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Resumme

Resumo

O Herpesvirus Humano 8 (HHV-8), ou Herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi
(KSHV), foi identificado em 1994 por CHANG ef al em biépsia de pele de pacientes com sarcoma
de Kaposi (SK) associado a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA / AIDS). O HHV-8
pertence & familia Herpesviridae, sub-familia Gamaherpesvirinae e género Rhadinovirus, o (nico
do género a infectar humanos. Possui ultraestrutura semelhante & de outros herpesvirus,
apresentando regides de DNA homoélogas a dois gama-herpesvirus: Epstein-Barr Virus (EBV) ¢ o
Herpes Virus Saimiri (HVS), ambos com potencial oncogénico.

Virios estudos revelaram a associacdo entre o HHV-8 e todas as formas de SK: classica,
endémica, relacionadas 2 AIDS e associado a transplantes, além de outras lesdes proliferativas da
linhagem linfoide, relacionadas ou ndo a AIDS, como o linfoma primario de serosas (PEL) ou
linfoma de cavidades do corpo (BCBL), o linfoma primario do sistema nervoso central (LPSNC), a
doenca de Castleman multicéntrica (DCM) e o mieloma multiplo (MM).

Amostras de DNA extraidos de biépsia de pele e de sangue periférico de 11 pacientes com
SK, amostras de DNA extraido de aspirado de medula 6ssea de 48 pacientes com MM e amostras
de DNA extraido de sangue periférico de 145 doadores de sangue foram analisadas. Todos o0s
pacientes e doadores de sangue foram provenientes do Hospital de Clinicas e do Hemocentro da
Unicamp. Aplicando-se a técnica de "nested-PCR" para amplificagdo da regido ORF-26 do genoma
do HHV-8, foram detectadas seqiiéncias de DNA viral em todas as amostras (11/11) de DNA de
biopsia de pele, em cinco amostras (5/11) de DNA de sangue periférico dos pacientes com SK e em
uma das amostras (1/48) de DNA extraido de aspirado de medula ossea dos pacientes com mieloma
multiplo. Nio foram detectadas seqiiéncias de DNA do HHV-8 em 145 amostras de DNA

provenientes dos doadores de sangue.
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Résumo

DI ALBERT et al (1997b), através do sequenciamento gendmico da regido da capsula menor
(ORF-26) do HHV-8, descreveram cinco subtipos virais denominados: A, B, C, D e E. A
classificagio dos subtipos do HHV-8 em regides geograficas variadas revelou diferentes
prevaléncias. Em nosso estudo, foram genotipadas onze amostras de DNA extraido de biopsia de
pele de pacientes com sarcoma de Kaposi e verificamos a presenga do subtipo B do HHV-8 em
73% e do subtipo C em 27% dos casos. Além das variagdes nucleotidicas nas posi¢des que
determinam a alteracdo dos aminodcidos e a caracterizagdo dos subtipos, foram observadas
variagdes nucleotidicas em outras posigdes (base 1055, 1086 e 1139).

Dentre os métodos sorologicos para detecgdo de anticorpos anti-HHV-8, os mais aplicados
sio os testes de imunoensaio enzimatico (ELISA) e de imunofluorescéncia indireta (IFT). Foi
utilizado o ensaio de Imunofluorescéncia Indireta para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8 e
verificamos positividade do teste em todas as amostras de soro dos pacientes com SK.

O nosso trabalho permitiu a padronizagio de técnicas moleculares para a detecgdo e
genotipagem do HHV-8, sendo determinado os subtipos virais circulantes em uma populagio de
pacientes do HC-Unicamp. A aplicagdo do ensaio de imunofluorescéncia indireta permitiu a
pesquisa e detecgdo de anticorpos anti-HHV8. Também foi possivel, verificar dados relacionados a
prevaléncia do HHV-8 em pacientes com SK, pacientes com MM e em um grupo de doadores de

sangue.
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Introdugio

1. Introducdo
1.1. Historico

O Herpesvirus Humano Tipo 8 (HHV-8), ou Herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi
(KSHV), foi identificado em 1994 por CHANG et al em biopsia de pele de pacientes com sarcoma
de Kaposi (SK) associado a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA / AIDS), utilizando a
metodologia de RDA (“Representational Difference Analysis”), uma técnica de ampliagdo e
comparagio entre dois DNAs, usando o conceito da PCR (“Polymerase Chain Reaction™). Eles
mapearam uma regido gendmica de 1.853 pares de bases (pb), designada KS330, que apresentou
homologia com a regido que codifica proteinas do capsideo viral dos gama-herpesvirus (CHANG et
al . 1994). O HHV-8 apresenta regides de DNA homologas a dois gama-herpesvirus: Epstein-Barr
Virus (EBV), que esta relacionado a formagéo de linfoma de Burkitt e tumores nasofaringeanos em
humanos e o Herpes Virus Saimiri (HVS), que € o responsavel pelo desenvolvimento de um tipo de
linfoma fulminante em macacos. Esses dados indicaram que o HHV-8 também poderia ser
oncogénico (O'LEARY, KENNEDY, O'D MCGEE, 1997, LEVINE &ABLASHI 1999).

Em 1996, MESRI et al foram os primeiros pesquisadores a conseguir isolar e transmitir o
KSHV para células B CD19+, partindo de células de linfoma de cavidades do corpo (BCBL). A
essa linhagem celular deu-se o nome de BC-1, a qual apresentava fragmentos gendmicos do KSHV
e do EBV. Verificaram que ap6s o tratamento das c€lulas infectadas com radiagdo ultravioleta e
DNAse outras células ndo eram mais infectadas, porém a detecgdo de sequéncias de DNA do virus
continuou sendo possivel. Entdo propuseram que 0O material genético desse agente se encontrava
envolto em um capsideo (MESRI ez al, 1996). Também foi sugerido que o KSHV passasse a ser
denominado HHV-8, por ser detectado em linfoma de cavidades do corpo (BCBL), doenga de

Castleman multicéntrica (DCM), além do SK (MESRI et al, 1996., SAID et al, 1996).

01



Tntrodugio

Estudos posteriores associaram o HHV-8 a todas as formas de SK: classica, endémica,
relacionadas a AIDS (CATTANI ef al, 1999) e associados a transplantes (HUDNALL ef al, 1998),
além de outras lesdes proliferativas da linhagem linfoide, relacionadas ou ndo a AIDS, como o
linfoma primario de serosas (PEL) ou linfoma de cavidades do corpo (BCBL) (SAID et al, 1996,
BERTI ef al, 1997., SPIRA et al, 2000), doenga de Castleman multicéntrica (DCM) (DUPIN ef al,
2000) e o mieloma multiplo (MM) (RETTIG et al, 1997., SAID et al, 1997, CHAUHAN et al,
1999).

O linfoma primario de serosas, conhecido como PEL (“Primary Effusion Lymphoma”),
caracteriza-se pelo acimulo de liquido linfomatoso em serosas como pleura, pericardio e peritoneo,
estando associado ao HHV-8 (SPIRA er al, 2000). Através do uso de cultura de células
provenientes do PEL de individuos HIV negativos, foi possivel caracterizar duas linhagens
celulares infectadas pelo HHV-8, denominadas BC-3 e KS-1. A linhagem KS-1 foi inoculada em
camundongo imunodeficiente e produziu ascite, reforcando a hipotese de que o HHV-8 seja
também o agente etiologico do PEL (SAID et al, 1996). Apos o advento do cultivo de células
infectadas pelo HHV-8, deu-se inicio a padronizagdo de técnicas sorologicas para detecgdo de
anticorpos anti-HHV-8 (DAVIS et al, 1996).

Atualmente, o HHV-8 tem sido indicado como o provavel agente etiologico de algumas
doengas linfoproliferativas, as vezes com resultados conflitantes como € o caso da associagao entre

o HHV-8 ¢ o mieloma multiplo (RETTIG. et al, 1997, SAID et al, 1997., RASK et al, 2000).
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Introdugdo

1.2. O Herpesvirus Humano Tipo 8

1.2.1 Taxonomia viral

O Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV) classificou os herpesvirus em trés
subfamilias: alfa-herpesvirinae, Peta-herpesvirinae e Gama-herpesvirinae, de acordo com suas
propriedades biologicas. Atualmente, ha cerca de 100 herpesvirus descritos e com ampla
disseminagdo na natureza;, destes, oito infectam humanos, entre eles o Herpes Virus Humano Tipo 8
(LEVINI & ABLASHI, 1999).

O HHV-8 pertence a familia Herpesviridae, sub-familia Gamaherpesvirinae € género
Rhadinovirus, o unico do género a infectar humanos (O’LEARY et al, 1997). Possui ultraestrutura
semelhante a de outros herpesvirus, apresentando regides de DNA homologas a dois Gama-
herpesvirus: Epstein-Barr Virus (EBV) e o Herpes Virus Saimiri (HVS), ambos com potencial

oncogénico (LEVINI & ABLASHI, 1999).

1.2.2 Estrutura viral

Os herpesvirus apresentam uma estrutura complexa. Sdo particulas de grandes dimensdes
(120- 300nm), constituidas por quatro componentes estruturais: 0 nicleo central, onde esta
localizado o material genético; o nucleocapsideo icosaédrico composto por capsomeros que
envolvem o nucleo; o envelope que contém numerosas espiculas glicoproteicas em sua superficie e

o tegumento, localizado entre 0 nucleocapsideo € o envelope (SILVA, 2000), (Figura - 01).
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1.2.3 O genoma do HHV-8

O genoma do HHV-8 tem cerca de 165 a 170 kb, sendo composto por diversos genes que
codificam proteinas virais especificas, envolvidas no controle do crescimento, diferenciagdo celular
e inibi¢do da apoptose. Fazem parte das proteinas virais que inibem a apoptose a vIL-6, v-flip, v-
bel-2, v-cyclin, v-MIP-I e o v-MIP-II. Os genes v-MIP-I e o v-MIP-II promovem a angiogénese € a
inibigdo da resposta inflamatoria normal, podendo prejudicar a resposta antitumoral (SCHULZ &
MOORE, 1999), (Quadro 01). Alguns genes do HHV-8 possuem homologia com genes celulares
humanos (SARID ef al, 1998, SCHULZ & MOORE, 1999). A interleucina 6 viral (v-IL-6) ¢
homéloga a interleucina 6 humana (IL-6), que geralmente se encontra em niveis aumentados em
determinadas doencas malignas proliferativas como o sarcoma de Kaposi, o linfoma de cavidades
do corpo e o mieloma multiplo (CANNEL & MITTNACHT, 1999., SJAK-SHIE, VESCIO,
BERENSON, 1999b., JELINEK, 1999). Acredita-se que a vIL-6, sintetizada pelo HHV-8, possa
estimular o surgimento e a progressdo de determinadas neoplasias proliferativas associadas a esse
agente (O’LEORY ef al, 1998, CANNEL & MITTNACHT, 1999, GADO et al, 2000,
AVELLEIRA & LUPI, 2000), (Quando 01).

Quadro 01 - Propriedades funcionais de alguns genes do HHV-8 (SCHULZ & MOORE, 1999).

Genes do HHV-8  ORFs do HHV-8 Propriedades funcionais (Presumidas)

vMIP-1 (ORF k6) induz angiogénese
v-MIP-11 (ORF K4) propriedade angiogénica
v-MIP-I11 (ORF K4.1) induz Th2

v-cyclin (ORF 72) promove o crescimento celular

v-1L-6 (ORF K2) estimula a proliferagdo de células plasmaticas
v-Bcl-2 (ORF 16) inibe a morte celular programada (apoptose)

v-FLIP (ORF K13) homologo do inibidor de apoptose celular

GPCR (ORF 74) atividade angiogénica, promove crescimento celular
VP23 (ORF 26) codifica proteina do capsideo viral

—_—___—___—______-_,_.-_._—-—-_-_-_-_'— it

05



Introdugie

Em conjunto, alguns genes contidos no genoma do HHV-8 podem ser os responsaveis por
induzir a angiogénese, o crescimento celular, inibir a apoptose celular e a resposta inflamatoria
normal, tornando a resposta imune antitumoral deficiente, contribuindo para o surgimento € para a
progressao das doengas neoplasicas associadas (SCHULZ & MOORE, 1999., ENSOLIL STURZL,
MONINI, 2000).

O genoma do HHV-8 ¢ constituido por um conjunto de genes e ORFs (seqiiéncia de leitura
aberta), apresentando regides génicas comuns aos herpesvirus e regides especificas que
caracterizam o HHV-8 (AVELLEIRA & LUPI, 2000). Uma das primeiras seqiiéncias de DNA do
HHV-8 correspondeu a regido KS330, onde esta incluido o ORF26, gene que codifica a proteina da

capsula do HHV-8 (CHANG et al, 1994). (Figura 02)
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Il..iﬁ HIP 1
2
K14 6 8 w"mzm‘mn 25 s'z?a”eo sa wu Ay

A A S A A A N A A
KS5

gX IRFs waka/jwka IRF zppa moi KS631mdsk
i, Y - = = - —
A-trans dUTPase viRF - RRgRAL Tegument PT Cyel Adn GCR unseqTR
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Figura 02 — Representagdo grafica do genoma do HHV-8 (Adaptado de RUSSO ef al, 1996).
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1.2.4 Replicagio viral e propriedades biologicas

A replicagdo dos herpesvirus compreende varias etapas. Para iniciar a infecgdo, € preciso que 0
virus seja adsorvido aos receptores da superficie celular, ocorrendo a fuséo do envelope viral com a
lamela externa da membrana citoplasmatica. Em seguida, o capsideo desprovido de envelope ¢
transportado para os poros nucleares, onde 0 DNA ¢€ liberado para o interior do nucleo celular,
regido na qual ocorrem a transcrigao, a replicagdo do DNA viral e a produgdo de novos capsideos
(SILVA, 2000).

O DNA viral é transcrito pela RNA polimerase presente na célula do hospedeiro com
participagdo de fatores virais em todos os estagios da infec¢io. A sintese de produtos virais esta
bem regulamentada e, dentre os varios produtos genéticos, enzimas e proteinas ligadas ao DNA
viral, incluem-se: timidina cinases, DNA polimerases, ribonuclease redutases e exonucleases
(SILVA, 2000).

Os herpesvirus tém a capacidade de infectar diferentes tipos celulares, apresentando tropismo
por determinados tecidos. As doengas associadas aos herpesvirus linfotropicos sdo, na maioria dos
casos, linfoproliferativas. Apenas os virus linfotropicos sao, comprovadamente oncogénicos,
podendo na maioria das vezes induzir a processos malignos linfoproliferativos (SILVA, 2000).
Como exemplo, pode-se citar o HHV-8 que atualmente vem sendo associado a varias doengas
proliferativas da linhagem linfoide como: o SK, a DCM e o PEL (WHITBY et al, 1995., SAID et
al, 1996, TERUYA-FELDSTEIN et al, 1998, ASOU et al, 1998, CESARMAN & KNOWLES,
1999).

