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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

PREVALÊNCIA DAS INFECÇÕES CAUSADAS POR HERPESVÍRUS HUMANOS EM 

PORTADORES DO HIV ATRAVÉS DE DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Amanda de Oliveira Lopes 

Os herpesvírus humanos (HHV) (herpes simples 1 e 2, varicella-zoster, Epstein-Barr, 

citomegalovírus humano, herpesvírus humanos 6A, 6B, 7 e 8) estão associados à diversas 

doenças, porém são nos indivíduos portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

que estes herpesvírus causam infecção grave e duradoura, podendo levá-los ao óbito. 

Contudo, no Brasil, pouco é conhecido sobre a verdadeira prevalência das infecções causadas 

por HHV nesses indivíduos devido a poucos estudos realizados no país. Portanto, este 

trabalho visou determinar a prevalência desta co-infecção HIV/Herpesvírus humanos através 

de um diagnóstico diferencial que detecta simultaneamente as nove espécieis de HHV (Pan-

herpesvírus). Este método é baseado na amplificação, por reação em cadeia da polimerase 

(PCR) Nested, de uma região altamente conservada (DPOL) do genoma desses vírus e na 

identificação da espécie viral por sequenciamento do genoma viral. Além disso, este estudo 

visou avaliar possíveis fatores associados com a prevalência desta co-infecção, como sexo, 

idade e taxas de linfócitos T CD4+ (LT CD4+), e destinou-se comparar a prevalência das 

infecções causadas por HHV entre indivíduos HIV reagentes (grupo teste) e indivíduos não 

reagentes para este vírus (grupo controle). Para isso, 241 amostras de soro de indivíduos  

portadores do HIV coletadas durante os anos de 2012 (95 amostras), 2013 (89 amostras) e 

2014 (57 amostras), e 94 amostras de soro de indivíduos HIV não reagentes coletadas durante 

o ano de 2013 foram testadas através de PCR Nested. As amostras amplificadas foram 

sequenciadas para a identificação da espécie viral. Com isso, neste estudo foi encontrada 

prevalência da co-infecção HIV/HHV de 14,1% (34/241), sendo 13% (31/241), 0,8% (2/241) 

e 0,4% (1/241) relacionado às co-infecções HIV/HSV-1, HIV/HHV-6 e HIV/HHV-8, 

respectivamente. Também foi observada diminuição estatisticamente significativa (p-valor < 

0,0001) da prevalência da co-infecção HIV/HHV durante os anos estudados. Já o grupo 

controle obteve menor prevalência da infecção causada por HHV (1,1%; 1/94) e foi referente 

à infecção causada por HHV-6. Ademais, foi verificada associação estatisticamente 

significativa da detecção da co-infecção HIV/HSV-1 com as taxas de LT CD4+, evidenciando 

que a taxa LT CD4+ <500 células/mm³ é um fator de risco para infecções causadas por HSV-

1 em indivíduos HIV reagentes (p-valor < 0,0327/ p-valor <0,0186). A partir disto, foi 

verificado que o Pan-herpesvírus foi eficiente na detecção das co-infecções HIV/HSV-1, 

HIV/HHV-6 e HIV/HHV-8. Sendo assim, este trabalho contribuiu para a investigação da 

prevalência das infecções causadas por herpesvírus humanos em indivíduos HIV reagentes no 

Rio de Janeiro/Brasil. 
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PREVALENCE OF INFECTIONS CAUSED BY HUMAN HERPESVIRUS IN PEOPLE LIVING WITH 

HIV THROUGH DIFFERENTIAL DIAGNOSIS 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN PARASITIC BIOLOGY 

 

Amanda de Oliveira Lopes 

The human herpesviruses (HHV) (herpes simplex 1 and 2, varicella-zoster, Epstein-

Barr virus, human cytomegalovirus, human herpesviruses 6A, 6B, 7 and 8) are associated 

with several diseases, but these herpesviruses cause serious and lasting infection in 

individuals infected by the human immunodeficiency virus (HIV) and can lead to death. 

However, in Brazil few is known about the true prevalence of human herpesviruses infection 

in these individuals because of few studies in the country. Therefore, this study aimed to 

determine the prevalence of co-infection HIV/human herpesviruses through a differential 

diagnosis that simultaneously detects nine HHV species (Pan-herpesviruses). This method is 

based on amplification a highly conserved region (DPOL) genome of these viruses by Nested 

polymerase chain reaction (PCR) and on viral species identification by sequencing of the viral 

genome. In addition, this study aimed to evaluate possible factors associated with the 

prevalence of co-infection, such as sex, age and T CD4+ lymphocytes rates (LT CD4+), and 

aimed to compare the prevalence of infections caused by HHV among individuals HIV 

reagents and no reagents for this virus (control group). For this, 241 serum samples from 

individuals with HIV collected during the years 2012 (95 samples), 2013 (89 samples) and 

2014 (57 samples), and 94 serum samples from individuals without HIV collected during the 

year 2013 were tested by Nested PCR. The amplified samples were sequenced for 

identification of the viral species. This study found prevalence of co-infection HIV/HHV 

14,1% (34/241), in which 13% (31/241), 0,8% (2/241) and 0,4% (1/241) were related with the 

co-infections HIV/HSV-1, HIV/HHV-6 and HIV/HHV-8, respectively. A decrease 

statistically significant (p-value <0,0001) in the prevalence of co-infection HIV/HHV was 

observed during the years of study. The control group had lower prevalence of infection 

caused by HHV (1,1%; 1/94) and was related with the infection caused by HHV-6. In 

addition, there was a statistically significant association between detection of co-infection 

HIV/HSV-1 with  LT CD4+ rates, showing that LT CD4+  rate <500 cells/mm³ is a risk factor 

for infections caused by HSV-1 in individuals HIV reagents (p-value <0,0327 / p-value 

<0,0186). From this, was verified that the Pan-herpesviruses was efficient in the detection of 

co-infections HIV/HSV-1, HIV/HHV-6 and HIV/HHV-8. Therefore, this study contributed to 

the investigation of the prevalence of infections caused by human herpesviruses in people 

living with HIV in Rio de Janeiro/Brazil. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Família Herpesviridae 

A antiga família Herpesviridae foi revisada pelo International Comitee on Taxonomy 

of Viruses (ICTV) e dividida em três novas famílias, que foram incorporadas na ordem 

Herpesvirales (Davison et al., 2009; Zolini, 2012).  São elas: Herpesviridae (que contém vírus 

de mamíferos, aves e répteis), Alloherpesviridae (que contém vírus de peixes e anfíbios) e 

Malacoherpesviridae (que contém vírus de bivalves) (Zolini, 2012).  

Dentre os vírus da família Herpesviridae, nove herpesviroses foram descritas em 

associação à infecção em humanos. São eles: vírus herpes simples 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2), 

vírus varicella-zoster (VZV), vírus Epstein-Barr (EBV), citomegalovírus humano (HCMV), 

herpesvírus humanos 6A, 6B, 7 e 8 (HHV-6A, HHV-6B, HHV-7, HHV-8) (Pellet e Roizman, 

2013) (Tabela 1.1).  

A família Herpesviridae foi dividida em três subfamílias, de acordo com as 

propriedades biológicas e a análise filogenética dos vírus. São elas: Alphaherpesvirinae, 

Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (Roizman et al., 1981; Pellet e Roizman, 2013). A 

subfamília Alphaherpesvirinae tem como principais características um grande número de 

hospedeiros, a eficiente e rápida reprodução do ciclo celular e a capacidade de estabelecer 

infecção latente nos nervos sensoriais. Dentre os membros desta subfamília estão o HSV-1, o 

HSV-2 e o VZV (Roizman e Whitley, 2001). A subfamília Betaherpesvirinae tem como 

principais características um restrito número de hospedeiros, serem citomegálicos (aumento 

das células infectadas), crescimento lento e infecções latentes nas glândulas secretórias, nos 

rins e outros tecidos.  Nesta subfamília tem-se o HCMV, o HHV-6A, o HHV-6B e o HHV-7. 

Já a subfamília Gammaherpesvirinae tem como principais características causarem infecções 

latentes nas células linfóides. Nesta subfamília encontra-se o EBV e o HHV-8 (Gilbert, 

Bestman-Smith e Boivin, 2002; Roizman, Knipe e Whitley, 2007). 
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Tabela 1.1. Herpesvírus que infectam seres humanos. Fonte: (Pellet e Roizman, 2013) (modificado) 

Designação Sinônimo Subfamília Abreviatura 

Herpesvírus humano 1 Vírus herpes simples 1 α HSV-1/HHV-1 

Herpesvírus humano 2 Vírus herpes simples 2 α HSV-2/HHV-2 

Herpesvírus humano 3 Vírus varicella-zoster α VZV/HHV-3 

Herpesvírus humano 4 Vírus Epstein-Barr γ EBV/HHV-4 

Herpesvírus humano 5 Citomegalovírus humano β HCMV/HHV-5 

Herpesvírus humano 6A  β HHV-6A 

Herpesvírus humano 6B  β HHV-6B 

Herpesvírus humano 7  β HHV-7 

Herpesvírus humano 8 Herpesvírus associado ao sarcoma 

de Kaposi 

γ KSHV/HHV-8 

 

1.2. Morfologia dos herpesvírus 

Os herpesvírus variam de tamanho, cerca de 120 a 260 nm de diâmetro (Pellet e 

Roizman, 2013). Estes vírus possuem três elementos estruturais básicos: a) o núcleocapsídeo, 

contendo o capsídeo icosaédrico e o DNA viral em seu interior; b) o envelope lipídico, 

contendo as glicoproteínas virais; c) o tegumento viral, constituído por um conjunto de 

proteínas que ocupam o espaço entre o núcleocapsídeo e o envelope lipídico (De Bolle, 

Naesens e De Clercq, 2005; Olival et al., 2013). Na figura 1.1, verificam-se essas estruturas 

dos herpesvírus com o vírus varicella-zoster como modelo. 

 

 
Figura 1.1. Elementos estruturais do VZV. Micrografia eletrônica (A) e desenho esquemático (B) 

evidenciando o vírus varicella-zoster e suas estruturas. As setas indicam o envelope, as glicoproteínas 

virais, o tegumento, o núcleocapsídeo, o capsídeo e o DNA viral. Fonte: (Zerboni et al., 2014) e 

cdc.gov (modificados) 
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Como material genético, os herpesvírus apresentam uma dupla fita de DNA a qual se 

encontra linearmente dentro da partícula, com cerca de 124 a 295 kb, contendo uma 

proporção dos nucleotídeos guanina e citosina de 31% a 77% (Pellet e Roizman, 2013). 

Além disso, é estimado que o genoma dos membros da família Herpesviridae 

codifique 70 (o menor genoma) a 200 (o maior genoma) genes (Pellet e Roizman, 2013), 

sendo que muitos desses genes são alvos de estudos, como o gene que codifica a DNA 

polimerase destes vírus (DPOL). Por conter regiões altamente conservadas, este gene é visado 

para detecção dos herpesvírus dessa família (Ehlers et al., 1999; Ehlers et al., 2007). A figura 

1.2 evidencia o mapa genético do HHV-8, utilizado como modelo, e o local de codificação da 

DNA polimerase deste vírus em seu episoma (DNA circular de cadeia dupla formada após 

infecção). 

 

Figura 1.2. Mapa genético do HHV-8. Esquema evidenciando o mapa genético do HHV-8 na forma 

de episoma (DNA circular de cadeia dupla formada após infecção celular) e o local de codificação da 

DNA polimerase deste vírus (seta em roxo). Fonte: (Mesri, Cesarman e Boshoff, 2010) (modificado) 

 

O capsídeo possui simetria icosaédrica que consiste de 161 capsômeros e mede cerca 

de 100 nm de diâmetro (Pellet e Roizman, 2013). Acima do capsídeo, encontra-se o 

tegumento que é formado por um complexo de proteínas o qual é utilizado para ancorar o 

envelope lipídico ao capsídeo. Algumas dessas proteínas atuam nos estágios iniciais de 

infecção do vírus. Recobrindo o tegumento está o envelope viral, formado por bicamada 

lipídica contendo várias glicoproteínas, que estão envolvidas na entrada do vírus na célula 

Mapa genético do HHV-8 

episoma 140 kb 
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hospedeira e na evasão do sistema imune. A composição de proteínas do tegumento e 

envelope variam entre os vírus da família Herpesviridae (Itzhaki e Wozniak, 2006; Liu e 

Zhou, 2007).   

 

1.3.  Replicação dos herpesvírus 

A infecção por herpesvírus se inicia com a entrada do vírus na célula hospedeira 

através da fusão do envelope viral com a membrana plasmática desta célula (pH 

independente) ou da fusão do envelope viral com a membrana endocítica após a endocitose da 

partícula viral (pH dependente) (Figura 1.3) (Nicola, Mcevoy e Straus, 2003; Milne et al., 

2005; Connolly et al., 2011).  

 

 

Figura 1.3. Vias de entrada dos herpesvírus. Desenho esquemático evidenciando os mecanismos de 

entrada dos herpesvírus na célula hospedeira: por fusão com a membrana plasmática (A) e por fusão 

com a membrana endocítica (B). Setas vermelhas indicam a adsorção do vírus na célula hospedeira. 

Setas azuis indicam os poros de fusão formados. Fonte: (Connolly et al., 2011) (modificado) 

 

Entretanto, para que isso ocorra é necessário que haja a adsorção do vírus nesta célula 

através da interação das glicoproteínas virais com receptores celulares específicos (Figura 1.3) 

(Connolly et al., 2011).  

Após isso, o poro de fusão é formado resultando na liberação do núcleocapsídeo viral e 

proteínas do tegumento no citoplasma da célula hospedeira (Figura 1.3) (Connolly et al., 

2011). Estas proteínas do tegumento realizam as primeiras fases de replicação dos 

herpesvírus, incluindo cessar a síntese de proteínas da célula hospedeira e ativar os genes 

virais imediatamente iniciais (Johnson e Baines, 2011). 

Por meio do sistema de microtúbulos, o núcleocapsídeo, então, é levado em direção à 

membrana nuclear e é desmontado, liberando o DNA viral no interior do núcleo através de 

seus poros (Johnson e Baines, 2011), onde, uma vez neste, rapidamente se torna circular 

(episoma) (Zerboni et al., 2014). 
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A partir de então, inicia-se o processo de replicação viral no núcleo, com a expressão 

de genes imediatamente iniciais, que codificam proteínas relacionadas à regulação gênica das 

próximas etapas de transcrição. Após isso, são expressos genes precoces, que, por sua vez, 

codificam proteínas relacionadas à replicação do genoma viral. Os últimos a serem expressos 

são os genes tardios, os quais codificam as proteínas estruturais dos herpesvírus, ou seja, as 

proteínas que formam o capsídeo, o tegumento e o envelope (glicoproteínas) (Paludan et al., 

2011). Isto é evidenciado na figura 1.4 com o ciclo de replicação do vírus varicella-zoster 

usado como modelo de replicação dos herpesvírus. 

 

 

Figura 1.4. Ciclo de replicação do VZV. O vírus realiza a adsorção e fusão do envelope viral com a 

membrana celular da célula hospedeira, liberando o núcleocapsídeo e proteínas do tegumento no 

citoplasma da mesma. Posteriormente ocorre a migração do núcleocapsídeo e a entrada do DNA viral 

pelos poros nucleares, que, uma vez no núcleo, se circulariza. Verifica-se, então, o processo de 

replicação viral com a transcrição dos genes virais, que codificam as proteínas imediatamente iniciais, 

precoces e tardias. Após a replicação do genoma viral, ocorre a encapsidação do DNA viral e o 

brotamento do núcleocapsídeo pelas membranas nucleares. Posteriormente este é envelopado, 

adquirindo proteínas do tegumento e do envelope, e liberado da célula hospedeira através de vesículas 

do complexo de Golgi. Fonte: (Zerboni et al., 2014) (modificado) 

 

 No núcleo, quando uma quantidade suficiente de proteínas tardias está disponível, os 

capsídeos são formados, o DNA viral é empacotado nos capsídeos vazios e há, então, a 

formação dos núcleocapsídeos (Johnson e Baines, 2011; Paludan et al., 2011). 

Uma vez formados, estes núcleocapsídeos realizam o brotamento através da 

membrana nuclear e são liberados para o citoplasma da célula hospedeira (Figura 1.4)  

(Johnson e Baines, 2011). 
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 No citoplasma, os núcleocapsídeos são revestidos por uma camada de proteínas que 

formam o tegumento, e, em seguida, são submetidos ao envelopamento por membranas do 

complexo de Golgi ou em endossomas, produzindo partículas virais infecciosas no interior 

dessas vesículas celulares, com glicoproteínas virais específicas na superfície dos seus 

envelopes. Estas vesículas citoplasmáticas transportam as partículas virais até a superfície 

celular, onde se fundem com a membrana plasmática da célula hospedeira liberando os vírus 

da célula (Figura 1.5) (Johnson e Baines, 2011). 

 

 

Figura 1.5. Envelopamento e liberação das partículas virais. No citoplasma da célula hospedeira, 

os núcleocapsídeos são submetidos ao envelopamento por membranas citoplasmáticas e, 

posteriormente, estas partículas virais infeciosas são secretadas desta célula hospedeira. Fonte: 

(Johnson e Baines, 2011) (modificado) 

 

1.4. Latência celular dos herpesvírus 

A latência celular caracteriza-se por (i) presença do genoma viral no núcleo da célula 

infectada, geralmente como um episoma, (ii) ausência de replicação viral significativa 

[medido por métodos clássicos, como ensaio de placa, e métodos moleculares, como a reação 

em cadeia da polimerase (PCR)], e (iii) mínima expressão de genes virais (Virgin e Speck, 

1999; White, Suzanne Beard e Barton, 2012). 

Esta é diferente de latência clínica (ou do organismo), que é o período entre a infecção 

e a doença, e durante o qual uma intensa replicação lítica pode estar ocorrendo a um nível 

celular. Os herpesvírus possuem a propriedade biológica de realizar latência celular como um 

mecanismo para persistirem no organismo de seus hospedeiros ao longo de suas vidas, a fim 

de garantir a transmissão à novos hospedeiros (Pellet e Roizman, 2013). 

Os herpesvírus pertencentes à subfamília Alphaherpesvirinae tem como principais 

sítios de latência celular os neurônios, mas também tem como alvo para infecção primária o 

epitélio, que é essencial para a transmissão eficiente através da pele ou mucosa e 
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estabelecimento desta latência. Já os herpesvírus pertencentes às outras subfamílias 

Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae preferem vários subconjuntos de leucócitos como 

sítios de latência celular, mas a maioria deles também podem infectar as células epiteliais 

como alvo primário (Tabela 1.2). Esse tropismo celular é determinado pela presença de 

receptores de superfície celular, bem como pelas condições intracelulares favoráveis para a 

atividade viral (Grinde, 2013). 

