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RESUMO 

 

Introdução: O Sarcoma de Kaposi (SK) é a mais frequente neoplasia em pacientes 
vivendo com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) hoje, ainda que sua incidência 
tenha declinado desde a implementação da terapia antirretroviral (TARV), e continua 
sendo grande causa de morbimortalidade. O vírus denominado KSHV (Kaposi 
Sarcoma HerpesVirus) é o causador do SK e de outras doenças como a Doença 
Multicêntrica de Castleman e o linfoma de efusão primária, que podem ter 
apresentação clínica muito grave. A quantificação da carga viral do KSHV através do 
método da PCR (do inglês, polimerase chain reaction) pode ser usada no diagnóstico 
diferencial de doenças graves associadas a esse vírus. Justificativa: Sendo o 
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) um serviço de referência para 
o tratamento de SK e AIDS, a quantificação do KSHV pela técnica da PCR é muito 
importante para o diagnóstico diferencial nos pacientes graves, agilizando a tomada 
de conduta terapêutica. Objetivo Geral: Implementar a técnica da PCR em tempo real 
para quantificação da carga viral do KSHV, em plasma ou soro, de pacientes 
infectados pelo HIV e diagnóstico de Sarcoma de Kaposi, que apresentem formas 
clínicas graves, bem como para auxiliar no diagnóstico de outras doenças associadas 
ao KSHV. Metodologia: Amostras de material biológico (plasma EDTA e soro) 
coletadas de pacientes que iniciaram tratamento quimioterápico para SK no INI do ano 
de 2011 a 2013 foram processadas para realização da quantificação da carga viral do 
KSHV através de técnica de qPCR. Resultados: Não foi possível a implementação 
utilizando-se metodologia de curva padrão com curva sintética fita simples por não 
hibridização completa com o DNA viral, o que poderia comprometer o resultado do 
exame. Dessa forma, foi criada uma curva sintética fita dupla que ainda precisa de 
aperfeiçoamento para ser implementada. Discussão: Optamos por manter a 
utilização do plasmídeo para quantificação da carga viral do KSHV enquanto, em 
projeto futuro, melhoraremos a performance da curva sintética fita dupla para que sua 
utilização possa ser validada, visto que essa metodologia é mais reprodutível e menos 
laboriosa. Conclusão: A técnica de qPCR foi padronizada para os equipamentos 
disponíveis na Plataforma Multiusuário do INI. Além disso, foi elaborado fluxograma 
para orientação da coleta do material a ser examinado, incluindo suas indicações 
clínicas. 
 

 

 

 

 

Palavras-Chave: AIDS, HIV, Sarcoma de Kaposi, KSHV, HHV-8, KICS. 
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ABSTRACT 

 

Background: Kaposi's sarcoma (KS) is the most common neoplasm in patients living 
with the human immunodeficiency virus (HIV) today, although its incidence has 
declined since the implementation of antiretroviral therapy (ART) and remains a major 
cause of morbidity and mortality. The KSHV (Kaposi Sarcoma Herpes Virus) is the 
cause of KS and other serious diseases, such as Castleman's Multicentric Disease 
and Primary Effusion Lymphoma. The quantification of KSHV viral load using the PCR 
method (Polymerase Chain Reaction) can be used in the differential diagnosis of 
serious diseases associated with this virus. Purpose: As the National Institute of 
Infectious Diseases Evandro Chagas (INI) is a reference service for the treatment of 
KS and AIDS, the quantification of KSHV by the PCR method is important for the 
differential diagnosis in critically ill patients, accelerating the choice of the appropriate 
treatment. Main goal: To implement the real-time PCR method to quantify KSHV in 
serum or plasma of critically ill HIV-infected patients with a diagnosis of KS, as well as 
to assist in the diagnosis of other KSHV-associated diseases. Methods: EDTA plasma 
and serum samples collected from patients who started chemotherapy for KS at INI 
from 2011 to 2013 were processed to quantify HHV-8 using the qPCR method. 
Results: It was not possible to implement the technic creating a standard curve with a 
single curve synthetic oligonucleotide probably because of incomplete hybridization 
with viral DNA, which could compromise the test result. Thus, a double-stranded 
synthetic oligonucleotide was designed, but it still needs to be improved before its 
implementation. Discussion: The plasmid method will be used to quantify the HHV-8 
viral load while, in a future project, we will improve the performance of the double-
stranded synthetic oligonucleotide we designed, so that its use can be validated, since 
this methodology is more reproducible and less timing consuming. Conclusion: The 
qPCR technique was standardized for the equipment available on INI's Multi-User 
Platform. In addition, a flow chart for collection of specimen, including its clinical 
indications, was elaborated. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Key words: AIDS, HIV, Kaposi’s Sarcoma, KSHV, HHV-8, KICS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 BREVE HISTÓRICO E EPIDEMIOLOGIA 

 

O Sarcoma de Kaposi (SK) foi descrito pela primeira vez em 1872 pelo 

dermatologista húngaro Dr. Moritz Kaposi como lesões múltiplas e pigmentadas na 

pele, de causa idiopática (KAPOSI, 1872). Apenas nos anos 80 foi sugerida a hipótese 

de uma causa infecciosa para essa neoplasia, principalmente pela observação do 

aumento da incidência de SK na população de homens que faziam sexo com homens, 

infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), o que, inclusive, foi o gatilho 

para a descoberta da epidemia da Síndrome da Imunodeficiência Humana Adquirida 

(AIDS) (FRIEDMAN-KIEN, 1981).  Em 1994, foi comprovada a associação  com o 

vírus herpes 8 (CHANG et al., 1994).  