Todos os herpesvirus induzem a infecgdo latente em seus hospedeiros naturais por toda a vida.
O mecanismo de laténcia ainda ndo foi totalmente elucidado porém, sabe-se que para alguns
herpesvirus, a laténcia ocorre em tipos especificos de células que permitem a entrada do virus, mas

bloqueiam sua replicagdo. As analises de determinados genes dos herpesvirus que permanecem
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ativos sugerem que esses genes atuam como reguladores, podendo manter o virus em estado de
laténcia ou ativo para a recorréncia (SILVA, 2000).
1.3 O Sarcoma de Kaposi

1.3.1 Descoberta e Classificacio

O Sarcoma de Kaposi (SK) foi inicialmente descrito por Morris Kaposi no ano de 1872. E
uma neoplasia vascular que se caracteriza pela proliferagdo de células endoteliais, fibroblastos,
células plasmaticas e células linfoides do processo inflamatorio, ocorrendo predominantemente na
pele, nos orgdos viscerais e nos linfonodos (LIN, 1998). A descricdo feita por Morris Kaposi, no
século XIX, caracterizou a forma classica do SK (SKC), uma forma rara, mais freqiente na
América do Norte e na Europa, acometendo homens idosos descendentes de judeus do Leste
Europeu e povos da regido do mar Mediterraneo. Posteriormente, foram descritas mais trés formas.
A forma endémica, ou Africana do SK (SKA), encontrada no Continente Africano, mais agressiva,
acometendo adultos jovens e criangas negras. Em meados da década de 70, com o advento dos
transplantes de orgdos, o uso de drogas imunossupressoras € 0O tratamento quimioterapico das
neoplasias, verificou-se um aumento significante dos casos de SK, diretamente associado a
imunodeficiéncia grave. Essa forma foi denominada de forma iatrogénica do SK (SKI). Na década
de 80. foi documentada uma forma mais agressiva, em geral, associada a pneumonia por
Pneumocystis carinii, mais freqiiente entre adultos jovens, do sexo masculino, homossexuais ou
bissexuais dos Estados Unidos, sendo denominada de forma epidémica do SK (SKE), que ocorre
em individuos infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) ((LIN, 1998., FONSECA,
BOLLELA, NETO, 1999).

O SK foi uma das primeiras doengas oportunistas reconhecidas na infec¢do pelo HIV e
atualmente ainda é a neoplasia maligna mais freqiientemente relacionada a Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA / AIDS) (KENNEDY et al, 1998).
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1.3.2 Sarcoma de Kaposi e 0 HHV-8

Apos mais de cem anos da descri¢do do sarcoma de Kaposi o seu agente etiologico foi
identificado. Inicialmente denominado Kaposi Sarcoma Herpesvirus (KSHV), atualmente
conhecido como Herpesvirus Humano 8 (HHV-8). Esse agente foi detectado em mais de 90% de
todas as formas de SK (classica, endémica [Africana], jatrogénica e associada a AIDS)
(CATHOMAS et al, 1996., CATTANI, et al, 1999). A detecgdo universal do HHV-8 sugere um
papel central do virus no desenvolvimento de todos os tipos de SK. Além da infecgdo pelo HHV-8 e
imunossupressdo, outros fatores podem estar envolvidos na determinagdo da progressdao para o
sarcoma de Kaposi (O'LEARY et al, 1997). Estudo realizado na Gambia/Africa demonstrou que
entre os pacientes infectados com o HHV-8 o desenvolvimento do SK ¢ mais freqliente entre 0s
portadores do HIV-1 que entre 0s HIV-2 (ARIYOSHIKTAL et al, 1998)

A detecgdo de sequiéncias do HHV-8 no sangue periférico tem indicado uma probabilidade
elevada para o desenvolvimento do SK (WHITBY et al, 1995). Foi demonstrado a presenga do
HHV-8 em pacientes HIV positivos sem SK que posteriormente desenvolveram a doenca (MEMAR
et al, 1997). A associagdo entre SK, AIDS e seqiiéncias do HHV-8 foi confirmada na Europa, nos
Estados Unidos (GAIDANO et al, 1996., DI ALBERT ef al. 1997a) e no Brasil (CATERINO-DE-
ARAUIJO ef al. 1999, CUNHA et al, 2000). A pesquisa de anticorpos anti-HHV-8, utilizando
variadas técnicas como ELISA e Imunofluorescéncia, tem demonstrado que pacientes com sarcoma

de Kaposi sintetizam anticorpos especificos contra 0 HHV-8 (SPIRA ef al, 2000).
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1.3.1 Apresentacio Clinica

Existem quatro apresentagdes do SK, mas as lesdes cutaneas sdo clinicamente semelhantes
em todas as formas. As lesdes cutdneas sdo rosadas, vermelhas, purpuras ou castanhas. Em
individuos da raga negra, as lesdes sio bem escuras, quase negras. Podem ser maculares,
platiformes, papulares ou nodulares. Em geral, localizam-se em membros inferiores, superiores,
tronco, pescogo e podem variar em nimero, observando-se desde lesdes isoladas até centenas de
lesdes disseminadas. O SK pode ocasionar lesdes viscerais, orais e ganglionares e que, em alguns
casos, precedem as lesdes cutdneas. A presenga de edema nos membros inferiores, na regido
periorbital e na genitalia externa € freqiiente quando ocorrem lesdes nessas areas (LIN e/ al, 1998,

FONSECA ef al, 1999).

1.4 O Mieloma Multiplo

1.4.1 Aspectos gerais
O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia plasmocitica, que causa doenga disseminada.
Caracteriza-se pela proliferagdo de plasmécitos anormais na medula ossea e, na maioria dos casos,
pela secregio de uma imunoglobulina monoclonal ou de uma cadeia leve. A imunoglobulina
monoclonal é detectada no soro e a cadeia leve monoclonal, excretada na urina, sendo denominada
de proteina de Bence-Jones. A doenga se caracteriza por uma proliferagdo clonal lenta, em geral,
decorrem anos desde o evento oncongénico até a apari¢do dos primeiros sintomas, sendo rara antes
dos 40 anos. Os aspectos clinicos mais tipicos do MM sao a anemia, as dores Osseas, a
hipercalcemia e a insuficiéncia renal. Em geral, o mieloma, quando diagnosticado, € um tumor

terminal (BARLOGIE, 1995., JELINEK, 1999).
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1.4.2 O Mieloma Multiplo e 0o HHV-8

Sequéncias de DNA do HHV-8 foram encontradas em amostras de DNA extraido de
biopsias de medula ossea, células dendriticas da medula 6ssea e células mononucleares do sangue
periférico enriquecidas com CD 68 ou CD 83 de pacientes com mieloma multiplo (MM) (RETTIG
et al, 1997., SAID et al, 1997., SJAK-SHIE et al, 1999a). Consequentemente, variadas amostras
biologicas de pacientes com MM foram analisadas por PCR para detecgdo de sequéncias de DNA
do HHV-8 e ensaios sorologicos foram desenvolvidos destinados a pesquisa de anticorpos anti-
HHV-8. (TISDALE ef al, 1998., BECK ef al, 2000). Entretanto, varios estudos (CULL et al, 1998,
TISDALE ef al. 1998.. Y1 et al, 1998, BELLOS ef al, 1998, MITTERER e/ al, 1998,
SCHONRICH ef al, 1998.. TARTE et al, 1998., GREEF et al, 1999., RASK et al, 2000,
RASMUSSEN ef al, 2000) obtiveram resultados opostos ao encontrado por RETTIG et al (1997) e
SAID ef al (1997) que detectaram seqiiéncias de DNA do HHV-8 em 90 a 100% das amostras de
DNA extraido de biopsias de medula dssea de pacientes com MM. A detecgdo de sequéncias de
DNA do HHV-8 em amostras biologicas de pacientes com MM, publicados por alguns
pesquisadores € a ndo detecgdo ou a detecgdo de sequéncias de DNA do HHV-8 em proporgdo
insignificante dos casos de MM, publicados por outros pesquisadores tém revelado que a associagao
entre 0 HHV-8 e 0 MM ¢é uma questdo polémica a ser esclarecida.

A Interleucina 6 humana (IL-6), em geral, encontra-se em niveis elevados em pacientes com
MM e age estimulando a proliferagéo do clone maligno. Os autores que apoiam a associagao entre 0
HHV-8 e 0 MM acreditam que a Interleucina 6 viral (IL-6 v), sintetizada pelo HHV-8 e homologa a
IL-6 humana, poderia estimular o desenvolvimento e a progressao do clone maligno em pacientes

com MM (O’LEORY et al, 1998., GADO et al, 2000).
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1.5 Epidemiologia e Transmissdo do HHV-8

Pesquisas realizadas em diversas partes do mundo vém fornecendo dados epidemiologicos
que demonstram uma ampla distribuigdo do HHV-8 na populagao geral. Na Africa, a prevaléncia do
HHV-8 na populagdo geral chega a ser maior que 50% em Uganda e Nigéria (LENNETTE,
BLACKBOURN. LEVY. 1996). Nos EUA, Reino Unido e na Europa Central, Norte e QOeste, a
prevaléncia do HHV-8 varia entre menos que 3 a 10% com algumas diferengas regionais, sendo
mais freqiiente nos paises do mediterraneo como Italia e Grécia (4 - 35%) (SCHULZ & MOORE,
1999). A freqiiéncia do HHV-8 em criangas das regides endémicas da Africa tem variado entre 39 e
48%. Na Zambia, o SK constitui cerca de 20 a 25% de todos os casos de neoplasias malignas
pediatricas (ATHALE er al, 1995). Nos EUA a frequéncia do HHV-8 em criangas varia entre 2 €
8%, percentual bem menor que o encontrado na Africa (LENNETTE et al, 1996).

No Brasil, CATERINO et al., (1999) encontraram uma soroprevaléncia de 7,4% (6/81) em
doadores de sangue e de 16% (13/81) em um grupo de pacientes portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV+). Entre os pacientes HIV+ foi demonstrado que 30,4% eram
homens homossexuais ou bissexuais, 23,1% homens heterossexuais, 7,8% mulheres heterossexuais
e 0.8% usuarios de drogas injetaveis. Observou-se uma variagao percentual dependente dos fatores
de risco estudados, com maior freqiiéncia do HHV-8 em homens homossexuais ou bissexuais
(CATERINO-DE-ARAUIJO et al, 1999). Esses resultados concordaram com pesquisas realizadas
nos EUA e na Europa onde foi demonstrada uma soroprevaléncia para o HHYV-8 mais elevada entre
homossexuais ou bissexuais masculinos e menos comum entre mulheres, usuarios de drogas
injetaveis e hemofilicos HIV positivo (LENNETTE et al, 1996).

Dados epidemiologicos sugerem que a transmissdo do HHV-8 ocorre principalmente por via
sexual, com baixo risco para transmissdo parenteral e vertical nos EUA e no Norte da Europa

(LENNETTE et al, 1996., MARTIN et al,1999). Entretanto, em regides endémicas da Africa e da

12



Introdscao

Europa, a elevada prevaléncia do HHV-8 em criangas e em individuos de uma mesma familia
sugerem que deve haver outras vias de transmissio (MAYAMA et al, 1998., MOORE, 2000,
PERNA ef al, 2000, PLANCOULAINE et al ,2000). A soropositividade, e em alguns casos a
soroconversdo tém sido associado ao elevado numero de parceiros sexuais, historia de doengas
sexualmente transmissiveis e em alguns estudos pratica de sexo anal e contato oral- genital
(SCHULZ et al, 1999., BLACKBOURN et al, 1999). O HHV-8 tem sido encontrado no sémen em
(13 — 20%) dos pacientes com SK, porém € incerto se a quantidade do virus presente no sémen €
suficiente para transmissao sexual (MONINE et al, 1996). A presenga do HHV-8 em secregoes
nasais e salivares pode representar uma outra via de transmissdo (MONINE ef al, 1996). Algumas
pesquisas tém demonstrado a transmissdo através do transplante renal de doadores com sorologia
positiva para o HHV-8 e receptor com sorologia negativa para o HHV-8 com soroconversao pos-

transplante (REGAMEY e? al, 1998, HUDNALL et al, 1 998).

1.6 Subtipos do HHV-8

Através do seqiienciamento de regides génicas especificas do HHV-8 foi possivel a
caracteriza¢do de diferentes subtipos virais. DI ALBERTI ef al (1997b), seqiienciando a regido
OFR-26 do genoma do HHV-8, descreveram cinco subtipos denominados: A, B, C, D ¢ E. Essa
classificacdo foi baseada em determinadas variagdes dos nucleotideos nas posigdes 1032 e 1132,
com mudancas nos respectivos aminoacidos (DI ALBERT et al, 1997b). A prevaléncia dos
subgrupos tem variado a depender da regido geografica, com maior freqiiéncia dos subgrupos A e D
nos EUA e Africa, B e C na Italia, Reino Unido e em algumas populagoes do Brasil (DI ALBERT
et al. 1997a, CATERINO-DE-ARAUIJO ef al, 1997, BORALEVI ef al, 1998, CUNHA ef al,
2000). Também foi correlacionado o subtipo com a patogenicidade viral e maior agressividade do

tumor em alguns pacientes com SK. O subtipo A, predominante nos EUA, parece estar associado a
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um maior grau de patogenicidade e agressividade, ocorrendo com freqiiéncia lesdes viscerais

(BORALEVI et al, 1998).

1.7 Detec¢do do HHV-8

1.7.1 Cultura Viral

A técnica da cultura celular pode ser usada para detecgdo do HHV-8 em celulas do sangue
periférico, aspirado de medula ossea e plasma de individuos infectados pelo HHV-8.

Trata-se de uma metodologia de alta sensibilidade para detec¢do do HHV-8, porém
apresenta algumas dificuldades técnicas consideraveis. Exige condigdes laboratoriais especiais de
seguranga, ndo disponiveis na maioria dos servigos, apresenta dificil execu¢do e demanda muito
tempo para resultados confiaveis, levando semanas para se evidenciar o crescimento do virus

(RENNE et al, 1996; SAID et al, 1996).

1.7.2 Métodos Sorolégicos

Dentre os métodos sorologicos para detecgdo de anticorpos anti-HHV-8, os mais aplicados
sdo os testes de imunoensaio enzimatico (ELISA) e de imunofluorescéncia indireta (IFI). Esses
métodos detectam anticorpos produzidos contra os HHV-8 e sdo de facil execugdo. O requisito
principal para a obtengdo de resultados positivos € a capacidade do paciente apresentar resposta
imunolégica humoral adequada contra os HHV-8. Assim, uma limitagdo importante desses metodos
aparece quando ocorre redugdo na resposta imunologica, como pode acontecer em pacientes
imunossuprimidos (CHATLYNNE et al, 1999., MARTIN ef al, 2000).

A avaliagdo sorologica € o meio mais acurado de determinar uma historia passada de
infecgio pelo HHV-8, estabelecida pela presenga de anticorpos especificos da classe IgG

(CHATLYNNE et al, 1999, ROIIT et al, 1999).
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1.7.2a Imunoensaio enzimatico (ELISA)

A técnica de enzimaimunoensaio baseia-se na utilizacdo de antigenos ou anticorpos
marcados com enzimas e permitem a detecgdo, a titulagdo e a quantificagdo de substancias de
interesse biologico. Neste ensaio, a reagdo antigeno-anticorpo é monitorada por medida da atividade
enzimatica. Esse teste foi desenvolvido como uma alternativa ao radioimunoensaio, o qual utiliza
isotopos radioativos para detec¢do de antigenos e de anticorpos. O teste detecta quantidades
extremamente pequenas de antigenos ou anticorpos, podendo ter elevada precisdo se os reagentes e
os pardmetros do ensaio forem bem padronizados. No teste de Elisa indireto, amplamente
empregado para pesquisa de anticorpos, o antigeno purificado ¢ imobilizado numa placa de plastico,
onde o soro a ser testado ¢ adicionado. Se na amostra existirem anticorpos contra o antigeno
imobilizado, ocorrera a ligagdo entre os dois imunorreagentes. A seguir, o sistema € lavado,
removendo-se os anticorpos ndo ligados. Na etapa seguinte, adiciona-se um conjugado a placa (anti-
imunoglobulina humana, marcada com uma enzima). Finalmente, acrescenta-se um substrato que
sofre a agdo da enzima, gerando um produto colorido, detectado visualmente ou por fotometria. A
técnica permite detectar quantitativamente diferentes classes de imunoglobulinas, possuindo boa
sensibilidade e especificidade, sendo aplicada para detec¢do de anticorpos anti-HHV-8 em amostras

de soro ou plasma (CHATLYNNE et al, 1999, ROITT et al, 1999., DAVIS et al, 1996).

