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RESUMO

Em pessoas com doencas associadas ao herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8), como o sarcoma
de Kaposi (SK), a doenca de Castleman multicéntrica (MCD) e o linfoma de efusdo primaria
(PEL) em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA), relatou-se um aumento nos niveis de
algumas citocinas, e entre elas destacam-se as citocinas 1L-2, IL-4, I1L-6, IL-10, TNF- o e
IFN-y por estarem associadas a estas doencgas e a infeccdo pelo HHV-8. Considerando que o
HHV-8 pode influenciar na reacdo imunologica do hospedeiro aumentando niveis de citocinas
e da carga viral do HIV levando ao desenvolvimento de doengas, fomos motivados a realizar
o0 presente trabalho, com o objetivo de comparar os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, TNF- o e IFN-y em coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados com HIV. Realizou-se
um estudo do tipo caso-controle com 56 amostras de soro de pessoas coinfectadas com
HIV/HHV-8 e 95 de monoinfectados com HIV, provenientes do Ambulatério de Doencas
Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da UFPE coletadas no periodo de julho de
2015 a outubro de 2016. Os dados s6cio demograficos foram obtidos a partir do formulario da
pesquisa e 0s exames laboratoriais dos prontudrios dos pacientes. A quantificacdo das
citocinas foi realizada pela técnica de citometria de fluxo, com Kkits comerciais BD
(Cytometric Bead Array - CBA) e human soluble protein master buffer kit utilizando o
citbmetro BD FACSCalibur™. Houve associa¢do dos niveis das citocinas IL-4, IL-6 e 1L-10
em coinfectados HIV/HHV-8 comparados com monoinfectados com HIV. A IL-4 foi
significativamente aumentada nos coinfectados com carga viral do HIV detectavel e
indetectavel, e os niveis das IL-6 e IL-10 nos coinfectados com carga viral do HIV
indetectavel. Houve uma correlacdo inversa entre os niveis da IL-10 e a contagem de TCD4
nos monoinfectados com HIV, mas ndo foi encontrada associacdo entre as medianas das
contagens de TCD4 entre coinfectados e monoinfectados. O aumento de citocinas em
coinfectados pode constituir marcadores preditivos, além disso, ressalta-se a importancia do
acompanhamento desses pacientes que podem desenvolver doencas associadas ao HHV-8 na

coinfecgdo com o HIV.

Palavras-chave: Citocinas. coinfec¢do. HIV. HHV-8.



ABSTRACT

In people with diseases associated with human herpesvirus type 8 (HHV-8), such as Kaposi's
sarcoma (KS), multicentric Castleman's disease (MCD) and primary effusion lymphoma
(PEL) in people living with HIV/AIDS, the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o and
IFN-y were reported to be associated with the HHV-8 infection. Considering that HHV-8 may
influence the immune response of the host by increasing cytokine levels, increasing HIV viral
load and developing diseases, we were motivated to carry out the present study with the
objective of comparing IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y in HIV/HHV-8 coinfected
and monoinfected with HIV. The knowledge that there is an increase in the levels of
cytokines in coinfected without diseases associated with coinfection could be predictive
markers and inspire to investigate more factors that can develop these clinical manifestations.
A case-control study was carried out with 56 serum samples from people co-infected with
HIV / HHV-8 and 95 from monoinfected with HIV, from the Infectious and Parasitic
Diseases Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas of UFPE collected in the period of
July from 2015 to October 2016. The socio-demographic data were obtained from the
research form and the laboratory exams of the patients’ medical records. Cytokine
quantification was performed by flow cytometry using commercial BD (Cytometric Bead
Array (CBA) and Human Soluble Protein Master Buffer Kit using the BD FACSCalibur ™
Cytometer. There was an association of IL-4, IL-6 and IL-10 cytokines in HIV / HHV-8
coinfected compared to HIV monoinfected. IL-4 was significantly increased in those co-
infected with detectable and undetectable HIV viral load and IL-6 and IL-10 in those co-
infected with undetectable HIV viral load. There was an inverse correlation between IL-10
levels and TCD4 counts in HIV monoinfected, but no association was found between the
median of CD4 counts between coinfected and monoinfected. The increase in cytokines in
coinfected underscores the importance of monitoring these patients, since it may be a

predictive marker for HHV-8 associated diseases in HIV / HHV-8 coinfection.

Key-words: Coinfection. HIVV. HHV-8. cytokines.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema da estrutura do HHV-8.........ccocoi i 20

Figura 2. Imagem ilustrativa do genoma do HHV-8..........cccoiiiiiiiii i, 20

Figura 1. Correlacdo de Spearman entre as IL-2, I1L-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y e a
contagem de TCD4 entre coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados pelo HIV com a carga

VITAL INUEBEECTAVEL. ...ttt ettt e e e e e e e e et et e e e e e e eee e reeeens 42

Figura 2. Correlagdo de Spearman entre as IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y e 0 tempo
de uso da TARV entre coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados pelo HIV com a carga

VITAL INUEECTAVEL. ...t e ettt e e e e e e e e ettt eeeeeeee e aeaeens 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Variaveis socio demograficas dos pacientes coinfectados com HIV/HHV-8 e

MONOINTECtadOS PEIO HIV ......oieeiee e e 40

Tabela 2: Medianas das dosagens das IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a ¢ IFN-y em pessoas

coinfectadas com HIV/HHV-8 e monoinfectados com HIV .......oooveeeeiooeeeee e 40

Tabela 3: Medianas das dosagens das IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y quanto a carga
viral detectavel e indetectavel do HIV pessoas coinfectadas com HIV/HHV-8 e

monoinfectados com



AIDS

CBA
DNA
ELISA

HEK 293

HHV-8
HIV
HSH
IL-4
IL-6
IL-8
IL-10
IL-17
IL-18
IFA
IFN- a
IFN-y
IP
IRF-7
KSHV
LANA

LIKA
MCD

NF-AT
NHL
NF-kB
ORF

LISTA DE ABREVIATURAS

Sindrome da imunodeficiéncia adquirida, do inglés acquired immunodeficiency
syndrome
Ensaio de beads na citometria, do inglés Cytometric Bead Array
Acido desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid
Ensaio Imunoenzimatico, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay
Células renais embrionarias 293, do inglés Human Embryonic Kidney 293
cells
Herpesvirus humano tipo 8
Virus da imunodeficiéncia humana, do inglés human immunodeficiency virus
Homens que fazem sexo com homens
Interleucina 4
Interleucina 6
Interleucina 8
Interleucina 10
Interleucina 17
Interleucina 18
Imunofluorescéncia indireta
Interferon- alfa
Interferon-gama
Inibidor da protease
Fator regulador do interferon tipo 7
Herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi
Antigeno nuclear associado a laténcia, do inglés Latency-Associated
Nuclear Antigen
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami
Doenca de Castleman multicéntrica, do inglés multicentric
Castleman disease
Fator nuclear de células T ativadas
linfoma ndo-Hodgkin
Fator Nuclear Kappa B

Quadros abertos de leitura, do inglés Open Reading Frame



PBMC

PCR
PEL
PVHA
gPCR
SK
SK-aids
SKC
SKE
SKI
STAT6

TARV
UFPE
ul
vGPCR
vIL-6
VIRF-4
VP16

Células mononucleares de sangue periférico, do inglés peripheral blood
mononuclear cells

Reacdo em cadeia da polimerase, do inglés polymerase chain reaction
Linfoma de efusdo primaria, do inglés primary effusion lymphoma
Pessoas vivendo com HIV/aids

Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa

Sarcoma de Kaposi

Sarcoma de Kaposi associado a aids

Sarcoma de Kaposi cléssico

Sarcoma de Kaposi endémico

Sarcoma de Kaposi iatrogénico

Proteina de transcricdo ativada pela tirosina quinase 6, do inglés signal
transducers and activators of transcription 6

Terapia antirretroviral

Universidade Federal de Pernambuco

Unidade Internacional

Receptor viral acoplado a proteina G

Interleucina 6 viral

Fator regulador do interferon viral tipo 4

Proteina do tegumento do herpesvirus humano 8



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ...t ee e 17
2. REVISAO DA LITERATURA . .....oooieeeeeeee e e e sesie s sesasss s nannens 19
2.1 Historico do SK e do HHV-8........ccooiiiiiiie s 19
2.2 Caracteristicas genéticas do HHV-8...........cccoc i 19
2.3 Ciclo replicativo do HHV-8.........c.oiiiiiieee s 21
2.4 Manifestacdes clinicas do HHV-8............ccocoviiii e 22
2.5 Epidemiologia do HHV-8.........ccooiiieiece e 23
2.6 Transmiss80 A0 HHV-8........ocoiiiiiii e 24
2.7 Diagnostico da infecg@o pelo HHV-8.........coviiiii e, 24
2.8 Tratamento do HHV-8.........ooiiiie e 25
2.9 CoiNfeCCa0 HIVIHHV-8........c.ooeeee e 26
2.10 INTEITEUCING 2.t sre e e nreenne s 27
2.11 INTErTEUCINA d......eeeee ettt nns 27
2.12 INTEITEUCING B e 28
2.13 INErleUCING L0.......oiieieieie et 29
2.14 Fator de Necrose TUMOTFAl-0l..........ccocveiviieeieiiesie e 29
2.15 INEEITEION-Y ..t bbbt 31
3. OBUIETIVOS.....coo ettt nne s 32
3.1 ODJELIVO GEIAL.......eciiiiiece et 32
3.2 ODjetiVos ESPECITICOS. .. .c.viuiieiieieeieriee e 32
4. METODOLOGIA . ...ttt e e e e e s nnee e e 33
4.1 DEeSENNO dO BSTUD. ......eiuiiiiiiiieiece et 33
4.2 Populacao e local de eStUAO.........coeeiiiiiiieiieeeie e s 33
4.3 Criterios de INCIUSAO. ........ccueiieie et 33
4.4 Criterios de eXCIUSAOD........c.viiiiieie et ne e 34
4.5 Definicdo e categorizacao das variaveis de coleta de dados...........c.cccceervenene. 34
4.5.1 Variavel dePendENte.........cvciieiiiiiecie ettt 34
4.5.2 Variaveis INAEPENUENTES. .......ceiviieiie e see st sae e nres 34
4.6 Coleta e processamento doS dadoS..........ccviveieiieieeiesiee e 35
4.7 Coleta e armazenamento das aMOSTFaS. .........ccvrvrieerierieieenesie e 36
4.8 Citometria de fluxo para quantificar as CitOCINGS...........ccccceveereriirieerennnn 36