Embora a incidência de SK associado à AIDS tenha declinado desde a 

implementação da terapia antirretroviral combinada (ART) (SCHNEIDER; DITTMER, 

2017), persiste como importante problema clínico, sendo responsável por grande 

morbimortalidade e até 50% dos pacientes nunca atinge remissão total (CHEUNG; 

PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005; LETANG et al., 2010; NGUYEN et al., 2008). No 

Brasil, mesmo com o acesso universal à terapia antirretroviral desde 1997, o SK 

permanece como a neoplasia definidora de AIDS mais comum (CASTILHO et al., 

2015).  

Segundo o DATASUS, no período 1996-2016 ocorreram 6.092 mortes por 

doença do HIV resultando em neoplasia maligna (CID10: B21) no Brasil, sendo 3.137 

na região Sudeste (Figura 1). Além disso, no mesmo período observaram-se 773 

mortes por SK (CID10: C46) sendo, a maior parte (371) também no Sudeste (Figura 

2).  
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Fonte: DATASUS acessado em 15/03/2021. 

 

 

 

Fonte: DATASUS acessado em 15/03/2021. 

 

O vírus herpes 8 (HHV-8), também conhecido como KSHV (Kaposi Sarcoma 

Herpesvirus), pertence à família gammaherpesviridae, cujos membros são adaptados 

aos seus hospedeiros imunocompetentes e, por isso, acredita-se que exista uma 

coevolução que remonta a milhares de anos (WEN; DAMANIA, 2010). Entretanto, em 

casos de imunossupressão, essa aparente simbiose pode desequilibrar a resposta 

imunológica do hospedeiro, gerando graves problemas para o indivíduo infectado.  
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Figura 1 - Mortes por doença do HIV resultando em neoplasia 
maligna no período de 1996 -2006 no Brasil. 
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Figura 2: Óbitos por Sarcoma de Kaposi na população geral no 
período de 1996 - 2016 no Brasil. 
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Existem oito tipos de herpesvírus humanos e a maior parte da população 

encontra-se infectada por um ou mais tipos, visto que sua transmissão ocorre 

majoritariamente pela saliva e, em um contato contínuo e repetitivo (como entre mãe 

e filho, ou contato sexual) (MARIGGIÒ; KOCH; SCHULZ, 2017).  

Adicionalmente, homens que fazem sexo com homens (HSH) são os mais 

vulneráveis para infecção pelo KSHV e pelo HIV. Acredita-se que importantes vias de 

transmissão entre HSH se dão através do uso de saliva como lubrificante durante o 

sexo anal e sexo oral-anal (BUTLER et al., 2009). A boca tem uma série de defesas 

antivirais que estão ausentes no ânus, fazendo com que pequenas rupturas no tecido 

anal sejam pontos de entrada vulneráveis (GONCALVES et al., 2017).  

A prevalência do KSHV varia muito entre as populações (figura 3). Em geral, 

ele é altamente prevalente na África Subsaariana, é de prevalência intermediária no 

Mediterrâneo e partes da América do Sul, e tem baixa prevalência no norte da Europa, 

América do Norte e Ásia (GONÇALVES; ULDRICK; YARCHOAN, 2017; MESRI; 

CESARMAN; BOSHOFF, 2010).    

 

Figura 3: Prevalência geográfica do KSHV no mundo.  

 

Fonte: Adaptado de Mesri et al., 2010, p.24. 
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1.2 ESTRUTURA VIRAL 

 

O KSHV possui um DNA de fita dupla (figura 4) e, após a infecção, seu genoma 

é mantido no núcleo da célula do hospedeiro na forma de epissomo, ficando em 

latência (GONCALVES et al., 2017; VALIYA VEETTIL et al., 2014). Ao sair desse 

período de latência, o HHV-8 entra em sua fase lítica e leva a célula infectada à morte 

(DAVIS et al., 2001).  

 

Figura 4:O Epissomo do KSHV.  

 

Fonte: Adaptado de Mesri et al., 2010, p.6.  

 

O KSHV evoluiu de forma que produzisse uma série de proteínas que 

subvertem o funcionamento natural da célula do hospedeiro para sua sobrevivência. 

Dessa maneira, ele estabelece uma infecção viral persistente, suprime o clearance 

viral por impedir apoptose e escapa da detecção imune. Esses mecanismos virais de 

sobrevivência são tidos como contribuintes para a oncogênese relacionada ao SK 

(WEN; DAMANIA, 2010).  
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Além disso, o HIV também tem participação na oncogênese do SK. As células 

infectadas pelo HIV liberam a proteína Tat, que protege e dificulta que as células 

neoplásicas entrem em processo de morte por apoptose, promovem aumento das 

células cancerígenas em sinergia com citocinas inflamatórias e aumentam a síntese 

e liberação de metaloproteinases pelo endotélio, as quais são responsáveis pela 

degradação da matriz extracelular (CHEUNG; PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005). 

A infecção pelo KSHV, de células endoteliais e/ou dos progenitores 

hematopoiéticos, leva a alterações em sua morfologia, metabolismo, taxa de 

crescimento, tempo de meia-vida e expressão gênica, resultando no SK (DELGADO 

et al., 2010; MESRI; CESARMAN; BOSHOFF, 2010; MOSES et al., 1999). 