1.7.2b Imunofluorescéncia (IF)

O teste de imunofluorescéncia ¢ utilizado para pesquisa de anticorpos em especimes
clinicas. Baseia-se na capacidade das moléculas de anticorpos se ligarem covalentemente a
fluorocromos sem perder sua reatividade especifica com o antigeno. Os fluorocromos mais
utilizados sdo o isotiocianato de fluoresceina e rodamina B, que absorvem e emitem luz na faixa do

visivel. A emissdo de fluorescéncia deve ser analisada em microscopio de fluorescéncia.
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Os testes de imunofluorescéncia podem ser classificados em direto ou indireto. O ensaio de
imunofluorescéncia direta (IFD) é empregado na pesquisa e na localiza¢do de antigenos em ceélulas
ou tecidos, através de um anticorpo especifico marcado com fluorocromo (conjugado). O conjugado
se fixa ao antigeno , formando um complexo estavel. O anticorpo ndo ligado € removido por
lavagens e o preparado € examinado em microscopio de imunofluorescéncia. Esse teste apresenta
sensibilidade e especificidade elevadas, mas requer o preparo de um conjugado especifico para cada
sistema que se queira estudar. O ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI) tem sido empregado
para amplificar o sinal e aumentar a sensibilidade, podendo ser usado para pesquisa de antigenos ou
de anticorpos. A imunofluorescéncia indireta € o teste de referéncia na sorologia de muitas doengas.
Apresenta varias vantagens, pois € sensivel, especifico e reprodutivel, de padroniza¢do e execugdo
simples, o mesmo conjugado pode ser utilizado em sistemas diferentes e podem-se determinar as
classes e subclasses de anticorpos utilizado-se conjugados especificos. A necessidade de
microscopio de imunofluorescéncia, a subjetividade na leitura e a ndo automagdo representam
limitagdes do teste (ROITT et al, 1999). O teste de imunofluorescéncia indireta tem sido utilizado
para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8 em amostras biologicas de interesse, tendo demonstrado

ser sensivel e especifico (DAVIS et al, 1996).

1.7.3 Métodos Moleculares

Dos métodos moleculares, o que vem sendo mais utilizado € a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), sendo amplamente utilizada para deteccdo de sequéncias de DNA
correspondentes a diversas regides do HHV-8. Também tem-se utilizado as técnicas de hibridagao e

sequenciamento (ASCERL et al, 1999).
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1.7.3a A Reacao em Cadeia da Polimerase

Com o inicio da amplificagdo de DNA, por meio da reagdo em cadeia catalisada pela
polimerase (PCR), a detecgdo do HHV-8 foi levada a efeito em amostras contendo pequeno nimero
de copias do virus. A amplificacdo génica pela PCR é um método de biologia molecular que
permite a producao de grande quantidade de fragmentos especificos de DNA, a partir de substratos
complexos e em concentragdes diminutas (SAIKI, SCHARF, FALOONA, 1985).

A PCR permite a amplificagdo de um fragmento especifico de DNA, escolhido pelo
investigador, cuja concentrac¢ao final excede, em milhares de vezes, a inicial. Todos os métodos
anteriormente empregados no estudo de uma determinada por¢do de DNA tinham, como objetivo
comum aumentar a sensibilidade na detec¢do do fragmento alvo que esta presente em baixa
concentragdao na amostra. Contrastando com essa orientagdo, a PCR € capaz de aumentar
significativamente o nimero do fragmento génico escolhido, por meio da sintese enzimatica de
numerosas copias da porgdo original (SAIKI et al, 1985., COSTA & COSTA, 1992), (Figura 03 do
apéndice pag. 94).

De fato, € possivel conseguir expressiva amplificagdo do fragmento de DNA originario de
uma tnica célula. De maneira sucinta, este procedimento consiste em repetidos ciclos de sintese de
DNA, por meio de dois oligonucleotideos sintéticos (“primers”) com orientagdes opostas, isto €,
dois segmentos de aproximadamente 20 nucleotideos, com sequiéncias complementares as das duas
extremidades do fragmento alvo, e levados a efeito por uma reagdo enzimatica, mediada pela
polimerase de atividade em elevadas temperaturas (“7ag polimerase”). Cada ciclo de rea¢do de
amplificagio € constituido por trés fases distintas (SAIKI ef al, 1985., COSTA & COSTA, 1992):

e Desnaturagdo: Separagio das hélices do DNA a ser amplificado.
e Pareamento: Ligagdo complementar entre os “primers” e o DNA a ser amplificado.
e Extensdo: Sintese do DNA pela “7agq polimerase”.
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A orientagao dos “primers” faz com que a sintese de DNA ocorra na regido interna entre
eles. Assim, o produto da extensdo de um “primer” ¢é utilizado como substrato para o outro, 0 que
resulta, em cada ciclo, na duplicagio da quantidade de DNA sintetizada na fase precedente.
Portanto, o numero de copias do fragmento alvo tem um aumento exponencial (2"), facultando, no
final de 30 ciclos, um acréscimo da ordem de 10° copias, valendo-se de uma tnica célula (SAIKI et
al, 1985), (Figura 03 do apéndice pag. 94).

A técnica de PCR € muito suscetivel a contaminago por produtos de amplificagdes prévias
podendo resultar em resultados falso-positivos. Para que ndo ocorra contaminacio da PCR é
fundamental a implantagdo de normas e procedimentos especiais no laboratorio. Além disso,
tratando-se de uma reacdo enzimatica, varias substdncias presentes no material a ser examinado
podem inibir a reagdo de amplificacdo, levando a resultados falso negativos. Para minimizar esse
tipo de problema , ¢ recomendado o uso de um controle interno da reagdo de amplificagio (KWOK
& HIGUCHI, 1989).

A escolha de “primers” para amplificagdo clinica requer o uso de seqiiéncias gendmicas
especificas de regides altamente conservadas do HHV-8. Essa escolha é fundamental para garantir
uma boa sensibilidade e especificidade para o teste de PCR (GAIDANO ef al, 1997).

Sensibilidade e especificidade maiores foram alcangadas pela técnica de PCR-duplo (“nested
PCR”). Esta variagdo da PCR € uma técnica que amplifica uma seqiiéncia alvo em dois passos: na
primeira amplificagdo, utiliza-se um par de “primers” especificos para um fragmento alvo desejado;
a partir do produto desta primeira rea¢do, um novo par de “primers” € utilizado para uma regido
interna ao fragmento anterior, por isso o aumento da sensibilidade e especificidade da reacio

(GAIDANO et al, 1997., COSTA & COSTA, 1992).



Introducio

Baseado no exposto julgamos fundamental o desenvolvimento de pesquisas cientificas em
varios paises, inclusive no Brasil, com a finalidade de se investigar a distribui¢do do HHV-8 na
populagao geral, determinar os subtipos circulantes, as provaveis vias de transmissdo e para
esclarecer o papel desse agente na patogénese de algumas doengas neoplasicas como o sarcoma de

Kaposi, o linfoma primario de cavidades do corpo, a doenga de Castleman e o mieloma multiplo.
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivos principais:

1- Padronizar a reacdo em cadeia da polimerase, duplo PCR (“Nested-PCR™) para deteccdo
de seqiiéncias de DNA do HHV-8 nos pacientes com sarcoma de Kaposi, micloma miltiplo € em
doadores de sangue avaliados no presente estudo.

2- Determinar a incidéncia do Herpes Virus Humano tipo 8 (HHV-8) em pacientes com
Sarcoma de Kaposi atendidos no Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, em pacientes com Mieloma Multiplo ¢ em doadores de sangue do Hemocentro da
UNICAMP.

3- Determinar os subtipos do HHV-8 (A, B, C, D ou E) entre os pacientes com sarcoma de

Kaposi incluidos neste estudo.

20



Oasuists
Uasuistica




Casuistica ¢ Métodps

3. Casuistica

3.1. Pacientes com Sarcoma de Kaposi

Foram estudados 11 pacientes com diagnostico anatomopatologico de sarcoma de Kaposi
(SK), em seguimento no Ambulatério de Moléstias Infecciosas, do Hospital de Clinicas da
Unicamp, Campinas, Sdo Paulo; no periodo de abril de 1999 a maio de 2000. A média de idade foi
de 37 anos, variando de 27 a 79 anos e todos pertenceram ao sexo masculino. Como critério de
inclusdo, todas as amostras apresentaram diagnoéstico anatomopatologico compativel com SK e
todos os pacientes responderam a um gquestionario e assinaram a um termo de consentimento
aprovados pelo comité de ética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, copia do

parecer (pag. 93) do apéndice.

3.2. Pacientes com Mieloma Multiplo

De forma consecutiva, foram avaliados 48 pacientes com diagnostico de mieloma multiplo,
em seguimento no Ambulatorio de Hematologia, do Hemocentro da Unicamp; no periodo de marg¢o
de 1999 a julho de 2000. A média de idade foi de 56,5 anos, variando de 29 a 78 anos, sendo 50%
pertencente ao sexo masculino e 50% ao sexo feminino. Como critério de inclusdo, tinham
diagnostico de Mieloma Multiplo e nao haviam recebido tratamento ou apresentavam quadro de
recidiva sem tratamento por pelo menos trés meses. Além disso, todos os pacientes assinaram um
termo de consentimento aprovado pelo comité de ética Médica da Faculdade de ciéncias Médicas da

Unicamp.
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3.3. Doadores de sangue
Foi realizado um estudo retrospectivo, no qual amostras de DNA de 145 doadores de sangue
provenientes do Hemocentro da Unicamp foram analisadas través PCR-duplo (“Nested-PCR”), a
fim de se estimar a freqiéncia do HHV-8 nesse grupo. As amostras foram coletadas ao acaso, sem

distingdo de sexo, raga, idade ou qualquer outro fator.
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4. Métodos

4.1. Extrag¢do do DNA do sangue periférico
4.1.1. Preparac¢io das amostras:
As amostras de sangue periférico, recebidas em tubo com anticoagulante (EDTA), foram

centrifugadas a 2.500 rpm durante 10 minutos para a separagio do plasma, o qual foi descartado.

4.1.2. Lise das hemacias:

As hemacias (sedimentadas) foram lisadas com uma mistura de solugdes de cloreto de
amoénio (NH4Cl), a 0,144 M, 5 vezes o volume de células e bicarbonato de amdnio (NH;HCO3) a
0,01M, 0,5 vezes o volume de células. Apos quinze minutos em repouso a temperatura ambiente, o
hemolisado foi centrifugado durante 20 minutos a 2500 rpm, esta etapa foi repetida mais uma vez e,
posteriormente, o sobrenadante foi removido e o precipitado de leucocitos submetido a etapa

seguinte.

4.1.3. Lise dos Leucocitos:

Os leucocitos foram lisados com lavagens de solugdo TKM1 (Tris-HCl 10 mM (pH=7,6);
KCI 10 mM; MgCl, 10 mM e EDTA 20 mM) e centrifugados por 10 minutos a 2.500 rpm, por duas
vezes consecutivas; aproximadamente 3 gotas de Triton X-100 (Nuclear) foram adicionadas na
primeira lavagem. O sobrenadante foi descartado a apds essa etapa, foi acrescentado ao precipitado
a solugao TKM2 (0,8ml da solugdo contendo Tris-HCI 10 mM (pH=7,6); KC1 10 mM; NaCl 0.4 M,
MgCl, 10 mM; EDTA 2 mM; 0,025ml de duodecil sulfato de sddio (SDS) 20%. Em seguida o
material foi incubado durante 40 minutos a 56°C e entdo foi adicionado 0,3 ml de NaCl 5 M. Nessa

etapa o precipitado foi descartado e o sobrenadante transferido para um tubo estéril.
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4.1.4. Precipitacio do DNA:

Ao sobrenadante, foram adicionados 4,0 ml de etanol absoluto gelado (EtOH), ocorrendo a
precipitagdo do DNA. O precipitado foi lavado em 1,0 ml de alcool 70% gelado e, a seguir, foi
centrifugado a 2500 rpm, por Iminuto. Descartado o sobrenadante, o DNA precipitado foi seco a
temperatura ambiente e solubilizado em agua destilada, deionizada e estéril (dH,0). O DNA foi
incubado por 8 horas em banho-maria a 37°C, ou levado a uma temperatura de aproximadamente
4°C por 16 horas para solubilizagdo do precipitado, sendo sua concentracio estimada em
espectrofotometro, por meio do valor da densidade Optica em comprimento de onda de 260 nm.

(SAMBROOK, FRITSCH, MANIATS, 1989).

4.2. Extragdo do DNA de biopsia de tecido a fresco

4.2.1- Digestio das amostras

Colocar uma sec¢do de 3 a 7 mm de tecido ndo fixado, ja macerado, dentro de um tubo
estéril de 1,5 mL. Adicionar ao tecido 190 uL de solugdo contendo 0,1 M de Tris — HCI, Ph igual a
7,5, 1% de SDS e 10 pL. de uma solugao contendo 10 mg/mL de proteinase K. Incubar em banho-
maria a 55°C, por 3 horas ou durante 12 horas (“over-night”).

4.2.2-Extracio com Fenol — Cloroférmio

Acrescentar 200 pl de fenol e agitar bem ( utilizar o vortex para este procedimento ). Em
seguida adicionar 200 pl de cloroférmio — alcool isoamilico (24:1), agitar no vortex e centrifugar a
14.000 rpm, por um minuto. Transferir o sobrenadante para outro tubo e acrescentar, novamente,
200 pL de cloroformio — alcool isoamilico (24:1), agitar no vortex e centrifugar a 14.000 rpm, por

um minuto.
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4.2.3- Precipitacio do DNA
Transferir o sobrenadante para um outro tubo e adicionar 25 pL. de acetato de sodio 3M, 900
uL de etanol 100% gelado ( - 20°C ) e homogeneizar. Incubar a - 70 °C por 30 minutos e, depois,

centrifugar a 15.000 rpm por 15 minutos. Para finalizar, descartar o sobrenadante, deixar o

precipitado (“pellet”) secar e depois ressuspendé-lo com agua estéril.

4.3. Extrac¢do do DNA de aspirado de medula dssea
Foi utilizado o Kit DNAZOL (Gibico-BRL) para extragdo do DNA, seguindo as normas

descritas pelo fabricante.

4.4. Amplificagio génica pela reacio em cadeia da polimerase (PCR), para detec¢do do
HHV-8:

4.4.1 Condicgdes da reacio:

A reagdo em cadeia da polimerase seguiu o método descrito por SAIKI e al.(1985) com
algumas modificagdes. A orientagdo dos “primers” faz com que a sintese do DNA ocorra na regido
interna entre eles. Desse modo, o produto da extensdo de um “primer” ¢ utilizado como substrato
para o outro, o que resulta, em cada ciclo, na duplicagdo da quantidade de DNA sintetizada no ciclo
precedente. Assim, o numero de copias do fragmento alvo tem um aumento exponencial, o que
faculta no final de 30 ciclos um aumento da ordem de 10° copias, partindo-se de uma tnica célula
(SAIKI et al., 1985).

Para cada reacdo de amplificagdo, utilizou-se 0,8 a 1,0 pul do DNA a ser estudado, seguindo
os procedimentos técnicos para extragdo como descrito anteriormente para cada amostra, em um
volume total de 30,0 ul de reagdo. Foram adicionados 50 mM de cloreto de potassio (KCl), 10 mM

de Tris-HCI (pH 8,4), 2,5 mM de cloreto de magnésio (maCly), 2,0 pmol de cada “primer” KS 4 e
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KS 5, que flanqueiam uma regido de 571pb (Tabela 01 - ver seqiiéncia nucleotidica), 200 mM de
cada desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 0,5 U de 7ag DNA polimerase.

Para a técnica de duplo-PCR (“Nested PCR”), as condi¢des de reagdo foram as mesmas
utilizadas na 1° reacdo de PCR , sendo que para a 2° reagdo uma aliquota do produto da 1" foi
reamplificada com os “primers” (KS 1 e KS 2), que flanqueiam uma regido de 233pb, um

fragmento interno ao amplificado na primeira reagao (tabela 01 - ver sequéncia nucleotidica).

