrófagos, células T CD4, células dendríticas, 

epiteliais e astrócitos, ou seja, existe a chance de que exista uma infecção mutua 

de HHV-6 e HHV-8. Em cenários experimentais, em linhagens de BCBL-1, foi 

observada uma ativação do ciclo lítico do HHV-8, indicando uma interação direta 

entre os vírus. Contudo, a coinfecção do HHV-6 e do HHV-8 ainda é muito pouco 

detectada e ainda menos estudada em estudos in vivo, e, portanto, ainda não se 

pode falar que é um fator de risco para as doenças associadas ao HHV-8 

(ABLASHI et al., 2014; LU et al., 2005; MORI et al., 2015; TAMBURRO et al., 

2012; THAKKER; VERMA, 2016) 

 

1.11 Justificativa 
 

Hoje é claro que o vírus HHV-8 é imprescindível para o desenvolvimento 

do sarcoma de Kaposi. O SK é o segundo câncer mais prevalente definidor de 

aids nos países com acesso a ARTc em indivíduos vivendo com HIV. Após a 

introdução da ARTc, foi observada uma redução na incidência de SK-aids no 

mundo ocidental, no entanto, não é raro ocorrer a persistência de SK-aids diante 

do uso de ARTc, da carga de HIV indetectável ou da contagem de linfócitos T 

CD4+ acima dos valores relacionados à suscetibilidade aos agentes oportunistas 

(KROWN; LEE; DITTMER, 2008; MAURER; PONTE; LESLIE, 2007; NGUYEN 

et al., 2008; STEBBING; PORTSMOUTH; GAZZARD, 2003) O Sarcoma de 

Kaposi no estado avançado ou resistente à terapia antirretroviral  permanece 

potencialmente fatal para os pacientes portadores, requerendo o uso das 

terapias complementares (NAIPAUER; MESRI, 2023). 

Não é claro ainda porque alguns indivíduos infectados por HHV-8 

desenvolvem o SK e outros não. A modificação morfológica das células 

infectadas pela ação da infecção por HHV-8 está relacionada a capacidade deste 
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de reprogramar células endoteliais em mesenquimais ou vice e versa, sendo um 

mecanismo importante na oncogênese viral. A sarcomagênese induzida por 

HHV-8 é multifatorial. Além dos mecanismos associados à susceptibilidade 

genética e ao imunocomprometimento do paciente, o papel do vírus nesse 

processo se relaciona, pelo menos em parte, à alteração na expressão de genes 

celulares e à modulação de citocinas inflamatórias (NAIPAUER; MESRI, 2023). 

De fato, a ação de moléculas virais é um dos cofatores que pode exercer 

sinergismo no processo de reprogramação celular e na modificação do 

microambiente inflamatório por meio do controle da expressão de genes 

celulares e virais, como bem exemplificado pela interação entre as moléculas de 

miRNA dos herpesvirus no controle da expressão de genes do hospedeiro 

(MARKUS et al., 2017; NAQVI et al., 2018a, 2018b). Por outro lado, temos ainda 

as interações entre vírus, como acontece na transativação do HHV-8 pela 

proteína Tat do HIV (YAO et al., 2015). Em estudos in vitro, tem sido 

demonstrado o sinergismo entre EBV e HHV-8, assim como a presença de 

coinfecção desses herpesvirus em células B transformadas (GRUFFAT; 

MANET, 2018; McHUGH et al., 2017).  

Uma das moléculas importantes que podem interferir na atividade celular 

são os miRNA (miRNA) virais, que são fitas de RNA de 22-24 nucleotídeos que 

se ligam a alvos gênicos, e consequentemente interferem na expressão de 

proteínas celulares, envolvidas na tumorigênese. São codificadas em uma região 

do genoma do HHV-8 de ~ 3,0 kb, que inclui o locus da ORF K12 (~0,7 kb), que 

juntos codificam cerva de 25-27 transcritos com essa função (miRNAs). Qualquer 

alteração no bioprocessamento dessas moléculas, pode resultar na perda de sua 

função em controlar a expressão de genes celulares e virais envolvidos na 

regulação de quase todas as vias celulares, como proliferação celular, 

diferenciação, apoptose e regulação transcricional. Dessa forma, variações de 

nucleotídeos em diferentes etapas do bioprocessamento dessas moléculas 

podem afetar sua funcionalidade, como foi recentemente evidenciado 

(MARSHALL et al., 2018).  
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1.12 Hipótese 
 

Existem polimorfismos nessa região codificadora de miRNA da ORF K12 

que possa distinguir os isolados de HHV-8 entre indivíduos infectados por HIV 

com SK-ativo e sem histórico de SK-aids? 

Temos a possibilidade de detecção de isolados de HHV-8 na saliva e outros 

fluidos biológicos a partir de uma população de 792 indivíduos vivendo com 

HIV/aids e bem caracterizada quanto aos dados demográficos e clínicos. De 

modo adicional, também pretendemos investigar outros parâmetros clinico-

laboratoriais, como presença de outros herpesvirus, carga viral do HIV, tempo 

de uso de ARTc, tempo de infecção por HIV, anticorpos IgG anti-HHV-8 da fase 

latente e lítica e contagem de células T CD4+. 

A identificação e frequência de SNPs no genoma do HHV-8 pode trazer 

esclarecimentos sobre a relação entre a variabilidade do HHV-8 e a patogênese 

do tumor. Há ainda poucos genomas do HHV-8 no genBank, que permita 

relacionar as variações genotípicas do HHV-8 com o desenvolvimento do tumor 

SK-aids. A associação entre variantes virais e patogenia é bem conhecida em 

algumas infecções virais, mas para o HHV-8 é ainda um desafio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Descrever a presença de polimorfismos de um único nucleotídeo (SNP) ou 

multiplos em em regiões codificadoras de miRNA (rc-miRNA)  do locus da ORF 

K12 do  genoma do HHV-8, comparando essa variação genética entre isolados 

de HHV-8 na saliva de indivíduos vivendo com HIV com e sem de SK-aids;  

 

2.2 Objetivos Secundários 

 

1. Descrever as características da população geral do estudo de indivíduos 

vivendo com HIV sob uso de ARTc em relação aos dados demográficos, 

laboratorais e clínicos, comparando indivíduos infectados por HIV sem 

histórico de sarcoma de Kaposi e indivíduos com SK-aids. 

2. Otimizar um teste de qPCR em tempo real sensível para medir a presença e 

carga viral de isolados de HHV-8, comparando a saliva com diferentes fluídos 

biológicos (plasma e creme leucocitário); 

3. Determinar a presença e carga viral salivar dos herpesvirus humanos em 

indivíduos infectados por HIV, comparando indivíduos infectados por HIV com 

SK e não-SK-aids. 

4. Caracterizar os polimorfismos nas regiões codificadoras de miRNA da ORF 

K12 do genoma viral, comparando as variações genéticas de isolados de HHV-

8 na saliva de indivíduos vivendo com HIV com e não-SK-aids; 

5. Classificar filogeneticamente as sequências de DNA de HHV-8 da região da 

ORF K12 de isolados de HHV-8  e inferir seus potenciais genótipos virais e 

ainda, verificar se a presença dessas variantes e seus SNPs  podem 

predominar nos grupos com SK-aids ou se  estão relacionadas com alguns dos 

parametros clínico-laboratoriais ou de  predisposição ao tumor:  gênero, idade, 

uso de quimioterapia anti-tumoral, tempo de uso de ARTc, tempo da infecção 

por HIV, carga viral dos hespesvirus humanos na saliva, contagem de células 

T CD4+ e carga plasmática do HIV e sorologia para anti-HHV-8 da fase latente 

(LANA) e lítica.   
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Parecer ético 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de 

Pesquisa (CAPPesq) sob Registro 290/2011. O protocolo atual foi aprovado pela 

comissão de ética da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo No 

do parecer 1.560.798 e Instituto de Infectologia Emilio Ribas segundo protocolo 

CC No 48/2016, julho de 2016. A atualização do parecer ético foi aprovada para 

o estudo sob registro na plataforma Brasil CAAE 55771116.0.1001.0065, número 

do parecer 5.156.229, em 09 de dezembro de 2021, que é mostrado no anexo 

C.  

 

3.2 Desenho do estudo 

 

Estudo transversal do tipo caso-controle para comparação indivíduos 

vivendo com HIV em relação aos isolados de HHV-8 entre os grupos com e sem 

SK-aids. Um cálculo a priori foi baseado na proporção mínima de 1:1, para 

comparação da variabilidade de isolados virais dentro da ORF K12 do genoma 

do HHV-8 entre um grupo de indivíduos infectados por HIV e com SK-aids (n=52) 

e outro de indivíduos infectados por HIV sem histórico de SK (n=740).  

Incialmente, uma casuística de 52 indivíduos com SK-aids, contando com 

amostras disponíveis de plasma, creme leucocitário e saliva, foi estudada para 

avaliar o desempenho da saliva em relação ao plasma e creme leucocitário. 

A experiência do Laboratório de Virologia do IMT e a literatura (Nascimento 

et al., 2009; Tozetto-Mendoza et al, 2016), leva-nos a esperar a proporção de 15 

a 19% de amostras de isolados virais com Ct < 25 no PCR em tempo real, de 

modo que de 10 a 47% dessas amostras possam ter seus isolados de HHV-8 

com qualidade de sequenciamento de DNA da região de interesse, e 

consequentemente favorecer as comparações entre os isolados dos dois grupos, 

com e sem histórico de SK-aids, na proporção de, pelo menos, 1:1. 
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3.3 Descrição da população do estudo e casuística 

A população original do estudo foi composta de 740 indivíduos vivendo com 

HIV, cujas amostras biológicas foram coletadas no período de 2008 a 2009. Em 

adição, 52 indivíduos com SK-aids foram incluídos no estudo (2016-2018), visto 

que amostras biológicas (plasma, saliva e creme leucocitário) destes foram 

escassas em volume e em número de casos na casuística original.  

Ambos os grupos de estudo se mantinham em tratamento com terapia 

antirretroviral combinada (ARTc). A mediana e o intervalo interquartil do tempo 

de tratamento por ARTc no grupo infectado por HIV sem histórico de SK-aids foi 

de 4,4 anos (4,3; 4,5 anos) e no grupo SK-aids, foi de 1,0 ano (0,3; 4,2 anos). 