4.9 ANALISE B T AT STICA .. vveeeeeeee e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e 37



4. 10 ASPECLOS ELICOS. ....ve vttt sttt sb ettt bbbt sb e et b e na e e 37

B, RESULTADOS.......ooieiisieiseeetee e eeetesesses st enessasss st sns s 38
B. CONCLUSOES........otioeteeeeeeteee e es st ass st an s s 49
REFERENCIAS. ......coooiceeeeeeeeeeevee e sesie st es st st aanen s 50
APENDICES......oooiiiiiciieeseeee ettt ses s eses st en st sne st nesn st eenens 63
APENDICE A — FOrmulario de PESQUISAL..........c..c.evruruereeeeeeeereereesessessessessereeneenes 63
APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)............. 65
APENDICE C — Artigo CIeNtifiCO........covoivevireieeieieseeeeeeeesee st 67

ANEXO A — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa..........c.cccceecuveeercunenne. 76



17

1. INTRODUCAO

Em pessoas com doencas associadas ao herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8), como o
sarcoma de Kaposi (SK), a doenca de Castleman multicéntrica (MCD) e o linfoma de efuséo
primaria (PEL) em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA), relatou-se um aumento nos
niveis de citocinas, entre elas o0 TNF-a, IL-6, a IL-8 e a IL-10 (QIN et al., 2010; URSINI, et
al. 2010; SATHISH & YUAN, 2011; POLLIZZOTO et al., 2013; KNOWLTON et al., 2014;
MACHADO et al., 2014). Além disso, o IFN- y pode estar associado ao desenvolvimento do
SK (FIORELLI et al., 1998; GUEDES et al., 2008). O HHV-8 ainda pode influenciar no
aumento nos niveis de outras citocinas como a IL-2 e a IL-4 (PATI, et al. 2003; PELLET, et
al. 2006; ZENG et al. 2007).

No entanto, a maioria das pesquisas sdo com individuos ja com apresentacdes clinicas
associadas a coinfeccdo, ndo tendo comparacdo entre os niveis dessas citocinas em pessoas
coinfectadas sem essas doengas. Uma associacdo de citocinas em coinfectados HIV/HHV-8
sem doencas associadas a coinfec¢do poderia demonstrar que nao s niveis alterados de
citocinas contribuiriam para a manifestacdo dessas doencas. Pugliese et al. (2002) fizeram
uma comparagdo entre as citocinas IL-4, IL-10, IL-18 e IFN-y com apenas 24 pessoas
coinfectadas com o HIV/HHV-8 e 20 infectadas com o HIV, onde foi encontrado um nivel
menor da IL-18 entre os coinfectados.

Sabe-se que o aumento dos niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias e
inflamatdrias contribuem para replicacdo viral e muitas manifestacbes de imunodeficiéncia
(MUNOZ-FERNANDEZ, et al. 1997; TASCA et al. 2012). Por outro lado, ndo se sabe
exatamente se um aumento significativo de citocinas inflamatorias influenciaria na infeccéo
pelo HIVV em pessoas coinfectadas com HIV/HHV-8. Para Caselli et al., (2005) os produtos
virais homologos a quimiocinas humanas, produzidas pelo HHV-8, podem induzir a produgéo
de citocinas inflamatdrias em células, sugerindo que isso poderia causar um aumento na
replicacdo do HIV, embora ndo se conhecam quais delas estariam aumentadas.

Demonstrando uma possibilidade de que o HHV-8 pode influenciar na carga viral do
HIV, Caha et al. (2016) mostraram que a sorologia reagente para o HHV-8 foi mais frequente
entre os individuos que tiveram uma carga viral do HIV detectavel quando comparada com a
carga viral do HIV indetectavel. Sendo assim, a coinfeccdo pelo HHV-8 em PVHA poderia
trazer um pior prognostico, visto que um aumento significativo de citocinas inflamatorias
poderia aumentar a producdo e recrutamento de células imunoldgicas, contribuindo para a

replicacdo do HIV.
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Considerando que o HHV-8 pode influenciar na reacdo imunolégica do hospedeiro
com o aumento dos niveis de citocinas e elevacdo da carga viral do HIV, aléem de levar ao
desenvolvimento de diversas doencas como o SK, fomos motivados a realizar o presente
trabalho, com o objetivo de comparar os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF- a e
IFN-y em coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados com HIV. O aumento dos niveis de
citocinas em coinfectados HIV/HHV-8 sem manifestacdes clinicas, além de outros fatores
poderiam constituir marcadores preditivos ao desenvolvimento de doencas associadas a

coinfeccao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Abaixo serdo apresentados os principais aspectos da infeccdo pelo HHV-8, da

coinfeccdo HIV/HHV-8 e das citocinas.

2.1 Histérico do SK e do HHV-8

Em 1872, o dermatologista Moriz Kaposi descreveu o SK e o classificou em quatro
variantes clinico-epidemioldgicas (KAPOSI, 1872). No entanto, apenas em 1994 Chang et al.
identificaram a sequéncia do HHV-8 a partir de bidpsias cutdneas de pacientes com SK e
vivendo com HIV/aids. O SK foi a primeira doenca oportunista relacionada a infeccdo pelo
HIV, sendo a neoplasia mais frequente em PVHA (BERAL et al., 1990; FELLER e LEMER,
2008; CAHU, 2015).

Além do SK, o HHV-8 esta associado a doenca de Castleman multicéntrica (MCD) e
linfoma de efusdo priméaria (PEL) em PVHA. Ainda ndo foi confirmada sua associacdo com
outras doengas, entre elas 0 mieloma multiplo, sarcoidose, hipertensdo pulmonar primaéria,
angiossarcoma, linfoma de células T e carcinomas de pele (SANTOS, et al., 2015).

Em 2010, o HHV-8 foi classificado pela Agéncia Internacional para Pesquisa do
Cancer como agente carcinogénico do grupo 1, destacando a importancia do virus na saude
pablica (IARC, 2012).

2.2 Caracteristicas genéticas do HHV-8

O HHV-8 é membro da Ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae, da subfamilia
Gammaherpesvirinae e do género Rhadinovirus (ICTV, 2016). Possui virion com 120-150
nm de didametro e também envelope, nucleocapsideo de forma icosaédrica, uma molécula de
DNA linear de fita dupla e no espaco entre o envelope e o capsideo existe uma camada
denominada de tegumento (JENNER et al., 2002; SATISH et al., 2012), conforme ilustrado

na Figura 1.
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Figura 1. Esquema da estrutura do HHV-8.

Fonte: www.prn.org.ilustration-John/Henderson-2002 - modificado
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O genoma do HHV-8, representado na figura 2, possui aproximadamente 170 a 270 kb
com pelo menos 85 a 95 quadros abertos de leitura (ORF) (CHAKRABORTY et al., 2012). O
HHV-8 possui ORFs homadlogos a outros herpesvirus e ainda apresenta mais de 20 genes
unicos, designados pelo prefixo K (CHAKRABORTY et al., 2012).

Figura 2. Imagem ilustrativa do genoma do HHV-8.
Fonte: ABLASHI et al., 2002 (adaptado).
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Foi verificado através de estudos epidemioldgicos que a ORF-K1 € altamente variavel,
tornando-a entdo um bom marcador para genotipagem. Foram descritos cinco subtipos
moleculares principais do gene K1, identificados como A, B, C, D e E, sendo a distribuicdo
dos subtipos variada de acordo com a localizacdo geografica e a composicdo étnica da
populagéo (PAOLI, 2004; MOHANNA et al., 2005).

O HHV-8 também pode apresentar genes semelhantes aos genes codificadores de
proteinas de células humanas (CARBONE, 2002) denominados de genes pirateados e por nao
apresentarem introns, foram provavelmente adquiridos de DNA complementar (cDNA) de
células humanas. Devido a este fato, a aquisi¢cdo dos genes do hospedeiro pode capacitar o
virus a modular a resposta imunoldgica do hospedeiro (RUSSO, et al., 1996; BORGES,
2009).

Alguns estudos tém identificado muitos desses genes homdlogos como sendo
proteinas biologicamente ativas, modulando o crescimento, a diferenciacdo e a sobrevida das
celulas do hospedeiro (CARBONE, 2002). No SK, como exemplo, essas proteinas podem agir
tanto na estimulacdo autdcrina/paracrina das células tumorais quanto na transformacao celular
(CARBONE, 2002).