Tabela 01: Seqiiéncia dos “primers” utilizados para a detec¢do do Herpesvirus Humano Tipo 8.

W

Nome Seqiiéncia (5° > 3’) Sentido Tipo
e ————————————————————————————————————————————————————
KS 4 AgCACTCGCAgggCAgTACg Direto “primer” externo
KS 5 gACTCTTCgCTgATgAACTgg Reverso “primer” externo
KS1 AgCCgAAAggATTCCACCAT Direto “primer” interno
KS2 TCCgTgTTgTCTACgTCCAg Reverso “primer” interno

Seqiiéncias dos “primers” descritos por Chang ef al., 1994

Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler 40
(Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de desnaturacdo inicial a 94°C durante 5
minutos e, no final, 7 minutos a 72°C para a extensao final.

Para a 1° reagdo, os ciclos de amplificagdo empregados para cada amostra compreenderam:

e Desnaturagio: 94°C - 1 minuto;
e Pareamento: 58°C - 1 minuto;
e Extensdo: 72°C - | minuto.

Para a “Nested-PCR” ndo houve alteragdo no ciclo de amplificagdo.
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4.4.2 Deteccio:

Cerca de 6,0ul do produto da “Nested PCR”, acrescidos de 2,0ul do corante azul de
bromofenol, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de
etidio e visualizados sob luz ultravioleta. Nas amostras positivas, observou-se um fragmento de 233
pb, ao passo que nas amostras negativas nio houve fragmento amplificado. Como controle positivo
da reagdo, foi usada uma aliquota de DNA extraido de bidpsia de tecido de um paciente com
diagnostico de sarcoma de Kaposi e sorologia positiva para o HHV-8, fornecido pelo laboratorio de
Imunologia do Instituto Adolfo Lutz (SP); como controle negativo, uma amostra de DNA extraido
de sangue periférico de um individuo certamente negativa para o virus e um branco da reagdo

contendo agua.

4.5. Amplificacdo génica pela reacio em cadeia da polimerase (PCR), para a p-globina
humana
A amplificagdo de um fragmento do gene da B-globina humana, seguiu a metodologia
descrita por SAIKI et al. (1985), com algumas modificagdes. O produto amplificado foi utilizado
como controle interno da reagao duplo PCR (“Nested-PCR”). O fragmento obtido, 365 pb, indicou
que o DNA extraido era de boa qualidade e que ndo houve inibicio da reagdo, resultado
indispensavel para um diagnostico seguro.
As condigdes de reagdo utilizadas para a amplificagio do gene da B-globina foram as
mesmas aplicadas para a detec¢do do HHV-8, variando a temperatura de pareamento. Os “primers”

utilizados na 1" reagdo foram P3 e PS5 e na “Nested-PCR” P3 e 109 (tabela 02).
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Tabela 02: Seqiiéncia dos “primers” utilizados para amplificagdo do gene da B-globina humana.

%

Nome Seqiiéncia (5° — 37) Sentido Tipo
%&‘
P3* AgACAgAgAAgACTCTTg Direto “primer” externo e
interno
P5 TCATTCgTCTETTTCCCATTC Reverso “primer” externo
109 CCCTTCCTATgACATgAACTTAACCAT Reverso “primer” interno

Seqiiéncias dos “primers” descritos por SAIKI ef al. (1985). * O “primer” P3 foi utilizado na 1? ¢ 2° rcagdes.

Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler 40
(Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de desnaturagdo inicial a 94°C, durante 5
minutos e, no final, 7 minutos a 72°C para a extensdo final.

O ciclo de amplificagao foi padronizado para as 2 reagdes e o programa foi o seguinte:
¢ Desnaturagdo: 94°C - [ minuto;

* Anelamento: 55°C - 1 minuto;
e Extensdo: 72°C - 1 minuto.
O produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de

etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado em sistema Polaroyd.
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4.6. Normas aplicadas para se evitar contaminacdo:

A fim de se eliminarem problemas de contamina¢do das reagdes, o que poderia ocasionar
resultados falso-positivos, foram tomados os seguintes cuidados:

® 0 estabelecimento de normas e procedimentos para limpeza e assepsia das vidrarias,
pipetas e do ambiente de trabalho;

* o ambiente utilizado para a extragdo do DNA foi diferente daquele destinado a
amplificagdo da seqiiéncia alvo (PCR);

® as amostras a serem amplificadas foram manipuladas em bancada com fluxo laminar, o
que torna o ambiente estéril;

e um outro ambiente foi utilizado para se fazer a eletroforese;

e antes da abertura dos “eppendorffs”, foi efetuada rapida centrifugacdo para que a reacio
contida no tubo ficasse concentrada na regido inferior evitando sua dispersio por aerossol;

e foram utilizadas ponteiras com filtro e “eppendorffs” novos e estéreis no manuseio da
amostras;

e trocas constantes de luvas foram realizadas durante todo o procedimento.

4.7 Seqiienciamento do fragmento de DNA amplificado (Método de Sanger):

O método de seqiienciamento direto descrito por “Sanger” foi utilizado para a genotipagem
do HHV-8 em algumas amostras de pacientes com sarcoma de Kaposi e comparagio das seqiiéncias
de DNA obtidas com o sequenciamento automatizado (“ABI PRISM 310”). Para a realizacdo do
sequenciamento foi utilizado o “Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing

Kit” (“Amersham Life Science, Cleveland, Ohio 44128, USA”).
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4.7.1 Purificacio:
Esta etapa € exigida, pois garante a remogio de oliginucleotideos e dNTPs que podem
interferir na reagao de seqiienciamento. Cerca de 20 ul do produto amplificado foi purificado com o

Kit para purificagao da Qiagen, seguindo as normas descritas pelo fabricante.

4.7.2 Reacio de Terminac¢io:
Foram utilizados a reagdo de terminagdo, 2,0ul de dGTP Master Mix (7.5uM dATP, dGTP,
dCTP, dTTP), para cada reagdo, o produto amplificado (PCR-duplo) purificado, acrescidos de 1,2

pmols do “primer” e 0,5ul de [ *P]ddATP.

4.7.3 Reacdo de Seqiienciamento:

Para a reacdo de seqiienciamento utilizou-se: 2,0ul de tampao de reagdo (260 mM Tris-HC],
pH 9,5; 65mM MgCls), 2,0 ul do produto da amplifica¢do purificado, 1,0 ul de “primer” marcado,
2,0 pl de Thermo Sequenase DNA polimerase e 13,0 ul de dH,0. Um volume de 4,5 pl da reagio
de seqiienciamento + 2,5 pl do produto da reagdo de terminagdo + 1 gota de oleo mineral foram
submetidos ao seguinte programa em termociclador Robocycler 40 (Stratagene): 95°C durante 30
segundos, 59°C durante 30 segundos e 72°C durante 1 minuto, perfazendo um total de 35 ciclos.
Apos esta reagdo de seqlienciamento, foi adicionada a cada amostra, 4,0 ul da solugao de parada

“Stop solution” (95% formamida, EDTA 20 mM, 0,05% de azul de bromofenol e 0.05% de xileno

cianol).
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4.7.4 Eletroforese em gel desnaturante:

A corrida eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida a 6% na proporgio de 19:1
acrilamida/bis acrilamida, em tampéo de corrida TTE (Tris 72mM, pH8,0, Taurina 24 mM, EDTA
0,4 mM), uréia 7 M, persulfato de aménio a 10% (APS) e 0,04% de TEMED. O gel foi preparado
em placas de dimensdes 38 cm X 50 cm com espagadores de 0,4 mm de espessura e de gradiente de
espessura com 0,25 mm até 0,4 mm.

Para a separagdo dos fragmentos marcados radioativamente, o gel foi submetido a uma
corrida eletroforética com poténcia constante de 90W, com prévio aquecimento do sistema de
eletroforese por cerca de 1 hora.

Foram aplicados 4,0 ul de cada amostra previamente desnaturadas durante 5 minutos a 94°C.
A corrida durou cerca de 3 horas e a seguir o gel foi transferido para um papel de filtro 3mm e
levado a secadora de gel a vacuo (Bio-Rad) durante 2 horas a 80°C. O gel foi mantido em contato
com um filme de raio-X, temperatura a ambiente por 12 horas. Em seguida foi revelado e a leitura
foi comparada com as seqiiéncia descritas no Banco de Dados (Genbank: www ncbi nlm. nih.gov/).

4.8 Seqiienciamento do DNA (Método Automatizado)

O sequienciamento automatizado foi realizado no aparelho “ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer” da “Biosystems”, um equipamento moderno, rapido e de facil operagdo. Para tal, os
produtos do duplo PCR para regido alvo (ORF-26) do HHV-8 foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 2,0%, corado com brometo de etidio e posterior visualizagio sob luz UV. Somente as
bandas bem definidas, sem excesso de reagentes, com auséncia de bandas inespecificas foram

selecionadas e submetidas as etapas subseqiientes.
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4.8.1. Purificacio:
Os produtos amplificados ("Nested-PCR”) selecionados foram purificados com o Kit da
QIAGEN (“QIAquick PCR Purification Kit”) seguindo, rigorosamente, as normas descritas pelo

fabricante.

4.8.2. Quantificacio do Produto Purificado:

Para o sequenciamento, os produtos da "Nested-PCR" purificados, foram quantificados
utilizando-se um marcador de massa molecular (Load mass - Gibco-BRL), através de uma corrida
em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio e visualizagdo das bandas sob luz UV. A
comparagdo da intensidade das bandas obtidas com as bandas do marcador permitiu estimar a

quantidade de DNA presente nas amostras.

4.2.3. Reacdo de Sequenciamento:

Foram utilizados de 15 a 45ng do produto da "Nested-PCR" purificado para uma reagdo de
10uL, contendo 3uL de “Big Dye Terminator Ready Reaction” (“ABI PRISM BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit”) e 1uL de um dos oligonucleotideos iniciadores (“Forward or reverse”)
utilizados na “Nested-PCR”, adicionado-se agua destilada até o volume final.

As condigdes da reagdo de sequenciamento foram as seguintes: desnaturagdo inicial a 96°C
por 10 segundos, hibridagdo dos oligonucleotideos a 57°C por 5 segundos e extensdo a 60°C por 4

minutos, sendo processados 25 ciclos.

4.8.4. Analise das Amostras:

As amostras foram, em seguida, analisadas no sequenciador automatico “ABI PRISM 310
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4.9 Caracterizacio dos subtipos do HHV-8
Os subtipos virais foram determinados segundo critérios de classificagdo descritos por Di
Albert et al, 1999. Segundo os autores as variagdes nos aminoacidos 134 (base- 1033) e 167 (base
1132) localizados na regido ORF- 26 do HHV-8 permitem a distingdo de cinco subtipos virais (A,
B, C, D e E). As alteragdes para classificacdo dos subtipos do HHV-8 se encontram na Quadro 02.

(DI ALBERT et al, 1997a e ., DI ALBERT et al. 1997b).

Quadro 02 - Classificagdo dos subtipos do HHV-8, segundo variagdes nos aminoacidos 134 e 167

presentes na regido ORF-26 do genoma viral (DI ALBERT et al, 1997a).

AMINOACIDO AMINOACIDO

Subtipos do HHV-8 134 167

Prolina Ac. Aspartico
(ccce) (gat)

Leucina Ac. Aspartico
(ctc) (gat)

Isoleucina Glycina

(atc) (ggt)

Treonina Glycina

(acc) (ggt)

Leucina Glycina
(cte) (ggt)




Caswistica e Métodos

4.10 Imunofluorescéncia Indireta

Para deteccdo de anticorpos especificos contra o HHV-8 foi utilizado o Kit de
Imunoflurescéncia Indireta para pesquisa de anticorpos IgG anti- HHV-8 da empresa Americana
Biotrin (http://www biotrin con . Este ensaio sorologico € capaz de detectar anticorpos anti-HHV-8
na fase primaria, latente, persistente ou reativada da infec¢ao viral.

O ensaio de Imunofluorescéncia Indireta (IFT) é um método rapido, sensivel e de facil
execucao para determinagdo de anticorpos anti-HHV-8. O procedimento da reagdo de IFI
compreende basicamente duas etapas. Na primeira, 0 soro ou plasma humano a ser analisado é
posto em contato com células infectadas com o HHV-8 fixadas em lamina. Nesse ensaio sorologico
de IFI (Kit da Biotrin) ¢ utilizada a linhagem celular KS-1, derivada de paciente com linfoma de
cavidade do corpo, ndo estando infectado com o virus da imunodeficiéncia humana. Se houver a
presenca de anticorpos IgG anti- HHV-8 na amostra testada, ocorrera a formagdo de um complexo
anticorpo da amostra com o antigeno fixado na ldmina. Se ndo houver a presenca de anticorpos
especificos na amostra testada, ndo havera formagio do complexo antigeno- anticorpo e todos os
componentes do soro serdo eliminados na etapa de lavagem. A segunda etapa envolve a adi¢do de
anti- anticorpos humano marcados (Anti-Ac*) com uma substincia fluorescente. Nas reagdes
positivas (com presenga de anticorpos), havera formagdo do complexo Ag-Ac-Anti-Ac* e sera
observado uma coloragdo verde-magd em microscopio de imunofluorescéncia. Nas amostras
negativas ndo ocorrera formagao do complexo e ndo sera observado a emissio de fluorescéncia.

As reagdes foram processadas seguindo rigorosamente os critérios metodolégicos do
referido Kit. Foram utilizados, além dos controles positivo e negativo do proprio Kit, mais quatro
amostras de soro de doadores de sangue saudaveis, nio pertencentes a grupos de risco € com PCR

negativo para o HHV-8.
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4.11 Teste Estatistico

A avaliagdo estatistica dos resultados baseou-se na analise descritiva das variaveis de
interesse, comparando-se algumas dessas variaveis. Foram utilizadas tabelas de frequiéncias para as
variaveis categoricas (Sexo, Grupo, Tratamento para o SK, etc..) e estatisticas descritivas para a
variavel continua (Idade). Para verificar a presenga de associagdo (diferenga) entre os grupos com
relagdo as variaveis categoricas, foi utilizado o teste exato de Fisher. Na comparagdo da variavel
[dade entre os grupos (SK e MM) foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, que
compara dois grupos em fun¢do da soma dos postos das observagdes. Em ambos os testes, a
diferenca entre os grupos sera significativa quando o p-valor do teste for < 0.05. O programa
computacional utilizado foi o The SAS System for Windows (Statistical Analysis System), versdo
6.12 (SAS Institute Inc, 1989-1996, Cary, NC, USA). A analise estatistica foi realizada pela

Comissdo de Pesquisa, estatistica da FCM, UNICAMP em fevereiro de 2001.
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Resultiados

5 Resultados

5.1 Padroniza¢io do PCR-duplo (Nested-PCR) para amplificacdo da regido ORF 26 do

HHV-8

Para a padroniza¢do inicial do PCR-duplo foram utilizadas as condi¢des sugeridas por
CHANG er al (1994), sendo realizadas algumas modifica¢des visando a obten¢do de uma banda
nitida, de boa intensidade, na altura correspondente ao produto amplificado e a eliminagdo de
bandas inespecificas e excesso de reagentes.

Optou-se pela aplicagdo do PCR-duplo com a finalidade de aumentar a especificidade e
sensibilidade do método. Em amostras com baixa viremia, o uso desta técnica amplia o numero de
copias de DNA do HHV-8 milhares de vezes. (GAIDANO et al, 1997).

O PCR-duplo foi aplicado para pesquisa e detecgdo de seqiiéncias de DNA do HHV-8 em
amostras de DNA de pacientes com sarcoma de Kaposi, com mieloma multiplo e em um grupo de
doadores de sangue. Foram analisadas amostras de DNA extraido de biopsia (Figuras 05, 06, 07, 08
do apéndice pag. 95 e 96) e sangue periférico de onze pacientes com SK confirmados por exame
anatomopatologico. Desses, dez pacientes tinham diagnostico sorolégico positivo para HIV, com
quadro de SIDA e um caso apresentou sorologia negativa para o HIV. Detectaram-se seqiiéncias de
DNA do HHV-8 em todas as amostras de DNA de bidpsia (11/11) e em 45,5% das amostra de DNA
de sangue periférico (5/11) dos pacientes com SK através do PCR-duplo (Tabela 03 & Figura 09).