As amostras biológicas disponíveis de indivíduos vivendo com HIV sem 

histórico de SK-aids foram provenientes de pacientes em atendimento 

ambulatorial associado ao Hospital das Clínicas, da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo, São Paulo, Brasil. Os indivíduos com SK-aids foram 

atendidos no Hospital Dia do Instituto de Infectologia Emílio Ribas (IIER), São 

Paulo, Brasil. O esquema quimioterápico antiviral pelo qual os indivíduos com 

SK-aids foram submetidos foram: Tenofovir Disoproxil Fumarate, Lamivudine, 

Efavirenz, Azidothymidine, Lopinavir/ritonavir, TNF – Tumor Necrosis Factor, 

RTV - Ritonavir , IDV – Indinavir, ABC – Abacavir, d4T – Stavudine, ATV/r – 

Atazanavir/ritonavir, DRV – Darunavir, DTG – Dolutegravir, NVP – Nevirapine, 

ABV – Adriamycin, Bleomycin, Vincristine.  

O fluxograma (Figura 7) apresenta as atividades metodológicas com as 

casuísticas disponíveis para a avaliação do melhor fluído biológico para a DNA 

de HHV-8.  As análises moleculares e a obtenção de sequências de DNA do 

genoma do HHV-8 abrangeram uma região codificadora de miRNA da ORF K12 

de 0,4 a 0,7 kb. Esse locus tem função codificadora da proteína Kaposina e dois 

transcritos para a produção de miRNA ORF-K12a-10 e ORF-k12-12. Ainda, 

associado a variabilidade genética do HHV-8, outros co-fatores foram 

investigados quanto a sua relação a presença de sarcoma de Kaposi, como a 

presença e carga viral na saliva de outros hespesvirus e dados clinico-

laboratoriais disponíveis.  
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Coleta de dados 

Dados do prontuário disponível para o estudo foram analisados pelo 

pesquisador principal e pelos médicos responsáveis pelo atendimento 

ambulatorial no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo e Instituto Emilio Ribas São Paulo, de acordo termo de 

consentimento livre e esclarecido assinado no momento da coleta do material 

biológico e mantendo a confidencialidade dos dados dos sujeitos da pesquisa. 

Foram adquiridos desses prontuários dados demográficos, clínicos e 

laboratoriais como gênero, idade, via de contágio do HIV, estadiamento do 

sarcoma de Kaposi no momento da biópsia, contagem de linfócitos T CD4+, 

tempo de uso tratamento antirretroviral ou tempo do diagnóstico do HIV, tempo 

de quimioterapia (QT) para o tratamento do sarcoma de Kaposi, carga viral do 

Figura 7 - Fluxograma simplificado das análises e casuísticas disponíveis e esperadas. 
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HIV, dados sobre sorologia dos indivíduos para anticorpos IgG anti-HHV-8 (fase 

latente e lítica).  

 

3.4 Análise molecular 

3.4.1 Amostras e processamento 

 

Dos 792 indivíduos relacionados, no início do estudo, vivendo com HIV, 

apenas 640 amostras biológicas estavam disponíveis do grupo não-SK e 52 do 

grupo com SK-aids. Essa diferença ocorreu, pois as amostras biológicas foram 

usadas para outros estudos, e em alguns casos, a amostra não apresentou um 

controle interno positivo, sendo assim, descartada. 

As amostras de saliva foram processadas a partir de 200 µl de sedimento, 

de acordo com o protocolo descrito por Beyari et al., 2003. As amostras de creme 

leucocitário e plasma foram obtidas da interface sangue e plasma de sangue 

total com anticoagulante (EDTA) após centrifugação a 800 g.  

Para avaliar a saliva em comparação ao plasma e creme leucocitário em 

relação a abundância de detecção molecular do HHV-8, essas amostras 

biológicas (n=52) foram disponíveis dos indivíduos infectados por HIV com 

sarcoma de Kaposi. 

As amostras foram aliquotadas em volumes de 500 µL e preservadas a -

80oC até o momento do uso.  

 

3.4.2 Extração de DNA 

 

Um volume de 500 µL de amostra biológica foi submetida as extrações de 

ácidos nucléicos totais por meio de extração automatizada NUCLISENS® 

EASYMAG® da BioMérieux, segundo instruções do fabricante. As amostras 

foram processadas em ambientes específicos, a fim de prevenir contaminações. 

Cada ensaio contou com três controles negativos (água Milli Q) intercalados 

entre as amostras do estudo. Amostras de DNA obtidas de linhagem de Células 
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de Linfoma de Efusão Primário (do inglês, B Cell Lymphome Lymphocytes, 

designada por BCBL-1) foram empregadas como controle positivo dos ensaios 

da reação de qPCR.  

Controles positivos biológicos e sintéticos (com número de cópias pré-

determinadas) e controles negativos (NTC, nuclease free water, Invitrogen®) 

foram usados em cada processo de extração e PCR em tempo real para 

monitorar a reprodutibilidade dos processos ao longo do tempo de aplicação dos 

mesmos.     

Um controle interno para avaliar a qualidade do extrato de  DNA foi baseado 

na amplificação do fragmento gênico da Ribonuclease P (RNAse P, RP) humana 

(GenBank accesssion number NM_006413), com as sequências dos iniciadores 

(primers) e sonda descritos previamente  (EMERY et al., 2004) e apresentadas 

a seguir:  

 

sense 5’-AGATTTGGACCTGCGAGCG-3’ 

anti-sense 5’-GAGCGGCTGTCTCCACAAGT-3’) 

sonda FAM 5’-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-3’ 

 

3.4.3 PCR Pan herpes – PCR real time quantitativo (qPCR) 

 

Os ensaios de PCR em tempo real foram baseados no sistema TaqMan®, 

com uso dos primers, sondas e oligonucleotídeos sintéticos para a detecção e 

construção de curva padrão de quantificação da carga viral do HHV-8 (Tabela 

2). 
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Tabela 2 – Sequências de primers e sondas Pan herpes 

Vírus Nome Primers/sondas 5’ – 3’  

HSV-1 HSV_1F_UL39 CCAACTGCACCATGATCATCGA  

 HSV_1R_UL39 GATGTTTGTCACCGCAACGAA  

 HSV_1P_UL39 FAM – CCCGCGCACCACGTC – MGB  

    

HSV-2 HSV_2F_gG CGCTCTCGTAAATGCTTCCCT  

 HSV_2R_gG TCTACCCACAACAGACCCACG  

 HSV_2P_gG VIC – CGCGGAGACATTCGAGTACCAGATCG – MGB  

    

VZV VZV_F_UP CGGCATGGCCCGTCTAT  

 VZV_R_UP TCGCGTGCTGCGGC  

 VZV_P_UP Cy5 – ATTCAGCAATGGAAACACACGACGCC – MGB  

    

EBV HHV4F_EBNA CCGCTCCTACCTGCAATATCA  

 HHV4R_EBNA GGAAACCAGGGAGGCAAATC  

 HHV4P_EBNA FAM – TGCAGCTTTGACGATGG-MGB  

    

CMV HHV5F_UL54 GGCCGTTACTGTCTGCAGGA  

 HHV5R_UL54 GGCCTCGTAGTGAAAATTAATGGT  

 HHV5P_UL54 FAM – CCGTATTGGTGCGCGATCTGTTCAA – MGB  

    

HHV-6 
HHV6F_U56A

B AAAGACCTAAATTGCCGCTACCT 
 

 

HHV6R_U56A
B GCAAGCTCATGAACATCGTCA 

 

 

HHV6P_U56A
B VIC – TTAGATGGTGGTGAGCTGGGATCGGT – MGB 

 

    

HHV-7 HHV7F_U37 CGGAAGTCACTGGAGTAATGACAA  

 HHV7R_U37 CCAATCCTTCCGAAACCGAT  

 HHV7P_U37 Cy5 – CTCGCAGATTGCTTGTTGGCCATG-MGB  

    

HHV-8 
HHV8F_ORF7

3 CGCGAATACCGCTATGTACTCA 
 

 

HHV8R_ORF7
3 GGAACGCGCCTCATACGA 

 

  
HHV8P_ORF7

3 Cy5 – ACATCACCACCCCACAGACCTGGAG – MGB 
 

    

NOTA: Os primers e sondas estão dispostos da posição 5’ para 3’ e as sondas 

são acompanhadas pelos marcadores de fluorescência utilizados. 
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Ajustamos nosso protocolo com a otimização  de ensaios de PCR em 

tempo real em triplex, mais apropriados para a quantificação da carga viral e 

tipagem dos hespesvirus para um grande número de amostras.  A otimização foi 

feita conforme protocolos publicados por nossos colaboradores LIMA ET AL., 

2017; RAPOSO ET AL., 2019 E OUTROS AUTORES FELLNER ET AL., 2014; 

WEIDMANN; ARMBRUSTER; HUFERT, 2008 e com a experiência anterior do 

laboratório de Virologia -LIM 52. 

Algumas modificações foram adicionadas aos protocolos em relação as 

concentrações dos primers e sondas, marcação por fluoróforos, estratégias de 

MGB e definição do valor do limite de deteção a uma taxa maior do que 95% 

(LOD>95%) como descrito na Tabela 2.   

O primeiro triplex foi composto com os primers e sondas para HSV-1, HSV-

2 e VZV(HHV-3), o segundo triplex foi composto com os primers e sondas para 

CMV(HHV-5), HHV-6 e HHV-7 e os individuais contém os primers e sondas para 

o EBV(HHV-4) e HHV-8, separadamente, de acordo com as concentrações 

mostradas na tabela 3. 

O trabalho de LIMA et al., 2017, em curva sintética, relata uma detecção de 

até 1,9x101 cópias/ml para o HSV-1 e 4,7x101 cópias/ml para o HSV-2 

O trabalho de WEIDMANN; ARMBRUSTER; HUFERT, 2008, que relata um 

triplex para a detecção de HSV-1, HSV-2 e VZV, obteve uma sensibilidade de 

102 moléculas/µl. 