 

Tabela 1.2. Sítios de infecção dos herpesvírus humanos. Fonte: (Grinde, 2013; Yamanishi, Mori e 

Pellett, 2013) (modificado) 

Designação/ 

Abreviatura 
Subfamília 

Sítios de infecção           

primária 

Principais sítios de 

latência celular 

Vírus herpes simples 1 

 (HSV-1/HHV-1) 
α Mucoepitelial 

Gânglios nervosos       

e sensoriais 

Vírus herpes simples 2  

(HSV-2/ HHV-2) 
α Mucoepitelial 

Gânglios nervosos       

e sensoriais 

Vírus varicella-zoster 

 (VZV/ HHV-3) 
α Mucoepitelial 

Gânglios nervosos       

e sensoriais 

Vírus Epstein-Barr           

(EBV/ HHV-4) 
γ 

Linfócito B; 

Epitélio 

Linfócito B de 

memória 

Citomegalovírus humano                   

(HCMV/ HHV-5) 
β 

Monócitos; 

Linfócitos; 

Epitélio 

Monócitos;       

Linfócitos 

Herpesvírus humano 6A                       

(HHV-6A) 
β 

Linfócito T; 

Epitélio 
Leucócitos 

Herpesvírus humano 6B                       

(HHV-6B) 
β 

Linfócito T; 

Epitélio 
Leucócitos 

Herpesvírus humano 7                       

(HHV-7) 
β 

Linfócito T; 

Epitélio 

Linfócito T;       

Epitélio 

Vírus associado ao  

sarcoma de Kaposi                                         

(HHV-8) 

γ 
Provavelmente 

linfócitos e epitélios 
Linfócito B 

 

Para ocorrer a latência celular, como exemplo no que ocorre nos vírus herpes simples, 

após infecção primária e replicação ativa, geralmente nas mucosas, ocorre posterior infecção 

das terminações nervosas deste tecido, e o vírus, então, é transportado para os corpos das 

células nervosas, através de fluxo axonal retrógado, resultando muito frequentemente em uma 

infecção latente nestes neurônios (Figura 1.6) (Knipe e Cliffe, 2008). 
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Figura 1.6. Estabelecimento da latência celular do HSV. O sítio primário de infecção ocorre nas 

células epiteliais, com infecção produtiva, resultando na produção de vírus, os quais podem infectar as 

células epiteliais vizinhas. Além disso, estes vírus também podem infectar os neurônios sensoriais, 

onde os núcleocapsídeos são levados, por transporte retrógado, através de axônios, até o corpo da 

célula nervosa, sítios secundários da infecção e local de latência celular. Fonte: (Knipe e Cliffe, 2008) 

(modificado) 

 

Após a infecção no sítio de latência, a fim de estabelecê-la, o genoma viral é 

circularizado no núcleo da célula hospedeira para formar um elemento de DNA episomal 

embalado em histonas (Deshmane e Fraser, 1989; Grinde, 2013), e um pequeno conjunto de 

genes virais são expressos, os genes de latência celular  (Pellet e Roizman, 2013). 

O EBV, por exemplo, apresenta três diferentes conjuntos de genes de latência celular, 

cada um codificando um conjunto limitado e distinto de proteínas e RNAs virais (Calderwood 

et al., 2007; Klein, Kis e Klein, 2007; Grinde, 2013). Sendo assim, após a infecção de uma 

célula B em repouso, o vírus ativa os genes de latência III. As proteínas resultantes induzem a 

célula B a proliferar. Posteriormente, o vírus bloqueia esses genes, ativando, então, os genes 

de latência II e I, sendo que em latência I, apenas uma proteína, a EBNA-1, e alguns RNAs 

não codificadores são expressos. Esta proteína liga-se a uma origem de replicação do genoma 

viral que é essencial para garantir a síntese do DNA viral por DNA polimerases celulares 

juntamente com os cromossomas quando a célula do hospedeiro se divide, o que contrasta 

com a replicação lítica em que a DNA polimerase viral está envolvida. Mesmo sendo mais 

seguro manter a produção de proteínas virais a um mínimo durante a latência, a fim de evitar 

a ação do sistema imune, ao mesmo tempo é importante para o vírus a ativação desses genes 

de latência, com o objetivo de manter a presença deste no hospedeiro, já que algumas das 

células infectadas irão morrer ao longo do tempo (Grinde, 2013). 

Durante décadas pensava-se que o vírus estivesse em um estado de dormência durante 

a latência celular. Entretanto, a utilização de métodos sensíveis indica que os membros de 

todas as três subfamílias de herpesvírus produzem partículas virais infecciosas em superfícies 

de mucosas e de epitélio quase continuamente em indivíduos aparentemente saudáveis (Ling 
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et al., 2003; Hadinoto et al., 2009; Tronstein et al., 2011; White, Suzanne Beard e Barton, 

2012). Assim, a infecção latente tem um componente de reativação, durante o qual uma fração 

do conjunto de células latentes infectadas ativa a replicação produtiva com alta frequência. 

Com isso, apesar da ausência de doença clínica visível, a latência celular dos herpesvírus é um 

período de interação contínua entre o vírus e o hospedeiro, o que resulta na produção de um 

grande conjunto de células T altamente funcional CD4 + e CD8 +, que é mantida durante a 

vida deste (White, Suzanne Beard e Barton, 2012). 

Com isso, genomas latentes possuem a capacidade de reativar, onde a transcrição é 

deslocada para síntese de produtos líticos, resultando na produção de novas partículas 

infecciosas. Entretanto, essa reativação da latência celular pode resultar em doença, devido a 

combinação dos danos celulares e teciduais causados diretamente pela elevada replicação 

lítica do vírus, além das respostas imunológicas à replicação lítica reativada (Grinde, 2013; 

Pellet e Roizman, 2013). 

Essa reativação geralmente ocorre por diversos estímulos como estresse, variações 

hormonais, exposição à luz ultravioleta e imunossupressão (Perng e Jones, 2010). 

Na reativação, como exemplo no que ocorre nos vírus herpes simples, após a 

expressão dos genes lítios, as novas patículas virais sintetizadas retornam pelos axônios, por 

fluxo axonal anterógrado, produzindo um novo ciclo de infecção produtiva no sítio da 

infecção inicial ou próximo deste sítio, podendo resultar no reaparecimento da doença e 

transmissão do vírus à novos hospedeiros (Figura 1.7) (Knipe e Cliffe, 2008). 

 

 

Figura 1.7. Reativação do HSV. Após a reativação, a expressão do gene lítico viral é iniciada, e as 

partículas virais recém-formadas são conduzidas, por transporte anterógrado, até às células epiteliais, 

ou próximo deste sítio, onde novamente há infecção produtiva, podendo resultar em infecções 

recorrentes e disseminação do vírus. Fonte: (Knipe e Cliffe, 2008) (modificado) 
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A reativação é arriscada para o vírus, pois uma replicação ativa tende a induzir vários 

mecanismos do hospedeiro, que envolve tanto o sistema imunológico quanto o de sinalização 

interna da célula, o que leva à morte da célula infectada. Sendo assim, para cada genoma viral 

que produz com sucesso a progênie infecciosa, vários provavelmente iniciaram este processo, 

mas não tiveram êxito (Grinde, 2013). 

 

1.5. Patologias causadas pelos herpesvírus humanos 

A infecção pelos vírus da família Herpesviridae que infectam humanos é conceituada 

em três fases distintas correspondentes ao curso clínico da maioria dos pacientes: primo-

infecção, latência celular e reativação. A primo-infecção, na maioria dos herpesvírus 

humanos, ocorre nos primeiros anos de vida, e se apresenta assintomática ou associada a 

alguns sintomas leves. Esta fase é seguida por um período prolongado de latência celular, 

durante o qual não há manifestação da doença. E, posteriormente, poderão ocorrer recidivas, 

principalmente em hospedeiros imunocomprometidos, podendo ocasionar alta morbidade e 

mortalidade nestes indivíduos (Ganem, 2007; Mocarski, Shenk e Pass, 2007; Rickinson e 

Kieff, 2007; Roizman, Knipe e Whitley, 2007; White, Suzanne Beard e Barton, 2012). 

Entretanto, embora a maioria dos adultos possuam diferentes herpesvírus humanos, a doença 

grave atribuível à infecção por estes vírus é rara em indivíduos imunocompetentes (White, 

Suzanne Beard e Barton, 2012). 

Além disso, estes herpesvírus são diferentes em termos de suas propriedades 

biológicas e patogênese, podendo ocasionar diversas doenças diferentes (Arvin et al., 2007; 

Sedý, Spear e Ware, 2008), como evidenciado na tabela 1.3 . 
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Tabela 1.3. Principais doenças associadas aos herpesvírus humanos. Fonte: (Sedý, Spear e Ware, 

2008) (modificado) 

Designação/Abreviatura Subfamília Doenças 

Vírus herpes simples 1  

(HSV-1/HHV-1) 
α 

Lesões mucocutâneas (orofacial, genital, 

outras), ceratites e encefalites 

Vírus herpes simples 2  

(HSV-2/HHV-2) 
α 

Lesões mucocutâneas (orofacial, genital, 

outras), encefalites e meningites 

Vírus varicella-zoster            

(VZV/HHV-3) 
α Catapora (varicela) e herpes zoster 

Vírus Epstein-Barr                 

(EBV/HHV-4) 
γ 

Mononucleose infecciosa; cofator em 

diversas malignidades (linfoma de Burkitt, 

linfoma associado a SIDA*, linfoma de 

Hodgkin, carcinoma da nasofaringe) 

Citomegalovírus humano                   

(HCMV/HHV-5) 
β 

Doenças associadas a pacientes transplantados 

e com SIDA*, e  

infecções intrauterina, que causa retardo 

mental e perda auditiva 

Herpesvírus humano 6A               

(HHV-6A) 
β Roséola 

Herpesvírus humano 6B               

(HHV-6B) 
β Roséola 

Herpesvírus humano 7   

(HHV-7) 
β Roséola 

Vírus associado ao sarcoma de Kaposi                                         

(HHV-8) 
γ 

Sarcoma de Kaposi, linfoma de efusão 

primária e a doença de Castleman 

*SIDA (Síndrome da imunodeficiência adquirida/AIDS) 

 

1.5.1. Vírus herpes simples 1 e 2 

Embora a comunidade científica tenha reconhecido o vírus herpes simples (HSV) 

como agente infeccioso no fim do século 19, este somente foi isolado pela primeira vez em 

1919 por Lowenstein (Roizman, Knipe e Whitley, 2013). 

A transmissão do HSV ocorre, principalmente, quando a mucosa ou pele com algum 

tipo de abrasão entra em contato direto com secreções que contenham o vírus (Whitley, 2002; 

Brady e Bernstein, 2004; Penello et al., 2010; Barnabas e Celum, 2012). 

Essas secreções contendo partículas virais são: líquido das lesões mucocutâneas (via 

mais comum), saliva, secreções respiratórias e secreções genitais. Com isso, o HSV é 

transmitido pela transmissão sexual (inclusive orogenital), transmissão vertical, pelo contato 
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próximo interpessoal e, além disso, também pode haver ainda a autoinoculação, infectando 

outras regiões do próprio corpo (Chayavichitsilp et al., 2009; Penello et al., 2010; Grinde, 

2013; Kaspersen e Höllsberg, 2013). 

Com relação à transmissão vertical, pode ocorrer através de diferentes maneiras. A 

primeira via de infecção é a infecção no útero, no entanto esta é rara. E a segunda via de 

infecção é o contato do feto com secreções genitais maternas contaminadas com o HSV 

durante o parto (Penello et al., 2010). 

Além disso, é importante destacar, que mesmo o contato com lesões mucocutâneas 

sendo a via mais comum de transmissão do HSV, a transmissão deste vírus também pode 

ocorrer através do indivíduo assintomático (transmissão silenciosa) (Penello et al., 2010), 

contribuindo para a alta prevalência de HSV em todo o mundo (Schiffer e Corey, 2013). 

A primo-infecção herpética é, normalmente, assintomática ou manifesta-se por meio 

de sintomatologia inespecífica, não sendo suficiente para uma plena caracterização do quadro 

(Lupi e Pereira Jr, 2000; Penello et al., 2010). No entanto, a infecção primária pode causar 

também úlcera acompanhada de sintomas sistêmicos (Barnabas e Celum, 2012). 

O HSV-1 está principalmente associada com as vesículas nos lábios, ocasionando o 

herpes labial (Figura 1.8). Já o HSV-2 está associado a vesículas genitais, ocasionando o 

herpes genital. No entanto, ambos os vírus podem causar lesões em ambos os sítios de 

infecção (Grinde, 2013).  

 

 

Figura 1.8. Herpes labial. A seta indica o sítio de infecção causada por HSV no herpes labial, 

evidenciando as vesículas mucocutâneas, que são manifestações clínicas desta doença. Fonte: 

es.paperblog.com/herpes-labial-715282/ 

 

Após essa infecção inicial, o vírus pode estabelecer latência celular nos gânglios 

sensoriais e, assim, posteriormente podem ocorrer recidivas pelo HSV. Essas reativações 

manifestam-se, quase sempre, no mesmo sítio de infecção inicial, com sintomas mais 

discretos, e, além disso, as lesões tendem a ser em menor número (Penello et al., 2010). Ao 

longo do tempo, esses episódios tendem a diminuir em frequência (0-10 vezes por ano) e 

gravidade (Schiffer e Corey, 2013). 
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As infecções primárias e recorrentes são geralmente autolimitadas em indivíduos 

imunocompetentes. Entretanto, são nos indivíduos imunocomprometidos, como portadores do 

vírus da imunodeficiência humana (HIV), que há um risco aumentado de grave doença 

herpética, nos quais o HSV causa significativa morbidade e mortalidade (Fisman et al., 2002; 

Roizman, Knipe e Whitley, 2007; Knipe e Cliffe, 2008). 

Essas complicações incluem meningite, hepatite, pneumonia, encefalite, com graves 

sequelas neurológicas para os sobreviventes, e herpes simples visceral, que são mais comuns 

nos pacientes com SIDA, onde os órgãos mais acometidos são pulmão, esôfago, fígado e 

glândulas adrenais (Penello et al., 2010). 

Além dos indivíduos portadores do HIV, os pacientes de transplante de órgãos, de 

quimioterapia e recém-nascidos podem desenvolver uma infecção disseminada com risco de 

vida (Penello et al., 2010; Schiffer e Corey, 2013).  

 

1.5.2. Vírus varicella-zoster  

 O vírus varicella-zoster (VZV) foi isolado pela primeira vez em 1953 por Thomas 

Weller a partir de casos de varicela (ou catapora) e herpes zoster, fornecendo evidências 

sugestivas de que o mesmo vírus é responsável por ambas as doenças (Arvin e Gilden, 2013). 

 O VZV está presente nos fluídos das vesículas cutâneas e nas secreções respiratórias. 

A partir disto, este vírus é transmitido através do contato direto com as lesões de pele ou por 

meio da inalação das partículas virais infecciosas suspensas no ar (Papaloukas, Giannouli e 

Papaevangelou, 2014; Zerboni et al., 2014). 

 Com relação à infecção causada por VZV, a infecção primária se manifesta como 

varicela (ou catapora), doença altamente contagiosa em crianças e caracterizada por erupções 

vesiculares pruriginosas distribuídas pelo corpo do indivíduo (Figura 1.9A) (Hambleton e 

Gershon, 2005; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014). 

 Após a primo-infecção, poderá ocorrer infecção latente nos neurônios do gânglio 

sensorial ao longo da vida do hospedeiro. Posteriormente, pode ocorrer a reativação da 

infecção latente ocasionando o herpes zoster (ou cobreiro) (Hambleton e Gershon, 2005; 

Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014), que se caracteriza por erupção cutânea com 

formação de bolhas, com distribuição no dermátomo (Figura 1.9B), sendo os dermátomos 

torácico e lombares os mais afetados. Além disso, esta doença é mais comum em adultos do 

que em crianças (Arvin, 1996; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014). 
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Figura 1.9. Doenças causadas por VZV. Em A, criança acometida por varicela, caracterizada por 

erupções vesiculares pruriginosas no tronco e face. Em B, idoso acometido por herpes zoster, 

evidenciando a típica erupção cutânea com formação de bolhas, e com distribuição no dermátomo. 

Fonte: www.paramim.com.pt/saude-e-bem-estar/saude-filhos/artigo/crianca-com-varicela e 

www.mdsaude.com/2011/04/herpes-zoster.html 

 

 Ademais, embora a varicela seja uma doença geralmente benigna, as complicações 

desta doença, assim como as complicações do herpes zoster, ocorrem com mais frequência em 

pessoas imunocomprometidas e envolvem principalmente infecções bacterianas secundárias 

na pele por estreptococos e estafilococos, e envolvimento do sistema nervoso central, 

incluindo encefalite viral, cerebelite pós-infecciosa e meningoencefalite (Arvin, 1996; Heraud 

et al., 2005; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014). 

  

1.5.3. Vírus Epstein-Barr 

O vírus Epstein-Barr (EBV) foi descoberto em 1964 por Michael Epstein e Yvonne 

Barr usando microscopia eletrônica para detectar partículas virais em cultura de células de 

linfoma de Burkitt  (Longnecker, Kieff e Cohen, 2013). 

O EBV é transmitido através da saliva com alto título viral, principalmente durante a 

puberdade, mas também pode ser transmitido através de secreções genitais e por transmissão 

vertical, por estar presente nas células do colo do útero (Thomas et al., 2006; Pagano, 2007; 

Grywalska et al., 2013; Kaspersen e Höllsberg, 2013). 

Além disso, a transmissão por transfusão sanguínea também foi documentada (Barin, 

2000; Grywalska et al., 2013), porém, mesmo sendo frequente a detecção deste vírus em 

doadores de sangue (infecção latente), a transmissão de EBV por transfusão é pouco 

frequente. Isto pode ser explicado pelo fato de que a maioria das pessoas (adultos) que 

realizam a transfusão já são imunes ao vírus. Além disso, o sangue dos doadores EBV 

soropositivos contém anticorpos neutralizantes e células de memória específicas, que podem 

proteger o destinatário da infecção (Grywalska et al., 2013). 

A infecção primária pelo EBV é normalmente assintomática quando adquirida na 

infância (Hsu e Glaser, 2000; Dowd et al., 2013). No entanto, até 50% das pessoas que 
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adquirem a primo-infecção tarde da infância ou na adolescência pode contrair mononucleose 

infecciosa, conhecida como doença do beijo com base em uma rota típica de transmissão 

(saliva) e caracterizada com a tríade: febre, faringite e aumento dos linfonodos cervicais. 

Entretanto esta doença é autolimitada (Cohen et al., 2011; Dowd et al., 2013; Grinde, 2013; 

Grywalska et al., 2013; Kaspersen e Höllsberg, 2013). 

Após a infecção primária, os indivíduos podem permanecer portadores do EBV por 

toda a vida, com infecção latente deste vírus nas células B de memória do hospedeiro (Murray 

e Young, 2002; Grywalska et al., 2013). No entanto, em alguns indivíduos, como 

documentado em imunocomprometidos, pode ocorrer a prolongada proliferação de linfócitos 

B infectados por EBV e sua transformação maligna (Filipovich et al., 1992; Capello et al., 

2009; Chen, 2011; Grywalska et al., 2013). Mesmo que outros fatores sejam muito 

importantes para que isso ocorra, como a falha no reconhecimento imunológico específico, o 

EBV é essencial para a tumorogênese  (Thompson e Kurzrock, 2004; Grywalska et al., 2013). 

O vírus Epstein-Barr foi o primeiro vírus humano associado à carcinogênese e desde a 

sua descoberta, este foi encontrado em uma variedade de tumores, como linfoma de Burkitt 

(neoplasia de células B), linfoma de células T/NK, carcinoma da nasofaringe, linfoma de 

Hodgkin (neolasia de linfonodos), tumores de células epiteliais, carcinoma gástrico e 

carcinoma de mama (Epstein, Achong e Barr, 1964; Henle, Henle e Diehl, 1968; Henle et al., 

1970; Dowd et al., 2013; Grinde, 2013; Grywalska et al., 2013; Hildesheim, 2013). 

 

1.5.4. Citomegalovírus humano 

O citomegalovírus humano (HCMV) foi isolado na década de 1950 individualmente 

por Smith, Weller (mesmo pesquisador que isolou pela primeira vez o VZV) e Rowe, porém 

foi precisamente Margaret Smith que, em 1955, o isolou pela primeira vez em culturas 

celulares (Mocarski Junior et al., 2013). 

O HCMV é transmitido através da saliva, sangue, secreções genitais, urina e leite 

materno (Swanson e Schleiss, 2013). Além disso, este vírus pode ser transmitido por 

transfusão sanguínea para indivíduos soronegativos (Ziemann e Hennig, 2014). 

A transmissão sexual do HCMV é rara, porém o sêmen pode conter partículas virais 

infecciosas com o potencial de iniciar uma infecção primária (Kaspersen e Höllsberg, 2013). 

Já a via de transmissão vertical pode ocorrer na gravidez ou logo após a exposição do HCMV 

ao recém-nascido pelas secreções cervicais durante o parto vaginal, e também através da 

ingestão de leite materno contendo partículas infecciosas deste vírus (Schleiss, 2006; 

Swanson e Schleiss, 2013), sendo que a principal via de transmissão deste às grávidas é o 
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contato direto com crianças, especialmente os seus próprios filhos (Fowler e Pass, 2006; 

Almeida et al., 2010). 