Foram analisadas 48 amostras de DNA extraidos de aspirado de medula 0ssea de pacientes
com diagnostico de mieloma multiplo. Detectaram-se sequéncias de DNA do HHV-8 em apenas
uma amostra (1/ 48), utilizando-se a técnica de PCR-duplo (Figura 10).

No grupo de doadores de sangue, ndo houve amplifica¢do de seqiiéncias de DNA do HHV-

8, sendo todas as amostras negativas.
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Tabela 03 - Resultados da reacio de PCR-duplo para a detecciio de seqiiéncias de DNA do
HHV-8 em amostras de DNA extraido de sangue periférico e de bidpsia dos pacientes com

diagnostico de sarcoma de Kaposi.

P T L o T S e ST ST S ST LTI

N° Data da T PCR PCR
Pac. Coleta Biopsia Sangue
———————————————————————————————————————————
01 26/ 06/ 99 + + +
02 26/ 06/ 99 + + +
03 29/ 06/ 99 + + <
04 30/ 07/ 99 + + +
05 24/ 08/ 99 + + +
06 31/08/ 99 H + +
07 30/ 03/00 + + -
08 07/ 04/ 00 # + -
09 12/ 04/ 00 o + -
10 04/ 05/ 00 + + E
11 01/ 06/ 00 - + =

e B e o Lo P L0 e T T ST T B P B 0 e D PR T R e T S T A e T AT 15

N? Pac - Numero de identificagdo dos pacientes., Data da Coleta - Todas as amostras foram coletadas na
referida data., PCR-duplo bidpsia- PCR-duplo para detecgdo do DNA do HHV-8 em amostras de biopsia.,
PCR-duplo sangue — PCR-duplo para deteccdo do DNA do HHV-8 em amostras de sangue periférico.
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Figura 09 — Amplificacio de 233 pb do DNA do HHV-8 com os “primers” KS-1 e KS-2
(Tecnica de PCR-duplo) em pacientes com sarcoma de Kaposi (SK). Eletroforese em gel de

agarose 2% corado pelo brometo de etidio

Legenda referente a Figura 09

M — Marcador de peso molecular (Ladder 100 pb, Gibico-BRL, USA)

C+ - Controle positivo para reacdo

I e 2 - PCR positivo para amostras de biépsia de pacientes com SK

3 e 4 - PCR positivo para amostra de sangue periférico de pacientes com SK

C " - Controle negativo para presenga de DNA do virus

B — Branco da reagio (H,0)
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Figura 10 — Amplificagdo de 233 pb do DNA do HHV-8 com os “primers” KS-1 e KS-2
(Reagdo de PCR-duplo) em pacientes com mieloma multiplo (MM). Eletroforese em gel de

agarose 2% corado pelo brometo de etidio

Legenda referente a Figura 10

M Marcador de peso molecular (Ladder 100 pb, Gibco-BRL, USA)
C+ Controle positivo para reagao

C - Controle negativo para presenca de DNA do virus

3 PCR positivo para amostras de pacientes com MM

1,2 e 4 PCR negativo para amostra de pacientes com MM

B Branco da reacao (H,O)
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5.2 Controle interno da rea¢io de amplificacio e da amostra
Como controle interno da reacio de amplificacdo e da amostra, todas as amostras foram
submetidas a técnica de PCR-duplo destinada a amplificagdo de uma regido especifica do gene da
B-globina humana. A Figura 10 representa a amplificagdo dessa regido, sendo observado um
fragmento de 366 pb nas amostras positivas. Somente as amostras com reagdo de amplificagdo

positiva foram incluidas no presente estudo (F igura 10).
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Figura 11 — Amplificagao de 366 pb da p-globina humana com os “primers” P3 e P 109

(produto da reagdo de PCR-duplo) em pacientes com sarcoma de Kaposi (SK), mieloma
multiplo (MM) e em doadores de sangue. Eletroforese em gel de agarose 2% corado

pelo brometo de etidio.

Legenda referente a Figura 11

M — Marcador de peso molecular (Ladder 100 pb, Gibco-BRL, USA)

C+ - Controle positivo para reacao

1 e 2 - PCR positivo para amostras de pacientes com SK

2 - PCR positivo para amostra de paciente com MM
3 - PCR positivo para amostra de doadores de sangue

B — Branco da reac¢do (H20)
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5.3 Detec¢do de anticorpos anti-HHV-8

Foi utilizado o ensaio de Imunofluorescéncia Indireta (Kit Biotrin — EUA), para pesquisa de
anticorpos anti-HHV-8 em amostras de soro dos pacientes com sarcoma de Kaposi (SK). Devido a
dificuldades na obtengdo (somente por importagdo, disponivel apenas para pesquisa) e custo
elevado do “Kit Biotrin”, foi possivel a compra de apenas um Kit contendo 50 testes para deteccdo
de anticorpos anti-HHV-8. Por esse motivo, a pesquisa de anticorpos anti-HHV-8 foi realizada
apenas no grupo de pacientes com SK.

Todas as amostras de soro dos pacientes com sarcoma de Kaposi com diagnostico
confirmado por exame anatomopatologico e PCR-duplo para o HHV-8 positivo apresentaram
positividade no ensaio sorologico para detec¢do de anticorpos especificos contra o HHV-8 (Figura
12 & Tabela 04)). Além dos controles positivo e negativo fornecidos pelo Kit Biotrin”, foram
testadas amostras de soro de quatro doadores de sangue utilizados como controle pelo laboratorio de
Imunologia do Hemocentro, obtendo-se para essas amostras testes de IFI para deteccio de

anticorpos anti-HHV-8 negativos em todos os ensaios sorologicos.
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Tabela 04 - Resultados da reacio de PCR-duplo para a deteccio de seqiiéncias de DNA do
HHV-8 e do ensaio de Imunofluorescéncia Indireta para deteccio de anticorpos anti-HHV-8

em amostras biologicas dos pacientes com diagnéstico de sarcoma de Kaposi.

m

Ne Iniciais o PCR PCR
Pac. dos Pac. Biopsia Sangue
01 RJ.C. i + o
02 LM.G. i £ e
03 RB.S. 5 + -
04 M.AF. F £ %
05 S.B. iz =t o
06 MAT. + £ +
07 LR.S. + + -
08 LES T i -
09 P.ARLM. + + =
10 EF.G, + + -
11 LE:. =2 + 4

. A
N°® Pac - Numero de identificacdo dos pacientes., Pacientes - Iniciais dos nomes dos pacientes., IFI
- Ensaio sorologico de Imunofluorescéncia indireta para deteccdo de Anticorpos-anti-HHV-8., PCR
biopsia- “Nested-PCR” para detecgdo do DNA do HHV-8 em amostras de biopsia., Data da Coleta -
Todas as amostras foram coletadas na referida data., PCR sangue - “Nested-PCR” para detecgdo do

DNA do HHV-8 em amostras de sangue periférico.



Resutiados

Figura - 12 - Imunofluorescéncia Indireta (IFI1) para detec¢ao de anticorpos anti-HHV-8. Kit da

Biotrin (EUA).

A - Controle Negativo do Kit Biotrin.
B - Controle Positivo do Kit Biotrin.

C - Amostra de soro do paciente (KS- 01) com sarcoma de Kaposi e presenga de anticorpos

anti-HHV-8.

D - Amostra de soro do paciente (KS- 11) com sarcoma de Kaposi e presenca de anticorpos

anti-HHV-8.
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5.4 Comparagido entre os resultados obtidos pela técnica de PCR-duplo e pelo ensaio
sorologico de Imunofluorescéncia Indireta para diagnostico do HHV-8.

O PCR-duplo para detec¢dao de sequéncia especifica de DNA do HHV-8 em amostras de
biopsias de lesdes sarcomatosas e o teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para detec¢do de
anticorpos anti-HHV-8 em amostras de soro dos respectivos pacientes mostraram igual potencial de
detecgd@o. Em ambos os ensaios, a detec¢ao do HHV-8 foi positiva em 100% (11/11) das amostras
biologicas provenientes dos pacientes com sarcoma de Kaposi analisadas no presente estudo.

O DNA extraido das amostras de sangue periférico dos pacientes com sarcoma de Kaposi foi
submetido a analise pela técnica de PCR-duplo tendo como resultado uma positividade de 45,5%
(5/11).

A presenga do Virus da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) foi verificada em
90,9% (10/11) dos pacientes com sarcoma de Kaposi, infectados pelo HHV-8. O paciente de
numero 11 ndo estava infectado pelo HIV, apresentando sarcoma de Kaposi e diagnostico
soroldgico (IFI) e molecular (PCR-duplo) positivos para o HHV-8.

A fim de se avaliar a sensibilidade dos métodos para detec¢cao do HHV-8, foi considerada a
PCR-duplo para detecgio de seqiiéncias de DNA extraido de biopsia de pele de pacientes com SK
como padrio ouro para diagnostico do HHV-8. Comparou-se o método escolhido como padrado ouro
com a PCR-duplo para detecgdo de seqiiéncias de DNA extraido do sangue periférico de pacientes
com SK e com a pesquisa de anticorpos anti-HHV-8 utilizando a Imunofluorescéncia Indireta (IFI)
e verificou-se que o PCR-duplo com DNA extraido de sangue periférico apresentou uma
sensibilidade de 45% com rela¢do ao padrao ouro (Tabela 05) e o ensaio sorologico (IFI) uma

sensibilidade de 100% (Tabela 06), (Grafico 01).
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O Grafico 02 representa a comparagdo entre os trés testes (PCR-duplo realizado em

amostras de sangue periférico, em biopsia de pele e o ensaio de IFI realizados para o diagnostico do

HHV-8 em onze pacientes com quadro clinico € exame anatomopatologico compativel com SK.

4 ™
100%
80% |
60% -
B Positivo
40% I Negativo
20%
0%
PCR Biopsia PCR Sangue IFI
. /

Grifico 01: Representagdo grafica entre os testes para deteccao do HHV-8.
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Tabela 05 — Relacdo entre o PCR-duplo para detec¢do de seqiiéncias do HHV-8 de DNA extraido
de biopsia de pele de pacientes com SK com a o PCR-duplo com DNA extraido de sangue
periférico uma sensibilidade de 45% com relagdo ao padrdo ouro (Tabela 05) para detecgao de

seqiiéncias do HHV-8 de DNA extraido do sangue periférico de pacientes com SK

Nested-PCR (B) +

Nested-PCR (SP) + 5

Nested-PCR (SP) -

Total

Calculo para estimar a sensibilidade

Sensibilidade = 5/11 = 0,45 x 100 =45%

Este resultado indica que o PCR-duplo com DNA extraido de sangue periférico apresenta

uma sensibilidade de 45% com relacdo ao padrdo ouro para detecgdo de seqiiéncias do

HHV-8 em pacientes com SK.

Os calculos utilizados nessa analise se basearam na defini¢@o de sensibilidade. Sensibilidade
é a probabilidade de um teste positivo entre os individuos doentes, ou seja, sensibilidade € igual ao
nimero de individuos com teste positivo e com a doenga (Positivo Verdadeiro - a), dividido pela
soma dos positilvos verdadeiros (a) mais os individuos com teste negativo, porém, com a doenca

(Negativo Falso - b), logo, S=a/ (a+b) (FLETCHER e al, 1989).
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Tabela 06 — Relagdo entre o PCR-duplo para deteccio de seqiiéncias do HHV-8 em amostras de

DNA extraido de biopsia de pele de pacientes com SK com o ensaio sorologico de IFI para pesquisa

de anticorpos anti-HHV-8.

Nested-PCR (B) +

11

Célculo para estimar a sensibilidade

Sensibilidade = 11/11 =1 x 100 = 100%

Este resultado indica que o ensaio sorologico (IFI) para deteccdo de

anticorpos contra 0 HHV-8 em pacientes com SK tem uma sensibilidade de

100% quando comparada com a técnica considerada padrio ouro.

Os calculos utilizados nessa analise se basearam na defini¢do de sensibilidade. Sensibilidade
€ a probabilidade de um teste positivo entre os individuos doentes, ou seja, sensibilidade é igual ao
numero de individuos com teste positivo e com a doenga (Positivo Verdadeiro - a), dividido pela
soma dos positivos verdadeiros (a) mais os individuos com teste negativo, porém com a doenga

(Negativo Falso - b), Logo, S =a/(a + b) (FLETCHER et a/, 1989).
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Pacientes

N° Variagio do dcido nucléico Variacio do aminoacido/ (aa) Subtipos
N° 07 C—->T(1033) Pro — Leu/ 134
C—>T(1033)
5 C—H>T(1086) Pro —» Leu/ 134
N° 08 A—C(1139)
N° 09 C_}T(1033) PI‘O—)LeUl’L}f‘-
C—>T(1033)
C—>T(1086) Pro —>Leu/ 134
N° 10 A—>C(1139)
— C—>T(1033) Pro — Leu/ 134
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3.5.2 Comparagio entre a seqiiéncia de DNA da regido ORF-26 do genoma do HHV-8 descrita

por Chang et al, (1994) e as segiiéncias de DNA da regido ORF-26 dos pacientes com sarcoma de

Kaposi avaliados no presente estudo.

SEQUENCIA DE DNA DA REGIAO ORF-26 DO HHV-8

%
990 L 1000 4 1010 4 1020 4 1030

AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA

1040 1 1050 4 1060 4 1070 4 1080 L

CCCCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC

1090 L 1100 4 1iod 11204 1130 1

AGCAGCTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG

1140 4 11504 1160 4 1170 4 1180 L

GATGATGTAA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT

1190 4 1200 1210 4 1220 4

TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAA CACGGAT

%

Quadro 04: Seqiiéncia original da seqiiéncia nucleotidica referente a regido ORF-26 do HHV-8 descrita
por CHANG et al, 1994,

Sequéncia do oligonucleotideo direto — em cor vermelho

Seqiiéncia do oligonucleotideo reverso — em cor rosa

As setas numeradas correspondem a posi¢io do nucleotideo inserido na sequiéncia

descrita por CHANG et al, 1994 ¢ publicada no GenBank
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3.5.2 Seqiiéncias de DNA da regido ORF — 26 do HHV-8 obtida apos andlise das amostras dos
pacientes com SK. Resultado do estudo do eletroferograma obtido com o segiienciamento
automatizado “ABI PRISM 310"

Comparando-se a seqiiéncia de DNA da regido ORF-26 do HHV-8 descrita por CHANG e/
al, 1994 (Quadro 04) com as sequéncias de DNA dos pacientes com SK (regido ORF-26 -
fragmento de 233pb) foi possivel identificar as variagdes nas bases: (1032, 1033, 1132, 1055, 1086
e 1139). Para obtengdo do fragmento amplificado (233pb), foram realizadas duas reagdes de
sequenciamento (Aparelho ABI PRISM 310"), uma utilizando o "primer” direto KS-1 e a outra com
o "primer” reverso KS-2. A analise de ambas as sequéncias permitiu a obtengdo completa do
fragmento de 233pb. Logo abaixo, seguem as seqiiéncias de DNA dos pacientes avaliados neste
estudo. Para facilitar a analise, o vermelho corresponde a sequéncia do “primer” direto (KS - 1), o
rosa “primer” reverso (KS - 2), em preto a seqiiéncia est4 idéntica a descrita por CHANG et al,

1994. As variagdes nucleotidicas encontradas em cada paciente estéo identificadas em azul.

Seqiiéncias de DNA dos pacientes com sarcoma de Kaposi avaliados no presente estudo
1- Paciente N°- 01 (Figuras 17 e 18 do Apéndice pag. 97)

AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CATCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGCTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GGTGATGTCA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT

2- Paciente N°- 02 (Figuras 18 e 19 do Apéndice pag. 98)

AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CATCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCTCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGCTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GGTGATGTAA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT
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3- Paciente N°- 03 (Figuras 21 e 22 do Apéndice pag. 99)

AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CATCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCTCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGCTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GGTGATGTCA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT

4- Paciente N°- 04 (Figuras 23 e 24 do Apéndice pag. 100)

o AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CC CGTGTTC CCCATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGTTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GATGATGTCA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT

5- Paciente N°- 05 (Figuras 25 e 26 do Apéndice pag. 101)

.....AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CCTCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGTTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GATGATGTCA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT

6- Paciente N°- 06 (Figuras 27 e 28 do Apéndice pag. 102)

. AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CC ICGTGTTC CCCATGGTCG TGCCTCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGCTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GATGATGTAA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT

7- Paciente N°- 07 (Figuras 29 e 30 do Apéndice pag. 103)

~AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CCTCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGCTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GATGATGTAA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT

8- Paciente N°- 08 (Figuras 31 e 32 do Apéndice pag. 104)

v . AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CCTCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGTTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GATGATGTCA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT
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9- Paciente N°- 09 (Figuras 33 e 34 do Apéndice pag. 105)

.. AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CCTCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGCTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GATGATGTAA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT ..