O trabalho de RAPOSO et al., 2019 que também relata um triplex para 

detecção de CMV, HHV-6 e HHV-7, obteve uma sensibilidade aproximada 

variando entre 103 e 105 cópias/ml. 
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Tabela 3 – Condições do qPCR em tempo real monoplex e triplex  

qPCR em tempo 
real 

Pan herpes 

Conc. Primer  
F 

Conc. 
Primer  R 

Conc.  
Sonda 

Referência dos 
 primers e sondas 

Triplex 
 HSV1 
HSV2 
VZV 

200nM 200 nM 62nM 

 

LIMA et al., 2017; 
WEIDMANN; 

ARMBRUSTER; 
HUFERT, 2008 

Triplex  
CMV 

375 nM 375 nM 250 nM 
RAPOSO et al., 

2019 HHV-6 200 nM 200 nM 160 nM 

HHV-7 375 nM 375 nM 250 nM 

EBV  200 nM             200 nM 62 nM 
FELLNER et al., 

2014 

HHV-8 200nM 200nM 62nM 
KRISHNAN et al., 

2004 

 

 

3.4.4 Padronização da Curva de quantificação do HHV-8 

 

As condições do PCR em tempo real quantitativo para HHV-8 com a 

construção da curva padrão (qPCR – HHV-8/ORF 73) foram estabelecidas no 

atual estudo. Os primers e sondas especificos para HHV-8 foram descritos por 

Krishnan et al., 2004. A curva padrão de quantificação foi desenvolvida com com 

o uso de sequencias de oligonucleotídeo sintético da ORF 73, purificadas por 

HPLC e liofilizadas pela empresa INVITROGEN ® (USA). O desneho da 

sequência do oligo sintético para a construção da curva padrão do qPCR para a 

ORF 73 (HHV-8) do estudo feita como a seguir: 5’- 

TTCGTGGAACGCGCCTCATACGACGTATCTCCAGGTCTGTGGGGTGGTGA

TGTATGCGT TGAGTACATAGCCGGTATTCGCGCTGATA –‘3. 

Foi dissolvida em água ultrapura livre de DNAse / Rnase a 100 pMol/μL 

equivalente a 1013 moléculas de DNA/µL, de acordo com o cálculo do número de 

Avogadro [DNAg/uL]/ tamanho do DNA oligo (bp) x 660) x (6,022x1023). 



52 
 

Foi produzida uma solução mãe com 100 μM de concentração inicial, 

utilizando 10μL do oligonucleotídeo e 990μL de Tris-EDTA (LGC Biotecnologia), 

e a partir da solução mãe foram produzidos os pontos de curva, em diluição 

seriada na base 10, representada na figura 8. 

 

 

O oligonucleotídeo sintético foi então submetido a amplificações em qPCR, 

mostradas na figura 9, utilizando a QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System, 

ThermoFisher Scientific, seguindo as instruções do fabricante. 

 

 

 

 

Figura 8 - Representação geral do processo de diluição em série 

Figura 9 – Etapas e temperaturas da amplificação de DNA no termociclador 
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3.5 Análise da região ORF K12 

 

A análise de variabilidade entre o locus K12 abrangeu a região contida 

entre os nucleotídeos 117.378 a 118.121, com base no genoma de referência do 

GenBank U75698 (CHANG et al., 1994). 

Estudamos duas regiões codificadoras de miRNA do locus K12 

denominadas miR-K12-12 e miR-K12-10ª, cujas sequências foram consultadas 

no banco de dados VIRmiRNA, geradas a partir de pesquisa experimental de 

miRNA viral e seus alvos (http://www.crdd.osdd.net/servers/virmirna). A Figura 

10 apresenta a região da ORF K12 do HHV-8. 

As posições nucleotídicas para a identificação das regiões codificadoras 

de miRNA foram confirmadas no banco de dados mirBase 

https://www.mirbase.org/clusters.shtml.  A posição de cada um no genoma de 

referência são: kshv-mir-K12-12 (MI 0007987 – KSU75698) de 117. 674 a 

117.771 e kshv-mir-K12-10ª (MI 0002472-KSU75698) de 117.967 a 118.036. 

A região da ORF K12 é uma região relativamente conservada, medindo 

752pb, como ilustrado na figura 10, e foi analisada usando 3 conjuntos de 

primers, mostrados na tabela 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Ilustração das coordenadas  da região codificadora dos miRNA-12-12 e 12-10 do 
genoma do HHV-8 e o esquema de pares de primers usados no Nested -PCR para a 
amplificação do fragmento de 0, 4 a 0,7 Kb do genoma do HHV-8 identificado como ORF K12 . 
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Tabela 4 – Primers para amplificação da ORF K12 

ORF K12 Sequencias de Primers 5’-3’ 
Produt

o Referências 

T0.7-752 
Forward 

TGCAACTGACCATGTTCAGGT
G 

752 pb WHITBY et al., 2004 

Reverse 
CTCCTCCCTCCTCACTCCAAT

C 
  

LGH 2076 
Forward 

GCTGCAATGTACTGCCATG 646 pb POOLE et al., 2002 

Reverse CTCCAATCCAATGCATGGA   

T0.7-1 
Forward 

ACTTGGCGTCTGCCGAAGTC 407 pb WHITBY et al., 2004 

Reverse TAGCGTGCCCTCCCAAAGAG   

 

Identificação dos fragmentos de DNA alvo em gel de agarose 

  

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese com corrente 

constante de 100 mA em gel de agarose (UltraPure™ Agarose, Invitrogen®, 

Waltham, EUA) a 1,5%, e Brometo de Etídeo (UltraPure™ Ethidium Bromide, 

Invitrogen®, Waltham, EUA), juntamente com peso molecular (PM) de 100 pb 

(100 bp DNA Ladder™, Invitrogen®, Waltham, EUA) e Low Mass DNA Ladder 

(LM) (Invitrogen®, Waltham, EUA) para semi-quantificação do DNA presentes 

na amostra em ng. A visualização da corrida ocorreu por meio do transiluminador 

com luz ultravioleta (Major Science, Saratoga, CA, EUA).  

 As amostras que apresentaram amplificação de DNA dos alvos gênicos 

de interesse visualizados no gel de agarose foram selecionadas para a etapa de 

purificação e sequenciamento do DNA. 

 

Reação de sequenciamento 

A reação de sequenciamento pelo método de Sanger foi realizada pelo kit 

comercial Big Dye™ Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction 

(Applied BioSystems® - Thermo Fisher, EUA) em diluição 1:4. A mistura de 

reação continha, ainda, água ultrapura livre de nucleases (Ambion™, 

Invitrogen®, Waltham, EUA), primers (Exxtend®, Paulínia, Brasil) e template, 

com volume final de reação de 20 µL. As concentrações dos primers e volumes 
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de templates utilizados foram baseadas em protocolo do Centro de Genômica 

da Universidade de Nevada, Estados Unidos 

<https://www.unr.edu/genomics/guidelines/ss-template-primer>. O protocolo de 

termociclagem baseou-se nas instruções do fabricante do tampão Big Dye™ 

(Applied BioSystems® - Thermo Fisher, EUA).  

Após esta etapa, foi feita purificação pelo método de precipitação com 

isopropanol 65%, de acordo com especificações do fabricante do kit comercial 

Big Dye™ (Applied BioSystems® - Thermo Fisher, EUA). Após adição de 90 µL 

de isopropanol, homogeneização e incubação à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz, por 20 minutos, as amostras foram centrifugadas à 5.975 g por 45 

minutos. Após centrifugação e remoção de resíduos de isopropanol, as amostras 

foram novamente purificadas com 200 µL de etanol 70%. Após adição de etanol 

às amostras, elas foram centrifugadas à 5.975 g por 20 minutos. Após processo 

de purificação e evaporação total do etanol, foi realizada a ressuspensão do 

sedimento seco com formamida 10% e realizada desnaturação a 95ºC por 5 

minutos, seguido de resfriamento a 4ºC. As amostras, então, foram levadas para 

sequenciamento em Sequenciador Automático ABI 3730, que faz uso de 

metodologia de eletroforese capilar (Applied BioSystems® - Thermo Fisher, 

EUA), no Laboratório de Imunopatologia do HC-FMUSP, com apoio técnico do 

Dr Hebert Fabrício Culler e da professora Dra Juliana Pereira. 

  

 

3.5.4 Análise do Sequenciamento de DNA – HHV-8 

 

Todos os arquivos FAST foram analisadas usando MEGA versão 11. Os 

mesmos polimorfismos foram confirmados em outras sequências do genbank. 

Alinhamento de nucleotídeos foi preparado para a identificação dos SNPs pelo 

uso do software Bioedit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html), com 

genomas de referência e alinhamento pelo método de ClustalW incorporado ao 

programa Mega 11 aqui citado. O software Geneious Prime® 2022.0.2, 

www.geneious.com e The Virus Pathogen Database and Analysis Resource 

(ViPR), Herpesvirus home, www.viprbrc.org, foram usados para visualização dos 
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SNPs e obtenção das imagens. Os alinhamentos das sequências obtidas no 

atual estudo foram feitos em conjunto com 96 referências do genBank (ANEXO)  

O método de máxima verossimilhança (MV), do inglês maximum likelihood 

(ML) foi adotado para as reconstruções filogenéticas desse trabalho, e como 

justificativas determinantes temos que se trata de um método estatístico e que 

permite o uso de modelos explícitos de substituição de nucleotídeos. As 

desvantagens apresentadas pelo método de MV, como tempo computacional e 

escolha de modelos de substituição com parâmetros adequados não 

representam um problema, visto que o número de sequências alvo utilizadas, 

bem como o tamanho das mesmas foram relativamente pequenos. 

As sequências protótipos do genBank para a ORF K12 do genoma do HHV-

8 utilizadas no estudo foram, em geral, obtidas de biópsia de SK, sangue ou 

clones sintéticos, e de diferentes regiões geográficas com os códigos do número 

de acesso descritos no anexo B.   