De uma forma geral, alguns genes do HHV-8 podem ser responsaveis por induzir a
angiogénese, o crescimento celular, inibir a apoptose e a resposta inflamatdria do hospedeiro,
tornando a resposta imune antitumoral deficiente e contribuindo para o surgimento e
progressdo das neoplasias associadas pela infeccdo do HHV-8 (CUNHA, 2005). De fato, o
HHV-8 especifica um certo nimero de proteinas que ndo tinham sido previamente
identificadas em gama herpesvirus, herpesvirus ou mesmo virus em geral, e acredita-se que
estas proteinas desempenhem funcdes vitais na biologia do virus e sejam centralmente
envolvidas na patogénese viral (COUSINS & NICHOLAS, 2014).

2.3 Ciclo replicativo do HHV-8

O ciclo replicativo do HHV-8 inicia-se com a interacdo entre as glicoproteinas do
envelope viral e a matriz extracelular. Em seguida, hd uma segunda interacdo das
glicoproteinas com receptores da membrana celular promovendo a fuséo e consequentemente
a liberagcdo do capsidio viral para o citoplasma da célula hospedeira (ROIZMAN, 1996;
CHAKRABORTY et al., 2012). O deslocamento do nucleocapsideo para a superficie celular

acontece através de microtubulos e o0 DNA viral € liberado para o ndcleo da célula, passando
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de uma forma linear para circular (epissomal), ndo integrada. Durante a fase litica da infeccéo
pelo HHV-8 ocorre a expressao de genes virais de fase imediata, intermediaria e tardia. Ainda
nesta fase com a expressdo dessas proteinas, ocorre a producdo de substancias pro
angiogénicas e pro inflamatérias, levando ao favorecimento de um ambiente para a
proliferacdo do virus na célula hospedeira e da persisténcia viral, induzindo entdo respostas
inflamatorias relacionadas a patogénese do SK (GRUNDHOFF & GANEM, 2004).

Assim como os demais herpesvirus, o HHV-8 pode atuar de forma latente por toda a
vida do hospedeiro. A VP16 (proteina do tegumento) interage com o material celular
promovendo a transcri¢cdo de proteinas virais denominadas antigenos latentes ou LANA (do
inglés Latency-Associated nuclear antigen). O virus na fase latente pode reativar-se e iniciar
seu ciclo litico, durante esse ciclo, proteinas estruturais sdo produzidas no citoplasma celular
(ROIZMAN, 1996; JENNER, R. G. & BOSHOFF, 2002).

2.4 Manifestac0es clinicas do HHV-8

Existem quatro variantes do SK, as quais sdo o SK cléassico (SKC), o SK endémico
(SKE), o SK iatrogénico (SKI) relacionado & imunossupressdo em pacientes transplantados e
0 SK associado a aids (SK-aids) (ANTMAN & CHANG, 2000; MOHANNA et al., 2005).

O SK-aids é a manifestacdo clinica mais comum na coinfeccdo HIV/HHV-8
progredindo mais rapidamente e sendo mais grave, podendo apresentar multiplas lesdes
disseminadas acometendo principalmente pele, linfonodos e trato gastrointestinal (HENGGE,
etal., 2002; SIMONETI, et al., 2016).

A MCD ¢é uma doenga linfoproliferativa rara na qual a maioria dos individuos com a
doenga apresenta linfadenopatia difusa, febre, perda de peso e hepatoesplenomegalia
(STEBBING, 2008; KAPLAN, 2013). O SK esta presente em até 70% dos individuos com
MCD no momento do diagnostico (SCHULZ, 2006; STEBBING, 2008; KAPLAN, 2013).

O PEL é um raro linfoma ndo-Hodgkin (NHL) incuravel associado ao HHV-8, que
inicia-se em pessoas imunocomprometidas, como por exemplo, em pessoas vivendo com
HIV/aids (CHEN, et al., 2007; BONSIGNORE, et al., 2016). Pode ocorrer em consequéncia
da infeccdo latente de células B infectadas com o HHV-8, correspondendo a
aproximadamente 4% de todos os NHL nestes pacientes (CHEN, et al., 2007,
BONSIGNORE, et al., 2016). O PEL tem uma apresentacao clinica unica com predilecéo para

cavidades corporais, tais como o espaco pleural, pericardio e periténio (CHEN, et al., 2007).
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Células do PEL s&o morfologicamente varidveis com uma imunofenotipagem de linfocitos
nula e evidéncia de infeccdo pelo HHV-8 (CHEN, et al., 2007). Os mecanismos oncogénicos
exatos do HHV-8 ndo foram claramente definidos (CHEN, et al., 2007). O tratamento é
geralmente com a combinacdo de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisona e
caso o0 pacientes seja HIV positivo adiciona-se a terapia antirretroviral (CHEN, et al., 2007,
BONSIGNORE, et al., 2016; OSAWA, et al., 2016). O prognostico para PEL é ruim, com um
tempo medio de sobrevivéncia de cerca de seis meses (CHEN, et al., 2007, OSAWA, et al.,
2016).

2.5 Epidemiologia do HHV-8

A infeccgdo pelo HHV-8 pode ser encontrada em todo o mundo com diferentes taxas de
prevaléncia, onde os testes soroldgicos sdo usados geralmente para estimar a prevaléncia
mundial do HHV-8 (MINHAS & WOOD, 2014).

Nas populagdes adultas das regides da Africa e do Mediterraneo, a soroprevaléncia do
HHV-8 varia de 20% a 80%, enquanto que nos Estados Unidos e Norte da Europa geralmente
baixa (<10%) (MINHAS & WOOD, 2014). Na América do Sul, os indios também foram
identificados como uma populagéo hiperendémica para infeccdo, sendo a prevaléncia em nao-
indios significativamente inferior (BIGGAR, et al., 2000; MINHAS & WOOD, 2014). Em
relacdo aos paises Asiaticos, a incidéncia do SK é incomum e a prevaléncia do HHV-8 € baixa
na populagdo (DE SANJOSE, et al., 2009). No entanto, na China a prevaléncia do HHV-8
varia consideravelmente entre as diferentes regides do pais, sendo de 7,3% a 16,1% em
adultos em diferentes provincias (MINHAS & WOOD, 2014). As razdes para tais variacdes
geogréficas e populacionais do SK e distribuicdo do HHV-8 continuam a serem estudadas.
(DEDICOAT & NEWTON, 2003; MINHAS & WOOD, 2014).

No Brasil, a prevaléncia do HHV-8 na populagdo geral estd abaixo de 10%, no
entanto, tem sido relatada uma prevaléncia em torno de 30%, em tribos amerindias da
Amazodnia, sendo considerada uma regido hiperendémica para a infeccdo pelo HHV-8
(ISHAK et al., 2007; SOUZA et al., 2010; BORGES et al., 2012) Em PVHA, a prevaléncia
do HHV-8 varia de 15-38% (PIERROTTI et al., 2000; ZAGO et al., 2000; SOUZA et al.,
2004; CAHU, 2015).
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2.6 Transmissao do HHV-8

Ainda ndo hd um esclarecimento completo da via exata de transmissdao do HHV-8
(ROHNER et al., 2014). Os modos de transmissdo do HHV-8 podem variar em diferentes
partes do mundo, dependendo da endemicidade daquela regido (MINHAS & WOOD, 2014).

A transmissdo do HHV-8 frequentemente se da atraves da saliva (associada ao
compartilhamento de utensilios domésticos ou contato intimo), sangue, mucosa orofaringea,
sémen, secrecBes cervico-vaginais e glandulas da prostata (MINHAS & WOOD, 2014,
SANTOQOS, et al., 2015). Todas essas formas de transmisséo representam uma fonte tanto de
transmisséo vertical quanto horizontal (MINHAS & WOOD, 2014; SANTOS, et al., 2015).
Ha relatos de transmissdo vertical e através de transplante de 6rgdos a partir de doadores de
orgdos (LUPPI et al., 2000; BAROZZI et al., 2003). Uma elevada soroprevaléncia do HHV-8
ocorre entre usuarios de drogas injetaveis e pessoas que receberam transfusdo de sangue e/ou
derivados nas &reas endémicas para o virus (LEVI, et al., 2011).

Nos paises endémicos, hd uma proporc¢do parecida de homens e mulheres infectados
pelo HHV-8, e a transmissdo durante a infancia torna-se a principal via de infeccdo, podendo
ser causada principalmente pelo contato de saliva e leite materno entre as mulheres desses
locais (SANTOS, et al., 2015).

Em relag&o a transmissdo sexual, h4 uma elevada prevaléncia do HHV-8 entre homens
gue fazem sexo com homens (HSH), tornando esta via um importante fator de transmissao
entre este grupo (CAHU, et al., 2016). Em paises da América do Norte, a prevaléncia do
HHV-8 € maior entre HSH do que em pessoas que usam drogas endovenosas, hemofilicos e
mulheres (LEAO, et al., 1999; ROHNER, et al., 2014). Segundo Rohner et al. (2014), a

transmissdo sexual por contato heterossexual, ainda é controversa.

2.7 Diagnostico da infeccéo pelo HHV-8

N&o ha um padrdo ouro para o diagnostico da infecgdo pelo HHV-8, sendo este ainda
um desafio, no qual mesmo com o0s ensaios atuais sendo confiaveis para a deteccdo de
anticorpos, ndao sdo usados rotineiramente para diagnosticar pessoas infectadas pelo HHV-8
(MOHANNA, et al., 2005; CAHU, 2015; LOGAN, et al. 2016).

Quanto aos testes soroldgicos disponiveis, ha o ensaio de imunofluorescéncia indireta

(IFA), que foi o primeiro teste aplicado em inquéritos epidemiolégicos e 0 ensaio



25

imunoenzimatico (ELISA), que utiliza proteinas recombinantes, anticorpos contra antigenos
estruturais e ndo estruturais e a particula viral intacta ou lisada (SPIRA, et al., 2000;
MOHANNA, et al., 2005; LOGAN, et al. 2016).