10- Paciente N°- 10 (Figuras 35 e 36 do Apéndice pag. 106)

AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CCTCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGTTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GATGATGTCA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT

I1- Paciente N°- 11 (Figuras 36 e 37 do Apéndice pag. 107)

o AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA
CCTCGTGTTC CCCATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC
AGCAGCTGTT GGTGTACCAC ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG
GATGATGTAA ATATGGCGGA ACTTGATCTA TATACCACCA ATGTGTCATT
TATGGGGCGC ACATATCGTC TGGACGTAGA CAACACGGAT
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3.6 Seqiiéncia de DNA da regido ORF — 26 do Controle Positivo utilizado no presente estudo.
Resultado da andlise do eletroferograma.

A genotipagem do controle positivo utilizado nos experimentos deste trabalho permitiu
identificar que essa amostra pertence ao subtipo C do HHV-8. Logo abaixo, esta descrita a
sequéncia de DNA do controle positivo (Regido ORF-26 - 233pb). O vermelho corresponde ao
“primer” direto (KS - 1), o rosa “primer” reverso (KS - 2), em preto a seqliéncia esta idéntica a
descrita por Chang et al, 1994 (Quadro 04) e em azul as variacdes nucleotidicas identificadas

(Tabela 08 e Figura 13).

Controle + (AL)

e AGCC GAAAGGATTC CACCATTGTG CTCGAATCCA ACGGATTTGA CATCGTGTTC
cC CATGGTCG TGCCGCAGCA ACTGGGGCAC GCTATTCTGC AGCAGCTGTT GGTGTACCAC
ATCTACTCCA AAATATCGGC CGGGGCCCCG GGTGATGTCA ATATGGCGGA ACTTGATCTA
TATACCACCA ATGTGTCATT TATGGGGCGC ACATATCGTC T¢ iIGACGTAGA
CAACACGGAT

Tabela 08: Analise das variagdes de base e caracteriza¢do do subtipo do HHV-8 na amostra
utilizada como controle positivo

Pacientes
N® Variacio do dcido nucléico  Variacio do aminoacido / (aa)  Subtipos
C—>A(1032)
iti Leu/ 134
Controle Positivo C—T(1033) Pro — Leu/ .
AL A—>G(1132)
Asp — Gly / 167
A—>C(1139) P ¥

77 AGEEEI0a FRETCOTGARAGH VG LT AT R (O O A COATTAGA G GE A NG O QASAA AR OX
7

M __1 Lndﬂ.. e

Figura 13: Eletroferograma referente ao sequenciamento do Controle Positivo
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3.7 Variagoes nucleotidicas nas posicoes 1 055, 1086 e 1139 detectadas no seqiienciamento da
regido ORF-26 do HHV-8 em pacientes com SK.

Verificou-se a presenga de variacdes nucleotidicas especificas em trés diferentes posi¢des
(bases — 1055, 1086 e 1139) em alguns pacientes com sarcoma de Kaposi. A variagdo na base 1139
foi detectada em 45,45% (05/11), seguida das varia¢des nas base 1086 presente em 36,36% (04/11)
e da 1055 presente em 27,27% (03/11) no grupo de pacientes com SK (Grafico 02). Entretanto, as

referidas variagdes ndo ocasionaram a substituicio dos respectivos aminoacidos.

F B
50% -
40% 1+

B Base 1055
30%

I Base 1086
20% O Base 1139
10%

0% -

. )

Grafico 02: Representacdo grafica do percentual de detecgdo das variagdes nas bases 1055, 1086

e 1139 encontradas no sequenciamento da regidio ORF-26 do HHV-8 em pacientes com SK
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3.8 Comparacio entre o seqiienciamento direto descrito por Sanger e o seqiienciamento
automatizado realizado no aparelho “ABI PRISM 310"

Foi realizado o seqiienciamento direto descrito pelo método de SANGER er al, (1977) para
regido ORF-26 do HHV-8 em algumas amostras e posterior comparag¢do com os resultados obtidos
no sequenciador automatico “ABI PRISM 310”. A analise comparativa demonstrou concordancia
de resultados.

A figura 14 representa o seqiienciamento automatizado no aparelho “ABT PRISM 310” ¢ a
figura 15 representa o seqiienciamento direto pelo método de SANGER e al (1977), realizados com
a mesma amostra de um paciente (nimero 05) com sarcoma de Kaposi avaliado em nosso estudo. A
sequéncia de bases obtidas com o seqiienciamento automatizado (Figuras 14 e 15) foi idéntica a

obtida com o seqiienciamento direto seguindo o método de Sanger (Figura 16).
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FRPRA B LR E AT RTE LB EREADCE. 00:: 0 A T T T GGAG T GET R RN O 20TCORBAN A GAC OREE CoooEE ATGA G CRATAIGGUGRAR T "CN
o 0 g ¢ ] 24 110 12 3
13 ;4 b2l 45 20 180 118 L &6 0

| ,F. f
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AR CRRCARC TGCT GLAGAATAGCET GCoCCrT I GCGGRCACGN (AT
RO ag 108 110 120

il }.'f:_ :

_J"ﬁ:-H;!';H '
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3980

j ¥
I —

Figura 15: Sequiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer” reverso (KS-02)

Eletroferogramas correspondentes ao seqiienciamento da regido ORF-26 do HHV-8 utilizando
amostra de DNA do paciente (nimero - 05) com sarcoma de Kaposi. Na reagdo de seqiienciamento

referente a Figura 14, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na Figura 15 o "primer" reverso (KS-02).
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Figura 16 -  Seqiienciamento direto, seguindo o0 método de Sanger. Seqiiéncia de DNA da regido

ORF-26 do HHV-8 obtida com a analise da amostra (nimero 05) de um paciente com sarcoma de

Kaposi. Na reagéo de seqiienciamento, foi utilizado o “primer anti-sense” KS-1. As setas

sentido da leitura.
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3.9 Prevaléncia do HHV-8 relacionado ao sexo, idade, estado civil, sexualidade, uso de drogas
injetiveis, HIV e forma do SK no grupo de pacientes com sarcoma de Kaposi avaliados no
presente estudo.

Todos os pacientes com sarcoma de Kaposi (11/11) avaliados no presente estudo pertenciam
ao sexo masculino. A média de idade foi de 37 anos, variando de 27 a 79 anos. Com relagdo a
sexualidade, a maioria referiu ser bissexual (05/11), seguido de homossexual (03/11) e
heterossexual (03/11), (Grafico 03). O estado civil que prevaleceu foi o de solteiro 81.8% (09/11),
sendo 18,2% (02/11) casado. Apenas 9% (01/11) relatou o uso de drogas injetaveis. A presenca do
HIV foi verificada em 90.9% (10/11) dos casos, caracterizando uma maior prevaléncia do sarcoma
de Kaposi relacionado & AIDS. Foi verificado apenas um caso (01/11) com a forma classica do

sarcoma de Kaposi (Tabela 09).

& N

50%

40% -

[ Heterossexual
[ Bissexual
[0 Homoss exual

30% -

20% -

10%-

0%
- w

Grifico 03: Frequéncia do HHV-8 com relagdo a opgao sexual nos 11 pacientes com SK.
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Tabela 09 — Informagdes gerais e dados clinicos coletados mediante analise de prontuarios médicos e

questionarios aplicados aos pacientes com diagnostico de sarcoma de Kaposi.

%
N° Sexo/ Estado

Sexualidade HIV UDI Forma do SK

Pac. idade civil

e ——————————————————————————————————————————————————————————————————————————
01 M/ 33 Solteiro Homossexual + Nao Associado a AIDS
02 M /42 Solteiro Homossexual + Nao Associado a AIDS
03 M/ 29 Solteiro Heterossexual :a Sim Associado a AIDS
04 M/34 Solteiro Bissexual + Nao Associado a AIDS
05 M/ 36 Solteiro Bissexual + Nao Associado a AIDS
06 M/32 Solteiro Homossexual + Nio Associado a AIDS
07 M/32 Casado Heterossexual + Nao Associado a AIDS
08 M/ 36 Solteiro Bissexual + Nao Associado a AIDS
09 M /27 Solteiro Bissexual + Nao Associado a AIDS
10 M/ 31 Solteiro Bissexual -+ Nao Associado a AIDS
11 M/79 Casado Heterossexual - Nio Classica

N° Pac - Numero de identificagdo dos pacientes., SK - Sarcoma de Kaposi., M — Sexo masculino., HIV —

Sorologia para o HIV.. UDI - Usuario de drogas injetaveis.
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5.10 Prevaléncia do mieloma muiltiplo com relacdo ao sexo, a idade, ao estadiamento da doenca ¢
a detec¢do do HHV-8 em aspirado de medula ossea.

Dentre os 48 pacientes com MM avaliados no referido estudo detectou-se seqiéncia de
DNA do HHV-8 em aspirado de medula 6ssea em apenas um caso (1/48). O paciente positivo para
o HHV-8 pertencia ao sexo masculino, tinha 51 anos e foi classificado no estadio 11l (estadiamento
do mieloma multiplo), apresentando quadro de recidiva (Tabela 10).

Avaliando o grupo de pacientes com MM, verificou-se que 50% (24/48) dos casos
pertenciam ao sexo feminino e 50%, ao sexo masculino. A média de idade no grupo foi de 56,5
anos (variando entre 29 e 78 anos). Com relagdo ao estadiamento da doenga, ndo foi possivel
classificar 10 pacientes (10/48) devido a auséncia de alguns exames essenciais para conclui-lo.
Foram estadiados 79,2% (38/48) dos pacientes com MM. A maioria pertencia ao estadio IIIA -
47.36% (18/38), seguindo os estadios I1IB - 28,94% (11/38), IIA - 13,16% (05/38), 1A - 7,89%

(03/38) e IIB - 2,63% (01/38). (Tabela 10)
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Tabela 10: Informagdes gerais e dados clinicos referentes aos pacientes com diagnostico de MM.

N Paciente Sexo Idade Condicio Estadio Data do diagnéstico Data da coleta

01 CAA M 34 R I B 29/05/98 10/03/99
02 MR. M 64 VT 1 A 22/02/99 16/03/99
03 B.B.M M 51 R Ir A 05/09/97 16/03/99
04 L.AS. F 51 R I A 23/03/97 16/03/99
05 SM.S. F 63 VT III B 09/04/99 13/04/99
06 M.L.S. F 63 VT I A 15/04/99 16/04/99
07 JFM. M 53 VT I A 31/03/99 04/05/99
08 4 s F 53 VT II A 18/05/99 18/05/99
09 N.V. M 53 R 1A 26/02/96 26/05/99
10 O.ASF. M 70 VT IA 07/06/99 02/07/99
11 8.1.8. M 67 VT T A 04/05/99 28/05/99
12 APC M 70 R B 16/12/96 14/06/99
13 OM. M 78 R NR 07/11/97 25/06/99
14 R.TS.G. F 42 R 1A 28/01/88 16/07/99
15 M.O. E 41 R 1A 15/10/97 21/07/99
16 JL.S. M 69 VT I11B 22/07/99 23/07/99
17 APO. F 54 vI NR 20/07/99 23/07/99
18 PSP, M 69 R I1IB 20/01/97 14/03/00
19 M.C. M 68 R A 06/01/94 06/08/99
20 MS.P. F 58 R ITA 07/01/98 17/08/99
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Paciente  Sexo Idade Condigao  Estadio Data do diagnostico  Data da coleta
21 CGG. F 76 VT IIA 25/07/99 26/08/99
22 S AM. F 43 VT I1IB 26/08/99 26/08/99
23 V.AO. M 69 VT 1B 27/10/99 27/10/99
24 V.M. F 6l R 111B 26/03/99 01/09/99
25 JCi8. F 58 VT NR 16/08/99 15/09/99
26 PLM. M 49 VT I1IB 21/09/99 21/09/99
27 1CS. M 46 VT 1B 29/09/99 30/09/99
28 R BR. E 76 R IITA 09/03/93 30/09/99
29 ISP F 60 VT NR 15/11/99 17/11/99
30 JJAA. M 59 VT lIB 23/02/00 23/02/00
24 IPB.S. F 53 VT HITA 11/11/99 24/11/99
32 M.M.S. F 57 R IA 17/12/90 24/11/99
33 O.P. M 29 R ITIA 24/08/98 01/02/00
34 MASD. F 43 R NR 12/11/99 04/02/00
35 MP. F 54 R IA 20/03/98 08/02/00
36 DL.A. F 54 VT NR 29/02/00 29/02/00
37 E.AMF. M 46 R ITA 13/04/98 14/03/00
383 WRS. M 43 R A 21/02/95 06/07/00
39 MRBM. F 61 VT NR 22/03/00 22/03/00
40 AOL. F 48 VT NR 17/05/00 18/05/00
41 M.T.SM. F 63 R IITA 29/10/97 26/04/00
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N®  Paciente Sexo Idade Condicio Estadio Data do diagndstico  Data da coleta
42 LS.S. F 56 VT 1IB 26/04/00 26/04/00
43 VR M 49 VT NR 02/05/00 02/05/00
4 MAL. F 56 VT A 08/05/00 08/05/00
45 2 O M 61 R HIA 24/09/91 09/05/00
46 M.TN. M 64 VT ITA 30/06/00 12/07/00
47 MM. M 43 VT NR 10/05/00 26/07/00
48 JER. M 64 R 1A 28/01/97 26/07/00

M — Sexo masculino., F — Sexo feminino., VT - Virgem de tratamento para o mieloma multiplo.,

R —Recidiva da doenga. sem tratamento a pelo menos 3 meses., NR — Nio realizado
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6. Discussdo

O herpesvirus humano 8 (HHV-8) € o tinico membro do género Rhadnovirus a infectar
humanos. Como os herpesvirus em geral, o HHV-8 pode permanecer latente no organismo
manifestando-se em estados de imunossupressdo como AIDS, terapia pos-transplante e tratamento
quimioterapico (O'LEORY et al, 1997., LEVINE & ABLASHI, 1999).