 

Análise estatística 

As diferenças nas variáveis contínuas foram analisadas pelos testes não 

paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, conforme apropriado. As 

variáveis categóricas foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Associações 

entre os títulos dos vírus e contagem de linfócitos T CD4+ e outros 

biomarcadores foram feitos pelo teste de correlação de Spearman. O valor de p 

< 0,05 foi considerado significativo. Todas as análises utilizaram o software 

GraphPad Prism 9 (San Diego, CA). 
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4 RESULTADOS  

 

Os resultados referentes as etapas metodológicas empregadas no estudo 

estão apresentados na figura 11. Partimos de uma população de indivíduos vivendo 

com HIV não-SK e com SK-aids (n=792). Aplicamos o teste qPCR para a ORF 73 

para identificação dos casos HHV-8 (DNA+) positivos (n=138), para posterior 

obtenção do fragmento da região codificadora de miRNA da ORF K12 (0,4 a 0,7 kb) 

(n=98), resultando em 50 de sequencias de DNA de qualidade para a análise de 

SNPs (n=50), de acordo com o fluxograma (Figura 11). 

Figura 11 - Fluxograma de resultados obtidos a partir da positividade dos testes empregados: 
população de indivíduos vivendo com HIV não-SK-aids e com SK-aids (n=792). Teste qPCR 
ORF 73 para identificação dos HHV-8 (DNA+) positivos (n=138), obtenção dos casos com 
amplificação da fragmento da região codificadora de miRNA da ORF K12 (0,4 a 0,7 kb) (n=98), 
obtenção de sequencias de DNA de qualidade para a análise de SNPs (n=50). 
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4.1 Dados gerais da população original do estudo  

 

Os dados gerais da população de estudo foram compilados na Tabela 5. 

A população do estudo caracterizou-se por predomínio de homens, 

autorreferidos como brancos, cuja infecção por HIV foi relatada 

predominantemente por via sexual. Houve coexcreção de outros herpesvirus na 

saliva dos indivíduos do grupo não-SK, e somente coexcreção de EBV e HHV-8 

nos indivíduos SK-aids.  

Quanto aos dados de sorologia, obtidos através da técnica de 

imunofluorescência indireta para HHV-8 realizados anteriormente a este estudo, 

um total de 229/ 740 (30,9%) foram soropositivos para IgG anti-HHV-8 no grupo 

não-SK e 31/52 (59,6%) no grupo SK-aids (teste exato de Fisher, p=0,0081). Um 

total de 3,9% dos não-SK e 57,1% dos SK-aids que não apresentaram IgG anti-

HHV-8 tinham carga viral detectável de HHV-8. Do total de 792 indivíduos 

infectados por HIV, 138 (17,4%) apresentaram carga viral de HHV-8.  No grupo 

Não-SK, anticorpos IgG anti-HHV-8 foram detectados no soro de 299/740 

(30,4%) indivíduos, sendo 241/299 (80,6%%) soropositivos para anticorpos 

dirigidos para o antígeno (Ag) da fase latente (anti-LANA) do HHV-8 e 249/299 

(83,2%) soropositivos para Ag da fase lítico do HHV-8 (anti-lítico). No grupo SK-

aids, anticorpos anti-HHV-8 foram detectados no soro de 31/52 (59,6%) 

indivíduos vivendo com HIV/SK-aids: sendo 21/31 (67,7%) soropositivos para 

LANA e 24/31 (77,4%) soropositivos para lítico. Observamos maior frequência 

de IgG Anti-lítico do que anti-Lana, tanto no grupo SK-aids quanto naqueles não-

SK (77,4% e 83,2 %), sem diferença estatística (p=0,0714). Não houve também 

diferença entre não-SK e SK-aids em relação a frequência de soropositividade 

para IgG anti-LANA (p=0,2857). 

Níveis plasmáticos de HIV foram detectados predominantemente entre os 

indivíduos soronegativos para HHV-8, variando de 34,7% a 95%.  
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Níveis de CD4 foi em torno de 500 células/mm3 entre os soronegativos e 

soropositivos para HHV-8 no grupo não SK, mas no grupo SK-aids a mediana 

do nível de CD4 foi menor do que 70 células/mm3 entre os IgG soronegativos.  

Tabela 5 - Características demográficas, clínicas e laboratoriais dos grupos.  

Variáveis não-SK   SK-aids   

 IgG+ IgG- IgG+ IgG- 

% or mediana 
(IRQ) 

n=299 n=441 31 21 

Masculino 86,6 58,5 93,5 100 

Idade(min;max) 44 (39;50) 44 (38;50) 42(33;49) 33,0 (26,0; 207,0 

Risco HIV   
85,6 

 
45,7 

 
80,6 61,9 sexual 

não sexual  24,5 54,5 0,0 0 

NI 0,3 0,2 19,4 38,1 
Cor de pele 
branca 

65,9 58 
48,4 61,9 

     
HHV-8+  29,4 3,9 48,4 57,1 

 3,66 (2,19;4,51) 2,11 (1,25;2,19) 5,3 (4,4;6,6) 6,2 (5,4 ;6,9) 

HIV+   1,3 34,7 48,4 95,0 

 1,70 (1,70;1,85) 1,70 (1,70;2,56) 3,0 (2,1;4,7) 4,60 (2,3; 5,4) 

     
Hespesvirus  79,6 63,2 58,0 76,2 

EBV+ 83,2 76,4 58,0 76,2 

 6,2 (5,11;7,75) 5,93(4,97;7,24) 7,4 (5,5;8,6) 8,5 (5,1; 9,8) 

HSV-1+ 6,3 6,3 0,0 0,0 

 5,51 (4,34;5,91) 5,62 (5,04;4,34) 0,0 0,0 

HSV-2+ 0,8 1,1 0,0 0,0 

 5,62 (4,51;6,73) 3,78 (3,74;4,67) 0,0 0,0 

VZV+ 0 0,3 0,0 0,0 

 0 6,3(6,3;6,3) 0,0 0,0 

CMV+ 9,7 6,6 0,0 0,0 

 4,92 (4,64;5,48) 4,80 (4,58;5,16) 0,0 0,0 

HHV-6+ 0,8 0,3 0,0 0,0 

 5,90 (5,70;6,10) 6,1 (6,1;6,1) 0,0 0,0 

HHV-7+ 2,9 1,9 0,0 0,0 

 4,71 (4,31;5,55) 4,2 (42;4,2) 0,0 0,0 

     

Nível CD4 521 (350;784) 508 (365;708,6) 265 (108;496,8) 72,0 (16,0; 207,0) 

 IgG anti-HHV-8     
LANA+ 80,6 0 67,7 0 

Lítico + 83,3 0 77,4 0 
Sobrescrito a = %; sobrescrito; b mediana (Índice interquartil, IRQ) NI=não Informado 
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4.2 Otimização dos ensaios moleculares 

 

4.2.1 qPCR HHV-8 e Curva sintética para detecção molecular de DNA HHV-8 

 

O desempenho do teste para quantificação da carga viral do HHV-8 foi 

satisfatório, com os valores de eficiência dentro do valor de referência: a 

eficiência do teste qPCR foi de 92,9% (slope; -3,5; Y-intercep: 40,4; R2=1). A 

tabela 6 abaixo apresenta o Plot de amplificação do qPCR do HHV-8/ORF 73 e 

a construção da sua curva sintética, variando de 1,7 a 6,7  log10 cópias/ml (Ct 

entre 19,7 a 37,6), conforme curva padrão (Fig. 12 e Fig. 13).   

 

 

Figura 12 - Desempenho do qPCR. Reta da regressão: relação Ct e carga 
viral. Slope: -3,5; Y-intercept: 40,4; R2 = 1; Eficiência: 92,9% 
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Obtendo então as quantidades de cópias virais/ml por ponto de diluição 

mostradas na tabela 6. 

 

Tabela 6 - Pontos de diluição da curva sintética 

Ponto da 
Curva   

ct cópias/ml log 

P6 HHV-8 19.404 5000000 6,7 

P7 HHV-8 23.088 500000 5,7 

P8 HHV-8 26.387 50000 4,7 

P9 HHV-8 29.861 5000 3,7 

P10 HHV-8 33.268 500 2,7 

P11 HHV-8 37.069 50 1,7 

C+BCBL HHV-8 28.020 17.567.033 7,2 

 

 

O limite de detecção menor (LoD, ou low detection ≥ 95%) do teste foi 

definido como 50 cópias/ml, dado que, quando testado em octaplicata, o P11 é 

amplificado em 100% de suas réplicas. 

 

Figura 13 - Curva de quantificação baseado na qPCR HHV-8/ORF73. 
1,7 A 6,7 log10 cópias/ml (CT entre 19,7 a 37,6) 
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4.2.2 Desempenho da saliva para detecção molecular do HHV-8 

 

Um total de 100% das amostras tiveram seu DNA amplificável pelo controle 

interno na salivas do grupo não-SK e SK-aids;  96,1% foi viável no sangue do 

grupo com SK-aids, sendo a redução decorrente de duas amostras de sangue 

hemolisadas. 

A mediana  da carga viral por qPCR ORF73/HHV-8 nos diferentes fluidos 

biológicos (saliva, creme leucocitário e plasma) diferiu no grupo com SK-aids 

(Kruskall Wallis test, p=0.0001). Verificamos maior carga viral na saliva do que 

no sangue (p> 0.05, plasma ou creme leucocitário). Nove (9) amostras foram 

positivas para DNA HHV-8 de forma concordante entre os fluidos. A frequência 

de DNA viral detectável foi de 37,2% (19/51), 18,0% (9/50), 63,4% (33/52), para 

plasma, buffy coat e saliva, respectivamente. Ao todo, 33/52 (63,4%) indivíduos 

com SK-aids foram positivos para DNA de HHV-8, considerando todos os fluidos 

biológicos analisados. A Fig.14 apresenta a distribuição dos títutlos de HHV-8 

em log cópias/ml nos três fluidos biológicos. 
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Figura 14 - Distribuição da carga viral do HHV-8 em diferentes fluidos biológicos de indivíduos 
com sarcoma de Kaposi associado à aids. A mediana da carga viral foi significativamente 
diferente entre os 3 fluídos (Kruskall Wallis test, p=0.0001). O título de HHV-8 na saliva foi maior 
do que do plasma (Mann Whitney test, p=0,0002) e do buffy coat (Mann Whitney test, p=0,0019). 