O HHV-8 pode ser isolado a partir de lesbes de pele de pacientes com SK, por cultura
de células de rim embrionario humano, a Human Embryonic Kidney 293 cells (HEK293),
entretanto, o isolamento de HHV-8 em cultura ndo € utilizado com fins de diagnostico
(FOREMAN et al., 1997; CAHU, 2015).

A deteccdo do DNA do HHV-8 ¢ realizada, a partir de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC), pela técnica molecular da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(EDELMAN, 2005; CAHU, 2015; LOGAN, et al. 2016). Também é possivel quantificar a
carga viral do HHV-8 utilizando a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR),

que apresenta uma deteccao de no minimo 1-6 copias (QU et al., 2010).

2.8 Tratamento do HHV-8

Na prética clinica ndo ha tratamento para o0 HHV-8, embora existam antivirais que
inibem in vivo a replicacdo do HHV-8, como o ganciclovir e sua pré-droga, o valganciclovir
(CASPER et al., 2004; CASPER, et al., 2008). In vitro, foi observada a inibicdo do HHV-8
utilizando ganciclovir, foscarnet e cidofovir em baixa dose (KEDES et al., 1997; LEAO et al.,
2000; RADU & PANTANOWITZ, 2013).

Os inibidores da protease (IP) utilizados na terapia antirretroviral (TARV) para o HIV
podem auxiliar na remissdo do SK e inibem a replicacdo do HHV-8 (SGADARI et al., 2002;
GANTT et al., 2011)

A TARV tem sido utilizada para reverter a imunossupressao associada ao HIV,
levando a regressdo da epidemia do SK nos paises desenvolvidos e reduziu o risco de
desenvolver o SK para até 90% para aqueles que receberam o tratamento (GALLAFENT, et
al., 2005; SEEMERE, et al., 2012; OHNER, et al., 2014). Com a TARV e 0 monitoramento
do tratamento, muitas vezes é o suficiente para tratar a SK-aids, tendo por objetivo
reconstituir o sistema imunolégico e reprimir a replicacdo do HIV, seja no contexto de
doentes ndo tratados, onde as lesbes do SK podem ser as primeiras indicacdes de infeccédo
pelo HIV, ou no contexto da aids, onde as lesbes do SK indicam a falha da TARV
(SCHNEIDER & DITTMER, 2017).
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2.9 Coinfec¢éo HIV/HHV8

Estudos demonstram o aumento na prevaléncia do HHV-8 em PVHA, devido aos
virus apresentarem vias de transmissdao comuns (PALELLA et al., 1998; SEABERG et al.,
2010; REINHEIMER et al., 2011).

No Brasil, a prevaléncia do HHV-8 em PVHA varia de 15-38% (PIERROTTI et al.,
2000; ZAGO et al., 2000; SOUZA et al., 2004; CAHU, 2016). Em Pernambuco, a prevaléncia
da coinfeccdo HIV/ HHV-8 foi de 28,6% e em HSH 38,6% (CAHU, et al. 2016).

Desde a introducdo da terapia antirretroviral, a incidéncia do SK-aids diminuiu
drasticamente, mas ela continua sendo a neoplasia maligna mais comum em PVHA
(KAPLAN, 2013; SIMONET], et al., 2016). No entanto, o SK continua a ser um problema
significativo na Africa Subsaariana, e em locais sem acesso & TARV (KAPLAN, 2013;
SIMONET]I, et al., 2016).

A incidéncia do SK é de cerca de 1 em 100.000 na populacdo em geral, e
aproximadamente 1 em cada 20 em individuos infectados pelo HIV (LI, et al. 2017). Cerca de
50% dos HSH coinfectados, mesmo nos paises onde o SK é baixo, desenvolvem SK-aids,
entre 5 a 10 anos da aquisicdo da coinfeccdo, sendo esse alto nivel de expressdo da doenca
nessas pessoas, mesmo com o0 quadro mudando com a aquisicdo da nova terapia
antirretroviral, representado pela importancia da coinfec¢do HIV/HHV-8 no desenvolvimento
do SK (SANTOS. et al., 2015; SIMONET], et al., 2016).

Embora a MCD apareca em pessoas soronegativas para o HIV e o HHV-8, uma
associagdo da coinfecgdo HIV/HHV-8 com a MCD tem sido relatada. Uldrick et al. (2010)
relataram que seis pacientes coinfectados com HIV/HHV-8, sem evidéncia patologica da
MCD, apresentaram uma sindrome inflamatoria semelhante a observada na MCD. Esses
pacientes tinham padrbes virais de atividade de citocinas liticas do HHV-8, incluindo a
elevacdo acentuada da vIL-6 (interleucina 6 viral), que é uma interleucina de fungéo
basicamente autdcrina produzida pelo HHV-8 e IL-6 humana, que se assemelhava aos
observados em doentes com MCD (POLIZZOTTO, et al. 2013; GIFFIN, et al. 2014).

Sendo assim, considerando que o HHV-8 influencia na reacdo imunoldgica do
hospedeiro, com um possivel aumento na producédo de diferentes tipos de citocinas, destaca-se
a importancia do conhecimento de como a infeccdo pelo HHV-8 interfere na producdo de
citocinas em PVHA, e entre elas se destacariam as IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a ¢ IFN-y por
serem importantes nas doengas causadas pela coinfec¢do HIV/HHV-8, no aumento da carga
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viral do HIV e na contagem de TCD4 (CASELLLI, et al. 2005; POLIZZOTTO, et al., 2013;
MACHADO, et al., 2014).

2.10 Interleucina 2 (IL-2)

A IL-2 é secretada principalmente por linfocitos T, sendo as células Thl as que mais
produzem IL-2 apds estimulo antigénico e tem como funcdo promover proliferacdo de
linfocitos T e citotoxidade mediada por células NK (HENNEY, et al. 1981).

Pellet et al. (2006) observaram um aumento significativo da producédo de IL-2 e IFN-y
por células T CD4 e um aumento da producéo de IFN-y por células T CD8 em pacientes com
SK sem infeccdo pelo HIV em comparacdo com pacientes controle sem SK e sem infeccao
pelo HHV-8.

De alguma forma, a IL-2 pode aumentar a replicagdo do HHV-8, sendo sua
administracdo em tratamentos junto com a TARV temporariamente associada a aumentos
transitdrios na viremia do HHV-8 (SMITH, 2001; TAMBUSSI, et al. 2001; MALNATI et al.
2002). Embora a replicagdo do HHV-8 seja necessaria para o desenvolvimento de lesbes do
SK, Mallery et. al. (2002) asseguraram que o tratamento com a IL-2 pode ser implementado,
onde na sua pesquisa 0 SK ocorreu apenas em pacientes em que a replicacdo do HHV-8 ja era

detectavel antes do inicio do tratamento com a IL-2.

2.11 Interleucina 4 (I1L-4)

A IL-4 é uma citocina produzida por linfocitos T CD4+, mastdcitos e basofilos
ativados e € a principal citocina responsavel pela producdo de anticorpos IgE e para o
desenvolvimento de células Th2 a partir de células T auxiliares CD4+ (DA SILVA, 2007). A
IL-4 também possui efeitos anti-inflamatorios, reduzindo os efeitos das IL-1, TNF-a, IL-6 €
IL-8, e, além disso, inibe a producdo de radicais livres de oxigénio (DE OLIVEIRA, et al.
2011).

O HHV-8 codifica um receptor viral acoplado a proteina G (VGPCR) que tem sido
implicado na patogénese do SK e que ativa o fator nuclear de células T ativadas (NF-AT),
fator de transcricdo importante na regulacdo da expressdo de citocinas tais como a IL-4
(PATI, et al., 2003).
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A IL-4 tambem pode ser induzida pela proteina Tat do HIV (ZENG, et al., 2007). Por
sua vez, a IL-4 ativaria a proteina de transcri¢do ativada pela tirosina quinase 6 (STAT6) que
pode contribuir para a replicacdo do HHV-8 (ZENG, et al., 2007). Todavia, ndo se sabe
exatamente se o HHV-8 poderia interferir na producdo ou inibicdo desta citocina, embora
Publiese et al. (2002) ndo tenham encontrado diferengas significantemente estatisticas entre os
niveis da IL-4 em monoinfectados pelo HIV e coinfectados pelo HIV/HHV-8.

2.12 Interleucina 6 (I1L-6)

A IL-6 é uma citocina sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e
outras células em resposta a microrganismos e também por estimulacdo de outras citocinas,
principalmente interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-a) (SOUZA, et al.,
2008) e atua na resposta imune inata e adaptativa. Ela é importante nas respostas inflamatorias
agudas que apresenta efeitos locais e sistémicos, incluindo a inducdo da sintese hepatica de
diversos outros mediadores inflamatérios, a estimulacdo da producdo de neutrofilos na
medula 6ssea e a diferenciacdo de linfocitos T auxiliares (helper) produtores de interleucina
17 (IL-17) (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2012). O receptor de IL-6 é composto por uma
cadeia polipeptidica capaz de interagir com a citocina e uma subunidade capaz de transduzir
sinal (chamada gp 130), que é também um componente de sinalizacdo de receptores de outras
citocinas e também participa da via de sinalizacdo que ativa o fator de transcricdo STAT 3
(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2012).