A detec¢do universal de seqiiéncias de DNA do HHV-8, aplicando-se a técnica de PCR-
duplo, em variadas amostras biologicas de pacientes com todas as formas de sarcoma de Kaposi tem
validado a hipotese de que o HHV-8 ¢ o agente etiologico do SK (CATHOMAS er al, 1996;
HUDNALL, ef al, 1998., CATTANI et al, 1999; CUNHA et al, 2000). No presente estudo,
verificou-se a presenga de seqiiéncias de DNA do HHV-8 em amostras de DNA extraido de biopsia
de pele e de sangue periférico de pacientes com SK, utilizando o PCR-duplo para amplificacdo da
regido ORF-26 do genoma viral. Observou-se que o diagnéstico molecular do HHV-8 foi mais
sensivel para as amostras de DNA extraidas de biépsia de pele, no qual detectaram-se seqiiéncias de
DNA viral em todos os casos de SK (11/ 11). Em amostras de DNA extraido de sangue periférico, a
positividade foi de 45,5% (5/ 11). Nossos dados, como o de outros autores (WHITBY ef al, 1995.,
CATHOMAS et al, 1996., KENNEDY et al, 1998), indicam fortemente que o HHV-8 seja o agente
etiologico do sarcoma de Kaposi.

A utilizacdo de ensaios sorolégicos, como ELISA e Imunofluorescéncia, demonstrou que
pacientes infectados com o HHV-8 sintetizam anticorpos contra 0 HHV-8 (CHATLYNNE ef al,
1998; MARTIN et al, 2000). A presenca de anticorpos anti-HHV-8 em pacientes com SK foi
verificada em cerca de 90 a 100% dos casos por vérios autores (DAVIS ef al, 1996., CHATLYNNE
et al, 1998; MARTIN et al, 2000). O diagnéstico sorologico do HHV-8 em um grupo de pacientes
HIV positivos, sem SK, e o acompanhamento desses pacientes revelou que aqueles com sorologia

positiva para 0 HHV-8 desenvolveram o SK ¢ os pacientes com sorologia negativa nfio tiveram essa

68



Discusscio

doenca. (WHITBY ef al, 1995) Com isso, verificou-se que os pacientes que desenvolveram o SK
estavam previamente infectados com o HHV-8. A utilizagdo do teste de Imunofluorescéncia
Indireta para a detec¢io de anticorpos anti-HHV-8 foi aplicada neste estudo e verificou-se uma
sorologia positiva em todas as amostras de soro dos pacientes com SK avaliados.

A genotipagem do HHV-8, através do seqlienciamento gendmico, permitiu a classificagfio
dos subtipos virais (DI ALBERT ez al, 1997a e 1997b). DI ALBERT et al (1997b) analisaram
variagdes nos aminioacidos 134 ¢ 167 presentes na regido ORF-26 do HHV-8 e descreveram cinco
subtipos virais (A, B, C, D e E). A classificacdo dos subtipos do HHV-8 em variadas regides
geograficas revelou diferentes prevaléncias a depender da regifio estudada. Nos EUA e na Africa,
prevalecem os subtipos A e D, na Italia e no Reino Unido prevalecem os subtipos B e C (DI
ALBERT er al, 1997a). Em nosso estudo, foi seqiienciada a regido da capsula menor (ORF-26) do
HHV-8, onde foi obtida uma seqiiéncia de 233 pb. Foram analisadas amostras de biopsia a fresco de
onze pacientes com sarcoma de Kaposi. Segundo os critérios de classificagdo de DI ALBERT ET
AL (1997a e 1997b) verificamos a presenca dos subtipos B e C, sendo a variante B mais freqiiente
que a C. Além das variagdes nucleotidicas nas posicdes que determinam a alteragdo dos
aminodcidos e a caracterizagéo dos subtipos, foram observadas variagdes nucleotidicas nas posi¢des
(base 1055, 1086 ¢ 1139). Nossos resultados concordaram com CATERINO-DE-ARAUJO ef al
(1998), em pesquisa realizada na Italia, onde foram analisadas sete amostras de DNA extraido de
bidpsia de tecido emblocado em parafina de pacientes brasileiros com SK, tendo sido encontrado os
subtipos B e C do HHV-8, sendo também verificadas varia¢des nos nucleotideos 1055, 1086 ¢
1139. (CATERINO-DE-ARAUJO et al, 1998). Essas variagdes podem representar o perfil
epidemiolégico da populagdo brasileira infectada pelo HHV-8 e estarem associadas ao potencial de

viruléncia dos subtipos virais circulantes em Sdo Paulo.
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As vias de transmissdo do HHV-8 ainda ndo foram complemente elucidadas. A eclevada
prevaléncia do HHV-8 entre homossexuais e bissexuais do sexo masculino e a baixa prevaléncia em
mulheres, usuarios de drogas injetaveis e hemofilicos nos EUA e Europa, indicam a relagio sexual
¢ algumas praticas sexuais (sexo anal e contato oral-anal) como uma das principais vias de
transmissdo desse agente. Todos os casos de sarcoma de Kaposi avaliados em nosso estudo
pertencem ao sexo masculino e a maioria (81,8 %), referiu ser homossexual ou bissexual,
concordando com o descrito na literatura (LENNETTE et al, 1996; CATERINO-DE-ARAUJO et
al, 1999). Apenas dois casos (18,2 %) referiram ser heterossexuais. Um deles, casado, 78 anos, sem
histéria de homossexualismo, promiscuidade, uso de drogas injetaveis ou transfusio sangiiinea. O
segundo caso, solteiro, 29 anos, sem histéria de homossexualismo ou transfusio sangiiinea, relatou
ser usudrio de drogas injetaveis, com historia de promiscuidade, referindo ter praticado sexo com
Inimeras parceiras sem nunca ter feito uso de preservativo. Esses dois casos podem ter se infectado
com o HHV-8 através do contato sexual natural, pelo uso de drogas injetaveis, ou uma outra via de
transmissdo ndo identificada.

Em algumas regides da Africa, onde o HHV-§ & endémico, grande parte da populagdo esta
infectada com 0 HHV-8, incluindo criangas e adolescentes, sugerindo-se outras vias de transmissao
como a transmissdo vertical (WHITBY et al, 1999., LAMPINEN et al, 2000) ou através de
secrecdes como saliva, secre¢do nasal, sémen e secrecdo vaginal (BLACKBOURN, ef al, 1998.,
LADUCA et al, 1998., CATTANI et al, 1999., WHITBY et al, 1999., SMITH et al, 1999). A
presenga de seqiiéncias de DNA do HHV-8 em secregdes de pacientes infectados pelo virus, reforca
a hipétese da transmissdo através do contato com secre¢oes contaminadas (LADUCA ef al, 1998.,
CATTANI et al, 1999).

O HHV-8 também foi associado a algumas doengas proliferativas como a doenca de

Castleman multicéntrica (DCM), o linfoma primdrio de cavidades do corpo (BCBL), o linfoma
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primério do sistema nervoso central e a0 mieloma multiplo. A detecgfio em 90 a 100% dos casos, de
seqtiéncias de DNA do HHV-8 em amostras de DNA extraido de bidpsias de medula 6ssea, células
dendriticas da medula 6ssea e células mononucleares do sangue periférico enriquecidas com CD 68
ou CD 83 de pacientes com mieloma multiplo (RETTIG et al, 1997., SAID et al, 1997., SJTAK-
SHIE et al, 1999a), fizeram surgir a hipétese de que 0 HHV-8 poderia ser o agente etiologico do
mieloma multiplo. No entanto, varios pesquisadores tentaram reproduzir os trabalhos publicados
pélos autores que detectaram seqiiéncias de DNA do HHV-8, estudando amostras de DNA extraido
de biopsias de medula 6ssea, de células dendriticas da medula 6ssea e de células mononucleares do
sangue periférico enriquecidas com CD 68 ou CD 83, além de aspirados de medula 6ssea e produtos
de leucoafereses de pacientes com MM (CULL et al, 1998., TISDALE et al, 1998., YI et al, 1998.,
BELLOS et al, 1998., MITTERER et al, 1998., SCHONRICH et al, 1998., TARTE et al, 1998.,
GREEF er al, 1999., RASK et al, 2000., RASMUSSEN et al, 2000) e obtiveram resultados
incompativeis com os descritos pélos referidos autores, ndo encontrando seqiiéncias de DNA do
HHV-8 ou detectando-as em percentual insignificante de casos de MM. Nés avaliamos amostras de
DNA extraido de aspirado de medula éssea de 48 pacientes com diagnéstico de MM e detectamos a
seqiiéncia de DNA do HHV-8 em apenas uma das amostras (01/48). Nossos achados, assim como
outros (CULL er al, 1998 MITTERER ef al, 1998, TARTE et al, 1998., GREEF ef al, 1999.,
RASK et al, 2000., RASMUSSEN et al, 2000) concordam que o HHV-8 possa ocasionalmente
infectar biopsias e aspirados de medula 6ssea, ndo sendo esta uma condigdo obrigatéria para o
desenvolvimento ou a progressio do micloma miltiplo. Portanto, a associaciio entre o HHV-8 ¢ o
mieloma multiplo ainda é uma questdo a ser esclarecida.

Pesquisas realizadas em diversas partes do mundo vém fornecendo dados epidemiologicos
que demonstram uma variada distribui¢io do HHV-8 na populagdo geral. Em algumas regides da

Africa, a prevaléncia do HHV-8 na populagdo geral chega a ser maior que 50%, como em Uganda e
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Nigéria (LENNETTE et al, 1996., MOORE, 2000). Nos EUA. Reino Unido, e na Europa Central,
Norte e Oeste, a prevaléncia do HHV-8 varia entre menos que 3 a 10% com algumas diferencas
regionais, sendo mais freqiiente nos paises do mediterrineo como Itdlia e Grécia (4 - 35%)
(SCHULZ & MOORE, 1999., MOORE, 2000). A fregiiéncia do HHV-8 em criangas das regides
endémicas da Africa tem variado entre 39 a 48%. Em Zambia o SK constitui cerca de 20-25% de
todos os casos de neoplasias malignas pediétricas (ATHALE er al, 1995). Nos EUA, a freqiiéncia
do HHV-8 em criangas varia entre 2 e 8%, bem menor que o percentual encontrado na Africa
(LENNETTE et al, 1996). No Brasil, CATERINO-DE-ARAUJO et al., (1999) encontraram uma
soroprevaléncia de 7,4% (6 / 81) na populagdio geral (doadores de sangue) € de 16% (13 / 81) em
um grupo de pacientes portadores do HIV que residem no estado de Sdo Paulo. Na Amaz0nia, um
estudo realizado em vérias tribos indigenas que habitam essa regido mostrou resultados
impressionantes. Foi realizado estudo com amostras de soro ¢ DNA extraido de sangue periférico
dos indios da regido amazonica, aplicando-se a Imunofluorescéncia Indireta para pesquisa de
anticorpos anti-HHV-8 e o PCR-duplo para deteccdo de seqiiéncias de DNA do HHV-8 (regido
ORF-26). A soroprevaléncia do HHV-8 em 781 indios foi de 53% e o diagndstico molecular,
avaliando 19 amostras de DNA extraido de sangue periférico foi positivo em trés casos (16%)
(BIGGAR et al, 2000). Nés avaliamos amostras de DNA extraido de sangue periférico de 145
doadores de sangue, utilizando o PCR-duplo e observamos que ndo houve amplificagio de
seqiiéncias de DNA do HHV-8 nas amostras analisadas.

Desde a descoberta do HHV-8, variadas doengas proliferativas foram associadas a esse novo
virus. Inimeras publica¢des, em distintas regides geograficas, tém confirmado a associa¢do entre o
HHV-8 e todas as formas do sarcoma de Kaposi, do linfoma primério de cavidades do corpo e da
doenga de Castleman multicéntrica (ALLAIN, 2000., CESARMAN & KNOWLES, 1999., MESRI

et al, 1996., SAID et al, 1996).
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Diseussdo

A alta prevaléncia do HHV-8 na Africa e em alguns paises do sul da Europa comparada a
baixa freqiiéncia na populagdo geral de outros paises tem demonstrado uma distribui¢do geografica
diferenciada do virus, bem como dos diferentes subtipos descritos. Com isso, se faz necessario o
desenvolvimento de pesquisas cientificas em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil, a fim de
se estudar os subtipos circulantes, as provaveis vias de transmissdo, bem como o verdadeiro papel

desse virus na patogénese das diversas doengas neoplasicas, as quais vem sendo associado.
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Conclusder

7 Conclusées

7.1  Para o diagnostico do HHV-8 a pesquisa de anticorpos anti-HHV-8 no soro
(imunofluorescéncia indireta) mostrou ser mais sensivel que a detecgfio de seqiiéncias de DNA do
HHV-8 no sangue periférico (PCR-duplo). A detecgdo de seqiiéncias de DNA do HHV-8 em
biopsia de lesio sarcomatosa (PCR-duplo) foi tdo sensivel quanto o diagnostico  sorolégico
(Imunofluorescéncia Indireta). Os dados deste trabalho, concordam com os dados da literatura que,
indicam o HHV-8 como o agente causal do sarcoma de Kaposi devido a detecgdo de seqiiéncias de
DNA e de anticorpos anti-HHV-8 em amostras biologicas provenientes dos pacientes com SK

avaliados no presente estudo.

7.2 Nas amostras estudadas foi possivel identificar os subtipos B e C do HHV-8, dentre os cinco

subtipos virais ja descritos, com maior percentual do subtipo B.

7.3 Detectou-se seqiiéncias de DNA do HHV-8 em aspirado de medula 6ssea em um caso de 48
paciente com mieloma multiplo investigados no presente estudo. Os dados obtidos sugerem que o
HHV-8 nao tem um papel fundamental no surgimento ou no desenvolvimento do mieloma multiplo.
Entretanto, ndo foi possivel descartar a hipétese de que o virus 8, em casos ocasionais, possa

infectar aspirados de medula éssea e contribuir para o desenvolvimento da neoplasia.

7.4 Néo foram detectadas seqiiéncias de DNA do HHV-8 nas amostras de doadores de sangue

do Hemocentro. Contudo, estima-se que a presenca do HHV-8 entre os doadores de sangue do

Hemocentro da Unicamp seja baixa.
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Summary

Summary

Human herpesvirus 8 (HHV-8), or Kaposi's sarcoma associated herpesvirus (KSHV), was
identified in 1994 by Yuan Chang ef al in skin biopsies from patients with Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS) related Kaposi's sarcoma. HHV-8 belongs to Herpesviridae
family, Gamaherpesvirinae subfamily and Radinovirus genus, the only one from this genus which
infects humans. Its ultrastruture is similar to other herpesvirus, presenting DNA-sequence
homologies to two gamaherpesvirus: Epstein Bar Virus (EBV) and Herpesvirus Saimiri (HSV),
both oncogenic.

Later studies associated HHV-8 to all forms of Kaposi's sarcoma (KS): classic, endemic,
AIDS related and transplant related, besides other lymphoproliferative diseases, related or not to
AIDS, as primary effusion lymphoma (PEL), primary central nervous system lymphoma (PCNSL),
Castleman's disease (CD) and multiple myeloma (MM).

We analyzed DNA samples of skin biopsies and peripheral blood from 11 patients with
Kaposi's sarcoma, DNA samples of bone marrow aspirate from 48 multiple myeloma patients, and
DNA samples of peripheral blood from 145 blood donors. Using "Nested-PCR" to amplify the
ORF-26 region of HHV-8 genome, we identified DNA sequences in all DNA samples of skin
biopsies, in 45,5% of DNA samples of peripheral blood from KS patients and in one DNA sample
from bone marrow aspirate of multiple myeloma patients. HHV-8 DNA sequences were not
detected in 145 DNA samples from blood donors.