 

4.2.3 Detecção molecular de HHV-8 salivar de indivíduos vivendo com HIV/aids 

 

A saliva foi o melhor fluido para a garantir melhor sensibilidade de detecção 

de HHV-8 por qPCR Desta forma, as salivas disponíveis foram usadas para 

medir e comparar a carga viral do HHV-8 dos pacientes com e não-SK. Um total 

de 14,1% (105/640) salivas foram positivas para DNA de HHV-8 no grupo 

assintomático e 51,9% (27/52), no grupo SK-aids, significativamente com maior 

frequência no grupo SK-aids (Teste exato de Fisher, p<0,0001).  A mediana da 

carga viral não diferiu entre os grupos (Mann Whitney test, p=0,4429)(Fig.15). 
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Figura 15 - Distribuição da carga viral do HHV-8 entre os grupos HHV-8+ e não-SK) e HHV-8+  
com SK-aids. A mediana do título de HHV-8 não diferiu entre os grupos (Mann Whitney test, 
p=0,4429). 

 

 

4.3  Perfil de coinfecção com os demais hespesvirus 

 

Avaliamos a distribuição da carga viral dos 8 tipos de herpesvirus nas 

salivas disponíveis (n=640) na reação de qPCR em tempo real multiplex e 

monoplex. A frequência do EBV salivar predominou em ambos os grupos, sendo 

a carga viral maior no grupo SK-aids do que nos indivíduos vivendo com HIV 

não-SK (Mann Whithney test, 0>0,0001). No grupo não-SK-aids, as frequências 

para os outros hespesvirusHSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6 e HHV-7 

foram, respectivamente: 6,44%; 1,01%; 0,16%; 79,27%; 7,96%; 0,5% e 2,37%,  

e na Figura 16. Enquanto no grupo SK-aids, somente a excreção salivar de EBV 

foi detectável (51,9%), além do HHV-8, como representado na figura 17. 
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Figura 16 - Distribuição da carga viral dos herpesvirus expressa em log de cópias/ml no grupo 
não-SK 
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Figura 17 - Distribuição da carga viral dos herpesvirus expressa em log de cópias/ml no grupo 
SK-aids 

 

4.3.1 Avaliação dos status imune (nível de CD4 e carga viral do HIV) em 

relação as cargas virais de EBV e HHV-8 na saliva 

 

Avaliamos os títulos de DNA salivar para EBV (Grupo não-SK n=640; Grupo 

SK n=8) e HHV-8 (Grupo não-SK n=88; Grupo SK n=32) quanto à relação com 

os níveis de linfócitos T CD4 circulantes na data da coleta da saliva.  

Observamos que os títulos de EBV salivar apresentaram correlação inversa 

com níveis de linfócitos T CD4 circulante em ambos os grupos, significativamente 

no grupo não-SK (p< 0,0001 teste Spearman) (Fig.18 e Fig.19).  
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A mediana dos títulos de EBV foram significativamente maiores do que HHV-

8 tanto no grupo com o tumor SK quanto no grupo não-SK (p=0.0029 e p=0,0047, 

teste Mann Whitney), independente dos níveis de CD4. Os títulos de HHV-8 

Figura 18 – Não houve correlação títulos de HHV-8 (p=0,1955, Spearman teste), títulos de 
EBV (p=0,3509, Spearman teste), títulos de HIV (p=0,1750, Spearman teste) em relação aos 
níveis de CD4+ em indivíduos vivendo com HIV sob uso de ARTc e não-SK 

Figura 19 - Correlação inversa entre títulos de EBV (* p=0,0370, Spearman teste) e HIV 
(*p=0,0303, Spearman teste) na saliva em relação aos níveis de linfócitos T CD4+ circulante em 
indivíduos vivendo com HIV sob uso de ART e SK-aids. Não houve correlação entre níveis de 
CD4 e títulos de HHV-8 (p=0,3326, Spearman teste). 
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salivar não tiveram correlação com os níveis de CD4. Comparando a mediana 

dos títulos de EBV entre os grupos com e sem o tumor SK, observamos 

significativa diferença (p=0,0019, Mann Whitney test). 

 

4.4 Testes da ORF K12  

A partir dos testes de detecção do HHV-8 nas amostras realizadas neste 

estudo, foram definidas as amostras que seriam testadas para o 

sequenciamento da ORF K12.  

Nas figuras 20 e 21 estão as ilustrações das amostras do grupo SK-aids 

que foram selecionadas por serem positivas para a ORF 73 e nas colunas onde 

existe banda, estão as amostras onde a ORF K12 foi amplificada com sucesso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 – Eletroforese em gel 1,5% de agarose com padrão de referência da massa 
molecular e fragmento de 450 pb do produto de amplificação da ORF K12 do genoma do HHV-
8 isolados da saliva de indivíduos com SK-aids. Note o rendimento de melhor qualidade do 
produto gerado. 
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4.5 Otimização do sequenciamento da ORF K12 

 

O DNA do HHV-8 foi detectado em 33 amostras de saliva do grupo SK-aids 

e em 105 amostras no grupo Não-SK. Dessas 138 amostras de DNA de HHV-8 

salivar, 98 delas apresentaram fragmento gênico detectável em gel de agarose, 

sendo aquelas com Ct de 28 ou rendimento após pourificação < 20 ng/µl  não 

foram apropriadas para o sequenciamento com qualidade. Em conclusão, 50 

sequências de DNA de HHV-8 mostraram resultado satisfatório dos alvos 

analisados, sendo 32 amostras do grupo Não-SK e 18 amostras do grupo com 

SK-aids. O rendimento de sequências consenso obtidas com carga viral e 

qualidade de leitura satisfatória foi de 51,5 (50/98).  

 

 

 

 

 

Figura 21 – Eletroforese em gel 1,5% de agarose, mostrando a migração dos diferentes 
fragmentos do genoma do HHV-8 amplificados por 3 pares de primers para cobrir a região a 
região codificadora de miRNA da ORF K12 (miRNA K12-12 e K12-10). 
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4.5.1 Análises de sequências obtidas para os rc-miRNAs do genoma do HHV-8 

 

A figura 22 ilustra o alinhamento de nucleotídeos de um trecho das regiões 

codificadoras de miRNA, que contem a região codificadora dos miRNAs miRK12-

10a, e os SNPs localizados nesses loci de isolados de HHV-8 na saliva de 50 

indivíduos com e sem SK-aids do estudo. O alinhamento inclue 100 sequências 

de HHV-8 do genbank desse locus. Um total de 12 amostras não tiveram leitura 

de nucleotídeos nesse trecho do genoma viral. 

O locus  K12-12 (coordenadas U75698: 117.674-117.771 kshv-mir-K12-12, 

MI0004987, KSU75698 mirBase) que codifica kshv-mir-K12-12 (microRNA-12-

12) foi conservado, sem presença significativa de SNPs.  

Figura 22 - Ilustração do alinhamento de um trecho do locus K12-10a (ccordenada U75698: 
117.967-118.036, kshv-mir-K12-10a, MI0002472, KSU75698 mirBase) do genoma do HHV-8 e a 
presença de SNPs no grupo de indivíduos infectados por HIV do atual estudo. Um total de 8 
amostras do grupo SK-aids não teve leitura de nucleotídeos nesse trecho do genoma viral. NTN 
1 a NTN18 são sequências de DNA de  isolados de HHV-8 do grupo SK-aids e NTN19 a NTN42, 
do grupo sem SK. As primeiras sequencias são protótpos do genBanK.   
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 Foram sumarizados os SNPs encontrados na região da ORF K12, 

enfocando a região codificadora do miRNA 12-10a, com a sua distribuição 

(Tabela 7) e frequência dos SNPs na rc-miRNA do genoma viral entre os isolados 

de HHV-8 das amostras do estudo (n=50) e referências (n=96). 

 

Tabela 7 - Dados referentes a distrubuição de SNPs ao longo das sequências 
de DNA de HHV-8 (ORF K12) de indivíduos com SK-aids, não-SK e sequências 
protótipicas do genBank. 

* foram computados os SNPs com duas ou mais referências descritas no genBank. 

SÉRIE REGIÃO POSIÇÃO 
U75698 

SNP TOTAL SK-aids 
n=18 

NÃO-SK 
n=32 

 PROTÓTIPOS 
n=96 

1  117393 A/G 10 0 4  6 

2  117399 G/A 11 0 5  6 

3  117441 G/T 17 1 5  11 

4  117460 A/G 8 0 3  5 

5  117478 C/G 22 2 3  17 

6  117506 G/A 5 1 2  2 

7  117526 G/C 47 3 10  34 

8  117528 A/G 16 0 7  9 

9  117554 C/A 14 0 7  7 

10  117579 A/G 51 3 10  38 

11  117581 A/G 25 3 3  19 

12  117608 A/G 37 7 7  23 

13  117638 T/C 51 3 11  37 

14  117665 C/A 21 0 8  13 

15  117671 G/A 16 0 8  8 

16  117783 G/A 4 0 1  3 

17  117860 C/T 46 3 11  32 

18  117868 C/A/T 4 0 2  2 

19  117883 A/G 12 0 1  11 

20  117888 T/C 72 11 10  51 

21  117910 T/C 60 3 12  45 

22  117913 C/G 38 7 8  23 

23  117942 T/G 23 3 3  17 

24 mirK12-10a 117970 G/T 3 0 1  2 

25 mirK12-10a 117987 A/G 13 0 1  12 

26 mirK12-10a 117997 G/C 3 1 0  2 

27 mirK12-10a 118002 A/C 17 1 0  16 

28 mirK12-10a 118003 C/A 16 1 0  15 

29 mirK12-10a 118012 G/A/C 42 4 8  30 

30 mirK12-10a 118031 A/G 38 2 8  28 
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A Tabela 8 apresenta as variáveis analisadas entre os indivíduos vivendo 

com HIV com SK-aids e não-SK, conforme a disponibilidade de dados e isolados 

de HHV-8 molecularmente caracterizados. As tabelas 9 e 10 apresentam a 

caracterização dos grupos de estudo dos indivíduos infectados por HIV, sem 

histórico de SK-aids (Tabela 9) e com SK-aids (Tabela 10) em relação à análise 

de SNPs nas sequências de DNA de isolados de HHV-8 e os dados clínicos 

laboratoriais e a figura 24 mostra a árvore filogenética construída a partir dos 

dados obtidos no estudo, utilizando o programa MEGA 11 em conjunto com o 

IQ-TREE ( http://www.iqtree.org - KALYAANAMOORTHY et al., 2017; MINH; 

NGUYEN; VON HAESELER, 2013; NGUYEN et al., 2015) utilizando o método 

de máxima verossimilhança com bootstrap de 1000 repetições e usando o 

método de substituição Kimura-2-p. 