A infecção primária por citomegalovírus humano se apresenta mais comumente como 

uma doença assintomática ou como uma síndrome semelhante à mononucleose infecciosa, 

porém benigna e autolimitada  (Serna-Higuera et al., 1999; Wreghitt et al., 2003; Tzavella et 

al., 2007; Bruminhent e Razonable, 2014; Chan et al., 2014; Ziemann e Hennig, 2014). 

Após a primo-infecção, o HCMV pode estabelecer latência celular em monócitos e 

linfócitos, permanecendo no hospedeiro durante sua vida, podendo ser reativado (Mocarski 

Junior et al., 2013). 

No entanto, são nos indivíduos imunocomprometidos, como os pacientes 

transplantados ou com SIDA, assim como em crianças infectadas congenitamente, que este 

vírus causa doença clínica significativa, e, ocasionalmente, pode levar à morte se não tratada 

(Razonable e Paya, 2003; Razonable, Emery e Forum), 2004; Kaspersen e Höllsberg, 2013; 

Landais e Nelson, 2013; Bruminhent e Razonable, 2014). 

No que se refere à infecção congênita, crianças com sintomas da doença no momento 

do nascimento possuem alto risco de obter graves sequelas a longo prazo, como retardo do 

crescimento, retardo mental, microcefalia, coriorretinite, comprometimento neurológico, 

distúrbios convulsivos, perda auditiva neurossensorial, perda de visão, epilepsia, paralisia 

cerebral, calcificações intracranianas, esplenomegalia e/ou hepatomegalia, icterícia, anemia 

hemolítica, pneumonia, entre outras. Já as crianças assintomáticas ao nascimento, poderão 

desenvolver sequelas importantes durante os primeiros anos de vida, como alterações no 

desenvolvimento psico-motor e surdez (Revello e Gerna, 2002; Almeida et al., 2010; 

Kaspersen e Höllsberg, 2013; Swanson e Schleiss, 2013). 

 

1.5.5.  Herpesvírus humano 6A, 6B e 7 

O herpesvírus humano 6 (HHV-6) foi descoberto em 1986 por Zaki Salahuddin em 

cultura de linfócitos de indivíduos com desordens linfoproliferativas (Salahuddin et al., 1986; 

Blauvelt, 2001) e o herpesvírus humano 7 (HHV-7) foi descoberto em 1990 por Niza Frenkel 

em indivíduo aparentemente saudável (Frenkel et al., 1990; Blauvelt, 2001). No entanto, em 

1991, duas variantes de HHV-6 foram diferenciadas uma da outra, originando o HHV-6A e 

HHV-6B (Schirmer et al., 1991; Blauvelt, 2001). Entretanto só foram reconhecidas como 

duas espécies distintas pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus em 2012, devido ao 

aumento das evidências virológicas e epidemiológicas para apoiar esta distinção (Flamand et 

al., 2010; Le, Gantt e Practice, 2013). 
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Os herpesvírus humanos 6 e 7 são transmitidos principalmente através da saliva e de 

secreções respiratórias, mas também podem ser transmitidos por secreções genitais e 

transplante (Blauvelt, 2001; Kaspersen e Höllsberg, 2013). 

A primo-infeção por HHV-6 e HHV-7 normalmente ocorre nos primeiros anos de vida 

(Blauvelt, 2001). Mais comumente, o HHV-6 infecta crianças entre as idades de 3 e 6 meses, 

quando a proteção dos anticorpos maternos diminui (Okuno et al., 1989; Blauvelt, 2001). Já a 

idade de infecção inicial pelo o HHV-7 é mais tardia, sendo a faixa etária mais comum para 

essa infecção entre 18 meses a 3 anos de idade (Wyatt et al., 1991; Blauvelt, 2001).  

Estas infecções primárias causadas pelos HHV-6 e HHV-7 podem variar de 

assintomáticas para doenças febris autolimitadas, incluindo exantema súbito (roséola), doença 

clássica da primeira infância caracterizada por máculas eritematosas ou pápulas levemente 

elevadas, que começa geralmente no tronco, mas se espalha para os membros superiores e 

inferiores (Blauvelt, 2001; Magalhães et al., 2011; Grinde, 2013; Kaspersen e Höllsberg, 

2013) (Figura 1.10). Após a primo-infecção estes vírus podem estabelecer latência celular em 

diferentes células, como linfócitos T e células epiteliais (Yamanishi, Mori e Pellett, 2013) . 

 

 

Figura 1.10. Roséola infantum. Criança com máculas eritematosas no tronco e membros superiores, 

que é uma manifestação clínica característica desta doença. Fonte: www.kids-

center.org/thread/Roseola-Infantum.html 

 

Embora o exantema súbito esteja bem caracterizado, notou-se que esta é 

frequentemente diagnosticada como sarampo, rubéola ou infecção pelo vírus dengue (Tait et 

al., 1996; Oliveira et al., 2003; Magalhães et al., 2011). Assim, a infecção primária do HHV-

6 e HHV-7 devem ser incluídas no diagnóstico de doenças acometidas em jovens crianças 

(Magalhães et al., 2011).  

Com relação à reativação destes vírus, ocorre principalmente em indivíduos 

imunocomprometidos e pode levar à infecção generalizada em vários órgãos nestes 

hospedeiros, como encefalite, pneumonite e hepatite, que são os mais comumente relatados 

(Cone et al., 1993; Drobyski et al., 1993; Knox e Carrigan, 1994; Blauvelt, 2001). 
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1.5.6.  Herpesvírus humano 8 

O herpesvírus humano 8 (HHV-8) foi identificado por Yuan Chang, em 1994, em 

tecidos de sarcoma de Kaposi de indivíduos com AIDS/SIDA (Chang et al., 1994; Damania e 

Cesarman, 2013). 

 O HHV-8 é transmitido, principalmente, através da saliva, mas também pode ser 

transmitido através de secreções genitais, por transfusão de sangue e por transplante de órgãos 

(Uldrick e Whitby, 2011; Kaspersen e Höllsberg, 2013; Le, Gantt e Practice, 2013). Além 

disso, este vírus foi detectado dentro da mucosa gastrointestinal de indivíduos HIV reagentes, 

sugerindo uma possível base para transmissão fecal-oral de HHV-8 (Thomas et al., 1996; 

Blauvelt, 2001). 

A primo-infecção causada por HHV-8 ocorre com frequência durante a primeira 

infância nas zonas de alta prevalência, em contraste com áreas de baixa prevalência, onde a 

soropositividade das crianças é extremamente raro (Blauvelt et al., 1997; Mayama et al., 

1998; Le, Gantt e Practice, 2013). Além disso, a primeira infecção vem sendo descrita, 

quando sintomática, como tendo uma síndrome semelhante à mononucleose infecciosa 

(Blauvelt, 2001). 

Após esta infecção, este vírus pode estabelecer latência celular em seu hospedeiro, 

principalmente em linfócitos B, podendo ser reativado (Damania e Cesarman, 2013). 

No entanto, o risco de graves doenças relacionadas ao HHV-8 é muito maior em 

indivíduos imunocomprometidos, como pacientes com imunossupressão farmacológica ou 

com infecção pelo HIV, provavelmente devido ao deficiente controle da replicação deste vírus 

(Ganem, 2010; Gantt e Casper, 2011; Le, Gantt e Practice, 2013). 

Essas graves doenças são distúrbios neoplásicos como o sarcoma de Kaposi, bem 

como, porém muito menos comumente, o linfoma de efusão primário e a doença de 

Castleman multicêntrica (Lebbé, Legendre e Francès, 2008; Mesri, Cesarman e Boshoff, 

2010; Ariza-Heredia e Razonable, 2011; Pietrosi et al., 2011; Le, Gantt e Practice, 2013). 

Entretanto, estas doenças são raras em indivíduos aparentemente saudáveis (Kaspersen e 

Höllsberg, 2013) . 

Com relação ao sarcoma de Kaposi, é caracterizada normalmente, por lesões cutâneas 

disseminadas e pigmentadas, envolvendo grandes áreas da superfície do corpo, às vezes de 

forma simétrica, com uma aparência característica que varia do rosa ao roxo ou marrom e 

muitas vezes associada com envolvimento visceral (Martellotta et al., 2009; La Ferla et al., 

2013) (Figura 1.11).   



19 

 

 

Figura 1.11. Sarcoma de Kaposi. Paciente com SIDA (AIDS) com manifestação clínica 

característica desta doença, que são as lesões cutâneas disseminadas e pigmentadas, com uma 

aparência característica marrom. Fonte: www.avert.org/images/5474-kaposis-sarcoma 

 

1.6. Vacinação contra infecções causadas por herpesvírus humanos  

 Com relação às vacinas para herpesvírus humanos, atualmente estão sendo 

desenvolvidas vacinas contra HSV-1, HSV-2, HCMV e EBV, sendo que estas possuem 

eficácia variável na prevenção de doenças (Dasgupta et al., 2009; Schiller e Lowy, 2010; 

Sung e Schleiss, 2010; White, Suzanne Beard e Barton, 2012). Isto esta ocorrendo devido aos 

grandes avanços em imunologia celular e molecular, que têm proporcionado uma base sólida 

para novas estratégias de vacinas (Chentoufi, Kritzer, et al., 2012). 

 Entretanto, existe a prevenção, através da vacinação, de doenças causadas pelo vírus 

varicella-zoster. Comercializado como Varivax e Zostavax, estas contém uma estirpe viva 

atenuada de VZV. A Varivax é altamente eficaz na prevenção da varicela (catapora) quando 

administrado em crianças, mas a imunidade diminui conforme os anos e reforços periódicos 

podem ser necessários durante a vida adulta. Em uma dose maior, a mesma estirpe de vacina 

atenuada, a Zostavax proporciona uma proteção significativa de VZV em reativações de 

herpes zoster (HZ) (Marin, Zhang e Seward, 2011; White, Suzanne Beard e Barton, 2012). 

 Com relação à vacina contra a varicela (Varivax), foi desenvolvida pela primeira vez 

no Japão em 1974 (Takahashi et al., 1985; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014). 

Entretanto, somente em 1989, a vacina foi introduzida pela primeira vez em crianças 

aparentemente saudáveis no Japão e na Coreia do Sul e, em 1995, a Food and Drug 

Administration (FDA) aprovou a vacina para crianças com idade inferior a 12 meses com uma 

história de varicela negativa e, a partir disto, a vacina foi implementada nos EUA (Hambleton 

e Gershon, 2005; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014). 

 Somente após a aprovação da World Health Organization (WHO), em 1998 (Who, 

1998; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014), a vacina contra varicela (Varivax) foi 

implementada por mais alguns países, incluindo Austrália, Canadá, Alemanha, Grécia, Qatar, 

República da Coréia, Arábia Saudita, Taiwan, Uruguai e partes da Itália (Sicília) e da Espanha 
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(Comunidade Autónoma de Madrid) (Bonanni et al., 2009; Papaloukas, Giannouli e 

Papaevangelou, 2014). 

 No Brasil, o Ministério da Saúde, por meio do Programa Nacional de Imunização 

(PNI), passou a oferecer, a partir do mês de setembro de 2013, em toda a rede pública de 

saúde a vacina contra varicela (Varivax) incluída na tetraviral, que também protege contra 

sarampo, caxumba e rubéola. Esta nova vacina compõe o Calendário Nacional de Vacinação e 

é oferecida exclusivamente para crianças de 15 meses de idade que já tenham recebido a 

primeira dose da vacina tríplice viral (sarampo, caxumba e rubéola) (Figura 1.12). Com a 

inclusão da vacina, o Ministério da Saúde estima uma redução de 80% das hospitalizações por 

catapora (Ministério Da Saúde, B., 2014). 

 

 
Figura 1.12. Calendário de vacinação da criança. É evidenciada, no calendário de vacinação da 

criança do município do Rio de Janeiro/RJ, a vacina tetraviral, que protege contra Sarampo, Rubéola, 

Caxumba e Varicela, e que é oferecida exclusivamente como dose única para crianças de 15 meses de 

idade. Fonte: (Prefeitura Do Rio De Janeiro, 2014) (modificado). 

 

 Entretanto, a implantação da vacina da varicela alterou a ecologia natural de 

circulação do VZV, fazendo com que a infecção natural do tipo selvagem diminuísse. Isso 

pode colocar as crianças não vacinadas no aumento do risco de infecção grave por este vírus, 

uma vez que poderia atrasar a sua primeira exposição até a idade adulta. Além disso, mesmo 

os vacinados estão em maior risco de doença moderada a grave por VZV se caso expor ao 

VZV selvagem mais tarde na vida, devido a diminuição da imunidade induzida pela vacina 

(Chaves et al., 2007; White, Suzanne Beard e Barton, 2012). Estas e outras questões são 

citadas como justificativa para as políticas européias atuais administrarem a Varivax apenas 
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para pacientes de alto risco, em vez de universal (Sengupta et al., 2008; White, Suzanne 

Beard e Barton, 2012). 

  

1.7. Tratamento das infecções causadas por herpesvírus humanos 

 As doenças causadas por herpesvírus humanos são diversas e, como tal, a aplicação 

das diferentes drogas antivirais varia com a doença em causa, com o estado imunitário do 

paciente e com a tolerância deste ao medicamento, uma vez que, estes são geralmente tóxicos. 

Sendo assim, existem diferentes terapias antivirais que atuam especificamente na replicação 

dos HHV, sendo os mais comuns, o aciclovir, o valaciclovir, o ganciclovir e o foscarnet 

(Martinho, Oliveira e Silva, 2003). 

 O aciclovir (ACV) está dentre as drogas mais estudadas e utilizadas para o tratamento 

contra o HSV e, além disso, também é usado no tratamento de infecções causadas por VZV e 

EBV. O ACV penetra em todas as células humanas, infectadas ou não, sendo um inibidor 

seletivo da replicação desses vírus, e requer, no seu mecanismo de ação, a conversão para 

trifosfato de ACV  (Coen, 1996; Kimberlin e Whitley, 1996; Carvalho, 1999; Penello et al., 

2010). 

 No entanto, cepas resistentes de HSV ao ACV vêm sendo descritas, principalmente em 

pacientes imunocomprometidos (Coen, 1996; Kimberlin e Whitley, 1996). Essa resistência 

esta associada com a mutação de duas enzimas virais envolvidas na ação do ACV, que são a 

timidina quinase (TK) e a DNA polimerase, sendo que em 95% dos casos está associada ao 

gene que codifica a TK (Morfin e Thouvenot, 2003). Além disso, geralmente, o HSV é 

resistente ao aciclovir e a outras drogas simultaneamente, como valaciclovir e famciclovir 

(Penello et al., 2010). 

 O valaciclovir, utilizado no tratamento de HSV e VZV (Munksgaard, 2004), é o éster 

L-valina do aciclovir (pró-droga), que, após sua absorção, é rapidamente convertido em ACV 

pela enzima valaciclovir-hidrolase sintetizada no fígado (Penello et al., 2010). 

 Já o ganciclovir, muito utilizado no tratamento da infecção congênita por HCMV, é 

um análogo de nucleosídeo acíclico sintético estruturalmente semelhante à guanina. A sua 

estrutura é semelhante à do aciclovir e, como este, requer a fosforilação para a atividade 

antiviral (Swanson e Schleiss, 2013). Este antiviral também pode ser usado contra infecções 

causadas por HHV-6, embora o HHV-6A e o HHV-6B demonstram suscetibilidades 

diferentes (Yoshida et al., 1998; Le, Gantt e Practice, 2013), sendo o HHV6-B suscetível ao 

ganciclovir enquanto o HHV6-A é mais resistente a este antiviral (Le, Gantt e Practice, 2013). 

 Além desses antivirais tem-se o foscarnet (ácido fosfonofórmico trissódico), um 

inibidor da DNA polimerase viral, que é mais recomendado quando o paciente não responde 
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ao tratamento por outros antivirais como o aciclovir, pois o foscarnet é mais tóxico (Morfin e 

Thouvenot, 2003). 

 Nenhuma destas terapias representa uma cura para a infecção latente dos herpesvírus 

humanos, uma vez que apenas atuam na fase ativa do vírus, inibindo a polimerase viral por 

introdução, no interior da célula, de um composto fosforilado análogo a um nucleósido, que se 

liga ao DNA viral em replicação, impedindo, então, a continuação desta. Sendo assim, estes 

antivirais não atuam na latência celular (Martinho, Oliveira e Silva, 2003). 

 Entretanto, esses medicamentos são capazes de diminuir o tempo da doença, prevenir 

sintomas e, além disso, podem reduzir o risco de transmissão (Penello et al., 2010).  

 

1.8. Epidemiologia das infecções causadas por herpesvírus humanos 

 Quase 100% dos seres humanos no momento em que chegam à adolescência estão 

infectados com múltiplos herpesvírus humanos, sendo estes responsáveis por 35-40 bilhões de 

infecções humanas em todo o mundo, tornando-os mais prevalentes entre os patógenos 

conhecidos (White, Suzanne Beard e Barton, 2012). 

 Com relação à epidemiologia das infecções causadas por HSV, a soroprevalência do 

HSV-1 na população adulta é de 50% a 90% e a do HSV-2 é de 20% a 60% (Cisneros-

Herreros e Herrero-Romero, 2006). 

 Atualmente, o HSV-1 é o vírus mais comum encontrado em herpes genital (Beigi, 

2012; Grinde, 2013) e mais de um bilhão de pessoas ao redor do mundo, um sexto da 

população mundial, possuem esta infecção (Chentoufi, Kritzer, et al., 2012). Além disso, esta 

doença aumenta de duas a quatro vezes o risco de adquirir o HIV (Corey et al., 2004; Danve-

Szatanek et al., 2004; Rubbo et al., 2011; Chentoufi, Kritzer, et al., 2012) e também aumenta, 

no final da gravidez, o risco de herpes neonatal (Chentoufi, Kritzer, et al., 2012). 

 Dentre diversas doenças oportunistas em pacientes HIV reagentes, muitas são 

causadas por HSV. As infecções por esses vírus tornaram-se uma consideração importante 

para o tratamento clínico nos portadores do HIV, já que se estima que dois terços dos 

indivíduos com HIV-1 são co-infectados com HSV (Chentoufi, Dervillez, et al., 2012). Além 

disso, estudos com mulheres grávidas HIV reagentes mostram que a co-infecção com HSV 

aumenta significativamente o risco de transmissão perinatal do HIV (Chen et al., 2005; 

Anzivino et al., 2009). 

 Ademais, a infecção ocular por HSV-1 é a principal causa de cegueira no mundo. Só 

nos EUA mais de 400 mil pessoas possuem uma história de recorrência ocular por HSV, que, 

por sua vez, exige consultas médicas, medicamentos e, em casos graves, transplantes de 
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córnea (Carr, Härle e Gebhardt, 2001; Osorio, Cohen e Ghiasi, 2004; Chentoufi, Kritzer, et 

al., 2012). 

 Com relação à epidemiologia das infecções causadas por VZV, a soroprevalência em 

jovens adultos de 20-29 anos de idade é de 95% (Aebi et al., 2001; Nardone et al., 2007; 

Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014). 

 A varicela, doença causada por este vírus, ocasiona 60 milhões de novos casos por ano 

em todo o mundo, acometendo principalmente crianças de até 12 anos de idade (Plotkin, 

Arbetter e Starr, 1985; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014). No entanto, ao longo 

dos últimos 50 anos, o aumento do uso de creches diminuiu a idade pico de incidência para 1-

4 anos (Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014). 

 Além disso, estudos utilizando métodos variados e realizados em diferentes 

populações nos Estados Unidos, Canadá, América do Sul, Europa, Ásia e Austrália, revelaram 

incidência de herpes zoster (reativação do VZV) com média de 4-4,5 por 1.000 pessoas/ano. 

Ademais, todos esses estudos mostram aumento dessa infecção com a idade, principalmente 

após os 50 anos (Yawn e Gilden, 2013). 