 

 

1.3 APRESENTAÇÃO CLÍNICA 

 

As apresentações clínicas são diversas, como pode ser percebido na figura 5, 

sendo as lesões cutâneas em extremidades, face (principalmente ponta do nariz) e 

genitália as formas mais comuns da doença. Elas são tipicamente multifocais e 

papulares, mas em coxas e plantas dos pés podem ser placas. Linfedema extenso 

pode acontecer, principalmente face, membros inferiores e genitália (CHEUNG; 

PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005). Devemos enfatizar que afeta bastante a estima do 

paciente e causa profunda influência psicossocial negativa, já que essas lesões de 

pele acarretam desconforto psicológico nestes pacientes, além de serem 

estigmatizantes. 
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Figura 5: Apresentações clínicas do SK.  

 

Fonte: Acervo pessoal.  

 

 

Ainda que as lesões cutâneas sejam a forma mais observada da doença, 

manifestações extra-cutâneas (figura 6) também são esperadas e podem ocorrer 

mesmo sem lesões de pele (CHEUNG; PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005). O SK 

associado à AIDS é a variante mais comum e agressiva, com frequente acometimento 

linfonodal e visceral (WEN; DAMANIA, 2010). 
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Figura 6: Manifestação intestinal do SK.  

 

Fonte: Acervo pessoal.  

 

 

Para um observador treinado, o diagnóstico preemptivo de SK através das 

lesões de pele pode ser rápido. Entretanto, a biópsia continua sendo o padrão ouro, 

visto que recentes estudos confirmam o baixo valor preditivo do diagnóstico clínico 

(AMERSON et al., 2016). Histopatologicamente pode-se observar quase sempre as 

células em formato de fuso (que são as infectadas pelo KSHV) (STASKUS et al., 1997) 

e neoangiogênese misturadas a um infiltrado de linfócitos, células plasmáticas e 

macrófagos (CHEUNG; PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005; WEN; DAMANIA, 2010). O 

antígeno nuclear do KSHV associado à latência (LANA) se tornou um marcador 

definitivo do SK e a sua pesquisa através de testes imunohistoquímicos já é realizada 

rotineiramente (PEREIRA; CUZZI; GALHARDO, 2013). Entretanto, a expressão do 

LANA também pode ocorrer em outras condições associadas ao KSHV (como as 

descritas em seguida) (CESARMAN, 2011).  
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1.4 OUTRAS DOENÇAS ASSOCIADAS AO KSHV 

 

 

O KSHV também é o agente causal da forma plasmablástica da Doença 

Multicêntrica de Castleman (Multicentric Castleman disease – MCD), do linfoma de 

efusão primária (Primary effusion lymphoma - PEL) e, da recentemente descrita 

síndrome inflamatória por citocinas relacionada ao KSHV (KICS, do inglês Kaposi 

Sarcoma herpesvirus Inflammatory Cytokine Syndrome) e, não raramente os 

pacientes apresentam mais de uma doença relacionada ao KSHV (GONCALVES et 

al., 2017; POLIZZOTTO et al., 2016).  

A forma plasmablástica da MCD é uma desordem inflamatória linfoproliferativa 

causada por proliferação monoclonal de células B, com alta viremia do KSHV e muita 

produção de citocinas inflamatórias, com progressão rápida e agressiva levando à alta 

mortalidade (WEN; DAMANIA, 2010). Sua manifestação clínica inclui febre, sudorese 

noturna, perda ponderal, fadiga, sintomas gastrointestinais e respiratórios 

inespecíficos, hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia e edema (inclusive com 

derrames cavitários). Laboratorialmente percebe-se elevação de proteína C reativa, 

hipoalbuminemia, anemia, trombocitopenia, hiponatremia e elevação de 

imunoglobulinas (GONÇALVES; ULDRICK; YARCHOAN, 2017; NETTO, 2017). 

Durante o acompanhamento de uma série de pacientes com alta viremia do 

KSHV (> 1.000 cópias/mL de plasma) e acentuada produção de citocinas inflamatórias 

(principalmente Il-6), mas sem o diagnóstico histopatológico de MCD, Polizzotto et al 

descreveram a KICS (POLIZZOTTO et al., 2016). Para definir um caso como KICS é 

necessária a presença de duas manifestações clínicas juntamente com cada um dos 

critérios descritos abaixo (NETTO, 2017; POLIZZOTTO et al., 2016): 

 

1. Manifestações clínicas: 

a) Sintomas B, febre, fadiga, edema, caquexia, sintomas respiratórios, 

distúrbio gastrointestinal, linfadenopatia, artralgia e mialgia, alteração de estado 

mental, neuropatia com ou sem dor.  

b) Anormalidades laboratoriais: anemia, trombocitopenia, 

hipoalbuminemia, hiponatremia. 

c) Anormalidades radiográficas: linfadenopatia, esplenomegalia, 

hepatomegalia, derrames cavitários.  
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2. Evidência de inflamação sistêmica: Proteína C reativa elevada (acima de 

0,3 mg). 

3. Evidência da atividade viral do KSHV: carga viral no plasma elevada (≥ 

1.000 cópias/mL) ou em células mononucleares periféricas (≥ 100 cópias/106 células). 

4. Nenhuma evidência de MDC associada ao KSHV (confirmação 

histopatológica por biópsia de linfonodo).  