O Anexo B apresenta o código das sequencias de DNA de HHV-8 desse 

estudo no GenBank: OQ985001 a OQ985050, correspondente aos isolados de 

HHV-8 com sufixo NTN1 a NTN50, respectivamente 
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Tabela 8 - Caracterização dos indivíduos dos grupos de estudo (não-SK e SK-
aids)  que apresentaram sequências de DNA de isolados de HHV-8 na saliva 
para a região da ORF K12, codificadora de miRNA. 

Indivíduos vivendo com HIV Não-SK n=32 SK-aids n=18 

VARIÁVEIS   

Idade média, (min-max) anos 45 (28-62) 36,4 (21-62) 

Cor branca (n,%) 24/32(75%) 12(66,6%) 

Gênero masculino (n,%) 
27/32 

 (84,3%) 

18 

(100%) 

Tempo HIV média (max-min) anos 3,4 a 4,6 (0,1-17) 

SK visceral (n,%) 0 14/18 (77,7) 

SK não visceral (n,%) 0 4/18 (22,2) 

Quimioterapia -média (max-min) anos 0 3,0 (0,1 a 17) 

ARTc - média  (min-max) anos 3,45 (3,12 a 4,43)a 4,6 (0,1 a 17) 

CD4 -média (min-max) células/mm3 613 (350 a 1.608) 314,2 (6 a 902) 

IgG Lana (n,%) 23/32 (71,8) 12/18 (66,6%) 

IgG Lítico (n,%) 25/32 (78,1) 12/18 (66,6%) 

Título HIV plasmático- média(log) 
(min-max) 

1,69 (ind-1,69) 4,62 (ind– 4,82) 

Título HHV-8 salivar- média(log) 
(min-max)  

6,51 (4,20-9,12) 5,35 (6,66-4,25) 

Número de SNPs   

Número de SNPs ORF K12 e taxa médiab 159 (5,30)  59 (1,96) 

ORF K12 genótipos B  10/32 (31,3%) c  3/18 (16,7) c 

ORF K12 genótipo A/C 22/32 (68,7) d  15/18 (83,3) d 
  Minimo (min) e máximo (Max);  n, número de casos; (a) dados disponíveis para 5/32 pacientes 
com solicitação da análise da carga viral de HIV no período de coleta de saliva dos indivíduos 
não-SK; o limite de detecção da carva viral do HIV foi de 1,69 log 10 cópias/ml ou < 50 cópias;   
ind (indetectável).(b)Taxa média de SNPs por indivíduo de cada grupo; (c) p=0,3281, genótipo B 
e não B, teste exato de Fisher; (d) genótipo A/C e não A/C, p= 0,3281, teste exato de Fisher)  
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      Grupo SK 

      Grupo não-SK 

Figura 23 Genótipos A/C e B da análise da ORF K12 por reconstrução filogenética a partir das 

sequências de DNA de HHV-8 (rc-miRNA, ORF K12), sendo as obtidas nesse estudo (NTN) 

representadas em círculo (HIV e não SK) ou em triângulo (HIV e SK-aids). A nomenclatura do 

subtipo é consistente com aquela estabelecida para a região do gene KSHV K12/T0.7. A análise 

envolveu 50 sequências de nucleotídeos de amostras de estudo atuais e referências de 

sequências prototípicas do GenBank de genótipos já caracterizados previamente. O conjunto de 

dados final incluiu de ~400 a ~700 posições. As análises evolutivas foram realizadas no MEGA 

11 e no IQ-TREE (http://www.iqtree.org). Anexo B apresenta o código das sequencias de DNA 

de HHV-8 desse estudo no GenBank: OQ985001 a OQ985050, correspondente aos isolados de 

HHV-8 com sufixo NTN1 a NTN50, respectivamente. Em Verde o genótipo A/C e em azul o 

genótipo B. colocar os parâmetros da árvore (Kimura 2-p.Bootstrap 1000 repetições). 
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DISCUSSÃO 

 

O estudo caracterizou uma população de indivíduos vivendo com HIV com 

e sem SK-aids sob o uso de ARTc com o propósito de conhecer a exposição a 

infecção por HHV-8 em cada um desses grupos, e especialmente identificar a 

presença e carga viral de HHV-8, com foco em avaliar polimorfismos na região 

da ORF K12 do seu genoma, uma região potencialmente importante 

biologicamente por codificar dois miRNAs que interferem no controle da 

expressão de genes envolvidos no desenvolvimento do tumor. Estudos em 

miRNAs de HHV-8 tem contribuído para o reconhecimento do seu papel na 

patogênese das neoplasias malignas em humanos, assim como a identificação 

de seus alvos e os desfechos de sua regulação (MARSHALL et al., 2018; QIN et 

al., 2017, 2012). As interações de miRNAs virais com as células tem permitido 

conhecer os efeitos funcionais da inibição de miRNAs de HHV-8. Finalmente, as 

abordagens terapêuticas tem sido potencialmente oferecidas para as neoplasias 

de etiologia viral com base no direcionamento de miRNAs (QIN et al., 2012). 

Há um grande desafio nos estudos de detecção da infecção por HHV-8, 

visto que, ao contrário dos outros herpesvirus, este não tem distribuição ubíqua. 

Em países como o Brasil, a infecção do HHV-8 é agregada ao contexto do 

sarcoma de Kaposi associado a aids.  Estudos ainda não foram concordantes 

em associar genótipos de HHV-8 baseado na região variável da ORF K1 e o 

desenvolvimento do sarcoma de Kaposi.  Por isso, no presente estudo, focamos 

em verificar polimorfismos em uma região relativamente conservada 

denominada ORF K12 e com propriedades biológicas de impacto à 

tumorigênese, visto que estudos anteriores têm apontado a relação de SNPs 

nessa região interferindo em várias etapas do processo de produção de miRNA 

humanos e virais (MARSHALL et al., 2018).  

Verificamos neste estudo uma frequência maior, em porcentagem, de 

anticorpos IgG anti-HHV-8 no grupo com histórico da manifestação do tumor 

vivendo com HIV, comparado aos indivíduos sem o SK-aids. Pauk et al., 2000 

mostraram a baixa soroprevalência do vírus, mesmo em pacientes com lesões 
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do SK, entre 6% e 50%, a depender do status imunológico dos pacientes, e 

outros estudos corroboraram com essa evidência, tanto relacionado a fatores do 

hospedeiro como do vírus (de Souza et al., 2007). Diversas proteínas do HHV-

8, como a RTA e a K3, promovem a evasão das células CD4+ e diminuem 

consideravelmente a ativação de linfócitos CD8+ (Broussard; Damania, 2020).  

Em relação a detecção molecular do DNA do HHV-8, tem sido 

demonstrado que tanto nos Estados Unidos, Europa e igualmente na população 

não indígena brasileira, a prevalência do DNA viral em geral é baixa assim como 

a soroprevalência, embora alguns estudos ainda mostrem que em certas 

regiões, a positividade chegue a quase 30%, no estado brasileiro do Pará, por 

exemplo (NASCIMENTO et al., 2009). No entanto, a excreção salivar de HHV-8 

é maior do que a viremia em indivíduos vivendo com SK-aids como pudemos 

verificar comparando sangue e saliva, reforçando o uso da saliva como um meio 

acessível na prática clínica para estudar biomarcadores. Isso também foi 

demonstrado nos trabalhos de Braz-Silva et al., 2017; De França et al., 2011; De 

Souza et al., 2007 e de Kourí et al., 2010.  

O rendimento de obtenção de DNA viral é um grande entrave para os 

estudos moleculares envolvendo os herpesvirus, em especial o HHV-8, por isso 

nosso alvo se deteve em caracterizar uma região do genoma viral, que pudesse 

contribuir para o entendimento sobre um conjunto de biomarcadores de 

prognóstico do desenvolvimento do tumor. Em adição, a oportunidade de 

dispormos de saliva de indivíduos vivendo com HIV bem caracterizados quanto 

a presença do tumor, favoreceu a obtenção de uma casuística de 50 isolados de 

HHV-8 na saliva avaliados quanto a presença de SNPs na ORF K12. O trabalho 

de Kourí et al., 2010, em específico, testou simultaneamente os diferentes 

tecidos do tumor SK de pacientes HIV, chegando à conclusão de que o único 

tecido que demonstrou ter maior presença viral que a saliva vem do tecido 

lesionado. 

A variabilidade intra-hospedeiro do HHV-8, que possa indicar a presença 

de genótipos diferentes no sangue e saliva, não parece ser algo comum  entre 

os isolados virais do HHV-8, visto que é consistente o encontro do mesmo 
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genótipo em vários sítios do corpo do mesmo hospedeiro, como previamente 

(Zong et al., 1999, Kourí et al., 2010 e Marshall et al., 2018). Por isso, a seleção 

da saliva para detectar DNA de HHV-8 veio de encontro a possibilidade de 

proporcionar uma coleta acessível e não-invasiva, além de corroborar com 

outros estudos que apontaram que a presença significativa de excreção salivar 

dos herpesvirus e outros vírus na saliva, além de corroborar com outros estudos 

que apontaram uma significativa correlação da carga viral salivar com status 

imune dos pacientes em diferentes contextos, em relação a outros hespesvirus 

nos casos de transplantados e no contexto da COVID-19 (BATISTA et al., 2022; 

HONORATO et al., 2022; MENDES-CORREA et al., 2021). 