Os pacientes com alguns tipos de cancer apresentam elevagdo dos niveis de IL-6
devido a sua producdo pelo tecido tumoral (FERREIRA, 2008). A IL-6 € superexpressa em
lesbes do SK, sendo considerada importante na angiogénese e como fator de crescimento
autocrino para as celulas do SK, além disso, é também aumentada na MCD e na PEL (XIE, et
al., 2005). Analises através de “microarrays” demonstraram que a infec¢do pelo HHV-8
induzia a expressdo da IL-6, todavia, 0 mecanismo de inducdo permaneceu desconhecido
(CARROL, et al., 2004; NARANATT, et al., 2004).
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2.13 Interleucina 10 (IL-10)

A IL-10 é sintetizada principalmente por células TCD8 ativadas e também por células
ThO, Thl, Th2 ativadas, linfécitos B, mastécitos e mondcitos ativados por LPS (BENJAMIN
et al. 1992). Esse é um exemplo de circuito de feedback negativo em resposta as células T
(POLIZZOTTO, et al., 2013). A IL-10 também pode atuar como um facilitador da evasédo
imune viral (POLIZZOTTO, et al., 2013).

A IL-10 também vem servindo como um fator de crescimento da aids relacionando-a
com o linfoma de células B e por linhas celulares PEL HHV-8 infectadas
(OKSENHENDLER, et al., 2000). Em relacdo a macréfagos, a IL-10 decresce a producgéo de
TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF e, consequentemente, inibe a sua funcdo de
ativadores de células T (WEISS, et al., 2004).

No Brasil, Machado et al. (2014) observaram que a IL-10 foi maior em pacientes com
SK-aids, quando comparadas com aqueles com o SK cléssico ou apenas infecgdo pelo HIV.
Houve também um alto nivel de IL-10 entre os pacientes com SK de forma disseminada
comparado com aqueles com apenas lesGes cutaneas, ou cutanea e digestiva e/ou lesdes do
trato respiratério. Os resultados apresentados foram os primeiros a demonstrar que existe uma
estratificacdo de pacientes com SK-aids de acordo com a leséo topografica, quando niveis de

IL-10 sdo mais elevados em individuos com doenca disseminada.

2.14 Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a)

O TNF-a é uma proteina de 17 Kd, com muitas atividades bioldgicas, produzido
principalmente por macrofagos ou mondcitos ativados e também por outros tipos de células
como células NK, mastdcitos, células endoteliais, queratindcitos e células da musculatura lisa
(RUBIN, et al., 1986; VITALE & RIBEIRO, 2007).

Embora se conheca que o TNF-a exiba atividades antitumorais, esta citocina tem sido
implicada na patogénese do SK (URSINI, et al. 2010). O TNF-a funciona como um mitdgeno
para células de SK em cultura e os niveis séricos de TNF-a sdo aumentados na infeccéao
inflamatdria apds a infecgdo por HIV (LAHDEVIRTA. et al. 1998; NAKAMURA, et al.
1998). Além disso, as leses de SK contém niveis aumentados de TNF-a e a exacerbagdo do
SK foi observada ap6s a administracdo de TNF-a para pacientes com SK (ABOULAFIA, et
al. 1989; OXHOLM. et al. 1989).
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O HHV-8 contém um quadro de leitura aberto, K14, que tem homologia significativa
com a glicoproteina celular OX2, designada OX2 viral (vOX2) (CHUNG, et al. 2002).
Purificada, a proteina vOX2 glicosilada estimulou mondcitos primarios, macrofagos e células
dendriticas para produzir citocinas inflamatorias, as quais foram a interleucina 1-p (IL-1p),
IL-6, proteina 1 quimiotratante de mondcitos (MCP-1) e TNF-o (CHUNG, et al. 2002).
Segundo Chung et al. (2002), essas citocinas ativam ceélulas endoteliais para favorecer a
angiogénese e atuar no recrutamento de células T, sugerindo que a vOX2 ativa a infiltracdo de
células de linhagem mieloide para produzir citocinas inflamatdrias, que potencialmente
facilitam a proliferacdo angiogénica de lesdes de SK.

Embora a seja sugerido que pessoas SK-aids possuem origem multifatorial, essas
possuem niveis séricos aumentados de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a (MILES,
1994; JACOBSON & ARMENIAN, 1995). Segundo Mallery et al. (1998), in vivo, niveis
elevados de TNF-a do soro juntamente com uma maior capacidade de resposta ao TNF-a
promoveria o desenvolvimento da SK-aids.

Embora as pesquisas apontem um aumento do TNF-o na coinfecgdo HIV/HHV-8,
Machado et al. (2014) ndo encontraram diferencas significativas do TNF-o entre pessoas com

diferentes tipos de SK e 0 grupo controle de pessoas infectadas apenas pelo HIV.

2.15 Interferon - y (IFN-y)

O IFN-y é a principal citocina de ativagdo de macrofagos e tem funcdes fundamentais
na imunidade contra os microrganismos intracelulares (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI,
2012). Embora tenha alguma atividade antiviral, ele ndo é uma citocina antiviral potente, e
funciona principalmente como um ativador de células efetor do sistema imunoldgico
(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2012).

O IFN-y além de ativar macrofagos, promove a diferenciacao de células T CD4+ para
0 subgrupo Thl e inibe a diferenciacdo de células Th2 e Th17 (servindo para ampliar Th17)
(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2012).

Fiorelli et al. (1998) demonstraram que o inicio do SK esta associado a uma alteracéo
no sistema imunoldgico levando a uma ativacao in situ de células TCD8+ com aumento da
expressao de IFN-y. Em contrapartida, Pugliese et al. (2002), encontraram niveis mais baixos
da interleucina 18 (IL-18), que é uma citocina capaz de induzir a producdo de IFN-y em
pacientes coinfectados com o HIV/HHV-8 comparados com pacientes infectados apenas com
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HIV. Machado et al. (2014) ndo encontraram associa¢do nos niveis do IFN-y em individuos
com diversas formas de SK. Isto entdo sugere que 0 IFN-y estaria aumentado apenas no inicio
do SK.

Portanto, elevados niveis das citocinas em coinfectados HIV/HHV-8 podem constituir
marcadores preditivos ao desenvolvimento de diversas doengas associadas ao HHV-8, como o

SK, entre outras.
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3. OBJETIVOS

Abaixo estdo descritos 0s objetivos gerais e especificos avaliados nesta pesquisa.

3.1 Objetivo geral

Verificar a associacdo entre os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e

IFN-y na coinfeccdo HIV/HHV-8 e comparar com monoinfectados com HIV.

3.2 Objetivos especificos:

Nos coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados com HIV

Quantificar e associar os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y ;
Verificar a associa¢do dos niveis das citocinas com a carga viral detectavel e indetectavel do
HIV;

Verificar a associagdo da contagem de TCD4;

Correlacionar os niveis das citocinas com a contagem de TCD4 e o tempo de uso da TARV.
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4. METODOLOGIA

Abaixo estdo descritos todos os procedimentos metodologicos executados neste
trabalho.

4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo analitico do tipo caso-controle.

Definicdo de caso: PVHA com o diagnostico sorologico da infeccdo pelo HHV-8
detectada pelo ELISA, o qual identifica anticorpos contra proteinas estruturais e néo
estruturais do HHV-8, sendo caracterizados como coinfectados HIV/HHV-8, conforme Cahu
et al. (2016).

Definigdo de controle: individuos com diagndstico sorolégico da infec¢do pelo HIV,
estabelecido de acordo com a portaria n® 151, de 14 de outubro de 2009 (BRASIL, 2009),

sendo caracterizados como monoinfectados pelo HIV.

4.2 Populagéo e local de estudo

A populacdo foi constituida por amostras de soro de pessoas vivendo com HIV/aids
acompanhadas no Ambulatorio de Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), coletadas entre os periodos de
julho de 2015 a outubro de 2016.

4.3 Critérios de incluséo
Foram incluidas na pesquisa pessoas de ambos 0s sexos e com diagndstico soroldgico

da infeccdo pelo HIV, estabelecido de acordo com a portaria n® 151, de 14 de outubro de 2009
(BRASIL, 2009).
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4.4 Critérios de exclusao

Pessoas menores de 18 anos

Mulheres gravidas

Pessoas com diagnostico de linfomas ou SK
Pessoas em tratamento para tuberculose

Pessoas com diagnostico das hepatites virais B e C

Pacientes internados ou que fazem uso de drogas moduladoras das citocinas.

4.5 Definicdo e categorizacéo das variaveis de coleta de dados

4.5.1 Variavel dependente
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VARIAVEL DEFINICAO CONCEITUAL CATEGORIZACAO

Pessoas coinfectadas | Pessoas com sorologia positiva parao | 1-SIM
com HIV/HHV-8 HIV e HHV-8 2-NAO

4.5.2 Variaveis independentes

VARIAVEL DEFINICAO CONCEITUAL CATEGORIZACAO
Sexo Sexo bloldgico do paciente. Varidvel nominal 1. Masculino
dicotébmica. 2. Feminino
Idade Intervalo de tempo entre a data do nascimento e a data Numero absoluto
de realizacdo da coleta sanguinea.Varidvel quantitativa.
Estado civil Situacdo de uma pessoa em relacdo ao matriménioou a | 1.Solteiro 2. Casado
sociedade conjugal relatada pelo paciente.Variavel 3.Divorciado 4.Viavo
nominal. 5. Unido estavel
Formacéao Grau de escolaridade referida pelo paciente. Variavel 1. Analfabeto 2.
nominal. Fundamental 3. Médio
4. Superior
Etnia Auto referida pelo paciente durante a entrevista. 1. Branca 2. Preta
Varidvel nominal. 3. Amarela 4. Parda
5. Indigena
Carga viral do Quantificada no plasma do paciente e referida no 1. Detectavel
HIV prontuério tendo sido realizada no periodo maximo de 2. Indetectavel
trés meses antes da coleta do sangue. Expressa em
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numero de copias/mL do HIV-RNA. Variavel nominal

Tempo de
diagnostico do
HIV

Periodo de tempo do diagnostico do HIV até a data da
coleta de sangue. Expressa em meses. Variavel
quantitativa.