 Com base em outros estudos, uma média de um milhão de novos episódios de herpes 

zoster foram estimados para ocorrer nos Estados Unidos anualmente, com um risco de vida de 

30%, sendo que a mortalidade ocasionada por esta infecção é elevada em países severamente 

afetados pela pandemia do HIV/AIDS. Em regiões mais afetadas por essa pandemia, herpes 

zoster em adultos jovens é frequentemente um marcador de infecção por HIV (Yawn e 

Gilden, 2013).  

 Com relação à epidemiologia das infecções causadas por EBV, este vírus infecta mais 

de 90% da população adulta do mundo (Grywalska et al., 2013), sendo que nos Estados 

Unidos a soroprevalência de EBV foi estimada em cerca de 66,5% entre as idades de 6-19 

anos (58,5% para as crianças de 6-12 anos e 73,4% para os 12-19 anos) entre os anos 2003-

2010 (Dowd et al., 2013). No entanto, esta idade de início da infecção por EBV varia 

bastante, sendo que os países desenvolvidos possuem idades superiores para infecção 

primária, provavelmente devido a melhores condições de higiene e outros fatores 

socioeconômicos e densidade populacional (Hsu e Glaser, 2000; Dowd et al., 2013). 

 Além disso, até 50% das pessoas que adquirem a infecção primária por EBV tarde da 

infância ou na adolescência pode contrair mononucleose infecciosa (Cohen et al., 2011; 

Dowd et al., 2013), sendo que a hepatite, manifestação comum da mononucleose infecciosa, 

afeta 90% dos pacientes (Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006). 

 O EBV também esta associado aos linfomas não-Hodgkin (como o linfoma de Burkitt) 

(Petrara et al., 2013), que são uma das principais causas de morte em pacientes infectados 
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com HIV mesmo na era TARV (Terapia antirretroviral) (Bohlius et al., 2009; Simard, Pfeiffer 

e Engels, 2011; Petrara et al., 2013), sendo que a frequência de detecção de EBV nestes 

tumores varia, apresentando, como exemplo, 60% de frequência com linfoma de Burkitt 

(Carbone et al., 2009; Petrara et al., 2013). Entretanto, antes da introdução da TARV, a 

incidência desses linfomas não-Hodgkin em indivíduos infectados com HIV-1 foi 100 vezes 

mais elevada comparada a população geral (Goedert et al., 1998; Cancer, 2000; Petrara et al., 

2013). 

 Além disso, a alta frequência de associação deste vírus tem sido evidenciada em 

linfoma de Hodgkin (80% -100%) a partir de tecidos de pessoas infectadas com o HIV, o que 

mostra que este linfoma pode estar associado ao EBV nesses indivíduos (Grywalska et al., 

2013). 

 Já com relação à epidemiologia das infecções causadas por HCMV, a soroprevalência 

deste vírus é de 60-100% em todo o mundo (Rafailidis et al., 2008; Chan et al., 2014) e 

infecta cerca de 90% da população dos EUA (Kondo, Xu e Mocarski, 1996; Staras et al., 

2006; Hargett e Shenk, 2010; Swanson e Schleiss, 2013), sendo que as populações de 

pacientes com maior incidência de infecção primária incluem crianças de amamentação, 

crianças, prestadores de cuidados em creche e adolescentes sexualmente ativos (Swanson e 

Schleiss, 2013). 

 Além disso, o citomegalovírus humano é considerado o primeiro agente de infecção 

congênita nos países desenvolvidos, afetando cerca de 0,6-0,7% de todos os recém-nascidos, 

sendo que só nos Estados Unidos 20.000-40.000 crianças por ano nascem com infecção 

congênita por HCMV (Leung, Sauve e Davies, 2003; Dollard, Grosse e Ross, 2007; 

Kenneson e Cannon, 2007; Nyholm e Schleiss, 2010; Swanson e Schleiss, 2013). Das 

crianças infectadas, 10-15% são sintomáticas ao nascimento e 13,5% das assintomáticas irão 

desenvolver sequelas durante os primeiros anos de vida, como alterações no desenvolvimento 

psico-motor e surdez (Almeida et al., 2010). 

 Com relação à epidemiologia das infecções causadas por HHV-6A, HHV-6B e HHV-

7, a soroprevalência destes herpesvírus é maior que 90% em adultos (Wyatt et al., 1991; 

Pruksananonda et al., 1992; Hall et al., 1994; Caserta et al., 1998; Le, Gantt e Practice, 2013), 

sendo que a soroprevalência de HHV-6A e HHV-6B nestes indivíduos é superior a 95% (De 

Bolle, Naesens e De Clercq, 2005; Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006). 

 Estes herpesvírus podem causar a doença exantema súbito ou roséola infantum e, 

apesar de 30% dos indivíduos desenvolverem sintomas, a grande maioria de 2 a 4 anos de 

idade abrigam esses vírus (Zerr et al., 2005; Grinde, 2013). Além disso, infecções por HHV-

6A e HHV-6B foram registrados no coração e pulmão (66-91%), fígado (22-54%) e sistema 
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renal (23-55%) de transplantados (Lautenschlager e Razonable, 2012; Le, Gantt e Practice, 

2013). Há menos informação sobre a taxa de infecção ativa por HHV-7 após o transplante de 

órgãos sólidos, embora tenha sido estimado que ocorra em 0-46% nesses pacientes 

(Razonable e Paya, 2002; Le, Gantt e Practice, 2013). 

 Com relação à epidemiologia das infecções causadas por HHV-8, a soroprevalência 

deste vírus varia muito no mundo, sendo menor que 10% na América do Norte, norte da 

Europa e Ásia, entre 10-30% no Mediterrâneo e maior que 50% na África subsaariana  

(Boshoff e Weiss, 2002; Mesri, Cesarman e Boshoff, 2010) (Figura 1.13). 

 

 

Figura 1.13. Soroprevalência de HHV-8. Estas taxas de soroprevalência foram compiladas a partir 

de vários estudos. Os valores representam a população em geral. A soroprevalência da infecção por 

HHV-8 no norte da Europa, Ásia e América do Norte é menor que 10%, mas a maior parte na África 

subsaariana, a soroprevalência é superior a 50%. A região do Mediterrâneo tem a soroprevalência 

entre 10-30%. Fonte: (Mesri, Cesarman e Boshoff, 2010) (modificado). 

 

 Além disso, o HHV-8 está associado com o sarcoma de Kaposi (SK), uma 

malignidade relacionada com a SIDA, sendo o risco substancialmente maior nesses 

indivíduos, ocorrendo em mais de 50% dos casos em fases avançadas da infecção pelo HIV 

(La Ferla et al., 2013). Embora a taxa de SK tenha sofrido uma redução acentuada desde a 

introdução da terapia antirretroviral altamente ativa, o sarcoma de Kaposi permanece o 

segundo tumor mais frequente em pacientes infectados pelo HIV em todo o mundo e tornou-

se o câncer mais comum na África subsaariana (Lucia et al., 2011; La Ferla et al., 2013). 

 Com relação à epidemiologia das infecções causadas por herpesvírus humanos na 

população brasileira, baseando-se em estudos com população geral e doadores de sangue, foi 

encontrada soroprevalência de HSV-1 de 67,2% e de HSV-2 de 11,3% (Clemens e Farhat, 

2010), de VZV de 85,4% (Clemens et al., 1999), de HCMV variando de 69,8% e 96,4% 
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(Linhares et al., 1989; Souza et al., 2010), de HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) com variação de 

76,5% e 90% (Linhares et al., 1991; De Freitas e Linhares, 1997), e de HHV-8 de 25% 

(Nascimento et al., 2008). Além disso, estudos realizados no país que investigaram a 

soroprevalência de EBV e de HHV-7 verificaram soroprevalência de EBV de 71% em 

crianças e adolescentes do estado de Espírito Santo/Brasil (Figueira-Silva e Pereira, 2004) e 

soroprevalência de HHV-7 de 36,5% em pacientes com doenças exantemáticas no estado do 

Pará/Brasil (Freitas et al., 2004).  Na tabela abaixo pode-se observar a soroprevalência dos 

herpesvírus humanos no mundo e no Brasil, como discutido anteriormente. 

 

Tabela 1.4. Soroprevalência dos herpesvírus humanos no mundo e no Brasil. 

DDeessiiggnnaaççããoo SSoorroopprreevvaallêênncciiaa  nnoo  mmuunnddoo SSoorroopprreevvaallêênncciiaa  nnoo  BBrraassiill 

Vírus herpes simples 1 50 - 90%¹ 67,2%⁸ 

Vírus herpes simples 2 20 - 60%¹ 11,3%⁸ 

Vírus varicella-zoster 95%² 85,4%⁹ 

Vírus Epstein-Barr >90%³ 71%¹⁰ 

Citomegalovírus humano 60 - 100%⁴ 69,8 – 96,4%¹¹ 

Herpesvírus humano 6A >95%⁵ 76,5 – 90%¹² 

Herpesvírus humano 6B >95%⁵ 76,5 – 90%¹² 

Herpesvírus humano 7 >90%⁶ 36,5%¹³ 

Vírus associado ao 

sarcoma de Kaposi 
<10- >50%⁷ 25%¹⁴ 

Fonte: ¹(Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006); ²(Aebi et al., 2001; Nardone et al., 2007; Papaloukas, Giannouli e 

Papaevangelou, 2014); ³(Grywalska et al., 2013); ⁴(Rafailidis et al., 2008; Chan et al., 2014); ⁵(De Bolle, Naesens e De 

Clercq, 2005; Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006); ⁶(Wyatt et al., 1991; Pruksananonda et al., 1992; Hall et al., 

1994; Caserta et al., 1998; Le, Gantt e Practice, 2013); ⁷(Boshoff e Weiss, 2002; Mesri, Cesarman e Boshoff, 2010); 

⁸(Clemens e Farhat, 2010); ⁹(Clemens et al., 1999); ¹⁰(Figueira-Silva e Pereira, 2004); ¹¹(Linhares et al., 1989; Souza et al., 

2010); ¹²(Linhares et al., 1991; De Freitas e Linhares, 1997); ¹³(Freitas et al., 2004); ¹⁴(Nascimento et al., 2008). 

 

Ademais, no que se refere à prevalência de infecções causadas por HHV na população 

brasileira, apesar dos escassos estudos realizados no Brasil, estes evidenciam que esta 

prevalência varia conforme os grupos avaliados, se apresentando maior em grupos como em 

portadores do HIV comparado aos indivíduos não reagente para este vírus (Miller et al., 2006; 

De França et al., 2011).  
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Assim, como existem poucos trabalhos sobre a investigação epidemiológica destes 

vírus no país, há a necessidade de mais estudos para contribuir para a epidemiologia de HHV 

no Brasil  (Clemens et al., 1999; Figueira-Silva e Pereira, 2004; Nascimento et al., 2008). 

 

1.9. Diagnóstico laboratorial dos herpesvírus humanos 

O diagnóstico dos herpesvírus humanos (HHV) é feito avaliando as características 

clínicas do paciente e as associando às confirmações laboratoriais da infecção. Sendo assim, o 

diagnóstico laboratorial tem aplicação complementar para as manifestações clínicas 

características causadas por estes vírus, destacando-se sua importância em indivíduos 

imunocomprometidos, transplantados, gestantes e recém-nascidos (Varella et al., 2005; 

Penello et al., 2010).  

 Em geral, as manifestações clínicas variam e podem apresentar-se em diferentes fases 

evolutivas (Penello et al., 2010). Além disso, a extensão e gravidade das lesões estão 

diretamente relacionadas ao inóculo viral, imunidade do hospedeiro e predisposição genética 

do paciente infectado, podendo haver graves manifestações sistêmicas (Lupi, 2000; Penello et 

al., 2010). 

 Com relação ao diagnóstico laboratorial utilizado para infecções causadas por 

herpesvírus humanos, o isolamento viral ainda é um dos principais métodos utilizados para 

diagnóstico desses vírus, sendo considerado “método padrão-ouro” para detecção do HSV 

(Varella et al., 2005; Penello et al., 2010). Entretanto, esta técnica é lenta, com resultados 

variando entre 7 a 15 dias para a detecção do HSV, por exemplo, além de ser trabalhosa e 

dispendiosa (Kimberlin, 2004; Penello et al., 2010). 

 Os testes sorológicos também são utilizados para o diagnóstico das infecções causadas 

por HHV, como a imunofluorescência e o ensaio imunoenzimático (ELISA), sendo este muito 

importante no diagnóstico das infecções causadas por EBV, por exemplo. Estes métodos 

sorológicos são úteis como testes de confirmação de infecções recentes, porém também são 

importantes para o rastreio de infecções passadas. No entanto, o uso da sorologia para 

diagnóstico das infecções causadas por HHV está diminuindo, devido a menor especificidade  

e sensibilidade destes testes, que ocasionam dúvidas nas investigações sorológicas dos HHV 

(Who, 1991). 

 A partir das desvantagens destes testes sorológicos e com o desenvolvimento de novas 

técnicas de diagnóstico, ocorreram mudanças na abordagem diagnóstica das infecções 

causadas por HHV para os métodos moleculares, como a reação em cadeia da polimerase 

(PCR) (Who, 1991). 
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 Com relação à PCR, esta vem apresentando vantagens adicionais no diagnóstico 

laboratorial, principalmente por ser capaz de detectar pequenas quantidades de genoma viral, 

tanto em pacientes sintomáticos quanto em assintomáticos, e rapidez nesta detecção que, nos 

casos graves e sistêmicos da infecção tornam-se vitais (Penello et al., 2010). 

 A técnica da PCR permite que uma região alvo do DNA seja amplificada diversas 

vezes, utilizando nucleotídeos, sequências iniciadoras (primers) e enzimas polimerases. 

Assim, é possível a obtenção de muitas cópias de uma sequência específica de ácido nucléico 

a partir de uma fita molde (Schmutzhard et al., 2004). 

 Além disso, nos últimos anos vêm crescendo a aplicação da PCR em tempo real 

(qPCR) no diagnóstico da infecção, constituindo-se uma técnica de detecção e quantificação 

de ácidos nucléicos com alta sensibilidade e rapidez. A qPCR é uma técnica precisa, 

reprodutível e determina o nível de amplificação durante a fase exponencial da reação (Bustin 

e Mueller, 2005). 

 A maior vantagem da PCR em tempo real para o diagnóstico é a análise quantitativa 

das amostras, que é particularmente importante para o diagnóstico e tratamento de pacientes 

transplantados e imunocomprometidos (Schmutzhard et al., 2004). 

 Entretanto, essas técnicas devem ser reproduzidas diversas vezes para a diferente 

detecção dos nove vírus da família Herpesviridae que infectam humanos. Já a técnica Pan-

herpesvírus, baseada na amplificação de uma região altamente conservada do genoma dos 

herpesvírus através da PCR Nested (Pan-PCR) e posterior identificação da espécie viral 

destes através de sequenciamento do genoma viral, surgiu a fim de identificar 

simultaneamente os herpesvírus, diminuindo, assim, o tempo desta detecção, além de 

constituir uma ferramenta muito importante na procura de novos herpesvírus humanos e 

animais (Vandevanter et al., 1996). 

O Pan-PCR amplifica o gene que codifica a enzima DNA polimerase (DPOL) dos 

herpesvírus, sendo esta uma região altamente conservada do genoma destes vírus, ou seja, 

uma região que possui muita semelhança entre as espécies de HHV. Este nível de conservação 

permite o desenho de iniciadores degenerados de PCR contendo desoxi-inosina. Esses 

iniciadores são como uma mistura de sequências de nucleotídeos capazes de se associarem a 

essa região conservada fazendo com que esta técnica possua o potencial de detectar a maioria 

dos herpesvírus existentes. Ademais, com o sequenciamento do genoma viral, que identifica a 

espécie viral, o  Pan-herpesvírus é capaz de caracterizar novos genomas virais (Ehlers et al., 

1999; Ehlers et al., 2007). 
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1.10. Co-infecção HIV/Herpesvírus humanos 

O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) é um vírus pertencente à família 

Retroviridae e é responsável pela Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA/AIDS), o 

qual é caracterizado pela disfunção progressiva e fatal da função do sistema imunitário, e pela 

ocorrência de infecções oportunistas e tumores. São conhecidos dois tipos do HIV: o HIV-1, 

que é prevalente no Brasil e no mundo, e o HIV-2, com maior prevalência na África (Santos e 

Beck, 2009; Gibellini et al., 2013). 

O HIV-1 é constituído por um envelope formado por bicamada lipídica e as 

glicoproteínas gp120 e gp41, responsáveis pela entrada do vírus na célula hospedeira. 

Internamente, uma matriz protéica envolve o capsídeo viral, que, em seu interior, encontra-se 

o genoma viral, consistindo de duas fitas simples de RNA associadas à enzimas virais, como a 

transcriptase reversa (Alcântara, 2011) (Figura 1.14). 

 

 

Figura 1.14. Elementos estruturais do HIV-1. Desenho esquemático evidenciando o vírus HIV-1 e 

suas estruturas. As setas indicam o envelope (membrana lipídica), as glicoproteínas do envelope 

(gp120 e gp41), a matriz protéica e o capsídeo, onde encontra-se duas fitas simples de RNA associadas 

à enzimas virais, como transcriptase reversa.  Fonte:  www. cdc.gov (modificado). 

 

Este vírus penetra no organismo do hospedeiro e infecta particularmente linfócitos T 

auxiliares, os quais expressam em sua superfície a molécula CD4+, que atua como molécula 

receptora, e outros co-receptores, como a molécula CCR5 e CXCR4. Por intermédio destes 

receptores de superfície, o HIV também infecta macrófagos, células dendríticas, células do 

aparelho respiratório, sistema nervoso central e células epiteliais, entre outras, perpetuando, 

dessa forma, seu ciclo biológico. No momento em que o sistema imunológico começa a ficar 

comprometido, surgem, então, as doenças oportunistas (Santos e Beck, 2009). 

Dentre essas doenças, muitas são causadas pela infecção dos herpesvírus humanos. No 

início de 1980, expressões clínicas graves da infecção causada por HHV-8 (Sarcoma de 
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Kaposi [SK]) estavam entre as primeiras manifestações associadas à AIDS. Posteriormente, 

patologias causadas por diferentes HHV, além de SK, tais como as associadas ao HSV-1/2, 

linfoma de Burkitt por EBV e ritinitis por HCMV, foram incluídas na lista de condições 

definidoras de SIDA para o controle e prevenção destas doenças (Mofenson et al., 2009; 

Munawwar e Singh, 2016). Assim, as interações entre HHV e o HIV-1 estão cada vez mais 

sendo reconhecidas (Suligoi et al., 2003; Adjei et al., 2008; Lisco et al., 2012; Munawwar e 

Singh, 2016). 

Neste contexto, a co-infecção HIV/HSV-1/2 estão dentre as mais estudadas, já que as 

infecções por esses herpesvírus tornaram-se importantes para o tratamento clínico da SIDA, 

pois estima-se que dois terços dos indivíduos com HIV-1 são co-infectados com HSV 

(Chentoufi, Dervillez, et al., 2012). 

Uma das doenças oportunistas que o HSV-1/2 podem provocar é a herpes genital, 

conduzindo à lesões ulcerativas genitais dolorosas. Apesar dos avanços significativos feitos 

na terapia antiviral e educação para práticas sexuais seguras, a herpes genital continua sendo 

um importante problema de saúde pública, já que a prevalência da infecção pelo HSV 

aumentou em cerca de 30%, desde o final da década de 1980, quando infecções por HIV 

surgiram pela primeira vez (Chentoufi, Dervillez, et al., 2012). 

Além disso, a infecciosidade dos indivíduos positivos para o HIV-1 pode aumentar 

durante períodos de reativação de HSV-1/2 , aumentando a concentração de HIV-1 no plasma 

e em secreções vaginais, e o risco de transmissão deste vírus (Chentoufi, Dervillez, et al., 

2012). 

Com relação a co-infecção HIV/HHV-6 é de conhecimento que a infecção causada por 

este herpesvírus em indivíduos com SIDA resulta em aumento da carga viral de HHV-6, 

podendo ocasionar infecção generalizada disseminada em muitos órgãos, além de infecção 

ativa no sistema nervoso central, pneumonite e retinite (De Bolle, Naesens e De Clercq, 2005; 

Munawwar e Singh, 2016).   