No atual estudo foi possível otimizar um PCR em tempo real quantitativo 

que pode ser aplicado em larga escala para investigar a carga viral e presença 

do HHV-8 na saliva dos indivíduos vivendo com HIV, com uma sensibilidade 

analítica de 50 cópias por mL, por meio do emprego de uma curva padrão 

baseada em oligonucleotídeos sintéticos da ORF 73 do HHV-8. A experiencia 

prévia do laboratório de virologia, confirma o desempenho da ORF 73 a partir de 

curva padrão com vetores plasmidiais (LEVI et al., 2011). Não há ainda um 

consenso na literatura sobre qual alvo do genoma viral seria mais eficiente em 

termos de sensibilidade, alguns dos sítios usados são: a ORF 22, como no 

estudo de (BIGGAR et al., 2000;), a ORF 26, como usada por Cordiali-Fei et al., 

2015 e De França et al., 2011 LOPES et al., 2021; a ORF 73, usada neste estudo 

e no estudo de Krishnan et al., 2004, e a região da K6, usada por Marshall et al., 

2010. No entanto, esses protocolos, assim como o aplicado aqui, também foram 

capazes de detectar a carga viral do HHV-8 na ausência de indicadores de 

exposição ao HHV-8 (IgG soronegativos para HHV-8), mesmo após longos anos 

de infecção por HIV.  Verificamos a frequência de 3,9% e 57,1% de presença de 

HHV-8 na saliva entre os IgG soronegativos anti-HHV-8 sem e com SK-aids, 

respectivamente. Para a otimização de uma qPCR a partir da busca do vírus na 

saliva é importante também considerar os parâmetros de desempenho do teste, 

que sejam reprodutíveis e sensíveis, a fim de identificar aquelas amostras que 

poderão ter melhor chance de ter melhor rendimento nos posteriores estudos de 

sequenciamento de DNA viral, e sobretudo avaliar a relação de sua carga viral 
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com parâmetros de prognóstico ou o status imunológico no monitoramento dos 

pacientes. Não observamos relação da carga viral do HHV-8 e níveis de CD4+, 

mas a carga viral de EBV e HIV foi inversamente correlacionada aos níveis de 

CD4+ em indivíduos com SK-aids, levando-nos a hipótese de que alguma 

interferência ou sinergismo possa haver entre esses agentes(GRUFFAT; 

MANET, 2018). Em modelos experimentais essa hipótese parece ser viável, 

como proposto no trabalho de McHugh et al., 2017, em que foi analisado um 

sistema com camundongos sistematicamente infectados com HHV-8 e EBV, e 

um dos principais desfechos foi o aumento significativo na formação de tumores 

e diminuição da sobrevida dos camundongos. 

Observamos que nos grupos de pacientes com SK-aids, a coexcreção salivar de 

HHV-8 e EBV foi exclusiva, enquanto os não-SK apresentaram a frequência de 

outros herpesvirus, ainda que em frequência baixa (entre cerca de 2% a 10%). 

A ausência de outros herpesvirus na cavidade oral no grupo SK-aids pode refletir 

o efeito da interferência viral associada a presença de altas cargas virais dos 

gammaherpesvirus (EBV e HHV-8), mas existem poucos estudos que 

demonstram as relações entre o HHV-8 e os demais herpesvirus, com algumas 

das interações que ocorrem entre HHV-8, EBV, CMV e HHV-6 (MCHUGH et al., 

2017; THAKKER; VERMA, 2016). Em populações holoendemicas de malária, a 

exposição prolongada e precoce de EBV, parece resultar na maior frequência de 

linfoma de Burkitt nessa população, assim como de sarcoma de Kaposi (DAUD 

et al., 2015; MATAR et al., 2015). Ambos compartilham alvos muito próximos, os 

linfócitos B e monócitos, porém algumas proteínas de início do HHV-8 e do EBV 

(como a RTA do HHV-8 e a ZTA do EBV), por exemplo, podem, de fato, inibir o 

ciclo lítico de outros vírus, diminuindo ainda mais a chance de uma viremia 

positiva de outros herpesvirus em pacientes SK (THAKKER; VERMA, 2016). 

Estudos são necessários para esclarecer sobre o fenômeno exato promovido 

quando as células alvo dos vírus coincidem. Parece esperado que muitos 

cofatores virais, inclusive miRNAs virais e humanos, possam interferir. Outros 

cofatores foram avaliados neste estudo, tendo significativa relação como 

potenciais biomarcadores de status imune na saliva, como a presença de altos 

títulos de EBV, inversamente proporcional aos níveis de CD4 e diretamente 
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proporcionais aos níveis de HIV circulantes, que foram fatores especialmente 

observados no grupo SK-aids. 

Ainda, o estudo atual foi capaz de descrever as características 

moleculares da ORF K12 de isolados de HHV-8, encontramos 524 SNPs em rc-

miRNA nas 96 sequências de HHV-8 aleatoriamente investigadas do genBank e 

nas amostras do estudo, foram 59 SNPs nos grupo SK-aids e 159 no grupo não-

SK. Dentre todos esses SNPs, somente 27 ocorreram na rc-miRNA K12-10a, e 

nenhum SNP significativo (encontrado em mais de uma sequência de DNA viral) 

ocorreu na rc-miRNA K12-12 (incluindo as referências do genBank), isso 

também é mostrado no trabalho de Marshall et al., 2018, em uma casuística de 

24 indivíduos com SK ( 18 positivos para HIV) que provém de diferentes 

continentes. 

O foco de investigar a sequência de nucleotídeos das fitas de DNA viral e 

não os miRNA diretamente veio da vantagem de analisar o DNA viral para a 

busca de SNPs visto que o DNA apresenta melhor viabilidade e estabilidade em 

relação às análises voltadas diretamente às moléculas de miRNAs, que são 

transcritos extremamente lábeis e pequenos. Tanto a estabilidade maior do DNA 

viral e a carga viral aumentada do HHV-8 na saliva foram fatores que ofereceram 

vantagens práticas e acessíveis em comparação às análises de moléculas de 

miRNA. Como citado por He et al., 2020 e Amaral et al., 2010, os miRNAs podem 

levar o controle de expressão de proteínas indutoras de diferentes fases de 

muitos tipos diferentes de cânceres. Dessa forma, identificar suas variações e 

posteriormente avaliar como repercutem na alteração de suas funções poderá 

contribuir futuramente para a pesquisa de biomarcadores na saliva para o 

prognóstico de tumores. 

O miRNA k12-10a está relacionado à evasão imune e à oncogênese, 

enquanto que o miRNA k12-12 até o momento foi descrito  interferindo na 

ativação lítica do HHV-8 (RAY et al., 2012). Os isolados de HHV-8 dos indivíduos 

vivendo com HIV deste estudo confirmaram os dados de outras regiões 

geográficas, em que a rc-miRNA K12-12 é caracteristicamente altamente 

conservada e que essa propriedade parece ser imprescindível para a 
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sobrevivência viral, inclusive por se tratar de uma região codificadora de miRNA 

interferindo no controle da latência e replicação do vírus, corroborando assim 

com os nossos resultados em que não se observou SNPs nessa região.   

A filogenia baseada na região da ORF K12 possibilitou inferir sobre a 

circulação de isolados de HHV-8 dos genótipos A/C e B, conforme observado 

previamente em  populações africanas, indígenas e vivendo com HIV 

(MARSHALL et al., 2010; WHITBY et al., 2004). Embora seja possível separar 

os genótipos A e C baseado na ORF K1, como feito por Marshall et al., 2018, e 

detectar tipos diferentes, F, Q e N (MARSHALL et al., 2007; RAY et al., 2012; 

WHITBY et al., 2004), a distância evolutiva entre o genótipo A e C não é 

suficientemente discriminada por meio da análise da região da ORF K12. 

Obtivemos uma reconstrução interessante na filogenia dos isolados de HHV-8 

na saliva deste trabalho, pois no Grupo SK-aids, predominou o genótipo A/C 

(83,3%) em relação ao B (16,75%). Esse evento exige melhor atenção, a fim de 

que o genótipo A/C (ORF K12) possa ser mais amplamente investigado para 

avaliar seu papel como um biomarcador de desenvolvimento de SK. Em um 

estudo anterior no laboratório de Virologia, igualmente verificou-se, embora 

numa casuística restrita, uma baixa frequência de genótipo B do HHV-8 pela 

análise da ORF K1 entre aqueles casos de SK-aids e com desfecho de óbito 

(TOZETTO-MENDOZA et al., 2016).   

Os dados que verificamos em relação aos genótipos A/C e B pela análise 

da ORF K12 em PVHIV vêm de encontro as observações dos padrões de 

divergência acumulados no genoma do HHV-8 durante a migração do homem 

moderno fora da África, que permitem identificar variantes genotípicas de HHV-

8 localmente distribuídas. Na população brasileira pare haver a co-circulação de 

quase todos os genótipos de HHV-8, como esperado para uma população 

altamente miscigenada. A distribuição geográfica dos genótipos ou subtipos de 

HHV-8 levaram Hayward, 1999 a propor que um ancestral comum tenha surgido 

a mais de 100.000 anos e divergiu conforme as migrações do homem primitivo 

e subsequente isolamento e efeito fundador em populações restritas. Dessa 

forma, a primeira migração do homem através da África subsaariana começou a 
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100.000 anos, sendo o genótipo B o mais ancestral; a segunda migração dirigiu-

se ao sul da Ásia, Australia, Taiwan e ilhas do Pacífico há 60.000 – 70.000 anos 

(genótipo D); a terceira migração formou a separação do terceiro ramo para a 

Europa e norte da Ásia há 35.000 anos (genótipos A e C) com posterior 

expansão para as Américas (genótipo E) há cerca de 15.000 anos, e para o Norte 

da Europa há 10.000 anos atrás, no final da era do gelo (ZONG et al., 2002). 

estudos apontaram que os isolados de HHV-8 do subtipo B predominavam na 

África e foram filogeneticamente mais distantes do subtipo A e C, os quais foram 

encontrados em populações da Europa ou em europeus descendentes de 

americanos do norte (EUA), do que dos subtipos A e C entre si (COOK et al., 

1999; FOUCHARD et al., 2000; HAYWARD, 1999; KADYROVA et al., 2003; 

POOLE et al., 1999; WHITE et al., 2008; ZONG et al., 1999). 

Desde 1996 até o momento, os descritores KSHV e HHV-8 chamam cerca 

de 7.374 publicações no PUBMED e de acordo com o genBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, acesso em 10/05/2023), há menos de 

4.700 sequências de DNA de HHV-8 descritas. Os estudos sobre o HHV-8, 

quando comparados com outros herpesvirus são mais escassos (buscar por 

EBV no PUBMED retorna 30.324 resultados), considerando a dificuldade de 

detectar o vírus ou pela baixa prevalência do DNA viral na população geral. 