 

O PEL é um tipo de linfoma cavitário raro derivado de clones malignos de 

células B que estão presentes no pericárdio, pleura e peritônio. Pode se apresentar 

na forma de serosite, porém, também como doença sólida em linfonodos, pele e outros 

órgãos. É agressivo, tem progressão rápida e alta mortalidade. O tempo de sobrevida 

esperado após o diagnóstico é de dois a seis meses (WEN; DAMANIA, 2010). 

Ainda que o KSHV tenha sido relacionado a todas essas doenças descritas, a 

quantidade de DNA viral identificada em cada uma delas não é a mesma. Sendo 

assim, a quantificação viral pode contribuir para o diagnóstico (JARY et al., 2018). Em 

amostras de sangue periférico de paciente com doença ativa, a quantidade de DNA 

do KSHV foi maior em paciente com MCD, seguido por PEL e por último, SK 

(MARCELIN et al., 2007). Além disso, variações na quantidade de DNA viral foram 

associadas à progressão ou regressão de SK em pacientes em curso de tratamento 

(LANEY et al., 2007). Também foi observado um importante aumento da replicação 

do KSHV em pacientes que desenvolveram KICS, inclusive com elevada letalidade 

quando comparado com o grupo controle (POLIZZOTTO et al., 2016).  

As doenças associadas ao KSHV, como descritas acima, são altamente letais 

e evoluem de forma rápida. Porém, muitas vezes seu tratamento e diagnóstico não se 

fazem prontamente pois, além de os pacientes poderem apresentar uma ou mais 

doenças relacionadas ao KSHV ao mesmo tempo, elas clinicamente podem mimetizar 

um quadro de sepse, que é plausível no contexto de um paciente com AIDS. Tendo o 

KSHV sido identificado em todas as formas de SK, e também seu genoma podendo 

ser identificado na PEL, variante plasmablástica do MCD e KICS (SCHNEIDER; 

DITTMER, 2017), a quantificação da viremia do KSHV pode ser utilizada de diversas 

maneiras: como um marcador precoce para o SK, como preditor do risco de 

desenvolvimento da doença, da severidade da doença e também como preditor da 

resposta clínica ao tratamento (HAQ et al., 2016; NUGENT et al., 2017; POLSTRA et 
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al., 2003), além de colaborar no diagnóstico diferencial entre sepse e síndrome 

inflamatória pelo KSHV.  

 

 

1.5 METODOLOGIA DA REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE EM 

TEMPO REAL 

 

 

A metodologia de PCR foi desenvolvida em 1980 por Kary e Mullis e é uma das 

técnicas dominantes da biologia molecular atualmente. É um método sensível que 

possibilita a amplificação de trechos específicos do DNA para comparação de 

diferentes amostras e verificação da concentração da molécula, sem necessidade de 

um organismo vivo. Ela é constituída por três etapas: desnaturação (separação da fita 

dupla de DNA em dois filamentos), pareamento (oligonucleotídeos iniciadores 

reconhecem as extremidades da sequência alvo por complementariedade de bases 

nitrogenadas) e polimerização (enzima DNA polimerase adiciona nucleotídeos à 

cadeia crescente de DNA) (MALHEIROS, JESSICA, 2017).   

A metodologia de PCR em tempo real quantitativo (qPCR) é uma técnica que 

permite a amplificação específica do genoma viral e sua quantificação em tempo real, 

o que é possível pela adição de uma sonda (oligonucleotídeo marcado com fluoróforo) 

à reação, que pareia ao DNA alvo numa região delimitada entre os oligonucleotídeos. 

Para quantificação utiliza-se uma curva padrão com DNA de interesse, em diluições 

com concentrações conhecidas e que irão servir de referência (HEID et al., 1996). 

Esse DNA de interesse pode ser introduzido na forma de um plasmídeo contendo um 

inserto correspondente ao alvo da PCR, ou de uma curva sintética, análoga a um 

fragmento genômico do vírus, sendo a curva sintética uma metodologia mais simples, 

por não depender de laboratório especializado em organismos geneticamente 

modificados (OGMs), mais barata e prática, podendo ser sintetizada de forma 

semelhante aos oligonucleotídeos utilizados na mesma reação.  

A reação pelo sistema de sondas de hidrólise (Taqman®) é um dos métodos 

utilizados para detectar os produtos da PCR em equipamentos conhecidos como 

termocicladores em tempo real. Ela contém um fluoróforo reporter que emite um 

comprimento de onda que é absorvido pelo quencher e, durante a amplificação, a DNA 

polimerase cliva a sonda, liberando assim o reporter do quencher e permitindo que a 
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fluorescência seja mensurada pelo sistema ótico do equipamento, como demonstrado 

na figura 7 (VALASEK; REPA, 2005). 

 

Figura 7: Geração de sinal fluorescente a partir de sonda Taqman®. 

 

Fonte: Valasek; Repa, 2005. 

 

O nível de fluorescência passa a ser detectado quando atinge o ponto limiar da 

fase exponencial da reação, o que determina o limiar de detecção (threshold). Ele será 

a referência para a determinação de ciclos necessários para que a fluorescência seja 

detectável (cycle threshold – Ct), como pode ser visto na figura 8. Quanto menor o Ct, 

maior será o número de moléculas de DNA presentes na amostra alvo (MALHEIROS, 

JESSICA, 2017).  

 

Figura 8: Gráfico de amplificação da qPCR.