 Outro exemplo de co-infecção HIV/HHV, é a infecção de individuos portadores de 

HIV infectados com HHV-8, que, devido a um sistema imune já danificado, predispõe, nestes 

indivíduos, a uma maior carga viral de HHV-8, que poderá contribuir para o desenvolvimento 

de desordens neoplásicas associado a este herpesvírus (Whitby et al., 1995; Moore et al., 

1996; Tedeschi et al., 2001; Lisco et al., 2006; Leao et al., 2013), tais como linfoma de efusão 

primário (PEL), doença de Castleman multicêntrica (MCD) e sarcoma de Kaposi (SK) 

(Kaplan, 2013). Nestes indivíduos estas malignidades ocorrem de forma mais agrassiva, com 

rápido curso, ocasionando alta mortalidade (Hengge et al., 2002; Machado et al., 2015). 
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 Assim, indivíduos imunocomprometidos infectados com HIV apresentam elevados 

riscos de infecções causadas por herpesvírus humanos, podendo ocasionar graves doenças 

associadas a estes herpesvírus, além de poderem contribuir para a progressão da AIDS e 

transmissão do HIV (Munawwar e Singh, 2016).  

 

1.11.    Justificativa 

O principal esforço nos últimos anos tem sido o de desenvolver métodos para o 

diagnóstico rápido de herpesvírus humanos, proporcionando, assim, a informação para o 

manejo do paciente e o controle das doenças.  

Diante disso, novas técnicas para detecção destes vírus foram surgindo visando 

melhorar a sensibilidade e especificidade, além da velocidade e confiabilidade dos testes. 

Dentre essas, a técnica molecular de reação em cadeia da polimerase (PCR), vêm 

substituindo, cada vez mais, outros métodos clássicos de diagnósticos para os herpesvírus, 

como o isolamento viral, que requer trabalho intensivo e dispendioso. Entretanto, as diferentes 

variações de PCR devem ser reproduzidas diversas vezes para a diferente detecção dos nove 

vírus da família Herpesviridae que infectam humanos, podendo ocasionar demora na detecção 

viral. 

A partir disso, este trabalho visou comprovar que o Pan-herpesvírus pode ser eficiente 

como um método de diagnóstico diferencial para detecção simultânea dos nove herpesvírus 

humanos, garantindo maior rapidez nesta detecção que, nos casos graves e sistêmicos da 

infecção, tornam-se vitais. 

Ademais, no Brasil pouco é conhecido sobre a verdadeira prevalência das infecções 

causadas por herpesvírus humanos em indivíduos HIV reagentes, mesmo estes fazendo parte 

dos indivíduos que mais sofrem com infecções oportunistas causadas por esses vírus.  Este 

escasso conhecimento é devido à ocorrência de casos assintomáticos, além dos poucos 

estudos realizados no país. Portanto, este estudo foi relevante para diagnosticar os casos de 

infecções causadas pelos HHV, podendo, assim, monitorar o quadro clínico do paciente, além 

de contribuir para a determinação da prevalência das infecções causadas pelos herpesvírus 

humanos em indivíduos portadores do HIV no Rio de Janeiro/Brasil. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Determinar a prevalência das infecções causadas pelos herpesvírus humanos em 

indivíduos HIV reagentes através de diagnóstico diferencial (Pan-herpesvírus). 

 

2.2.  Objetivos Específicos 

 Caracterizar o perfil demográfico e clínico dos indivíduos HIV reagentes; 

 Detectar os herpesvírus humanos em indivíduos HIV reagentes (grupo teste) e em 

indivíduos não reagentes para o HIV (grupo controle) através de diagnóstico 

diferencial (Pan-herpesvírus); 

 Comparar a prevalência das infecções causadas pelos herpesvírus humanos entre o 

grupo teste e o grupo controle; 

 Avaliar fatores associados com a prevalência das infecções causadas por herpesvírus 

humanos em indivíduos portadores do HIV, como sexo, idade e taxas de linfócitos T 

CD4+; 

 Determinar a carga viral das amostras reagentes para os HHV para avaliar as infecções 

causadas por estes vírus em indivíduos de ambos os grupos do estudo. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente trabalho tratou-se de um estudo retrospectivo e prospectivo que foi 

realizado no Laboratório de Desenvolvimento Tecnológico em Virologia do Instituto 

Oswaldo Cruz/IOC em colaboração com o Hospital Universitário Gaffrée e Guinle/HUGG 

(centro nacional de referência em AIDS). 

 

3.1.  Aspectos éticos da pesquisa 

 Este projeto foi submetido à Plataforma Brasil e aprovado pelo comitê de ética em 

pesquisa com seres humanos (CAAE 11350212.3.0000.5258) (Anexo 1). 

 

3.2.      População de estudo 

Este trabalho avaliou dois grupos de estudo: o grupo teste e o grupo controle. O grupo 

teste compreendeu 241 amostras de soro de indivíduos HIV reagentes coletadas no Hospital 

Universitário Gaffrée e Guinle/HUGG, Rio de Janeiro, sendo que o estudo retrospectivo 

abrangeu 184 amostras de soro coletadas durante os anos de 2012 (95 amostras) e 2013 (89 

amostras), e o estudo prospectivo compreendeu 57 amostras de soro coletadas até julho do 

ano de 2014. Já o grupo controle abrangeu 94 amostras de soro de indivíduos HIV não 

reagentes coletadas no ano de 2013 em uma campanha para testagem das hepatites virais no 

estado do Rio de Janeiro. 

 

3.3. Seleção de amostras 

3.3.1. Critérios de inclusão de amostras 

Com relação ao grupo teste deste estudo, foram inclusas somente as amostras 

provenientes de pacientes portadores do HIV comprovados pela técnica imunoenzimática 

quimioluminescente/teste Access HIV (BioRad, Marnes-la-Coquette, França) e por 

imunocromatografia/Imunoblot Rápido DPP® HIV-1/2 (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de 

Janeiro, Brasil) pelo Hospital Universitário Gaffrée e Guinle, e que apresentavam dados 

referentes às variáveis sexo, idade e taxas de linfócitos T CD4+. Já com relação ao grupo 

controle deste trabalho foram adquiridas somente as amostras não reagentes nos testes do HIV 

(anti-HIV 1/2 e HIV RNA) e que apresentavam dados referentes às variáveis sexo e idade.  

 

3.3.2. Critérios de exclusão de amostras 

As amostras que não apresentaram volume suficiente de soro foram excluídas do 

estudo. 
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3.4.    Coleta das Amostras de soro 

As amostras de soro foram coletadas de cada indivíduo dos diferentes grupos de 

estudo. Assim, 5 mL de sangue periférico foram coletados por profissionais especializados 

por meio de punção venosa periférica, utilizando agulhas hipodérmicas e tubos estéreis do 

tipo vacutainer (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) contendo ativador de 

coágulo jateado na parede do tubo, que acelera o processo de coagulação, e gel separador 

para obtenção de soro. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm a 25°C 

por 10 minutos, o soro foi separado, aliquotado em tubo de poliestireno de 1,5 mL 

devidamente identificados e estocados a -20ºC. 

 

3.5.      Extração do DNA dos herpesvírus humanos 

A extração do DNA dos herpesvírus humanos foi realizada segundo o protocolo do kit 

comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, New Jersey, EUA). Primeiramente, antes 

do início da extração de material genético viral, foi preparada a solução de trabalho (working 

solution), que consiste na proporção de 50 µL de transportador de RNA poliA (polyA RNA 

carrier) e 2,5 mL de tampão de ligação (Binding Buffer). Esta solução foi preparada a cada 

extração, pois não podia ser armazenada. 

Após isso, as amostras foram descongeladas e homogeneizadas no vortex-Genie 

(Scientific Industries, Inc., EUA) por 30 segundos. Em seguida, foram adicionados, em tubos 

de poliestireno de 1,5 mL livres de nucleases e devidamente identificados, 200 µL de soro de 

cada amostra em seu respectivo tubo, sendo adicionados posteriormente 200 µL de solução de 

trabalho e 50 µL da solução de proteinase K. Rapidamente as amostras foram 

homogeneizadas por 15 segundos e incubadas aos 72ºC por 10 minutos em banho-maria 

(Nova Técnica, São Paulo, Brasil).  

Após a incubação e uma rápida centrifugação por 30 segundos na centrífuga 5415R 

Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), foram adicionados 100 µL de tampão de 

ligação (Binding Buffer) em cada tubo. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas por 

15 segundos e centrifugadas por 30 segundos. 

Posteriormente o conteúdo de cada tubo foi completamente transferido para coluna 

com filtro em tubos de coleta devidamente identificados. As amostras foram, então, 

centrifugadas a 8.000 x g por 1 minuto e ao fim da centrifugação, os tubos de coleta de cada 

amostra foram descartados e as colunas recolocadas em outros novos tubos. 

Após essa etapa, foram adicionados 500 µL do tampão de remoção de inibidores 

(Inhibitor Removal Buffer) em cada coluna e outra centrifugação foi realizada a 8.000 x g por 
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1 minuto. Ao fim desta centrifugação, novamente os tubos de coleta de cada amostra foram 

descartados e as colunas combinadas em outros novos tubos. 

Em seguida, 450 µL de tampão de lavagem (Wash Buffer) foram adicionados em cada 

coluna, seguido de centrifugação a 8.000 x g por 1 minuto e, em sequência, os tubos de coleta 

de cada amostra foram descartados e as colunas combinadas em outros novos tubos. 

Após isso, uma segunda lavagem foi realizada como a anterior, adicionando 450 µL de 

tampão de lavagem (Wash Buffer) em cada coluna, seguido de centrifugação a 8.000 x g por 1 

minuto. Posteriormente somente a solução resultante de cada amostra foi descartada, sem o 

descarte dos tubos de coleta, e então, estes foram novamente combinados nas suas respectivas 

colunas, seguido de uma centrifugação a 13.000 x g por 10 segundos. Logo após, os tubos de 

coleta foram descartados e as colunas foram, então, combinadas em novos tubos de 

poliestireno de 1,5 mL livres de nucleases e devidamente identificados. 

Posteriormente foram adicionados 50 µL de tampão de eluição (Elution Buffer) nas 

colunas, que sofreram uma última centrifugação a 8.000 x g por 1 minuto. Em seguida, as 

colunas foram descartadas e os tubos de 1,5 mL contendo o material genético viral eluído 

foram estocados a -70°C até o momento da análise por Pan-PCR (diagnóstico diferencial) e 

por PCR em tempo real. 

Em cada extração, o HSV-1 cultivado em cultura de células com concentração de 10⁷ 

cópias/mL foi incluído como controle positivo e amostras de água ultra pura foram incluídas 

como controles negativos . 

 

3.6. Detecção simultânea dos herpesvírus humanos por Pan-herpesvírus 

Para detecção simultânea dos nove herpesvírus da família Herpesviridae que infectam 

humanos foi utilizado a técnica Pan-herpesvírus baseada na amplificação, por PCR Nested 

(Pan-PCR), do gene DPOL, uma região altamente conservada do genoma dos herpesvírus, e 

na identificação da espécie destes através de sequenciamento do genoma viral (Ehlers et al., 

2007). 

 

3.6.1. Teste de detecção de herpesvírus humanos por PCR Nested (Pan-PCR) 

Para demostrar a detecção de herpesvírus humanos por PCR Nested foi realizada a 

amplificação, como descrito no item 3.6.3, de diferentes alíquotas contendo HSV-1, HSV-2, 

EBV, HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-8, sendo estes provenientes de cultura celular 

(HSV-2) e soro (HSV-1, EBV, HHV-6 e HHV-8), e extraídas anteriormente segundo o 

protocolo do kit comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, New Jersey, EUA), 

como consta no item 3.5. Após a amplificação, foi realizada a eletroforese como descrito no 
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item 3.6.4. Os resultados adquiridos foram avaliados e as alíquotas foram novamente 

armazenadas aos -70°C. 

 

3.6.2. Limite de detecção da PCR Nested (Pan-PCR)  

Para avaliar o limite de detecção da PCR Nested, uma alíquota de HSV-1 cepa KOS 

com título viral de 10
7 

cópias/mL proveniente de cultura celular foi diluída de 1 a 10
7
 

cópias/mL em água RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA) após a extração utilizando o kit 

comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, New Jersey, EUA), como consta no item 

3.5. Após a diluição seriada, foi realizada a amplificação por PCR Nested seguido de 

eletroforese como descrito nos itens 3.6.3 e 3.6.4 deste trabalho, respectivamente. Os 

resultados adquiridos do limite de detecção foram avaliados e as amostras da diluição seriada 

foram armazenadas a -70°. 

 

3.6.3.   PCR Nested (Pan-PCR) 

A PCR Nested foi utilizada para a amplificação do gene DPOL dos nove herpesvírus 

humanos através de duas etapas de amplificação. 

 

3.6.3.1 Primeira etapa de amplificação 

Na primeira etapa de amplificação foi realizada, para cada reação, uma mistura 

composta por 8,0 µL de água RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 2,5 µL de tampão 10x 

PCR Buffer I (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,4 mM de concentração de dNTP 

(100 mM-Invitrogen, CA, EUA), 5% de  DMSO a 100x (Life Technologies, Califórnia, 

EUA), 1 µM de concentração de cada oligonucleotídeo, 2 mM de concentração MgCl₂ 

(Promega, EUA), e 1,25 U/µL de AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EUA) de acordo com o protocolo desta enzima. 

Os oligonucleotídeos específicos foram desenhados e sintetizados para a detecção dos 

herpesvírus como descrito por Ehlers e colaboradores (Ehlers et al., 2007). No quadro 3.1 

estão demostradas as sequências dos iniciadores desta primeira etapa. 
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30 

vezes 

    Quadro 3.1. Sequências dos iniciadores referentes à primeira etapa da PCR Nested 

Iniciadores Sequência (5’- 3’)* Orientação Localização** 

285sDFA GAYTTYGC[N/I]AGYYT[N/I]TAYCC senso DNA Pol. 

285sILK TCCTGGACAAGCAGCAR[N/I]YSGC[N/I]MT[N/I]AA senso DNA Pol. 

285-asKG1 GTCTTGCTCACCAG[N/I]TC[N/I]AC[N/I]CCYTT anti-senso DNA Pol. 

*Código IUPAC para indicar as posições degeneradas: I: inosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), M: A/C, S: 

C/G, N: base indefinida (A/T/C/G). 

** DNA Pol.: gene que codifica a enzima DNA polimerase viral (DPOL) 

 

Posteriormente a solução foi homogeneizada no vortex-Genie (Scientific Industries, 

Inc., EUA) e sofreu uma rápida centrifugação de 30 segundos na centrífuga 5415R Eppendorf 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Após isso, foram adicionados 22,5 µL da mistura em 

cada tubo de poliestireno de 0,5 mL devidamente identificados e 2,5 µL da respectiva amostra 

de DNA viral extraído anteriormente como consta no item 3.5., e novamente as soluções 

foram homogeneizadas e centrifugadas por 30 segundos. 

Em seguida, as amostras foram colocadas no termociclador Master Cycler Eppendorf 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para amplificar a região DPOL dos herpesvírus e foram 

submetidas ao seguinte ciclo de temperaturas apresentado no quadro 3.2. Ao final dos ciclos, 

os materiais foram armazenados em a -20ºC para a segunda etapa da PCR Nested. 

 

     Quadro 3.2. Termociclagem referente à primeira etapa da PCR Nested 

Atividade Temperatura Tempo 

Desnaturação inicial 95ºC 12 minutos 

Desnaturação 95ºC 20 segundos 

Hibridização 46ºC 30 segundos 

Extensão 72ºC 30 segundos 

Extensão final 72ºC 10 minutos 

  

3.6.3.2 Segunda etapa de amplificação 

Na segunda etapa de amplificação foi realizada, para cada reação, uma mistura que foi 

composta por 12,0 µL de água RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 2,5 µL de tampão 10x 

PCR Buffer I (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,4 mM de concentração de dNTP 

(100 mM-Invitrogen, CA, EUA), 5% DMSO a 100x  (Life Technologies, Califórnia, EUA), 1 

µM de concentração de cada oligonucleotídeo, 2 mM de concentração MgCl₂ (Promega, 

EUA), e 1,25 U/µL de AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, EUA) de acordo com o protocolo desta enzima. 

45 

ciclos 
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30 

vezes 

Os oligonucleotídeos específicos foram desenhados e sintetizados para a detecção dos 

herpesvírus como descrito por Ehlers e colaboradores (Ehlers et al., 2007). No quadro 3.3 

estão demostradas as sequências dos iniciadores desta segunda etapa. 

 

    Quadro 3.3. Sequências dos iniciadores referentes à segunda etapa da PCR Nested 

Iniciadores Sequência (5’- 3’)* Orientação Localização** 

286sTGV TGTAACTCGGTGTAYGG[N/I]TTYAC[N/I]GG[N/I]GT senso DNA Pol. 

286-asIYG CACAGAGTCCGTRTC[N/I]CCRTA[N/I]AT anti-senso DNA Pol. 

*Código IUPAC para indicar as posições degeneradas: I: inosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), N: base 

indefinida(A/T/C/G). 

** DNA Pol.: gene que codifica a enzima DNA polimerase viral (DPOL) 

 

Posteriormente a solução foi homogeneizada no vortex-Genie (Scientific Industries, 

Inc., EUA) e sofreu uma rápida centrifugação de 30 segundos na centrífuga 5415R Eppendorf 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Após isso, foram adicionados 24,0 µL da mistura em 

cada tubo de poliestireno de 0,5 mL devidamente identificados e 1,0 µL do respectivo 

amplicon obtido na etapa anterior (primeira etapa), e novamente as soluções foram 

homogeneizadas e centrifugadas por 30 segundos. 

Em seguida, as amostras foram colocadas no termociclador Master Cycler Eppendorf 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para amplificar a região DPOL dos herpesvírus, e foram 

submetidas ao seguinte ciclo de temperaturas apresentado no quadro 3.4. Ao final dos ciclos, 

os materiais foram armazenados a -20ºC para a eletroforese. 

 

     Quadro 3.4. Termociclagem referente à segunda etapa da PCR Nested 

Atividade Temperatura Tempo 

Desnaturação inicial 95ºC 12 minutos 

Desnaturação 95ºC 20 segundos 

Hibridização 46ºC 30 segundos 

Extensão 72ºC 30 segundos 

Extensão final 72ºC 10 minutos 

   

 Em cada ensaio de PCR Nested, o DNA do HSV-1 isolado a partir de amostra de 

cultura de células com concentração de 10⁷ cópias/mL foi incluído como controle positivo. 

Amostras de água ultra pura foram utilizadas como controles negativos. 

 

 

 

35 
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3.6.4.  Eletroforese 

 Para a visualização e análises dos resultados da amplificação da segunda etapa da PCR 

Nested, os fragmentos de DNA formados foram separados por eletroforese em gel de agarose 

à concentração de 1,5% contendo tampão Tris/Acetato/EDTA (TAE) 1x (50x – 242 g de Tris 

base/ 57,1 mL de ácido acético glacial/100 mL de EDTA 0,5 M pH: 8,0), agarose (Gibco, 

EUA) e 0,5% de brometo de etídio a 0,5 µg/mL  (Invitrogen, EUA). Posterior à formação dos 

poços no gel de agarose, foi aplicado nestes a homogeneização de 8 µL de cada produto da 

segunda etapa da PCR Nested com 2,0 µL de tampão de amostra (50% de glicerol, 0,4% de 

azul de bromofenol, 0,4% de xileno cianol). Foi utilizado 6 µL do padrão de peso molecular 

100 pares de bases (Norgen Biotek Corporation, Ontario, Canadá). 