Contudo, é importante que as características moleculares do vírus sejam 

decifradas, mesmo diante de seu complexo e amplo genoma, justamente para 

compor ferramentas de prognóstico sobre o risco de desenvolvimento do SK em 

portadores de HHV-8.  

O herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi (KS) (KSHV/HHV-8) foi 

sequenciado pela primeira vez a partir da linhagem celular de linfoma da 

cavidade corporal (BC), BC-1, em 1996. Poucos outros genomas de HHV-8 

completos, devido ser altamente complexo de 137,9 kb, foram descritos até o 

momento. De fato, nosso conhecimento de sua variabilidade genética 

permanece irregular. No genBank estão armazenados os dados inferiores a  

5.000 sequências de DNA de HHV-8, principalmente de genomas parciais de 

HHV-8, com a menor registrada medindo 97pb, e são feitas a partir de amostras 
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históricas de pacientes de diferentes partes do mundo, isoladas a partir de 

biópsias de SK ou de reproduções do vírus em linhagens celulares específicas 

para isolar determinados genes do HHV-8. Em pesquisa simples, encontram-se 

somente 45 genomas denominados completos do HHV-8 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov, acessado em maio, 2023). 

Vale ressaltar algumas limitações do estudo. Houve um número limitado 

de isolados de HHV-8 que puderam ser sequenciados com qualidade para que 

as comparações entre SK e não SK fossem apropriadas. Ainda, houve uma 

restrição de dados em relação aos indivíduos vivendo com HIV sem SK em que 

não foi possível confirmar a carga viral indetectável e níveis de CD4 no período 

da coleta em uma proporção de casos, reduzindo a casuística para análise 

desses cofatores nesse grupo. Uma coleta e análise longitudinal poderiam 

favorecer uma maior detecção viral desde que a excreção de HHV-8, assim 

como de outros hespesvirus é intermitente, de modo que essa alternativa poderia 

aumentar a chance de detecção viral.  

Uma outra limitação para a caraterização molecular do HHV-8 nesse 

estudo foi a reduzida capacidade do método de gerar sequências maiores de 

1kb, o que nos limitou a estudar a região codificadora de miRNA entre 400 e 700 

pb num protocolo dependendo de três pares de primers e Nested PCR. A região 

completa codificadora de miRNA tem cerca de 3,0 kb, e a análise completa de 

SNPs nessa região poderia trazer maior número de dados para as comparações.  

Supomos que as análises por sequenciamento de nova geração (SNG) do HHV-

8 teria maior potencial para sequenciamento de amplicons mais longos e 

contribuir para gerar maior número de dados, visto que o atual entrave para a 

entender a relação das variações virais e a virulência está relacionado ao número 

limitado de sequências e o tamanho delas em relação ao genoma do HHV-8 

depositadas no genBank.  A vantagem importante do SNG em relação ao nosso 

protocolo seria o uso de uma reação PCR multiplex ou shotgun dispensando o 

uso de Nested PCR individuais. No entanto, o custo do sequenciamento de nova 

geração é ainda considerado alto (100 dólares por amostra). Protocolos 

adaptados de SNG em nosso meio têm apresentado alta cobertura para se obter 



83 
 

uma sequência consenso com acurácia de aproximadamente 99%. Dados 

obtidos em estudos do genoma de quase completo (~197 kb) do vírus 

Monkeypox tem aberto essa perspectiva (CLARO et al., 2022). 
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CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, a comparação da sensibilidade de detecção de HHV-8 na 

saliva foi superior comparada à do sangue, de modo que pudemos caracterizar 

os sítios polimórficos e os conservados nas regiões codificadoras de miRNA de 

isolados de HHV-8 salivar da ORF K12. O método de q PCR ORF 73 foi uma 

ferramenta útil para análise de um grande número de amostras para análise de 

sua carga viral e para seleção de DNA de HHV-8 positivos e, consequentemente 

posterior caracterização molecular. O genótipo A/C da ORF K12 foi 

predominante entre os isolados virais de HHV-8, especialmente no grupo SK-

aids. O perfil de SNPs foi diferente entre os grupos com e sem SK na região 

codificante do miRNA K12-10a. Outros cofatores foram significantemente 

presentes sendo observados como potenciais marcadores de status imune, 

como correlação dos títulos de EBV salivar e HIV plasmático relacionados 

inversamente aos níveis de CD4+ circulante, especialmente entre os indivíduos 

infectados por HIV com SK-aids. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A 

Código e classificação das sequências da ORF K12 do genoma do HHV-8 

obtidas dos 50 isolados de HHV-8 na saliva de indivíduos vivendo com 

HIV analisadas no atual estudo e depositadas no genBank 

não-SK Orf K12 SK-aids Orf K12 

NTN1      OQ985001 A/C NTN33     OQ985033 A/C 

NTN2      OQ985002 A/C NTN34     OQ985034 A/C 

NTN3      OQ985003 A/C NTN35     OQ985035 A/C 

NTN4      OQ985004 A/C NTN36     OQ985036 A/C 

NTN5      OQ985005 A/C NTN37     OQ985037 B 

NTN6      OQ985006 B NTN38     OQ985038 A/C 

NTN7      OQ985007 B NTN39     OQ985039 B 

NTN8      OQ985008 A/C NTN40     OQ985040 B 

NTN9      OQ985009 B NTN41     OQ985041 A/C 

NTN10     OQ985010 B NTN42     OQ985042 A/C 

NTN11     OQ985011 B NTN43     OQ985043 A/C 

NTN12     OQ985012 B NTN44     OQ985044 A/C 

NTN13     OQ985013 B NTN45     OQ985045 A/C 

NTN14     OQ985014 B NTN46     OQ985046 A/C 

NTN15     OQ985015 A/C NTN47     OQ985047 A/C 

NTN16     OQ985016 A/C NTN48     OQ985048 A/C 

NTN17     OQ985017 A/C NTN49     OQ985049 A/C 

NTN18     OQ985018 A/C NTN50     OQ985050 A/C 

NTN19     OQ985019 A/C  
 

NTN20     OQ985020 A/C  
 

NTN21     OQ985021 A/C  
 

NTN22     OQ985022 A/C  
 

NTN23     OQ985023 A/C  
 

NTN24     OQ985024 A/C  
 

NTN25     OQ985025 A/C  
 

NTN26     OQ985026 A/C  
 

NTN27     OQ985027 A/C  
 

NTN28     OQ985028 B  
 

NTN29     OQ985029 A/C  
 

NTN30     OQ985030 B  
 

NTN31     OQ985031 B  
 

NTN32     OQ985032 A/C  
 

Número de submissão: BankIt 2702689 
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ANEXO B 

 

Lista de referências usadas na produção da filogenia 

Taxid nº de acesso Taxid nº de acesso Taxid nº de acesso 

37296 AP017458.1 37296 MT510653.2 37296 OL829888.1 

37296 GQ994935.1 37296 MT510658.2 37296 OL829891.1 

37296 HQ404500.1 37296 MT510659.2 37296 OL829892.1 

37296 JQ619843.1 37296 MT510660.2 37296 OL829893.1 

37296 JX228174.1 37296 MT510661.2 37296 OL829894.1 

37296 KF588566.1 37296 MT510662.2 37296 OL829895.1 

37296 KT271455.1 37296 MT510670.2 37296 OL829896.1 

37296 KT271456.1 37296 MT936340.2 37296 OL829897.1 

37296 KT271467.1 37296 MZ712172.1 37296 OL829898.1 

32630 KX189626.1 37296 MZ712173.1 2708202 OR091203 

32630 KX189627.1 37296 MZ712174.1 2708202 OR091204 

32630 KX189628.1 37296 MZ712175.1 2708202 OR091205 

32630 KX189629.1 37296 MZ712176.1 2708202 OR091206 

32630 KY246443.1 37296 MZ712177.1 2708202 OR091207 

32630 KY246444.1 37296 MZ712180.1 2708202 OR091208 

37296 LC200586.1 37296 MZ712181.1 2708202 OR091209 

37296 LC200587.1 37296 MZ712183.1 2708202 OR091210 

37296 LC200588.1 37296 MZ712184.1 2708202 OR091211 

37296 LC200589.1 37296 MZ712185.1 2708202 OR091212 

37296 MK143395.1 37296 MZ923810.1 2708202 OR091213 

32630 MK208323.1 37296 MZ923811.1 2708202 OR091214 

32630 MK497257.1 37296 MZ923813.1 2708202 OR091215 

37296 MK733606.1 37296 MZ923817.1 2708202 OR091216 

37296 MK733607.1 37296 MZ923821.1 2708202 OR091217 

37296 MK733608.1 37296 MZ923822.1 2708202 OR091218 

37296 MK733609.1 37296 MZ923823.1 2708202 OR091219 

37296 MK876731.1 37296 MZ923824.1 2708202 OR091220 

37296 MK876733.1 37296 NC009333.1 2708202 OR091221 

37296 MK876737.1 37296 OL829860.1 2708202 OR091222 

37296 MK876738.1 37296 OL829861.1 2708202 OR091223 

37296 MN419219.1 37296 OL829865.1 2708202 OR091224 

37296 MN419220.1 37296 OL829866.1 2708202 OR091225 

37296 MN419221.1 37296 OL829867.1 2708202 OR091226 

37296 MN419222.1 37296 OL829868.1 2708202 OR091227 

37296 MN419223.1 37296 OL829869.1 2708202 OR091228 

37296 MN419224.1 37296 OL829870.1 2708202 OR091229 

37296 MN419225.1 37296 OL829871.1 2708202 OR091230 

37296 MN419226.1 37296 OL829872.1 2708202 OR091231 
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Taxid nº de acesso Taxid nº de acesso Taxid nº de acesso 

37296 MN419227.1 37296 OL829874.1 2708202 OR091232 

32630 MN688631.1 37296 OL829876.1 2708202 OR091233 

37296 MN752405.1 37296 OL829877.1 2708202 OR091234 

37296 MT510649.2 37296 OL829880.1 2708202 OR091235 

37296 MT510650.2 37296 OL829881.1 2708202 OR091236 

37296 MT510651.2 37296 OL829882.1 2708202 OR091237 

37296 MT510652.2 37296 OL829883.1 435895 U75698.1 

    37296 U93872.2 
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Anexo C 

Parecer Consubstanciado do CEP 
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