 

Fonte: Applied Biosystems, 2016. 
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Assim, a qPCR consiste na conversão dos sinais fluorescentes de cada reação 

em um valor numérico para cada amostra (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016), o que 

permite que a carga viral seja mensurada e monitorada em poucas horas e a tomada 

de decisão clínica seja acelerada.  

Muito ainda se discute sobre qual material clínico (plasma ou soro) seria o ideal 

para quantificação da carga viral do HHV-8. Acredita-se que o soro seria preferível, 

visto que no plasma existem fatores inibidores da reação de PCR que nem sempre 

podem ser completamente removidos durante o isolamento e purificação do DNA (DE 

OLIVEIRA LOPES et al., 2020; POLSTRA et al., 2003). Os inibidores de PCR são um 

grupo heterogêneo de substâncias químicas que estão presentes em diversas 

matrizes, como, por exemplo, os fatores de coagulação, gorduras e produtos da 

hemólise; e, presume-se que esses inibidores afetem diretamente o material genético 

e não as enzimas da reação (SCHRADER et al., 2012).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

O Brasil tem a maior população HIV/AIDS da América Latina, onde observa-se 

prevalência de 0,6% na população geral e 14,2% entre HSH (HOAGLAND et al., 

2017). A coorte do INI é aberta e recebe pacientes de todo o Rio de Janeiro, sejam 

eles encaminhados ou por demanda espontânea. Atualmente ela conta com, 

aproximadamente, 7.751 pacientes infectados pelo HIV acompanhados desde 1986, 

sendo 4.672 pacientes ativos.  

Sendo o INI um serviço de referência para o tratamento e acompanhamento de 

pacientes com SK e AIDS, a implementação de uma técnica de PCR em tempo real 

para quantificação da carga viral do KSHV, se faz fundamental para um diagnóstico 

diferencial ágil em pacientes que apresentem formas clínicas graves, em que muitas 

vezes a definição entre sepse bacteriana ou KICS não se faz clara. As duas condições 

clínicas apresentam tratamentos distintos, que precisam ser instituídos de forma 

rápida. Além disso, a qPCR também auxiliaria no diagnóstico de outras doenças 

associadas ao KSHV, como MCD e PEL. 

A implementação de uma metodologia com utilização de curva sintética para 

elaboração da curva padrão facilitaria o processo por não depender de laboratório 

especializado em organismos geneticamente modificados e ser mais barata e prática. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Implementar a técnica da PCR em tempo real para quantificação da carga viral 

do KSHV em pacientes infectados pelo HIV e diagnóstico de Sarcoma de Kaposi, que 

apresentem formas clínicas graves, bem como para auxiliar no diagnóstico de outras 

doenças associadas ao KSHV. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Adaptar a técnica de PCR em tempo real para HHV-8/KSHV aos equipamentos 

disponíveis na Plataforma Multiusuário do INI.  

Elaborar POP (procedimento operacional padrão) com a descrição de todas as 

etapas do exame de quantificação de carga viral do HHV-8/KSHV. 

Elaborar POP/Fluxo, com a finalidade de auxiliar os profissionais médicos a 

identificar os pacientes para os quais seja indicada a realização da investigação, a 

forma de coleta, e armazenamento do material a ser analisado, bem como elaborar 

formulário de solicitação do exame, que permita a coleta de dados clínicos e 

epidemiológicos dos pacientes avaliados. 

Avaliar qual material clínico (soro ou plasma) é preferível para realizar a 

quantificação do HHV-8/KSHV, ou se ambos são equivalentes.  
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 ESQUEMA EXPERIMENTAL E AMOSTRAS UTILIZADAS 

 

Foram utilizadas amostras de material biológico (plasma EDTA e soro) 

coletadas de 45 pacientes que iniciaram tratamento quimioterápico para Sarcoma de 

Kaposi no INI no período de abril de 2011 a dezembro de 2013 e que estão 

armazenadas no tanque de nitrogênio líquido do Laboratório de Pesquisa Clínica em 

DST-AIDS a -80ºC. Essas amostras foram utilizadas em projeto prévio (registro no 

Comitê de Ética em Pesquisa do INI com número 0010.0.009.000-11) e tem a carga 

viral quantificada através da técnica de qPCR com utilização de plasmídeo(NETTO, 

2017). As amostras coletadas permaneceram armazenadas em tanque de nitrogênio 

líquido à -80º até análise, conforme indicado no Apêndice A.  

A maior parte dos pacientes analisados eram homens (gráfico 1) que fazem 

sexo com homens (gráfico 2) e com menor tempo de educação formal (gráfico 3). 

Além disso, 13 apresentaram Síndrome Inflamatória de Reconstituição Imune (IRIS) 

e 5 foram a óbito devido ao SK.  

 

Gráfico 1: Distribuição dos pacientes de acordo com sexo. 

  

Fonte: Elaboração própria. 
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Gráfico 2: Distribuição dos pacientes de acordo com orientação sexual. 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Gráfico 3: Distribuição dos pacientes de acordo com tempo de ensino formal. 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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4.2 BIOSSEGURANÇA  

 

Todas as etapas laboratoriais foram realizadas de acordo com o manual de 

Biossegurança da Fiocruz, com os respectivos equipamentos de proteção individual e 

coletiva recomendados. Todas as amostras foram processadas em cabine de 

segurança biológica previamente desinfetada e submetida à luz ultravioleta por 20 

minutos. Cada etapa do processamento foi realizada em salas segregadas e com fluxo 

unidirecional.  