NUmero absoluto

Tempo de uso
da TARV

Periodo de tempo em que a pessoa vem sendo tratada
para o HIV até a data da coleta de sangue. Expressa em
meses. Varidvel quantitativa.

NuUmero absoluto

Contagem de
TCD4

Marcador de superficie celular CD3 associado a CD4,
referido no prontuério do paciente e realizado no
maximo de trés meses antes da coleta do sangue,
Expresso em célulassrmma3. Varivel quantitativa.

NuUmero absoluto

IL-2

Molécula sinalizadora do sistema imune. Quantificada
no soro do paciente. Expressa em pg / mL.Variavel
quantitativa.

NuUmero absoluto

IL-4

Molécula sinalizadora do sistema imune. Quantificada
no soro do paciente. Expressa em pg / mL.Variavel
quantitativa.

NUmero absoluto

IL-6

Molécula sinalizadora do sistema imune. Quantificada
no soro do paciente. Expressa em pg / mL.Variavel
quantitativa.

NUmero absoluto

IL-10

Molécula sinalizadora do sistema imune. Quantificada
no soro do paciente. Expressa em pg / mL.Variavel
quantitativa.

NUmero absoluto

TNF- o

Molécula sinalizadora do sistema imune. Quantificada
no soro do paciente. Expressa em pg / mL.Variavel
quantitativa.

NUmero absoluto

IFN-y

Molécula sinalizadora do sistema imune. Quantificada
no soro do paciente. Expressa em pg / mL.Variavel
quantitativa.

NUmero absoluto

4.6 Coleta e processamento dos dados

Cada paciente que aceitou participar da pesquisa assinou juntamente com duas

testemunhas, o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) da pesquisa (apéndice B),

em duas vias de igual teor (sendo uma para o0 paciente e outra para o pesquisador). Apds a

assinatura do TCLE, os dados de cada paciente foram coletados por meio de um formulario

especialmente elaborado para a pesquisa, (apéndice A) a fim de obter dados referentes as

variaveis socio demogréaficas. O prontuario de cada paciente foi consultado para os dados

referentes a contagem de TCD4 e carga viral do HIV, que foram realizados em servico de

referéncia em HIV/aids de Pernambuco.
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4.7 Coleta e armazenamento das amostras

As amostras sanguineas encontravam-se armazenadas em microtubos de 2 mL, a
temperatura de 20°C, no Setor de Virologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo-Asami
(LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), provenientes do projeto maior
“Associacdo entre os polimorfismos de base Unica dos genes NFkB1/NF«B2 e gendtipos do
HHV-8 com os niveis séricos do NF«B, carga viral e a infeccéo latente/litica pelo HHV-8 em
pessoas vivendo com HIV/aids”, cujo diagnostico do HHV-8 foi realizado no Laboratério de
Virologia do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo da Universidade de S&o Paulo
(USP).

4.8 Citometria de Fluxo para quantificar as citocinas

As dosagens das citocinas foram realizadas pela citometria de fluxo utilizando kits
comerciais (Cytometric Bead Array (CBA) e Human Soluble Protein Master Buffer Becton
Dickinson), no Setor de Imunopatologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, em
Recife-PE. O ensaio CBA é um método de captura de um analito ou conjunto de analitos com
“beads” de captura de tamanho e fluorescéncia conhecidos. Cada “bead” de captura do kit tem
uma fluorescéncia distinta € revestida com um anticorpo de captura especifico para cada
citocina. O reagente de deteccdo € uma mistura de anticorpos conjugados com ficoeritrina
(PE), que fornece um sinal fluorescente na proporc¢édo da quantidade de analito ligado. Quando
as “beads” de captura e o reagente sao incubados com padrdes ou amostras desconhecidas ha
a formacdo de “complexos de sanduiche” (“bead” de captura + citocina + reagente de
deteccdo). O sistema do kit comercial emprega particulas com intensidades de fluorescéncia
discretas para detectar analitos soltveis em concentra¢fes muito baixas. O limite de deteccéo
para a maioria dos analitos neste sistema e 10 a 2500 pg / mL.

Na anélise foram utilizadas amostras de soros dos pacientes e a adicionadas “beads”
especificas (anti-1L-2, anti-1L-4, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-TNF- o e anti-IFN-y), em seguida
foi adicionado o conjugado com ficoeritrina e incubadas durante 3 horas a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Os tubos foram centrifugados a 200G durante 5 minutos e o
sobrenadante aspirado e descartado de forma cuidadosa. Em seguida as “beads” foram
ressuspendidas e realizada a leitura da concentragcdo de cada uma delas no citbmetro BD
FACSCalibur™,
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4.9 Andlise estatistica

Foi aplicado inicialmente o teste de D'Agostino & Pearson omnibus para verificar a
normalidade dos dados obtidos. Posteriormente empregou-se o teste de Fisher e o teste do qui-
guadrado para a andlise das variaveis sécias demograficas. A analise da associa¢do dos niveis das
citocinas, carga viral do HIV e contagem de TCD4 foi realizada pelo teste de Mann-Whitney e para a
correlagdo o teste de Spearman. O programa utilizado para andlise estatistica foi o GraphPad Prism
(versdo 6.0-San Diego/CA/USA).

4.10 Aspectos éticos

A pesquisa faz parte do projeto intitulado “Associagio entre os polimorfismos de base
unica dos genes NFkB1/NFkB2 e gendétipos do HHV-8 com os niveis séricos do NFxB, carga
viral e a infeccéo latente/litica pelo HHV-8 em pessoas vivendo com HIV/aids”, submetido e
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE , CAAE-
45156215.5.0000.5208, (Anexo A).
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5. RESULTADOS

Artigo submetido a revista: Archives of Virology: ASSOCIACAO DAS CITOCINAS (IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o E IFN-y) EM COINFECTADOS COM HIV/HHV-8
COMPARADO COM MONOINFECTADOS COM HIV

Introducéo

Em pessoas vivendo com HIV/aids com doencas associadas ao herpesvirus humano
tipo 8 (HHV-8), como o sarcoma de Kaposi (SK), a doenca de Castleman multicéntrica
(MCD) e o linfoma de efusao primaria (PEL), relatou-se um aumento de citocinas, entre elas
0 TNF-q, IL-6, a IL-8 e a IL-10 e o IFN- y [1-8]. O HHV-8 também pode influenciar no
aumento nos niveis das citocinas IL-2 e a IL-4 (PATI, et al. 2003; PELLET, et al. 2006;
ZENG et al. 2007). Além disso, 0 aumento dos niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias e
inflamatdrias contribuem para replicacdo viral e manifestacfes associadas ao HHV-8 [9,10].

Para Caselli et al. [11], os produtos virais homdlogos a quimiocinas humanas,
produzidas pelo HHV-8, podem induzir a producdo de citocinas inflamatérias em células,
sugerindo que isso poderia causar um aumento na replicacdo do HIV, embora ndo se
conhecam quais delas estariam aumentadas. Cahu et al. [12] mostraram que a presenca de
anticorpos para o0 HHV-8 foi mais frequente em individuos com carga viral do HIV
detectavel, quando comparados com aqueles com carga viral indetectavel. Sendo assim, a
coinfeccdo do HIV/HHV-8 poderia trazer um pior progndstico, visto que o aumento
significativo de citocinas inflamatorias levaria a uma maior producdo e recrutamento de
celulas imunoldgicas, contribuindo para a replicagéo do HIV.

Considerando entdo que o HHV-8 pode influenciar na reacdo imunoldgica do
hospedeiro aumentando niveis de citocinas, a carga viral do HIV e desenvolver doencas
associadas a coinfec¢do foi realizado o presente trabalho, com o objetivo de comparar 0s
niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF- a e IFN-y em coinfectados HIV/HHV-8 e
monoinfectados com HIV. O conhecimento de que ha um aumento nos niveis de citocinas em
coinfectados sem doencas associadas & coinfec¢do poderiam constituir marcadores preditivos
ao desenvolvimento destas e inspirar novas pesquisas a explorarem mais fatores que podem

desenvolver essas manifestacdes clinicas.
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Materiais e métodos
Desenho, populacgéo e local do estudo

Foi realizado um estudo analitico do tipo caso-controle, com pessoas acompanhadas
no Ambulatério de Doencgas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), PE, Brasil, de ambos 0s sexos e maiores

de 18 anos, coinfectadas com HIVV/HHV-8 e os controles monoinfectados com HIV.

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo para a quantificagdo das IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o e IFN-y,
foi realizada no Setor de Imunopatologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, em
Recife-PE, com kits comerciais (Becton Dickinson Cytometric Bead Array CBA e Human
Soluble Protein Master Buffer Kit) e utilizando o citdmetro BD FACSCalibur™,

Andlise estatistica

Foi aplicado o teste de Fisher e o teste do qui-quadrado para a analise das variaveis
socio demograficas, teste de Mann-Whitney para a analise da associacdo dos niveis das
citocinas, carga viral do HIV e contagem de TCD4 e o teste de Spearman para correlagdo
entre o tempo de uso de TARV e contagem de TCD4 com niveis das citocinas, utilizando o
GraphPad Prism (versdo 6.0-San Diego/CA/USA).