 Após a aplicação do peso molecular e de todas as amostras, foi realizada a corrida e a 

separação dos fragmentos de DNA por eletroforese com voltagem de 85 volts na fonte por 30 

minutos (Hoefer, Inc., Massachusetts, EUA). Posterior a corrida, o produto amplificado da 

região DPOL dos herpesvírus de 160-181 pares de bases foi visualizado em luz ultravioleta no 

foto-documentador Kodak Gel Logic 2200 (Hyland Scientific, Washington, USA) e os 

resultados gerados foram analisados possibilitando a identificação das amostras que foram 

reagentes para algum dos herpesvírus humanos. 

 

3.6.5.  Sequenciamento do genoma dos herpesvírus humanos 

Após a eletroforese e análises dos resultados da amplificação por PCR Nested, as 

amostras que foram reagentes para herpesvírus, ou seja, que amplificaram a região DPOL 

destes vírus, foram submetidas ao sequenciamento para determinar a sequência dessa região e, 

assim, identificar o herpesvírus humano que foi detectado no Pan-PCR. 

Para isso, foi realizada a preparação da reação de sequenciamento de DNA, em tubos 

de poliestireno de 1,5 mL livres de nucleases e devidamente identificados, onde cada reação 

foi composta por 5,5 µL de água RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 1,0 µL de 

oligonucleotídeos da segunda etapa da PCR Nested a 3,2 pmol (Quadro 3.3) e 1,0 µL do 

respectivo amplicon obtido nesta etapa da PCR Nested realizada anteriormente. 

O sequenciamento foi realizado em ambas as direções (senso e anti-senso), utilizando, 

assim, duas reações de sequenciamento de DNA para cada amostra amplificada na segunda 

etapa da PCR Nested, contendo, então, um único oligonucleotídeo desta etapa (senso ou anti-

senso) em cada reação. 

Essas reações foram entregues à plataforma de sequenciamento de DNA do Programa 

de Desenvolvimento Tecnológico em Insumos para Saúde/PDTIS (Fundação Oswaldo Cruz, 

Rio de Janeiro, Brasil), onde o sequenciamento foi realizado utilizando o kit BigDye 
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Terminator 3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, USA) no termociclador 

Gen Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e o sequenciador 

ABI3730xl -96 capilares (Applied Biosystems, Foster City, EUA).  

As sequências nucleotídicas obtidas pela plataforma foram analisados no programa 

BioEdit 7.2.5 e foram comparadas a outras sequências depositadas no GenBank com a 

utilização da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para a identificação da 

espécie de herpesvírus que foi detectado na PCR Nested. Entretanto, como o GenBank possui 

poucas sequências de HHV-6A e de HHV-6B depositadas, no momento este teste não permite 

a discriminação destes vírus. 

 

3.7. Detecção e quantificação absoluta dos herpesvírus humanos por PCR em tempo 

real  

 Foi realizada a detecção e quantificação absoluta do material genético, por PCR em 

tempo real (qPCR), através do sistema Real-time PCR TaqMan (Applied Biosystems, Foster 

City, EUA), das amostras que foram reagentes para algum dos herpesvírus humanos no Pan-

herpesvírus. 

 

3.7.1.  PCR em tempo real para detecção e quantificação do HSV-1 

Para a detecção e quantificação do HSV-1 por qPCR, foi realizado, para cada reação, 

uma mistura composta por 12,5 µL de TaqMan Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, EUA), 0,25 µL de cada oligonucleotídeo a 100 nM, 0,5 µL de sonda a 100 nM e 6,5 µL 

de água RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. 

Os oligonucleotídeos e a sonda específicos foram desenhados e sintetizados para a 

detecção do gene da glicoproteína D (gD/70 pares de bases) do HSV-1 como descrito por 

Weidmann e colaboradores (Weidmann, Armbruster e Hufert, 2008).  

Além disso, para a construção da curva padrão deste teste foi utilizada curva sintética 

com título inicial de 10
7
cópias/mL em diluição seriada (10

1
-10

7
). No quadro 3.5 estão 

demostradas as sequências dos iniciadores, da sonda e da curva padrão sintética utilizados 

nesta qPCR para detecção e quantificação do HSV-1. Este teste apresentou limite de detecção 

de 10³ cópias/mL. 

 

 

 

 

 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fblast%2F&ei=mbmPVIziKofSgwTEpIOQCQ&usg=AFQjCNHlgVjAkeocInbLJbuYXNjiZg4b_w&sig2=xA4tPmS-gbSmWHMuvu5aIA&bvm=bv.81828268,d.eXY
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Quadro 3.5. Sequências dos iniciadores, sonda e curva padrão sintética utilizados na PCR em 

tempo real para detecção e quantificação do HSV-1 

HSV-1 Sequência (5’- 3’) 

Iniciadores 
senso - CGGCCGTGTGACACTATCG 

anti-senso - CTCGTAAAATGGCCCCTCC 

Sonda FAM-CCATACCGACCACACCGACGAACC-MGB* 

Curva padrão 

sintética 

TTCGTCTCGTAAAATGGCCCCTCCCGTATGGTTCGTCGGTGTGG 

TCGGTATGGATGCGTCGATAGTGTCACACGGCCGCTGATA 

*Sonda MGB marcada com o fluoróforo FAM contendo quencher sem fluorescência. 

 

Posteriormente a solução foi homogeneizada no vortex-Genie (Scientific Industries, 

Inc., EUA) e sofreu uma pequena centrifugação de 30 segundos na centrífuga 5415R 

Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Após isso, foi distribuído 20 µL/cavidade da 

mistura em duplicata em placas de 96 cavidades (Falcon®/Labware, Franklin Lakes, USA) e, 

em seguida, foi adicionado 5 µL do DNA viral/cavidade extraído anteriormente (item 3.5). 

Em seguida, a placa contendo as amostras foi centrifugada por 30 segundos e 

submetida às condições de termociclagem no 7.500 System SDS Software versão 1.2.1 

(Applied Biosystems, Foster City, EUA) como evidenciado no quadro 3.6. Ao final dos ciclos 

os resultados da quantificação foram analisados e expressos em números de cópias do DNA 

viral por mililitros de soro (cópias/mL). 

 

 Quadro 3.6. Termociclagem referente à PCR em tempo real para 

detecção e quantificação do HSV-1 

Atividade Temperatura Tempo 

Ativação da UNG* 50ºC 2 minutos 

Desnaturação e Ativação da 

enzima 
95ºC        10 minutos 

Desnaturação 95ºC   15 segundos 

Hibridização e Extensão 60ºC 1 minuto 

*UNG: Uracil-N-glicosilase 

 

Em cada ensaio de qPCR, o DNA do HSV-1 isolado a partir de amostra de cultura de 

células com concentração de 10⁷ cópias/mL foi incluído como controle positivo. Amostras de 

água ultra pura e controles sem amostra (NTC/no template control) foram utilizadas como 

controles negativos. 

 

 

40 

ciclos 



42 

 

3.7.2.  PCR em tempo real para detecção e quantificação do HHV-6 (HHV-6A e HHV-6B) 

Para a detecção e quantificação do HHV-6 (HHV-6A e HHV-6B) por qPCR, foi 

realizado, para cada reação, uma mistura composta por 1 µL de 25x PCR Enzyme Mix (Life 

Technologies, Califórnia, EUA), 2,5 µL de cada oligonucleotídeo a 10 pmol, 2,0 µL de sonda 

a 5 pmol e 12,5 µL de 2x PCR Buffer (Life Technologies, Califórnia, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante. 

Os oligonucleotídeos e a sonda específicos foram desenhados e sintetizados para a 

detecção do gene da proteína VP23 do capsídeo dos HHV-6A e HHV-6B como descrito por 

Sassenscheidt e colaboradores (Sassenscheidt et al., 2006). Este teste não permite a 

discriminação de HHV-6A e de HHV-6B em amostra clínica por ser um ensaio para HHV-6. 

Além disso, para a construção da curva padrão deste teste foi utilizada curva sintética 

com título inicial de 10
9 

cópias/ml em diluição seriada (10
1
-10

9
). No quadro 3.7 estão 

demostradas as sequências dos iniciadores, da sonda e da curva padrão sintética utilizados 

nesta qPCR para detecção e quantificação do HHV-6. Este teste apresentou limite de detecção 

de 10¹ cópias/mL. 

 

Quadro 3.7. Sequências dos iniciadores, sonda e curva padrão sintética utilizados na PCR em 

tempo real para detecção e quantificação do HHV-6 (HHV-6A e HHV-6B) 

HHV-6 Sequência (5’- 3’) 

Iniciadores 
senso - AAAGACCTAAATTGCCGCTACCT 

anti-senso - GCAAGCTCATGAACATCGTCA 

Sonda VIC- TTAGATGGTGGTGAGCTGGGATCGGT-MGB 

Curva 

padrão 

sintética 

TTCGTGCAAGCTCATGAACATCGTCACGTATACCGATCCCAGCTCACC 

ACCATCTAAATGCGTAGGTAGCGGCAATTTAGGTCTTTCTGATA 

*Sonda MGB marcada com o fluoróforo VIC contendo quencher sem fluorescência. 

 

Posteriormente a solução foi homogeneizada no vortex-Genie (Scientific Industries, 

Inc., EUA) e sofreu uma pequena centrifugação de 30 segundos na centrífuga 5415R 

Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Após isso, foi distribuído 20 µL/cavidade da 

mistura em duplicata em placas de 96 cavidades (Falcon®/Labware, Franklin Lakes, USA) e, 

em seguida, foi adicionado 5 µL do DNA viral/cavidade extraído anteriormente (item 3.5). 

Em seguida, a placa contendo as amostras foi centrifugada por 30 segundos e 

submetida às condições de termociclagem no 7.500 System SDS Software versão 1.2.1 

(Applied Biosystems, Foster City, EUA) como evidenciado no quadro 3.8. Ao final dos ciclos 
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os resultados da quantificação foram analisados e expressos em números de cópias do DNA 

viral por mililitros de soro (cópias/mL). 

 

 Quadro 3.8. Termociclagem referente à PCR em tempo real para 

detecção e quantificação do HHV-6 (HHV-6A e HHV-6B) 

Atividade Temperatura Tempo 

Ativação da UNG* 50ºC 2 minutos 

Desnaturação e Ativação da 

enzima 
95ºC 

10 minutos 

Desnaturação 95ºC 15 segundos 

Hibridização e Extensão 60ºC 1 minuto 

*UNG: Uracil-N-glicosilase 

 

Em cada ensaio de qPCR, o DNA do HHV-6 isolado a partir de amostra clínica com 

concentração de 10⁶ cópias/mL foi incluído como controle positivo. Amostras de água ultra 

pura e controles sem amostra (NTC/no template control) foram utilizadas como controles 

negativos. 

 

3.8. Análise estatística dos resultados 

Os dados obtidos referentes às variáveis analisadas e os resultados dos testes 

moleculares foram categorizados e armazenados em um banco de dados criado no Microsoft 

Office Excel (Microsoft Corporation, EUA). Com base na análise estatística, foram utilizados 

o teste Qui-quadrado (
2
Yates ou para tendência) para comparar amostras independentes, teste 

t Student (não pareado) e ANOVA de fator único com pós-teste Bonferroni. Para análise 

estatística foi utilizado o programa Statistical Package for the Social Science SPSS 18.0 

(SPSS Inc., Chicago, EUA). Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

40 

ciclos 



44 

 

4. RESULTADOS 

4.1. Características da população de indivíduos HIV reagentes (Grupo teste) 

Esta população foi composta por 241 indivíduos portadores do HIV do Hospital 

Universitário Gaffrée e Guinle/HUGG referentes aos anos 2012, 2013 e 2014. Na tabela 4.1 

pode-se observar a distribuição desses indivíduos por idade, sexo e taxas de linfócitos T 

CD4+ (LT CD4+) ao longo dos anos estudados.  

Pode-se observar que a média de idade desses indivíduos infectados com HIV foi de 

41,2 ± 11,6 anos. Além disso, houve variação desta média durante o período avaliado, 

ocorrendo, em 2013, um aumento considerado estatisticamente significativo (p-valor = 

0,0176). 

Com relação à distribuição por sexo, verificou-se que, em cada ano, houve ligeira 

predominância de indivíduos infectados pelo HIV do sexo masculino, que foi aumentando 

durante esses anos avaliados.  

Já com relação à distribuição por taxa de linfócitos T CD4+, pode-se observar uma 

média total de 604,2 ± 321,1 dessas células/mm
3 
de sangue desses indivíduos HIV reagentes, 

além de uma pequena variação dessa média ao longo dos anos estudados, com aumento desta 

ocorrido no ano de 2014 (681,2 ± 327,5 células/mm
3
). Ademais, houve predominância de 

indivíduos portadores do HIV com a contagem de LT-CD4+ ≥500 células/mm³ de sangue 

durante os anos avaliados e aumento da concentração desses indivíduos com a taxa de LT-

CD4 + ≥500 células/mm³ no ano de 2014 comparados aos anos anteriores. 

Tabela 4.1. Distribuição de indivíduos HIV reagentes por idade, sexo e taxas de linfócitos T CD4+ ao 

longo dos anos 2012-2014 

 2012 

(n = 95) 

2013 

(n = 89) 

2014• 

(n = 57) 

P-valor 

 

Total: 2012-2014 

(n = 241) 

Idade (anos) 

Média ± DP 

 

39,0 ± 11,3 

 

43,8 ± 11,0 

 

40,8 ± 12,4 

0,0176*  

41,2 ± 11,6 

Sexo, n (%) 

Masculino 

Feminino 

 

49 (51,6) 

46 (48,4) 

 

46 (51,7) 

43 (48,3) 

 

31 (54,4) 

26 (45,6) 

0,9358**  

126 (52,3) 

115 (47,7) 

LT CD4+ (/mm
3
) 

Média ± DP 

LT CD4+, n (%) 

<500/mm
3 

≥500/mm
3
 

 

580,8 ± 299,89 

 

42 (44,2) 

53 (55,8) 

 

579,9 ± 334,63 

 

40 (44,9) 

49 (55,1) 

 

681,2 ± 327,5 

 

16 (28,1) 

41 (71,9) 

0,1164* 

 

0,0855** 

 

604,2 ± 321,1 

 

98 (40,7) 

143 (59,3) 

*ANOVA de fator único com pós-teste de Bonferroni (Idade-2012 vs Idade-2013). 

**Teste Qui-quadrado para amostras independentes (em relação aos períodos estudados). 

DP: desvio-padrão. 

•Amostras coletadas até julho de 2014. 
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Esta população também foi agrupada por faixas etárias, variando de 10 a 69 anos de 

idade, como observado na tabela 4.2. Pode-se verificar que, dentre os anos estudados, a 

concentração de indivíduos HIV reagentes aumentou principalmente a partir da faixa etária de 

20 a 29 anos, obtendo maiores concentrações desses indivíduos na faixa etária de 20 a 59 

anos, diminuindo a partir desta. Além disso, a menor concentração desses indivíduos 

compreendeu a faixa etária de 10 a 19 anos. No gráfico 4.1 observam-se essas distribuições 

descritas. 

 

Tabela 4.2. Distribuição de indivíduos HIV reagentes por faixa etária ao longo dos anos 2012-2014 

Faixas Etárias 
2012 2013 2014 Total: 2012-2014 

n (%) n (%) n (%) n (%) 

10 - 19 2 (2,1%) 1 (1,1%) 0 (0,0%) 3 (1,2%) 

20 - 29 21 (22,1%) 9 (10,1%) 13 (22,8%) 43 (17,8%) 

30 - 39 26 (27,4%) 19 (21,3%) 13 (22,8%) 58 (24,0%) 

40 - 49 30 (31,6%) 32 (36,0%) 17 (29,8%) 79 (33,0%) 

50 - 59 12 (12,6%) 20 (22,5%) 10 (17,5%) 42 (17,4%) 

60 - 69 4 (4,2%) 8 (9,0%) 4 (7,0%) 16 (6,6%) 

Total 95 (100%) 89 (100%) 57 (100%) 241 (100%) 

 

 
Gráfico 4.1. Gráfico indicando a distribuição de indivíduos HIV reagentes entre as faixas etárias de 10 

a 69 anos de idade nos anos 2012-2014. 

 

4.2. Teste de detecção de herpesvírus humanos por PCR Nested (Pan-PCR) 

A detecção de herpesvírus humanos pela Pan-PCR foi demostrada após eletroforese, 

como observado na figura 4.1. Nesta pode-se observar a amplificação da região DPOL do 
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HSV-1, HSV-2, EBV, HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-8, com o padrão de bandas 

característico de herpesvírus na eletroforese (200 a 250 pares de bases). 

 

 

Figura 4.1. Resultado do teste de detecção de herpesvírus humanos por PCR Nested (Pan-PCR). 
Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da segunda etapa de amplificação da Pan-PCR com 

oligonucleotídeos para amplificar a região DPOL (160-181 pares de bases/pb – sem local de ligação 

dos oligonucleotídeos) dos herpesvírus. As amostras contendo HSV-1, HSV-2, EBV, HHV-6 (HHV-

6A/HHV-6B) e HHV-8 estão indicadas, assim como os controles negativos da PCR (CN1) e da 

extração de DNA viral (CN2). 

 

4.3. Limite de detecção da PCR Nested (Pan-PCR) 

Foi avaliado o limite de detecção da Pan-PCR e após eletroforese foi encontrado um 

limite de detecção de 10¹ cópias/mL a 10
7
 cópias/mL de acordo com o padrão de bandas 

característico de herpesvírus (200 a 250 pares de bases), como observado na figura 4.2.  

 

 

Figura 4.2. Resultado do limite de detecção da PCR Nested (Pan-PCR). Eletroforese em gel de 

agarose a 1,5% da segunda etapa de amplificação da Pan-PCR com oligonucleotídeos para amplificar 

a região DPOL (160-181 pares de bases/pb – sem local de ligação dos oligonucleotídeos) dos 

herpesvírus. As amostras de diluição do HSV-1 de cultura celular estão indicadas conforme a sua 

diluição de 10
7 
cópias/mL a 1 cópia/mL. CN1 (controle negativo da PCR), CN2 (controle negativo da 

extração de DNA viral). 

 

 

300 pb      

200 pb 

 

300 pb      

200 pb 
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4.4. Detecção de herpesvírus humanos em indivíduos HIV reagentes por Pan-

herpesvírus 

A detecção de herpesvírus humanos em 241 indivíduos HIV reagentes foi realizada 

através do Pan- herpesvírus: PCR Nested e sequenciamento do genoma viral, como observado 

na tabela 4.3. Verificou-se que, na PCR Nested, utilizando oligonucleotídeos para amplificar a 

região DPOL dos herpesvírus, 34 desses indivíduos, ou seja, 14,1% foram reagentes para 

algum dos herpesvírus humanos.  

Além disso, foi encontrada uma prevalência da co-infecção HIV/HHV de 31,6% 

(30/95) no ano de 2012, 3,4% (3/89) no ano de 2013 e 1,8% (1/57) no ano de 2014, 

verificando, então, maior prevalência da co-infecção HIV/HHV no ano 2012, ocorrendo 

diminuição da prevalência dessa co-infecção ao longo dos anos estudados, sendo considerada 

estatisticamente significativa (p-valor < 0,0001). 

 Na mesma tabela, também é evidenciado a identificação da espécie de herpesvírus 

humanos, pelo sequenciamento do DNA viral, nos portadores do HIV que foram reagentes 

para algum herpesvírus na PCR Nested. Com isso, pode-se verificar a infecção por HSV-1, 

HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-8 nestes indivíduos, sendo a co-infecção HIV/HSV-1 a 

mais prevalente (13,0%; 31/241). 

Ademais, foi encontrada uma prevalência da co-infecção HIV/HSV-1 de 29,5% 

(28/95) no ano de 2012, 2,2% (2/89) no ano de 2013 e 1,8% (1/57) no ano de 2014, 

verificando, então, uma diminuição da prevalência dessa co-infecção no período avaliado. 

Sendo assim, a diminuição da prevalência da co-infecção HIV/HHV considerada 

estatisticamente significativa como analisado anteriormente (p-valor < 0,0001) foi devido à 

co-infecção HIV/HSV-1, sendo este herpesvírus humano responsável por este resultado.  

No gráfico 4.2 observam-se esses resultados da detecção dos HHV em portadores do 

HIV descritos. 