 

4.3 PREPARO DE REAGENTES DA PCR EM TEMPO REAL 

 

4.3.1 EXTRAÇÃO DO DNA 

 

A extração do DNA viral das amostras dos pacientes foi realizada com o kit 

“Hight Pure Viral Nucleic Acid” da Roche conforme demonstrado no Apêndice B, e em 

todos os ensaios foi incluído um controle negativo de extração, correspondente à água 

livre de nuclease.  

 

4.3.2 ANÁLISE DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES (PRIMERS) E 

SONDA (PROBE) 

 

Para esse ensaio foram selecionados primers e probe de acordo com o 

protocolo publicado por Levi et al (LEVI et al., 2011) que detectam um fragmento de 

74 pares de bases no gene da proteína do capsídeo do KSHV, o qual é codificado 

pela ORF26, cuja região do genoma é altamente conservada entre os isolados virais.   

Utilizamos a ferramenta NBCI Blast (Basic Local Alignment Search Tool) para 

avaliar a especificidade do par de primers e probe selecionados para o ensaio. Este 

programa possibilita a análise de sequências em banco de dados biológicos, além de 

mostrar alinhamentos e o grau de identidade com a sequência que se deseja estudar. 

O score informa o grau de similaridade entre a sequência do estudo e a introduzida. 

Dessa forma, quando maior o valor, mais similar. O valor de E (expected) indica a 

significância do resultado da pesquisa. Assim, quanto menor o E, mais significativo é 

o resultado, ou seja, uma baixa probabilidade do alinhamento ter ocorrido ao acaso 

(MALHEIROS, JESSICA, 2017).  
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Tabela 1 - Primers e probe que foram usadas para detecção e quantificação do HHV-8. 

 

HHV-8  Sequência (5´→3´) Score E % cobertura Tamanho % GC Localização* Tm médio (°C) 

Primer Senso GGGCCCCGGATGATGTA 34,2 44 100% 17 64,7 nt 47522-47538 58,6 

 Antisenso GCCCCATAAATGACACATTGG 42,1 0,18 100% 21 47,6 nt 47567-47587 58,6 

Sonda  FAM-AGATCAAGTTCCGCCATAT-MGB 38,2 2,8 100% 19 42,1 nt 47540-47558 69 

 
*Nucleotídeos (nt) estão numerados de acordo com a sequência referência de HHV8 disponível no GenBank (NC_009333.1) 

Fonte: Elaboração própria a partir do NBCI Blast (2021).  
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4.3.3 PADRONIZAÇÃO DO THRESHOLD 

 

Como não é aconselhável ajustar o threshold entre diferentes experimentos, foi 

utilizada a padronização no valor de 0,04. Esse valor foi considerado adequado para 

avaliar individualmente as placas contendo as amostras dos pacientes, garantindo a 

uniformização da interpretação dos resultados.  

 

4.4 PROCEDIMENTO DA PCR EM TEMPO REAL 

 

Duas metodologias foram utilizadas para construção da curva padrão: 

oligonucleotídeo sintético (curva sintética) conforme descrito previamente (DE 

OLIVEIRA LOPES et al., 2020), a qual foi sintetizada pela Thermo Fischer Scientific 

Baltics, e gBlock construído para esse ensaio, sintetizada pela Integrated DNA 

Technologies.  

O master mix utilizado foi TaqMan Universal Master Mix II, with UNG e o 

termociclador foi o QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR Systems, ambos produzidos 

pela Thermo Fischer Scientific Baltics. As etapas da qPCR estão descritas no 

apêndice C.  

 

4.4.1 CONSTRUÇÃO DA CURVA PADRÃO COM CURVA SINTÉTICA 

 

Uma das metodologias aplicadas para construção da curva padrão foi com a 

utilização de oligonucleotídeo sintético do tipo fita simples, conforme descrito 

previamente (DE OLIVEIRA LOPES et al., 2020). 

 

Tabela 2 - Sequência da curva sintética. 

HHV-8 Sequência (5´ 3´) Tamanho 

Curva 

sintética 

TTCGTGCCCCATAAATGACACATTGGCGTATATATGGCGG

AACTTGATCTATGCGTTACATCATCCGGGGCCCCTGATA 
79 nts 

 

Fonte: Elaboração própria.  

 

Para reconstituição da curva sintética, 1 mL de água livre de nuclease foi utilizada 

para ressuspender cerca de 24,8 nmoles de curva sintética de 79 nts. Em seguida, a 
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curva foi então, diluída mil vezes utilizando pipeta eletrônica. A partir daí, foi realizada 

diluição seriada 1:10 e, então, aplicado o protocolo de qPCR descrito por Levi et al 

(LEVI et al., 2011) a 65ºC com 400 nmol de primer e 160 nmol de probe. As diluições 

não apresentaram resultados consideráveis (figura 9):  

 

Figura 9: Não amplificação com curva sintética no ensaio descrito por Oliveira 

et al a 65ºC com 400 nmol de primer e 160 nmol de probe. 

 

Fonte: Elaboração própria.  

 

 

4.4.2 CONSTRUÇÃO DA CURVA PADRÃO COM GBLOCK 

 

A outra estratégia metodológica foi a construção de um oligonucleotídeo 

sintético único (gBlock) constituído por DNA fita dupla, com consequente maior 

similaridade com o genoma de KSHV, como pode ser observado na tabela 3. Para 

construção do gBlock foi selecionada uma região do genoma do KSHV que 

compreendesse os insumos (primer e probe), já adquiridos, baseado no protocolo de 

Levi et al (LEVI et al., 2011).  
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Tabela 3 - gBlock que foi utilizado para construção da curva padrão.  