HHV-8 genotyping through DNA sequences allowed viral classification into five subtypes
described by Di Albet ef al (1997) named A, B, C, D and E. Epidemiological studies showed that

different geographic regions present different frequencies of these HHV-8 subtypes. Analysing
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Summary

cleven DNA samples from skin biopsies of Kaposi's sarcoma patients, we showed 73% of subtype
B and 27% subtype C. We also found other nucleotides variations in bases 1055, 1086 and 1139.
Among serologic methods to detect anti-HHV-§ antibodies, enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) and immunofluorescent assay (IF) are mostly used. We used IF to search for anti-
HHV-8 antibodies, which was positive in all serum samples of Kaposi's sarcoma patients.
Our study allowed molecular techniques standardization for HHV-8 DNA detection and
sequencing, and IFI assay for detection of anti-HHV-8 antibodies. It also found HHV-8 frequency

in KS patients, MM patients and blood donors, besides determining its subtypes.
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Apéndree

Amplificacao do DNA pela “Nested-PCR”

DNA
gendmico

Primeira reacgao

utilizacio de um par de

“primers” especifico para o

PCR
Produto da 1* amplificacio
Segunda reagao
utilizacio de um par de
“primers” interno ao 1°
“Nested-
PCR”

Produto da 2* amplificacio

Figura 03: Esquema demonstrativo da PCR e “Nested-PCR”™.
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Figura 07 — Detalhe das lesdes de sarcoma de Kaposi, violaceas e com aspecto
alongado tipico, , paciente N° 07.

el
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Figura 08 — Sarcoma de Kaposi afetando o globo ocular direito em paciente com AIDS, paciente N° 07.

Figura 09 — Lesdes sarcomatosas
localizadas em membros inferiores em
paciente com AIDS, paciente N° 07,
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Apendice

Model 310 A1TRuiS Signal G:235 A 146 T173 C:180 Page 10t 1
ABI, Version 3.4 M#rsa OT POPSIBD Set-AnyPrimar] Fri. Dec 22, 2000 9:59 AM
ABI-CE1 RuiS BD MatrixE-15/12/00 Wed, Dec 20, 2000 8:45 PM
Version 3.0 Lane 8 Points 1647 10 4394 Pk 1 Loc: 1372 Spacing 12 83{13.83)

G O G CR A T EEGE I T T T QTR G T G A0 T GrAn AT CTALT CCARANT: CNGSCOGEEGCCCOCEETGATGT CAA TA %CCX,‘;A{L‘_ SAICTAI BT RCURAICRA

Figura 17: Sequéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” direto (KS-01)

Madei 310 BesRuiAS Signal G:410 A:264 T:285 C:287 Page 1 of 1

ABI ) Version 3.4 Andrea DT POPS[BD Set-AnyPrimer) Fri, Dec 22, 2000 9:51 AM

pmgiﬁ‘ ABI-CE1 RuiAS BO MatrixE-1512/00 Wad, Dec 20, 2000 10:59 PM

Vaersion 3.0 Lare @ Points 179810 4561 Pk 1 Loc: 1408 Spacing: 14 02{14.02}

CATEG0E WOAGATTG T 00 T4 TG T O COUaGG00C CaBO0GA X T O A A S AT T GO A CAACIG CTC0T COAG AAT AGCG cr'm G TECT GRGECAC GIOCH
i0 { 40 50 g 70 a0 95 112 120

1\ |i-

_._;.,Jﬁiﬂ 1.!..!.".;:' ifl

Figura 18: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferogramas correspondentes ao seqiienciamento da regido ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (nimero - 01) com sarcoma de Kaposi. Na reacdo de
sequenciamento referente a Figura 17, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na Figura 18 o

"primer” reverso (KS-02).
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Model 210 A?-_I.u'sss Signal G:132 A:80 T-133 C 87 Pags 1of 1

ARI , Version 3.4 Andrea DT POPS{ED Set-AnyPrimer) Fri, Dec 22, 2000 9:44 AM
» ABICE1 LulsS BOD MatrixE-15/12/00 Wed, Dec 20, 2000 4:15 PM

Version 3.0 Lane & Points 1926 to 4413 Pk 1 Loz; 1335 Spacing: 13.83(13.83}

&6 06 @O OGO GRECNNT T TCIGIGIGT 67 166 GIAD AR T A0 UMV A CGECCAC0ET (I0ees TG.-‘- GICANTIT GGC GEARCT TGA'C TRT ATACTAT A

& 0 80 140 10 125

'I:__LL}MM“I IL‘I“I|I:LJl|[!Jf“|‘;

i
o |||||.

WAL

CMGRCANTTINEG AP

Figura 19: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” direto (KS-01)

Model 210 A9+ uisAS Signal G:225 A157 T:175 C:148 Pags 10f 1
ABI’ Version 3.4 Andrea DT POPS{BD Set-AnyPrimer} Fr, Dec 22 2000 9:48 AM
on a~ ABL-CE1 LulsAS BD MainixE-15/12700 Wead, Dec 20 2000 630 PM
Version 3.0 Lane 7 Points 1928 to 4487 Pk 1 Loc: 1353 Spacing: 13.83(13.83)

CUTDEGCCEA AT GEAGTAGAL G GO MACHC CAACAG CTRCT (GURG BT AGT 67 GO CCCART TEC TG AGGON GATCAT '\.nt'..u_L.n

S ACOHT GTRRATCOG. TEGAT ICQAGT ADAN €

L3 4 159

Figura 20: Sequéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferograma correspondente ao sequenciamento da regido ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (nimero - 02) com sarcoma de Kaposi. Na reagdo de
sequenciamento referente a Figura 19, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na figura 20 o

"primer" reverso (KS-02).
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Chromas 1.45  Fike: G 3RICARDO- soquence Name: Ricardo-KS 1 Run cnded: Mar 23, 2001 Prge | of |

M

MMV\% JL/MW\ /\,\ /\fy |
I oot Vo M‘ VoMoV s/
Mf L/U\zx:‘ j\f\m ”MA[\/\/WP\\ ’\MAJ\M\[
A IMA e

Figura 21: Sequiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” direto (KS-01)

Wadsl 370 CrSarmpleft: Signal G538 A-94< T:690 C518 Page 10t 1

ABI’ Version 3.4 andraa OT POPSIED Ser-AnyPrimer) Thai, Oct 18, 2000 B;12 AM
A ABI-CEY R BOT-thro E-sevl0 Wed, Ocl 18, 2000 10:52 PM
Versicn 30 Lane= 15 Points 1280 to 4500 Pk 1 Loc: 1280 Spacing; 13 47{12.4T}
GIA TACCOIEEGOCO RGIOGA A G AGR G GO NATCRANGS O 3RS ANASEE T
7 At ag 100 1 14 138

§ M il
1 , "*iﬂl[ﬁ 1 ﬂ,ﬂhﬂjﬂﬂhu‘ l ‘uﬁ.I I'l"' ’L

b Jx__liim. ALL.JjWL_ILLf’ _iu il ku JJ"\( ﬁh_Lr_l.i.-!l-"._Lh 14 Wod N

Figura 22: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferograma correspondente ao seqiienciamento da regido ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (nimero - 03) com sarcoma de Kaposi. Na reacido de

seqiienciamento referente a Figura 21, foi utilizado o "primer" direto (KS-1) e na figura 22 o

"primer" reverso (KS-02).
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Chreriving 145 File. B3 1 2R AKCOC S TNt haroo-hs | Rouses wcniched . Mo 23, 2001 Pape §ool 1

N e =S LVASNAAVA ViV AV SIVA NI, IR AP PN 0, VAV V. VAV, AWSAY

I Ge o = =

Figura 23: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” direto (KS-01)

Modal 310 C11Samplemarce Signal (:319 A:256 T-528 C:400 Page 1of 1

ABI ’ Varsion 3.4 andrea DT POPSIBD Set-AnyPrmer) Mon, Nov 8, 2000 7:14 AM
ma A~ ABI-CE1 marco BDT-fitro E-set/o0 Fri, Nov 3, 2000 6:10 AM
PRISM" Version 3.0 Lane 20 Points 1131 t0 4220 Pk 1 Loe- 1131 Spacing 12.80{12.80)

LA AT GG (LN T TG IGET OO A AGK WG T O A T NN G OO O Gr A 7 GEAS AL A GIGGTACACCRA ARG GTAG AAL AG
50 6C 70 80 20 100 110 120 139

pPCGT GCCCCAOT T Q0T GCOGCACCACCAT COG GARCACGAGE " CAMAT COG T BE A CGASCAT AATGE " SCANCC NGO TANNNT M CINOTN
140 150 ZED 170 180 180 206 210 g L0 230

Figura 24: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferograma correspondente ao sequenciamento da regido ORF-26 do HHV-8 utilizando
amostra de DNA do paciente (nimero-04) com sarcoma de Kaposi. Na rea¢io de
sequenciamento referente a Figura 23, foi utilizado o "primer" direto (KS-01) e a figura 24

com o "primer"” reverso (KS-02).
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Moded 310 EESidnays Signal Gi512 A331 1:420 C:364 Page 1001
ABI ) Varsion 3.4 Arnidirea OT POPS{BD Sel-AnyPrimer} Fr, Dee 22, 2000 957 &M
op m~ ABECE1 SidneyS BD MeirixE-151 2199 Thu, Dec 21, 2000 5:44 AM
PR‘ISM Version 3.0 Lana 12 Points 1687 10 4506 Pk 1 Loc: 1408 Spacing 14 22(14.22)
AT O I TG TCG G D E G A TG T . CI R GONG T TG SASTON AT OOarma ABGECUO0GED00CEE AV G GO, COCCGAMN: G
13 f prind 30 40 S 140 130

100 T
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Figura 25: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ™ direto (KS-01)

Modsl 310 B1u=SidnayAS Signal G:240 Ae4 T:188 178 Page 1ot 1

AB| } Yorsion 3.4 Andrez DT POPG{BO Set-AnyPrimar) Fri. Do 22, 2000 5:49 AN

“p A~ ABICE1 SidneyAS BD MatnixE- 151200 Tru Dec 21, 2000 7:59 AN

PRISM' ..ona0 Lanes 13 Points 1835 t0 4538 PK 1 Loc. 1408 Spacing: 14 22{14 22]
[ AR ARG TR YN A N O ORGSO aRIC R AT COMPIAK GG ICACCRACRMITGE GUAS o alw

u!

ETTEGA

156

CGT \C TACAR

'_‘3”.

Figura 26: Sequéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ”

reverso (KS-02)

Eletroferogramas correspondentes ao seqiienciamento da regido ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (nimero - 05) com sarcoma de Kaposi. Na rea¢do de
sequienciamento referente a Figura 25, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na Figura 26 o

"primer" reverso (KS-02).
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Medal 310 BasMiguelS Signal G:298 A:05 T:248 C-219 Page 10i1
ABI )__ Version 3.4 AJ_K][Ga 0T POPE{BD Ser-AnyPrimer) Fri, Dec 22, 2000 8:52 AM
PR'SM- Aai-i.::E‘l MiguelS BD MatnxE 161200 Thu, Dec 21, 2020 1:14 AM
Version 3.0 Lane 10 Points 202110 4543 Pk 1 Loc: 1408 Spacing: 14 22(14 22}

TGN raoGE0eA T G 1

Figura 27: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” direto (KS-01)

Modei 310 Ba-VhguelhS Signal G:558 A:392 T:409 C:380 Bage 1of1
ABI , Verson 1.4 Andres DT PGPS{BD Sat-AnyFrimer) Fri, Dec 22, 2000 9:54 AM
= ABLCE1 MiguelaS BD MatrixE-15/12/00 Thu, Dec 21, 2000 3:29 AM
Version 3.0 Lane 11 Paints 1706 10 4617 Pk 1 Loc. 1448 Spacing: 14.22{14.22)
CTAACAGES T 0T TAG ARTAGC ST GUENCAGT " B0 GhE60

T T T R e i e i STy g e g o s e
T A CNTEE S WAGRTRGT TR TR TR RT3 OGRS A

120 110

mnh\h‘ll:{“ ._._L ‘

Figura 28: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferogramas correspondentes ao seqiienciamento da regidio ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (niimero - 06) com sarcoma de Kaposi. Na reagdo de
sequienciamento referente a Figura 27, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na Figura 28 o

"primer" reverso (KS-02).
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C hroanas 1.45 Falo: B&EROIMML FO- Sogucnoe Marmc: Rodolfi-RK5S1 Il. n cndod: Mar 23, 2001 Page | of 1
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Figura 29: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ™ direto (KS-01)

Chromas 1 43 File: BI1ORODMIL_FC» Sequence Murne: Rodolfo- ks> Run ended: MMar 23, 2000 Vage 1 of |
TH Fe 36

ML\&J\/\‘ AM \\L)ﬁ\[\ﬂMx ANNAY

Locaan e oo aannry ,:’V\_ BYVSWIN =R

Figura 30: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferogramas correspondentes ao seqiienciamento da regido ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (niimero - 07) com sarcoma de Kaposi. Na reacdo de
seqlienciamento referente a Figura 29, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na Figura 30 o

"primer” reverso (KS-02).
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Clhamemireians 1 A% il I‘7I‘2AO e Shsspuenioe P orme: L R Run coded: Mar 23, 20
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Figura 31: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” direto (KS-01)

Puge 1 of 1

Chromas 1 .45 File: ATTISAQUE] = Pl isaguel-KN2T un endod: RMar 23, 2001 Puge 1 of 1
= ) BT Z

Figura 32: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferogramas correspondentes ao seqiienciamento da regiado ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (namero - 08) com sarcoma de Kaposi. Na reagio de
seqiienciamento referente a Figura 31, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na Figura 32 o

"primer" reverso (KS-02).
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Model 310 A3sPauloS Signal G:139 AB6 T:112 C1112 Pagz 1of 1
ABI A Version 3.4 Andrea DT POPS{BD Set-AnyPrimer} Fri, Dec 22, 2000 9:40 AM
~ ABI-CE1 PauloS BD MatrixE-15/12/00 Wed, Dac 20, 2000 11.45 AM
Version 3.0 Lane 4 Points 1850 to 4600 Pk 1 Loc: 1445 Spacing: 12.00{12.00}

ORGETTOCOC T 667 08 GCCHAGARD "GEGENNCSC T AT T CT GUAGCAG U TGT T GOT G A ACAT N T AT TCCAAAAT A" CGBGC CBREG COCCGE M C AT CT ARAT 3

' 90 3 1

I!
:J AT
LYANAYIPA

Figura 33: Sequiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” direto (KS-01)

Modal 210 ASePauioAS Signal G:97 A:63 T:79 C:70 Page 1 0f 1
ABI , Version 3.4 Andrea 0T POPS(BD Set-AnyPrimer Fri, Dec 22, 2000 9:42 AM
PRIST\?I ABI-CE1 PauioAS BD MatrixE-15/12/00 Wed, Dec 20, 2000 2:00 PM
Version 3.0 Lane 5 Paints 1780 to 4635 Pk T Loc: 1354 Spacing, 13.84[13.83}

AN T GOGGA T AGH TG TIDGEC 1A NN O COGGGCI0aECCaA AL 1T 057G AGAT G AR C A CAGC 160 GLAG AATAGC G- GoOCCAGT TG0 T GOCET A GROCE
16 20 0 40 57 ao B 30 31 110 120 33

ATTCGAGCRADAATGGT GG AR ICC RGGC TANNN | NION. =NA C

] 196

Figura 34: Sequéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferogramas correspondentes ao sequienciamento da regido ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (numero - 09) com sarcoma de Kaposi. Na reacao de
sequenciamento referente a Figura 33, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na Figura 34 o

"primer" reverso (KS-02).
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Figura 35: Seqiiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” direto (KS-01)
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Figura 36: Sequéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferogramas correspondentes ao seqiienciamento da regido ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (nimero - 10) com sarcoma de Kaposi. Na reagdo de

sequenciamento referente a Figura 35, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na Figura 36 o

"primer" reverso (KS-02).
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Modei 310 C7Sampisjosn Signal G:311 A:221 T:211 C:255 Page 1 of 1
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Figura 37: Sequéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer  direto (KS-01)
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Figura 38: Sequiéncia de DNA do HHV-8 obtida com o "primer ” reverso (KS-02)

Eletroferogramas correspondentes ao seqiienciamento da regido ORF-26 do HHV-8
utilizando amostra de DNA do paciente (nimero - 11) com sarcoma de Kaposi. Na reagdo de
sequenciamento referente a Figura 37, foi utilizado o “primer" direto (KS-01) e na Figura 38 o

"primer" reverso (KS-02).
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