 

Tabela 4.3. Resultados da detecção de herpesvírus humanos por Pan-herpesvírus na população de 

indivíduos HIV reagentes (2012-2014) 

 

2012 2013 2014 
  P-valor 

Total: 2012-2014 

(n = 95) (n = 89) (n = 57) (n = 241) 

HHV+, n (%) 
30 (31,6) 3 (3,4) 1 (1,8) 

< 0,0001* 

34 (14,1) 

PCR Nested 

HHV+, n (%)             HSV-1 HHV-6 HSV-1 HHV-8 HSV-1 HSV-1 HHV-6 HHV-8 

Sequenciamento      28 (29,5) 2 (2,1) 2 (2,2) 1 (1,1) 1 (1,8) 31 (13,0) 2 (0,8) 1 (0,4) 

*Teste Qui-quadrado para amostras independentes (em relação aos períodos estudados). 
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96,7 

(86/89) 

2,2%  

(2/89) 
1,1% 

(1/89) 
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Gráfico 4.2. Gráfico indicando os resultados da detecção de herpesvírus humanos por Pan-herpesvírus 

na população de indivíduos portadores do HIV (2012-2014). 

 

4.5. Comparação da detecção de herpesvírus humanos por Pan-herpesvírus entre os 

grupos controle (HIV não reagente) e teste (HIV reagente)  

Neste trabalho foi realizada a comparação da detecção de herpesvírus humanos, por 

Pan-herpesvírus, entre 94 indivíduos não reagentes para HIV (grupo controle) e 241 

indivíduos portadores do HIV (grupo teste) como evidenciado na tabela 4.4.  

Sendo assim, o grupo controle, que contou com uma população com média de idade de 

50,6 ± 17,8 anos, sendo ligeiramente composta por homens (52,1%; 49/94), obteve menor 

prevalência da infecção por HHV (1,1%; 1/94) comparada a prevalência da infecção por esses 

vírus encontrada em indivíduos portadores do HIV (14,1%; 34/241). Além disso, com a 

identificação da espécie de herpesvírus humanos pelo sequenciamento do genoma viral, 

verificou-se que os indivíduos do grupo teste apresentavam prevalência de infecção causada 

por diferentes HHV, incluindo infecções por HSV-1, HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-8, 

comparado aos indivíduos do grupo controle, que apresentaram somente um indivíduo com 

infecção por HHV-6. 
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Tabela 4.4. Comparação da detecção de herpesvírus humanos por Pan-herpesvírus entre os grupos 

controle (HIV-) e teste (HIV+), e a distribuição desses indivíduos por idade e sexo 

  
Grupo controle (HIV-) Grupo teste (HIV+) 

(n = 94) (n = 241) 

Idade (anos) 
    

Média ± DP 50,6 ± 17,8 41,2 ± 11,6 

Valor Mínimo 14 17 

Valor Máximo 86 69 

Sexo, n (%; IC95%)   
   

Masculino 49 (52,1; 41,7 – 62,4) 126 (52,3; 41,9 – 62,6) 

Feminino 45 (47,9; 37,5 – 58,2) 115 (47,7; 37,3 – 58,0) 

HHV+, n (%) 
1 (1,1) 34 (14,1) 

PCR Nested 

HHV+, n (%) HHV-6 HSV-1 HHV-6 HHV-8 

Sequenciamento 1 (1,1) 31 (13,0) 2 (0,8) 1 (0,4) 

         DP: desvio-padrão. 

 

4.6. Associação da detecção da co-infecção HIV/HSV-1 com as variáveis idade, sexo e 

taxas de linfócito T CD4+ 

 Pode-se verificar, na tabela 4.5, a associação da detecção do vírus herpes simples 1 

(HSV-1) em indivíduos portadores do HIV com alguns fatores como idade, sexo e taxas de 

linfócito T CD4+ (LT CD4+). Foram excluídos os casos de HHV-6 (n = 2) e HHV-8 (n =1),  

 já que a co-infecção HIV/HSV-1 foi a mais prevalente nesses indivíduos como evidenciado 

anteriormente (tabela 4.3).  

 Com isso, pode-se observar que houve pouca variação da média e faixa-etária entre os 

indivíduos portadores do HIV reagentes para HSV-1 comparado aos que não eram reagentes 

para este vírus. 

 Com relação à associação da detecção da co-infecção HIV/HSV-1 com o sexo, 

verificou-se que a detecção desta co-infecção foi maior nos indivíduos do sexo masculino 

(64,5%; 20/31), porém este dado não foi considerado estatisticamente significativo. 

Já com relação à associação da detecção da co-infecção HIV/HSV-1 com as taxas de 

linfócito T CD4+, pode-se observar que a média destas taxas foi menor nos indivíduos 

reagentes para HSV-1 (490,2 ± 299,2 células/mm³) comparado aos indivíduos não reagentes 

para este vírus (622,8 ± 323,4 células/mm³). Além disso, 61,3% (19/31) destes indivíduos 

com co-infecção HIV/HSV-1 apresentaram taxas de LT CD4+ <500 células/mm³ e 62,8% 

(130/207) dos indivíduos não reagente para HSV-1 apresentaram taxas de LT CD4+ ≥500 
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células/mm³. Ambos os dados foram considerados estatisticamente significativos (p-valor = 

0,0327/p-valor =0,0186). 

 

Tabela 4.5. Associação da detecção da co-infecção HIV/HSV-1 com as variáveis idade, sexo e taxas 

de linfócito T CD4+  

 HIV+/HSV-1+ 

(n = 31) 

HIV+/HSV-1- 

(n = 207) 

P-valor 

 

Idade (anos) 

Média ± DP 

Valor Mínimo 

Valor Máximo 

 

39,0 ± 13,2 

17,0 

68,0 

 

41,7 ± 11,4 

17,0 

69,0 

0,2302* 

Sexo, n (%; IC95%) 

Masculino 

Feminino 

 

20 (64,5; 54,5 – 71,8) 

11 (35,5; 25,5 – 45,4) 

 

102 (49,3; 39,1 – 59,8) 

105 (50,7; 40,3 – 61,0) 

0,1643** 

LT CD4+ (/mm
3
) 

Média ± DP 

Valor Mínimo 

Valor Máximo 

 

490,2 ± 299,2 

87,0 

1.269,0 

 

622,8 ± 323,4 

27,0 

1.786,0 

0,0327* 

LT CD4+, n (%; IC95%) 

<500/mm
3 

≥500/mm
3
 

 

19 (61,3; 51,1 – 71,4) 

12 (38,7; 28,5 – 48,8) 

 

77 (37,2; 27,1 – 47,2) 

130 (62,8; 52,7 – 72,8) 

0,0186* 

*Teste t de Student (não pareado).  

**Teste Qui-quadrado para amostras independentes. 

DP: desvio-padrão. 

 

4.7. Determinação da carga viral por PCR em tempo real dos indivíduos dos grupos 

controle (HIV-) e teste (HIV+) reagentes para herpesvírus humanos no Pan-herpesvírus 

Neste estudo também foi determinada a carga viral, por PCR em tempo real (qPCR), 

dos indivíduos não reagentes para HIV (grupo controle) e dos indivíduos portadores do HIV 

(grupo teste) que foram reagentes para herpesvírus humanos no Pan-herpesvírus como 

evidenciado na tabela 4.6.  

Assim, foi verificado uma variação de 10³ a 10⁴ cópias/mL nos indivíduos com 

infecção causada por HSV-1 e uma variação de 10⁵ a 10⁶ cópias/mL nos indivíduos com 

infecção causada por HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B). 

Entretanto, a qPCR específica para a detecção do HSV-1 somente detectou 13% (4/31) 

das amostras de soro que foram reagentes para este vírus. Não foi possível a determinação da 

carga viral de HHV-8 neste trabalho. 
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Tabela 4.6. Determinação da carga viral por PCR em tempo real dos indivíduos dos grupos controle 

(HIV-) e teste (HIV+) reagentes para herpesvírus humanos no Pan-herpesvírus 

 
Grupo controle 

(HIV-) 
Grupo teste (HIV+) 

 
(n = 94) (n = 241) 

HHV+, n (%) HHV-6 HSV-1 HHV-6 HHV-8 

Pan-herpesvírus 1 (1,1) 31 (13,0) 2 (0,8) 1 (0,4) 

     
HHV+, n (%) HHV-6 HSV-1 HHV-6 

* 
PCR em tempo real  1 (100) 4 (13,0) 2 (100) 

Carga viral 

(cópias/mL) 
10⁵ 

 
10³ 10⁴ 

 
10⁵ 10⁶ 

* Teste não realizado. 
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5. DISCUSSÃO 

Os quadros de infecção grave por herpesvírus humanos ocorrem principalmente em 

indivíduos imunocomprometidos, como portadores do HIV (Paludan et al., 2011; White, 

Suzanne Beard e Barton, 2012). Entretanto, mesmo com estimativa de 734 mil pessoas 

vivendo com o HIV no Brasil no ano de 2013 (Unaids, 2015), existem poucos dados sobre a 

verdadeira prevalência das infecções causadas por herpesvírus nesses indivíduos, devido, 

principalmente, aos poucos estudos realizados no país.  

Sendo assim, o presente trabalho visou colaborar para a determinação da prevalência 

da co-infecção HIV/herpesvírus humanos no Brasil a partir de um diagnóstico com detecção 

simultânea dos nove herpesvírus humanos (Pan-herpesvírus), que é baseado na amplificação, 

por PCR Nested, de uma região altamente conservada (DPOL) do genoma desses vírus e na 

identificação da espécie viral pelo sequenciamento do genoma viral, diminuindo, assim, o 

tempo desta detecção, além de ser uma técnica sensível e específica.  

Antes de iniciar a investigação da prevalência da co-infecção HIV/herpesvírus 

humanos, foi realizada a análise das características destes indivíduos portadores do HIV com 

relação ao sexo, idade e taxas de linfócitos T CD4+. Assim, foi analisado o perfil destes 

indivíduos em relação ao sexo ao longo dos anos 2012 a 2014 e foi verificado que houve 

ligeira predominância e crescente aumento de indivíduos portadores do HIV do sexo 

masculino durante esse período avaliado. Este dado corrobora com o que foi avaliado pelo 

Ministério da Saúde, que informa em seu último boletim epidemiológico publicado avaliando 

a epidemia do HIV/AIDS até junho de 2014, que desde os anos 80, o Brasil obteve 

predominância de indivíduos masculinos portadores do HIV, com a razão de sexos tendo 

apresentado variações graduais ao longo do tempo. Entretanto, a partir de 2009, houve 

aumento nos casos de homens, atingindo em 2013, uma razão de sexos de 1,8 casos em 

homens para cada caso em mulheres (Ministério Da Saúde, 2014). 

A explicação para a predominância de indivíduos HIV reagentes do sexo masculino 

pode estar relacionada com o fato de que, durante muitos anos no Brasil, a maior prevalência 

de infecções causadas pelo HIV era associada aos indivíduos homossexuais masculinos 

(Ministério Da Saúde, 2013). Entretanto, está ocorrendo crescente aumento de indivíduos 

infectados pelo HIV do sexo masculino, que pode ser esclarecido pelo fato de que, nos 

últimos anos no Brasil, foi observada tendência ao aumento a cerca de jovens de 15 a 24 anos 

do sexo masculino, de idosos com 60 anos ou mais deste sexo e de homens que fazem sexo 

com homens (HSH) infectados com o HIV, como informado pelo Ministério da Saúde 

(Ministério Da Saúde, 2014). 
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Além da análise com relação ao sexo, foi avaliado a distribuição dos indivíduos 

portadores do HIV por faixas etárias ao longo dos anos estudados, e, como se pôde observar 

com este estudo, houve maior concentração de indivíduos HIV reagentes, principalmente a 

partir da faixa etária de 20 a 29 anos, obtendo maiores concentrações na faixa etária de 20 a 

59 anos, e apresentando uma redução a partir desta. Além disso, a menor concentração desses 

indivíduos compreendeu a faixa etária de 10 a 19 anos.  

Estes dados reforçam as análises do Ministério da Saúde, que afirma que nos últimos 

anos (2012 a 2014) a maior predominância de indivíduos HIV reagentes foi observada entre 

aqueles com 20 a 59 anos, reduzindo a partir desta, sendo que a maior concentração desses 

indivíduos foi a partir dos 20 anos de idade. Além disso, a menor concentração de pessoas 

portadores do HIV também foi encontrada em crianças e adolescentes (10 a 19 anos) 

(Ministério Da Saúde, 2014). 

Sendo assim, com relação à maior predominância de indivíduos HIV reagentes a partir 

dos 20 anos e à maior concentração desses indivíduos sendo encontrada entre 20 a 59 anos 

pode ser explicado pelo fato de que esta faixa etária compreende a população mais ativa 

sexualmente (Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2013) . 

 Além disso, a menor concentração de indivíduos portadores do HIV entre crianças se 

deve aos programas de monitoramento da transmissão vertical do HIV no Brasil, que vêm 

ajudando a reduzir o número de infecção por este vírus nesta transmissão, além de ser uma 

população não ativa sexualmente (Ministério Da Saúde, 2014). 

Com relação à menor concentração de indivíduos portadores do HIV entre os 

adolescentes, se deve ao fato dessa população estar iniciando suas atividades sexuais 

(Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2013). Entretanto, nos últimos anos estes 

jovens estão apresentando tendência ao aumento de infecção por HIV (Ministério Da Saúde, 

2014) devido ao fato da diminuição da prevenção nas relações sexuais por estes indivíduos. 

Isto ocorreu pela diminuição da conscientização da prevenção realizada pelas campanhas 

educativas fornecidas pelo governo e pela sociedade com o foco para esta população. A partir 

disto, atualmente o Ministério da Saúde vem focando suas campanhas de conscientização para 

os jovens, de acordo com o departamento de doenças sexualmente transmissíveis, AIDS e 

hepatites virais (Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2015b).   

Já com relação à redução da concentração de indivíduos HIV reagentes a partir dos 60 

anos pode ser explicado pela diminuição da atividade sexual a partir desta idade comparada a 

de adultos. Entretanto, com o aumento da qualidade de vida ao longo dos anos, a atividade 

sexual desses indivíduos está aumentando e sem prevenção, de acordo com o departamento de 

doenças sexualmente transmissíveis, AIDS e hepatites virais (Departamento De Dst.Aids E 
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Hepatites Virais, 2003), apresentando, assim, aumento da concentração de indivíduos 

portadores do HIV entre os indivíduos com 60 anos ou mais (Ministério Da Saúde, 2014). A 

partir disto, nos últimos anos o Ministério da Saúde, além das campanhas de conscientização 

para os jovens, estão realizando campanhas para idosos, de acordo com o departamento de 

doenças sexualmente transmissíveis, AIDS e hepatites virais (Departamento De Dst.Aids E 

Hepatites Virais, 2008).   

Além deste, esta redução da concentração de indivíduos reagentes para o HIV a partir 

dos 60 anos  pode ser explicado pela menor expectativa de vida dos indivíduos portadores 

deste vírus comparados com a população geral. Entretanto, a expectativa de vida destes 

indivíduos cresceu ao longo dos anos por conta de mudanças políticas e melhorias 

implementadas nas diretrizes contra infecções causadas pelo HIV adotadas pelo governo 

brasileiro, como a política nacional brasileira de acesso livre ao tratamento antirretroviral 

(TARV), além das melhorias nos esquemas iniciais e subsequentes deste tratamento, que vêm 

contribuindo substancialmente para esse aumento da expectativa de vida desses indivíduos, 

passando há atingir 18,9 anos a mais em 2014 para quem faz uso do TARV (Departamento De 

Dst.Aids E Hepatites Virais, 2015c). 

Ademais, esse aumento da concentração de pessoas portadores do HIV entre os 

indivíduos com 60 anos ou mais pode estar influenciando no aumento da média da idade dos 

indivíduos infectados por este vírus, como verificado neste trabalho, onde foi observado 

aumento, em 2013, da média da idade dos indivíduos infectados com HIV considerado 

estatisticamente significativo (p-valor = 0,0176).  

Além da avaliação por sexo e por faixa etária, também foi analisado o perfil de 

linfócito T CD4+ (LT CD4+) destes indivíduos portadores do HIV durante o período 2012 a 

2014. Sendo assim, foi constatada predominância de indivíduos HIV reagentes com a 

contagem de LT CD4+ ≥500 células/mm³ de sangue durante os anos avaliados, porém 

ocorrendo aumento da concentração destes indivíduos no ano de 2014 comparados aos anos 

anteriores.  

Sendo assim, neste estudo 59,3% (143/241) dos participantes apresentaram a 

contagem de LT CD4+ ≥500 células/mm³ de sangue devido ao fato da provável adesão da 

maioria dos pacientes ao tratamento antirretroviral (TARV) contra o HIV, influenciando, 

assim, na supressão da replicação viral deste vírus nesses indivíduos e ocasionando o aumento 

e/ou estabilidade das taxas de LT CD4+ e a recuperação imune, sendo este tratamento, então, 

importante para a não progressão da doença, melhorando a qualidade e a expectativa de vida 

desses indivíduos portadores do HIV (Ministério Da Saúde, 2013). Esta possível adesão da 

maioria dos pacientes participantes do estudo pode também estar influenciando a média total 
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de LT CD4+ encontrada nestes indivíduos que foi de 604,2 ± 321,1 células/mm
3
, indicando 

que a infecção pelo HIV está sendo controlada. 

Além disso, no Brasil, a partir de dezembro de 2013, passou a ser recomendado o 

início do TARV para indivíduos HIV reagentes independentemente da contagem de linfócitos 

T CD4+ como prevenção da transmissão deste vírus (Ministério Da Saúde, 2014). Sendo que 

anteriormente a isto, a recomendação para este tratamento era para indivíduos HIV reagentes 

com taxa de LT CD4+ <500 células/mm
3 

de sangue (Departamento De Dst.Aids E Hepatites 

Virais, 2012; Ministério Da Saúde, 2014).  

Devido, então, a essa implementação para o início do TARV independentemente da 

contagem de LT CD4+, ocorreu, em 2014, um aumento de indivíduos portadores do HIV que 

iniciaram o TARV com a taxa de LT CD4+ ≥500 células/mm
3 

comparado aos anos anteriores 

(Ministério Da Saúde, 2014). Sendo assim, este fato pode estar relacionado com o aumento da 

concentração dos indivíduos portadores do HIV com contagem LT CD4+ ≥500 células/mm
3 

observado no ano de 2014 deste trabalho. Além disso, este fato também pode estar 

influenciando o aumento da média de LT CD4+ encontrado nos indivíduos HIV reagentes 

neste ano de 2014 (681,2 ± 327,5 células/mm
3
) comparado aos anos anteriores (2012/2013). 

Após análise das características destes indivíduos portadores do HIV, foi realizada a 

avaliação da detecção de herpesvírus humanos (HHV) pela PCR Nested (Pan-PCR), além da 

avaliação do limite de detecção deste teste. Sendo assim, foi demostrado neste trabalho que a 

PCR Nested foi capaz de amplificar a região DPOL (200 a 250 pares de bases) dos 

herpesvírus humanos avaliados: HSV-1, HSV-2, EBV, HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-

8. Entretanto, neste estudo não foi possível avaliar a detecção dos demais HHV por este teste, 

como VZV, HCMV e HHV-7, devido a falta de amostras contendo estes vírus. 

Porém, além de confirmar estes achados deste trabalho, a análise da detecção de 

herpesvírus por esta PCR Nested realizado por Ehlers e colaboradores (Ehlers et al., 1999) 

constatou a detecção de VZV e HCMV, além dos herpesvírus humanos, como HSV-1, HSV-

2, EBV e HHV-8, e de outros herpesvírus utilizando o mesmo conjunto de oligonucleotídeos 

degenerados contendo desoxi-inosina para amplificar a região DPOL destes vírus. Outro 

trabalho realizado por Paula e colaboradores (Paula et al., 2014), que utilizou este teste como 

diagnóstico clínico, detectou HHV-6 em indivíduo imunocompetente com hepatite, 

confirmando pela primeira vez a detecção deste herpesvírus por esta técnica. Entretanto, em 

ambos os trabalhos não foi realizado a detecção de HHV-7, devido a falta de amostras 

contendo este herpesvírus. 