HHV-8 Sequência (5´ 3´) Tamanho 

gBlock 

CTGTTGGTGTACCACATCTACTCCAAAATATCGGCCGGGGCCC

CGGATGATGTAAATATGGCGGAACTTGATCTATATACCACCAAT

GTGTCATTTATGGGGCGCACATATCGTCTGGACGTAGACAACAC 

131 pb 

 

Fonte: Elaboração própria.  

 

Para reconstituição do oligonucleotídeo, 250 ng do gBlock foram ressuspensos 

em 25 µL de água livre de nuclease (obtendo-se uma concentração final 10 ng/µL). 

Em seguida, foi aplicada a fórmula contida na bula do fabricante, achando uma 

concentração de 0,7449214 x 1011 cópias genômicas/µL. A solução estoque foi diluída 

de forma seriada 1:10, e as otimizações obtidas na tentativa de padronização 

utilizando a curva sintética foram aplicadas (anelamento a 55ºC, input de DNA 5 µL e 

aumento das concentrações dos insumos na reação com 900 nmol primer e 250 nmol 

de probe), conforme demonstrado nas figuras 11 e 12.  

 

Figura 11: Amplificação utilizando gBlock. 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 12: Curva padrão construída com gBlock. 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

4.5 ELABORAÇÃO DOS PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS PADRÃO 

 

Os POPs foram construídos seguindo por base manuais de instruções dos kits 

utilizados além dos protocolos de reações já publicados previamente, conforme 

explicitado na referência de cada apêndice.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 
 

5 RESULTADOS  

 

 

5.1 CONSTRUÇÃO DA CURVA PADRÃO COM CURVA SINTÉTICA 

 

Como não foi possível a construção da curva padrão de acordo com o protocolo 

descrito por Oliveira Lopes e colaboradores (DE OLIVEIRA LOPES et al., 2020), 

iniciamos uma série de testes para entender o motivo das diluições não terem 

apresentado resultados consideráveis. Dessa forma, foi aplicada a temperatura de 

anelamento compatível com o master mix utilizado (TaqMan Universal Master Mix II, 

with UNG), conforme as indicações do fabricante (60ºC com 400 nmol de primer e 160 

nmol de sonda). Alguns pontos de fluorescência foram observados, porém, com 

possível exaustão dos reagentes nos ciclos iniciais (figura 13).  

 

Figura 13: Adaptação do protocolo de acordo com temperatura de anelamento 

indicado pelo fabricante.

 

Fonte: Elaboração própria.  

 

Uma terceira adaptação foi realizada, dessa vez com ensaio a 55ºC e 1 e 5 µL 

de input de DNA e melhores Cts de amplificação foram observados (figura 14):  
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Figura 14: Adaptação do protocolo de acordo com temperatura de 55 ºC 1 e 5 

µL de input.  

  

Fonte: Elaboração própria.  

 

Uma possibilidade também testada para justificar a baixa performance da curva 

sintética foi verificar a viabilidade do master mix com distintas amostras: amplificando 

amostras dos pacientes previamente extraídas para o gene GAPDH (gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase) e, amplificando um plasmídeo contendo inserto para RNAseP 

para esse referido alvo, o que comprovou a viabilidade do insumo (figura 15).  
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Figura 15: Teste de viabilidade do master mix. 

 

Fonte: Elaboração própria.  

 

Dessa forma, foi tentado otimizar a reação de qPCR aumentando as 

concentrações dos insumos na reação (900 nmol primer e 250 nmol de probe) e uma 

maior relação delta RN (eixo y) com Cts menores foi encontrada. Porém, não 

alcançamos o range de pontos da curva e seus respectivos Cts, conforme sugerido 

por Oliveira Lopes et al (DE OLIVEIRA LOPES et al., 2020)(figura 16).  
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Figura 16: Otimização da reação de qPCR. 

 

Fonte: Elaboração própria.  

 

Ao analisar a sequência nucleotídica da curva sintética descrita percebe-se que 

ela não reproduz, em toda a sua cobertura, uma sequência referência do KSHV (figura 

17). É possível que uma hibridização menos eficiente do par de primers e sonda 

justifique os resultados encontrados. Como a quantificação do HHV-8 será utilizada 

na prática médica para tomada de decisão clínica, optou-se por não utilizar essa 

metodologia.  

 

Figura 17: Identidade entre curva sintética e HHV-8 denotada por pontos, 

avaliada por meio do software BioEdit v7.2.5. 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 18: Etapas envolvidas na tentativa de construção da curva padrão 

utilizando oligonucleotídeo sintético do tipo fita simples. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

5.2 CONSTRUÇÃO DA CURVA PADRÃO COM gBLOCK 
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Figura 11: Amplificação utilizando gBlock. 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Figura 12: Curva padrão construída com gBlock. 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 



38 
 

A análise do valor de R2 auxilia na avaliação do desempenho do par de primers 

e na pipetagem precisa da amostra. Esse coeficiente é obtido durante a construção 

da curva padrão, e o ideal é que seja maior que 0,99. No presente estudo o valor do 

coeficiente encontrado é 0,998.  