Resultados

Participaram da pesquisa 56 pessoas coinfectadas com HIV/HHV-8 e 95
monoinfectados com HIV, ambos com média de idade de 43 anos. As demais variaveis socio
demograficas estdo expostas na tabela 1. Nos coinfectados, 12,5% (7/56) tinham carga viral
do HIV detectavel e 26,3% (25/95) dos monoinfectados. O tempo médio do diagndstico de
HIV e tempo de uso da TARV nos coinfectados foi de 91,6 e 74,9 meses respectivamente, e
nos monoinfectados de 90,7 e 79,3 meses. A mediana das contagens de TCD4, entre 0s
coinfectados e monoinfectados foi de 572 célulassmm?® e 479 células/mm? respectivamente.

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre a contagem de TCD4 entre 0s grupos.



40

Tabela 1: Variaveis socio demograficas dos pacientes coinfectados com HIV/HHV-8 e

monoinfectados pelo HIV.

HIV/HHV-8 HIV P
%(n) %(n)
Sexo 0,1654*
Masculino 71,4% (40/56) 60% (57/95)
Feminino 28,6% (16/56) 40% (38/95)
Estado civil 0,1336"
Solteiro 60,7% (34/56) 47,5% (45/95)
Casado 19,7% (11/56) 33/95 (34,7%)
Divorciado 1,8% (1/56) 4,2% (4/95)
Viavo 5,3% (3/56) 1% (1/95)
Unido estavel 12,5% (7/56) 12,6% (12/95)
Etnia 0,4305"
Pardo 57,1% (32/56) 63,1% (60/95)
Branco 23,2% (13/56) 13,7% (13/95)
Negro 19,7% (11/56) 22,1% (21/95)
Indigena 0% (0) 1% (1/95)
Formagcéo 0,6232"
Analfabeto 5,3% (3/56) 7,4% (7/95)
Fundamental 42,8% (24/56) 49,5% (47/95)
Médio 46,4% (26/56) 35,7% (34/95)
Superior 5,3% (3/56) 7,4% (7/95)

* p obtido pelo teste de Fisher. ** p obtido pelo teste do qui-quadrado.

A tabela 2 apresenta as medianas das concentracGes das citocinas em coinfectados
com HIV/HHV-8 e monoinfectados com HIV.

Tabela 2: Medianas das concentragfes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y
em pessoas coinfectadas com HIV/HHV-8 e monoinfectados com HIV.

E3

Citocinas HIV/HHV-8 HIV p
Mediana em pg/mL Mediana em pg/mL
IL-2 5,365 5,47 0,2126
(4,53 - 48,23) (4,41-7,07)
IL-4 6,12 5,93 0,0030
(5,42-33) (5,32-6,78)
IL-6 8,62 7,93 0,0319
(6,59 — 36,37) (5,97 — 144,76)
IL-10 7,17 6,99 0,0042
(6,44 — 42,62) (6,22 — 16,15)
TNF-a 5,495 5,42 0,2785
(4,71 -68,51) (3,68-6,83)
IFN-y 6,195 6,09 0,0740
(5,23 — 21,46) (4,93 — 16,36)

* p obtido através do teste de Mann Whitney.
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As medianas das dosagens das citocinas IL-2, IL-4, I1L-6, IL-10, TNF-o. ¢ IFN-y
quanto a carga viral do HIV entre pessoas coinfectadas e monoinfectadas estdo apresentadas

na tabela 3.

Tabela 3: Medianas das dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y
quanto & carga viral do HIV pessoas coinfectadas com HIV/HHV-8 e monoinfectados com

HIV.
Citocinas CV do HIV detectavel p CV do HIV indetectavel p
Mediana em pg/mL Mediana em pg/mL
HIV/HHV-8 HIV HIV/HHV8 HIV
(n=7) (n=25) (n=49) (n=70)
IL-2 54 5,47 0,680 5,33 5,47 0,196
(4,99 — 48,23) (4,41-6,51) (453-7,15) (4,73-7,07)
IL-4 6,37 5,88 0,022 6,09 5,93 0,023
(5,77 - 33) (5,32 - 6,48) (5,42 -6,9) (5,32 - 6,78)
IL-6 9,49 9,12 0,338 8,42 7,51 0,004
(7,61 -36,37) (7,06 — 24,85) (6,59 — 21,51) (5,97 -
144,76)
IL-10 7,53 7,11 0,338 7,15 6,95 0,002
(6,52 —-34,46) (6,44-11,2) (6,44 — 42,62) (6,22 -
16,15)
TNF-a 5,13 5,47 0,452 5,52 5,42 0,135
(4,89 — 68,51) (4,71 -6,49) (4,71-6,32) (3,68-6,83)
IFN-y 6,48 6,17 0,273 6,17 6,04 0,089
(5,75-21,46) (5,31 —16,36) (5,23-7,14) (4,93 -8,18)

* p obtido através do teste de Mann Whitney.

A correlagdo entre concentragdes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y

e a contagem de TCD4 nos coinfectados e monoinfectados com a carga viral do HIV

indetectavel esta apresentada na figura 1.
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Figura 1. 1A. Correlacdo de Spearman entre a IL-2 e a contagem de TCD4 entre coinfectados
(n= 46, r= -0,1516 e p=0,2983) e monoinfectados (n=70, r= 0,0838 e p=0,4935); 1B.
Correlagdo de Spearman entre a IL-4 e a contagem de TCD4 entre coinfectados (n=49;
r=0,001 e p=0,9942) e monoinfectados (n=70; r= 0,1052 e p=0,3896). 1C. Correlacdo de
Spearman entre a IL-6 e a contagem de TCD4 entre coinfectados (n= 49, r= -0,1176 e
p=0,4209) e monoinfectados (n=70, r= -0,1176 e p= 0,4209); 1D. Correlacdo de Spearman
entre a IL-10 e a contagem de TCD4 entre coinfectados (n=49, r= -0,1209 e p=0,4079) e
monoinfectados (n=70, r -0,3257 e p=0,0063); 1E. Correlacdo de Spearman entre 0 TNF-a e
a contagem de TCD4 entre coinfectados (n=49, r=0,01712 e p=0,9071) e monoinfectados
(n=70, r=0,0234 e p=0,8484); 1F. Correlagéo de Spearman entre o IFN-y e a contagem de
TCD4 entre coinfectados (n=49; r=-0,1728e p= 0,2350) e monoinfectados (n=70; r=-0,1054
e p=0,3888).

A correlacdo entre os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a ¢ IFN-y € o
tempo de uso da TARV nos coinfectados e monoinfectados com a carga viral do HIV

indetectavel esta apresentada na figura 2.
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Figura 2. 2A. Correlacdo de Spearman entre a IL-2 e o tempo de uso da TARV entre
coinfectados (n= 46, r=0,2234 e p=0,0979) e monoinfectados (n=70, r=-0,0260 e p=0,8024);
2B. Correlacdo de Spearman entre a IL-4 e o tempo de uso da TARV (n=49; r=0,1435 e
p=0,2915) e monoinfectados (n=70; r=-0,004 e p=0,9677). 2C. Correlacdo de Spearman entre
a IL-6 e o tempo de uso da TARV entre coinfectados (n= 49, r= -0,1050 e p=0,4414) e
monoinfectados (n=70, r=0,0370 e p=0,7218); 2D. Correlacdo de Spearman entre a IL-10 e 0
tempo de uso da TARYV entre coinfectados (n=49, r= -0,0050 e p=0,9708) e monoinfectados
(n=70, r -0,0343 e p=0,7414); 2E. Correlacdo de Spearman entre 0 TNF-a e 0 tempo de uso
da TARV entre coinfectados (n=49, r=0,2209 e p=0,1272) e monoinfectados (n=70, r=0,0084
e p=0,9356); 2F. Correlagcdo de Spearman entre o IFN-y e 0 tempo de uso da TARV entre
coinfectados (n=49; r=0,2150 e p= 0,2350) e monoinfectados (n=70; r=-0,1695 e p=0,1005).

Discussao

Em relagdo as variaveis socio demogréficas, nossos dados corroboram com estudos
mundiais [12,15,16] que mostram uma maior frequéncia de infeccdo tanto de coinfectados

quanto de monoinfectados entre individuos do sexo masculino, idade média de 43 anos, etnia
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parda e baixa escolaridade. A mediana das contagem de TCD4 n&o mostrou associagao entre
coinfectados e monoinfectados, embora tenha sido maior nos coinfectados, corroborando com
Altuglu et al. [17] que também néo encontraram associacao.

Os niveis aumentados da IL-4 em coinfectados corroboram com os dados encontrados
por Zeng, et al. [18] sugerindo que esse aumento pode ocorrer pela inducéo da proteina Tat do
HIV e ativacdo da tirosina quinase 6 (STAT6), proteina de transcricdo do HHV-8,
contribuindo para a replicacdo deste virus. Alem disso, o HHV-8 codifica um receptor viral
acoplado a proteina G (VGPCR) que tem sido implicado na patogénese do SK e que ativa um
fator de transcricdo nuclear de células T ativadas (NF-AT), importante na regulacdo da
expressao da IL-4 [19]. Ademais Valentin et al. [20] a IL-4 sugerem que o aumento da IL-4
poderia ser responsavel por aumentar a carga viral do HIV em coinfectados HIV/HHV-8.
Contrariamente, Publiese et al. [21] ndo encontraram associacdo dos niveis da IL-4 entre
coinfectados e monoinfectados pelo HIV. Ressaltamos que a referida pesquisa estudou um
pequeno nimero de participantes, sendo 24 pacientes coinfectados e 20 monoinfectados.