56 

 

A partir disto, apesar de ambos os trabalhos não evidenciarem esta detecção de HHV-7 

por PCR Nested, estes estudos constataram a especificidade que este teste apresenta para 

detecção simultânea desses herpesvírus que infectam humanos. 

Já com relação ao limite de detecção da PCR Nested, foi avaliada a menor 

concentração do DNA viral dos herpesvírus, em cópias/mL, que pode ser detectado sob as 

condições experimentais estabelecidas deste teste baseado no protocolo de Ehlers e 

colaboradores (Ehlers et al., 2007), já que não foi avaliado anteriormente nessas condições, 

como consta na literatura. Sendo assim, como observado pelo limite de detecção encontrado, 

a menor concentração do alvo (região DPOL) sob as condições do protocolo deste método foi 

de 10¹ cópias de DNA viral/mL, sendo considerado, então, que este método descrito para a 

detecção de uma região altamente conservada de uma ampla variedade de genomas de 

herpesvírus possui boa sensibilidade,  já que detecta uma carga viral baixa.  

Posterior à análise da PCR Nested foi avaliada a prevalência da infecção de 

herpesvírus humanos em indivíduos HIV reagentes durante o período de 2012 a 2014 por 

Pan-herpesvírus. Sendo assim, de acordo com a detecção de HHV realizada pela PCR Nested, 

dentre as 241 amostras de soro analisadas, foi encontrada uma prevalência da co-infecção 

HIV/HHV de 14,1% (34/241), sendo que a maior prevalência observada ocorreu no ano 2012 

com 31,6% (30/95) dos indivíduos portadores do HIV infectados com algum dos HHV. 

Ademais, a partir deste ano ocorreu diminuição da prevalência desta co-infecção ao longo dos 

anos estudados, sendo considerada estatisticamente significativa (p-valor <0,0001). 

Após o sequenciamento do DNA viral, que identificou a espécie de herpesvírus 

humanos nos indivíduos portadores do HIV que foram reagentes para algum herpesvírus na 

PCR Nested, foi constatado que esta prevalência da co-infecção HIV/HHV encontrada está 

bastante relacionada à co-infecção HIV/HSV-1, já que esta foi a mais prevalente (13,0%; 

31/241) nestes indivíduos HIV reagentes.  

Ademais, esta co-infecção HIV/HSV-1 também esta relacionado com a maior 

prevalência de herpesvírus humanos encontrada nos portadores do HIV no ano de 2012 e com 

a diminuição da prevalência desta co-infecção ao longo dos anos, pois foi verificado também 

maior prevalência da co-infecção HIV/HSV-1 no ano de 2012 (29,5%; 28/95), além da 

diminuição da prevalência desta co-infecção ao longo dos anos estudados. Sendo assim, a 

infecção por HSV-1 em indivíduos portadores do HIV neste período avaliado (2012-2014) 

influenciou na prevalência da co-infecção HIV/HHV encontrada neste trabalho, sendo 

também responsável pela análise estatisticamente significativa observada (p-valor <0,0001). 



57 

 

Além dessa, foi encontrada a co-infecção HIV/HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e a co-

infecção HIV/HHV-8, com 0,8% (2/241) e 0,4% (1/241) dos indivíduos portadores do HIV 

com infecção por estes herpesvírus humanos, respectivamente. 

Com relação à prevalência da co-infecção HIV/HSV-1, pôde-se observar na literatura 

a variação da prevalência desta co-infecção entre os países, variando de 1,5% na África 

Subsaariana (Siddiqi et al., 2014) e de 16% nos EUA (Miller et al., 2006).  

Ademais, no Brasil também foi constatada variação da prevalência desta co-infecção, 

variando de 3,8% a 51,1% nos estudos avaliados (Carvalho et al., 2010; Pinheiro et al., 2013; 

Souza et al., 2013; Perse Da Silva et al., 2015). Sendo assim, a prevalência da co-infecção 

HIV/HSV-1 de 13% (31/241) encontrada neste trabalho condiz com os achados sobre a 

detecção de HSV-1 em portadores do HIV no Brasil. Entretanto, mais estudos sobre esta 

investigação necessitam ser realizados para melhor compreensão da prevalência da co-

infecção HIV/HSV-1. 

 Além do mais, nos últimos anos o Brasil realizou mudanças nas diretrizes terapêuticas 

contra o HIV. Com isso, em setembro de 2012 passou-se a recomendar o tratamento 

antirretroviral (TARV) para pessoas HIV reagentes com taxa de LT CD4+ <500 células/mm
3 

de sangue e, em dezembro de 2013, passou-se a propor o TARV independentemente da 

contagem de linfócitos T CD4+ (Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2012; 

Ministério Da Saúde, 2013 ; 2014). Sendo assim, estas estratégias ocasionaram aumento de 

indivíduos portadores do HIV aderindo ao TARV com taxas de LT CD4+ <500 células/mm
3 

em 2013 e com LT CD4+ ≥500 células/mm³ em 2014 (Ministério Da Saúde, 2013 ; 2014) 

 Ademais, o uso do TARV pode acarretar no maior controle da replicação do HIV e 

consequente recuperação do sistema imune dos indivíduos infectados por este vírus 

(Ministério Da Saúde, 2013). Sendo assim, estas mudanças de diretrizes para o uso de TARV 

por indivíduos HIV reagentes realizadas no Brasil nos últimos anos pode estar relacionado 

com a diminuição da co-infecção HIV/HSV-1 a partir do ano de 2012 e com a consequente 

maior prevalência desta co-infecção encontrada neste ano com este trabalho. Isto porque nos 

anos 2013 e 2014 o Hospital Universitário Gaffrée e Guinle/HUGG, centro nacional de 

referência em AIDS, provavelmente passou a receber os indivíduos HIV reagentes com taxas 

de LT CD4+ maiores comparado aos indivíduos portadores deste vírus nos anos anteriores, 

como 2012, e somado ao uso de TARV que estes indivíduos passaram a aderir, possivelmente 

mantiveram, então, estas taxas de LT CD4+, acarretando no controle das infecções 

oportunistas pelo HSV-1. 

Ademais, somado a estas novas diretrizes para o uso de TARV, a partir de 2013 o 

Hospital Universitário Gaffrée e Guinle/HUGG passou a receber os indivíduos HIV reagentes 



58 

 

de Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA). Estes são serviços de saúde que realizam 

ações de diagnóstico e prevenção de doenças sexualmente transmissíveis, sendo responsáveis 

por encaminhar as pessoas reagentes para o HIV para tratamento nos serviços de referência 

(Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2015a). Com isso, os indivíduos portadores 

do HIV encaminhados pelo CTA para o tratamento antirretroviral no HUGG detectaram a 

infecção por este vírus antes da progressão para a doença (AIDS). Sendo assim, este fato 

também pode estar associado com essa diminuição da co-infecção HIV/HSV-1 ao longo dos 

anos deste estudo, pois mais indivíduos com HIV sem AIDS fizeram parte dos pacientes para 

o TARV atendidos por este centro de referência.  

Com relação à prevalência da co-infecção HIV/HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) foram 

identificados somente dois estudos na literatura que realizaram a detecção desta co-infecção, 

sendo que, em 1998, Kourí e colaboradores encontraram uma prevalência de 2% em Cuba 

(Kourí et al., 1998), e em 2013, Pinheiro e colaboradores identificaram uma prevalência de 

18%  em crianças HIV reagentes no Rio de Janeiro/Brasil (Pinheiro et al., 2013).  

Ambos as prevalências da co-infecção HIV/HHV-6 encontradas na literatura diferem 

com a prevalência desta co-infecção identificada neste trabalho, onde 0,8% (2/241) dos 

indivíduos portadores do HIV estavam com infecção por este herpesvírus humano. 

Portanto, pôde-se verificar que mais estudos de detecção de HHV-6 (HHV-6A/HHV-

6B) em portadores do HIV necessitam ser realizados a fim de colaborar para a determinação 

da prevalência da co-infecção HIV/HHV-6. 

Além disso, por haver até o presente momento poucas sequências do genoma dos 

herpesvírus humanos 6A e do 6B depositadas no GenBank devido a recente classificação de 

herpesvírus humano 6 em duas novas espécies virais realizada pelo ICTV em 2012 (Flamand 

et al., 2010; Le, Gantt e Practice, 2013), não foi possível distinguir com precisão essas novas 

espécies, sendo necessário a diferenciação destes vírus através de PCR específica para HHV-

6A e para HHV-6B, o que não foi possível neste trabalho. 

 Com relação à co-infecção HIV/HHV-8, a prevalência desta co-infecção variou de 0% 

a 57% nos estudos analisados (Polstra et al., 2003; Miller et al., 2006; Carvalho et al., 2010; 

Del Mistro et al., 2012; Pinheiro et al., 2013). Com isso, foi verificado que a prevalência da 

co-infecção HIV/HHV-8 foi maior em países como Holanda com 41% (Polstra et al., 2003), 

Itália com 46% (Del Mistro et al., 2012) e EUA com 57% (Miller et al., 2006), comparado ao 

Brasil, que obteve a prevalência desta co-infecção variando entre 0% e 26% (Carvalho et al., 

2010; Pinheiro et al., 2013).  

 Sendo assim, a prevalência da infecção por HHV-8 em portadores do HIV encontrada 

neste estudo (0,4%; 1/241) corrobora com os achados da literatura, que indicam que a 
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prevalência desta co-infecção é menor no Brasil comparado aos outros países. Entretanto, 

mais estudos sobre esta investigação necessitam serem realizados no Brasil para melhor 

compreensão da prevalência da co-infecção HIV/HHV-8. 

Portanto, a partir dessas análises da prevalência de infecções causadas por herpesvírus 

humanos em indivíduos HIV reagentes, pôde-se verificar que estes estudos epidemiológicos 

são escassos no Brasil, precisando de maiores investigações sobre a prevalência da co-

infecção HIV/HHV no país. Sendo assim, os resultados gerados neste trabalho colaboram 

para os dados na literatura contribuindo para a determinação da prevalência desta co-infecção 

no Brasil e no mundo. 

Além disso, até o momento na literatura não existem trabalhos disponíveis sobre o uso 

do Pan-herpesvírus como ferramenta na avaliação simultânea da prevalência dos nove 

herpesvírus humanos, fazendo com que este trabalho seja o pioneiro na utilização desta 

metodologia em prol da análise epidemiológica destes herpesvírus. 

Posterior a esta avaliação da detecção de herpesvírus humanos em indivíduos 

portadores do HIV por Pan-herpesvírus, foi realizada a análise da comparação da detecção de 

HHV entre o grupo teste (HIV reagentes) e o grupo controle (HIV não reagentes) deste 

trabalho. 

Sendo assim, o grupo controle, que contou com uma população de 94 indivíduos não 

reagentes para o HIV, com média de idade de 50,6 ± 17,8 anos e sendo ligeiramente composta 

por homens (52,1%; 49/94), obteve menor prevalência da infecção por HHV (1,1%; 1/94), 

sendo esta referente à infecção causada por HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B), comparada a 

prevalência da infecção por esses vírus encontrada em indivíduos portadores do HIV (14,1%; 

34/241), referentes às infecções por HSV-1, HHV-6 e HHV-8. 

Esta maior detecção de herpesvírus humanos em portadores do HIV comparada a 

menor detecção encontrada em indivíduos não reagentes para este vírus corroboram com os 

resultados encontrados em outros trabalhos da literatura, como o de Miller e colaboradores 

(2006), que observaram prevalência de EBV, HHV-8, HCMV e HSV-1 em indivíduos HIV 

reagentes de 90%, 57%, 31% e 16%, respectivamente, comparado com 48%, 24%, 2% e 2% 

em amostras do grupo controle (HIV não reagentes) (Miller et al., 2006). 

Esta maior prevalência em portadores do HIV pode ser explicado pelo fato destes 

indivíduos serem imunocomprometidos acarretando em menor controle de infecções e 

possuindo, assim, maiores probabilidades de primo-infecção, reativações e complicações 

causadas por herpesvírus (Paludan et al., 2011; White, Suzanne Beard e Barton, 2012). 

 Ademais, o único indivíduo do grupo controle que foi reagente para herpesvírus 

humano provavelmente estava com imunidade reduzida, evidenciando que pessoas da 



60 

 

população geral HIV não reagentes podem apresentar primo-infecção e recidivas por HHV, 

porém a doença grave atribuível à infecção por estes vírus é rara em indivíduos 

imunocompetentes (White, Suzanne Beard e Barton, 2012). 

Após a comparação da detecção de HHV entre o grupo teste (HIV reagentes) e o 

grupo controle (HIV não reagentes), foi realizado a avaliação da associação da detecção da 

co-infecção HIV/HSV-1 com as variáveis idade, sexo e taxas de linfócito T CD4+ (LT CD4+) 

visando avaliar possíveis fatores de risco da infecção por herpes simples 1 em indivíduos HIV 

reagentes. As co-infecções HIV/HHV-6 e HIV/HHV-8 foram excluídas desta análise, devido 

ao reduzido número de amostras com HHV-6 e HHV-8 que foram detectadas. 

Assim, como houve pouca variação da média e faixa-etária entre os indivíduos 

portadores do HIV reagentes para HSV-1 comparado aos que não eram reagentes para este 

vírus, pôde-se observar que não houve associação estatística significativa entre a idade e a co-

infecção HIV/HSV-1. Além disso, apesar de ter sido encontrada uma prevalência desta co-

infecção maior nos indivíduos do sexo masculino (64,5%; 20/31), também não foi verificada 

associação estatística significativa da infecção por HSV-1 nestes indivíduos portadores do 

HIV com o sexo. Sendo assim, como analisado, não houve associação dessa co-infecção com 

os fatores idade e sexo, indicando que a infecção por HSV-1 em portadores do HIV independe 

dessas variáveis. 

Contudo, após avaliar a associação da co-infecção HIV/HSV-1 com as taxas de LT 

CD4+, foi observado associação estatística significativa (p-valor = 0,0327/ p-valor = 0,0186) 

entres esses, pois indivíduos portadores do HIV reagentes para HSV-1 apresentaram menor 

média de LT CD4+ (490,2 ± 299,2 células/mm³) comparado aos indivíduos não reagentes 

para este herpesvírus (622,8 ± 323,4 células/mm³), além de que a maior porcentagem (61,3%; 

19/31) destes indivíduos com infecção por HSV-1 apresentaram taxas de LT CD4+ <500 

células/mm³ enquanto a maioria (62,8%; 130/207) dos portadores do HIV sem infecção para 

este herpesvírus apresentaram taxas de LT CD4+ ≥500/mm
3
 de sangue. 

Isto indica que os indivíduos HIV reagentes com taxas de linfócito T CD4+ <500 

células/mm³ possuem maiores chances de infecções por HSV-1 confirmando as informações 

da literatura que informa que indivíduos imunocomprometidos possuem menor controle de 

infecções dispondo de maiores probabilidades de reativações e complicações causadas por 

herpesvírus humanos (Paludan et al., 2011; White, Suzanne Beard e Barton, 2012). 

 Neste trabalho também foi realizada a detecção e quantificação de HSV-1 e HHV-6 

(HHV-6A/HHV-6B), através da técnica de PCR em tempo real (qPCR), a fim de determinar a 

carga viral das amostras de soro de indivíduos de ambos os grupos que foram reagentes para 
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estes vírus no Pan-herpesvírus. Isto foi realizado com a finalidade de avaliar as infecções 

causadas por estes herpesvírus nestes indivíduos. 

Sendo assim, foi verificada uma variação de 10³ a 10⁴ cópias/mL nos indivíduos com 

infecção causada por HSV-1 e uma variação de 10⁵ a 10⁶ cópias/mL nos indivíduos com 

infecção causada por HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B). Entretanto, a qPCR específica para 

detecção de HSV-1 somente detectou 13% (4/31) das amostras de soro de indivíduos que 

foram reagentes para este vírus, enquanto a qPCR específica para detecção de HHV-6 

detectou 100% (3/3) das amostras de soro de indivíduos que foram reagentes para este 

herpesvírus. 

Assim, a partir destes resultados, foi verificado que a qPCR específica para a detecção 

e quantificação de HSV-1 apresentou menor sensibilidade na detecção deste vírus comparado 

ao Pan-herpesvírus, com apenas 4 amostras de soro de indivíduos reagentes para este 

herpesvírus sendo quantificada, sendo constatado nestes indivíduos alta carga viral produzida 

nas infecções causadas por HSV-1.  

Além disso, foi observado que os indivíduos infectados com HHV-6 apresentaram 

carga viral alta, sendo a qPCR específica para a detecção e quantificação deste vírus foi muito 

sensível nesta detecção. 

Contudo, por ser um ensaio consenso de HHV-6, este teste não permite a 

discriminação de HHV-6A e de HHV-6B sendo necessária a diferenciação da carga viral 

destes vírus através de qPCR específica para cada um destes herpesvírus. 

Neste trabalho não foi realizado a determinação da carga viral de HHV-8, pois não foi 

possível a reprodução da qPCR para a detecção e quantificação deste vírus. 

 Por fim, pôde-se observar com este estudo que o Pan-herpesvírus utilizado para 

detecção simultânea dos nove herpesvírus que infectam humanos foi eficiente para a detecção 

das infecções causadas por estes vírus em indivíduos HIV reagentes e em indivíduos não 

reagentes para o HIV, evidenciando que este método pode contribuir para o diagnóstico e 

monitoramento de infecções causadas por herpesvírus, principalmente em indivíduos 

imunocomprometidos. Além disso, os resultados obtidos neste trabalho a partir deste método 

colaboraram para a determinação da prevalência da co-infecção HIV/HHV no Rio de 

Janeiro/Brasil. 
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6. CONCLUSÕES 

 Os indivíduos portadores do HIV participantes deste estudo eram predominantemente 

do sexo masculino e apresentaram maiores concentrações na faixa etária de 20-59 

anos; 

 Neste estudo, se constatou a predominância de indivíduos HIV reagentes com 

contagem de linfócitos T CD4+ ≥500 células/mm³; 

 O Pan-herpesvírus foi eficiente na detecção de infecções causadas pelos herpesvírus 

humanos em indivíduos HIV reagentes sendo eficaz no diagnóstico das co-infecções 

HIV/HSV-1, HIV/HHV-6 e HIV/HHV-8; 

 A maior prevalência de infecções causadas por herpesvírus humanos em portadores do 

HIV foi referente ao HSV-1, se apresentando com moderada prevalência nestes 

indivíduos, enquanto foi encontrada baixa prevalência de infecções causadas por 

HHV-6 e por HHV-8 nestes indivíduos HIV reagentes deste trabalho; 

 A prevalência de infecções causadas por HHV em indivíduos não reagentes para o 

HIV (grupo controle) foi baixa comparado ao grupo teste (HIV reagentes), além de ser 

referente somente à infecção causada por HHV-6; 

 Neste estudo não houve associação da detecção da co-infecção HIV/HSV-1 com as 

variáveis sexo e idade, porém foi verificado a associação estatisticamente significativa 

da detecção desta co-infecção com as taxas de linfócitos T CD4+, evidenciando que a 

taxa LT CD4+ <500 células/mm³ é um fator de risco para infecções causadas por 

HSV-1 em indivíduos portadores do HIV (p-valor =0,0327/p-valor =0,0186); 

 A PCR em tempo real para detecção de HSV-1 foi pouco sensível nesta detecção 

comparado ao Pan-herpesvírus, enquanto a qPCR para detecção de HHV-6 foi muito 

sensível na detecção deste herpesvírus; 

 As infecções causadas por HSV-1 e HHV-6 em ambos os indivíduos do grupo teste 

(HIV reagentes) e controle (HIV não reagentes) apresentaram elevadas cargas virais; 

 Os resultados deste estudo foram relevantes para determinar a prevalência das 

infecções causadas por herpesvírus humanos em indivíduos HIV reagentes no Rio de 

Janeiro/Brasil. 
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8. ANEXOS 

8.1 Anexo 1: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com seres humanos 
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