A eficiência da qPCR idealmente é de 100% (com slope -3,32) e a obtida nesta 

análise foi de 70% (com slope -4,339), significando que a cada ciclo 70% das 

moléculas de DNA são duplicadas. Além disso, o limite de quantificação (LoQ) neste 

ensaio foi de 0,745 cópias/reação ou 32,3 cópias/mL.  

 

5.3 COMPARAÇÃO DOS RESULTADOS DE PLASMA EDTA E SORO 

UTILIZANDO O GBLOCK 

 

Ao comparar os resultados (cópias genômicas/mL) obtidos com amostras de 

plasma EDTA e soro, podemos observar pelo gráfico 1 que são concordantes.  

Gráfico 1: Comparação entre resultados (cópia genômicas/mL) de plasma 

EDTA e soro. 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A qPCR permite que a carga viral do KSHV seja mensurada e monitorada em 

poucas horas e a tomada de decisão clínica seja acelerada, o que é fundamental em 

pacientes que apresentem formas clínicas graves da infecção pelo KSHV (com mais 

de 1000 cópias/mL) em que muitas vezes a definição entre sepse bacteriana ou KICS 

não se faz clara e que o tratamento é distinto e precisa ser instituído de forma rápida. 

A implementação de uma metodologia com utilização de curva sintética para 

elaboração da curva padrão facilitaria o processo por ser mais simples, já que não 

depende de laboratório especializado em organismos geneticamente modificados 

(OGMs), é mais barata e prática, podendo ser sintetizada de forma semelhante aos 

oligonucleotídeos utilizados na mesma reação.   

Dessa forma, inicialmente, tentou-se reproduzir uma técnica já previamente 

descrita que utilizava oligonucleotídeo fita simples (LEVI et al., 2011). Entretanto, 

mesmo após diversos ajustes, não foi possível elaborar uma curva padrão aceitável. 

Isso aconteceu provavelmente porque a sequência nucleotídica não reproduzia o 

HHV-8 em sua totalidade, o que poderia gerar uma hibridização menos eficiente. 

Como a quantificação do HHV-8 será utilizada na prática médica para tomada de 

decisão clínica, optou-se por não utilizar essa metodologia.  

Assim, criamos o gBlock, que é um oligonucleotídeo sintético único constituído 

por DNA fita dupla, que tem maior similaridade com o genoma de KSHV visando, 

dessa forma, contornar o acontecido com a curva sintética fita simples. A eficiência e 

o LoQ obtidos nesse ensaio ainda não foram ideais e é possível que esse resultado 

se deva ao fato de probe e primers utilizados, terem sido reproduzidos da literatura, 

sem necessariamente representar o melhor set para amplificação na mesma ORF 26.  

Além disso, o grupo de pesquisadores Levi et al (LEVI et al., 2011), ao publicar a 

sequência nucleotídica de primers e probe não menciona os parâmetros obtidos em 

sua qPCR para que se possa fazer uma comparação com o estudo atual.  

Não foi possível realizar a comparação desta metodologia com a que utiliza 

plasmídeo (NETTO, 2017) (e consequente validação externa) pelos seguintes 

motivos: as amostras utilizadas neste estudo foram coletadas e quantificadas 

utilizando o plasmídeo há aproximadamente 10 anos, a extração do DNA foi feita com 

kits diferentes, primers e sonda utilizados também foram distintos, com consequente 

ciclagem diferente, e as regiões da ORF26 utilizadas como alvo não são equivalentes. 
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Por fim, os equipamentos em tempo real também não são do mesmo fabricante. 

Dessa forma, não haveria uniformização que possibilitasse uma comparação. Assim, 

optamos por manter a utilização do plasmídeo para quantificação da carga viral do 

KSHV enquanto, em projeto futuro, melhoraremos a performance do gBlock para que 

sua utilização possa ser validada.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Foi implementada a técnica da qPCR para quantificação da carga viral do 

KSHV em pacientes infectados pelo HIV e com diagnóstico se SK que apresentem 

formas clínicas graves. Essa metodologia foi adaptada aos equipamentos disponíveis 

na Plataforma Multiusuário do INI com elaboração de curva padrão com utilização, 

nesse momento, de plasmídeo. Além disso, foram elaborados POPs com descrição 

de todas as etapas do exame (coleta, extração do DNA e qPCR) e criação de 

formulário de solicitação do exame e um fluxograma com indicação de coleta, a fim 

de auxiliar o clínico responsável pelo atendimento a identificar quais pacientes devem 

ter material coletado para análise.  

Foi avaliado também qual material clínico seria preferível (plasma EDTA ou 

soro) para quantificação da carga viral do KSHV utilizando-se o gBlock, e ambos se 

mostraram concordantes. No entanto, a técnica deve ser aperfeiçoada antes de sua 

implementação, o que será alvo de estudo a ser realizado no futuro.  
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APÊNDICE A – FLUXO PARA COLETA DE AMOSTRAS PARA 

QUANTIFICAÇÃO DA CARGA VIRAL DO HHV-8 EM PACIENTES ATENDIDOS 

NO INI. 
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APÊNDICE B – EXTRAÇÃO DE DNA COM KIT DE EXTRAÇÃO “HIGH 

PURE VIRAL NUCLEIC ACID” DA ROCHE.  
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APÊNDICE C – REAÇÃO qPCR PARA QUANTIFICAÇÃO DA CARGA 

VIRAL DO HHV-8 EM PACIENTES ATENDIDOS NO INI.  
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