A pesquisa mostrou um aumento dos niveis das IL-6 e IL10 em coinfectados,
sugerindo que esses pacientes tem um risco maior de desenvolverem doencas associadas ao
HHV-8. Pollizzotto et al. [6] mostraram que altos niveis da IL-6 foram correlacionados com
os sintomas da MCD e que o bloqueio da IL-6 seria suficiente para tratar a doenca. A IL-6 é
superexpressa em lesfes do SK sendo considerada importante na angiogénese e como fator de
crescimento autdcrino para as células deste sarcoma [22]. Além, disso Machado et al. [8]
observaram que os niveis da IL-10 foram maiores em pacientes com SK-aids, quando
comparados com pessoas com SK classico ou apenas infectadas com HIV. Segundo
Oksenhendler, et al. [23], a IL-10 esta relacionada com o linfoma de células B e por linhas
celulares do PEL infectadas pelo HHV-8.

Entretanto, a constatacdo de que o aumento das IL-6 e IL-10 estaria relacionado ao
desenvolvimento de doencas associadas ao HHV-8, ndo pode ser verificada porque todos os
pacientes da pesquisa ndo apresentavam sintomas dessas doencas, no entanto, chama atencgéo
para um acompanhamento futuro.

Em pessoas com SK e sem infecgdo pelo HIV foi encontrado aumento significativo da
producdo de IL-2, sugerindo que o HHV-8 estimula a producéo da IL-2 pelas celulas TCD4
[24]. No entanto, a ndo associacdo da IL-2 entre os coinfectados e monoinfectados na
pesquisa pode ser explicada pelo aumento nos coinfectados da IL-10, que é uma citocina
inibidora da sintese de IL-2 [25].
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N&o ter encontrado associacdo dos niveis do TNF-o entre os coinfectados e
monoinfectados, sugere que os elevados niveis das IL-4 e I1L-10, podem ter exercido efeito
inibidor da producdo do TNF-a [4,26,27].

Assim como Pugliese et al. e Machado et al. ndo foi encontrado aumento dos niveis do
IFN-y entre coinfectados e monoinfectados. No entanto, Fiorelli et al. [1] relacionaram o
aumento do IFN-y ao inicio do SK e ndo as fases anteriores ou mais tardias da doenga,
ressaltando que os pacientes estudados nao tinham o SK.

Em relacdo a concentracdo da IL-4 ter sido significantemente maior nos coinfectados,
independente da carga viral do HIV ser detectavel ou indetectavel, apontando que os dois
virus induzem a producdo dessa citocina. As concentragdes da IL-6 e IL10 foram maiores nos
coinfectados com carga viral indetectavel, porém o mesmo nédo foi observado nos individuos
com carga viral detectavel, sugerindo que na presenca de carga viral do HIV detectavel a
coinfeccdo néo influenciaria a producéo de IL-6 e IL-10.

Em relagdo aos niveis de citocinas houve apenas uma correlacdo inversa entre a 1L-10
e contagem do TCD4 nos monoinfectados, porém nao podemos verificar qual dessas variaveis
estd influenciando essa correlagdo. Por outro lado, no estudo de Akase et al [28], foi
encontrada associacdo de maiores concentragdes da IL-10 em PVHA com a baixa contagem
de TCD4.

Na pesquisa ndo foi encontrada uma correlagdo entre as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, TNF-a e IFN-y e tempo de uso da TARV. No entanto, estudos sobre a interferéncia do uso
de antirretrovirais com niveis das citocinas sdo conflitantes, considerando que o tratamento
ndo restaura completamente o sistema imunolégico do individuo e o periodo de inicio da
TARV muitas vezes é tardio [10]. Portanto, ainda busca-se entender mais profundamente a
relacdo entre a TARV e os niveis de citocinas entre coinfectados comparando-se com
monoinfectados.

Em conclusdo, o aumento dos niveis de citocinas em coinfectados HIV/HHV-8 sem
manifestacdes clinicas, além de outros fatores poderiam constituir marcadores preditivos ao

desenvolvimento de doengas associadas a coinfec¢éo.
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6. CONCLUSOES

e As IL-4, IL-6 e IL-10 foram significativamente associadas em pessoas coinfectadas
com HIV/HHV-8 quando comparadas com monoinfectados com HIV;

e A IL-4 foi associada com a carga viral detectavel e indectectavel do HIV nos
coinfectados e monoinfectados e IL-6 e IL-10 com a carga viral indetectavel do HIV;

e A mediana das contagem de TCD4 ndo se mostrou associada entre coinfectados e
monoinfectados;

e Houve uma correlacdo inversa entre os niveis da IL-10 e a contagem de TCD4 nos
monoinfectados com HIV;

¢ Na&o houve correlacdo entre 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a ¢ IFN-y e 0 tempo de uso
da TARV.
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APENDICES

APENDICE A - Formulario de Pesquisa

DADOS INDIVIDUAIS

Data da entrevista

Registro do paciente

1. Identificacio do paciente na pesquisa

2. Data de nascimento

3. Nome do paciente na pesquisa

4. Sexo biolagico

1. Masculino
2. Fenmunino

[

Endereco

5. Estadao civil atual

L

1. Solteiro

2. Casado

3. Vuvo

4. Divorciado

5. Uméo estavel

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS

6. Qual a sua raca?

01. Branca 02. Preta 03. Amarela 04. Parda 05. Indigena

7. Em que vocé trabalha ou trabalhou nos
ultimos 6 meses?

8. Qual o seu rendimento em Reais no
més passado?
1-Tem 0-Nio Tem

9. Qual é o seu grau de formacio
escolar?

01. Analfabeto, fundamental 1 incompleto ou
primario incompleto

02. Alfabetizacdo de adultos, Primario
completo, Fundamental 1 Completo ou
Fundamental 2 Incompleto

03. Ginasial completo, Colegial mcompleto
Fundamental 2 Completo ou Médio Incompleto
04. Colegial completo, Superior incompleto,
Meédio Completo ou Colegial Completo

05. Pré-vestibular

06. Superior — Graduacio

07. Mestrado

08. Doutorado

09. Pos-doutorado

10. Nio concluiu nenhum curso

L]
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10. Qual a sua orientacio sexual?

1. Homossexual 2. Bissexual 3. Heterosexual

EXAMES LABORATORIAIS E TARV

11. Qual a data do diagnéstico de HIV?

12. Voce faz uso da TARV?

1. Sim

2. Nao —Seguir para questdo 17

13. Qual a data do inicio da TARV?

*Seguir para questiio 17

14. Vocé ja fez uso da TARV

anteriormente?

. Sim

. Nio —Seguir para questio 17

. Sum por até 6 meses

.Siun de 1 ano até 2 anos

. Irregularmente

. Néo se aplica

1
2
3
4. Sim de 6 meses até 1 ano
5
6
9

15. Quais sdo 0s medicamentos em uso?

A IRTN D. IF
B. IRTNN E. II
C.IP F.IC

—Seguir para questio 62

16. Quais os medicamentos fez uso?

A IRTN

B. IRTNN

D.IF

F.IC

17. Contagem do primeire CD4?

Data:

18. Contagem do ultimo CD4?

Data:




19. Menor contagem de CD4.

Data:

20. Resultado da qPCR do HHV-8.

. Positivo
. Negativo

. Material danificado
. Extravio
9. Nio se aplica

1
2
3. Indeternunado
4
5

21. Infeccio pelo HHV-S.

. Latente
. Lifica

. Indetermmado

. Material danificado
. Extravio

. Nao se aplica

[ L SO WA IS

22. Gendtipo do HHV-S.

23. Quantificacio da primeira CV,

Data:

24. Quantificaciao da CV- HIV atual.

Data:
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAIL DE
144

J PERNAMBUCO
&5 - CENTRO DE CIENCIAS DA

SAUDE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar. como voluntario (a). da pesquisa:
ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DE BASE UNICA DOS GENES NF-
kBI/NF-xB2 E A CONCENTRACAO PLASMATICADO NF-xB COM A CARGA
VIRAL E A INFECCAO LATENTE LITICA PELO HHV-8 EM INDIVIDUOS
VIVENDO COM HIV/aids, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Juliana
Prado Gongales, com endereco: Avenida Professor Moraes Rego. s/'n — Bloco “A" Térreo
do Hospital das Climcas da UFPE. Cidade Universitaria 50670-420/Telefone: (81)
21268586, e-mail:
responsavel (inclusive ligacdes a cobrar) e estd sob a orientacdo da Profa. Dra. Maria

julianapgonecales(@gmail.com; para contato do pesquisador

Rosangela Cunha Duarte Coélho. Telefone para contato: 21268586, e-mail:
rcoelholika@gmail com.

Apds ser esclarecido (a) sobre as informacgdes a seguir, no caso de aceitar a fazer
parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento. que esta em duas
vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr.
(a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o
consentimento a qualquer tempo. sem qualquer penalidade.

O objetivo desta pesquisa € investigar os fatores envolvidos no tipo de infeccdo
pelo HHV-8, além de descrever os gendtipos do HHV-8 em pessoas vivendo com
HIV/aids, para 1ss0 serd necessaria a coleta de duas amostras de 05 mL de sangue de uma
veia. Serdo utilizados materiais novos. estéreis e descartaveis na coleta de sangue. o que
diminuira o risco de contaminagio. Além disso, os profissionais de coleta sdo experientes
¢ tomardo os cuidados para diminuir o risco de que o local fique arroxeado &/ou dolorido.
Podera ter riscos de constrangimento. que serdo minimizados através de um adequado
aconselhamento e conversa amigavel, lembrando sempre que a participacio é voluntaria
¢ toda a mformacdo dada serda confidencial. a entrevista para o preenchimento do
formulario sera realizada em sala reservada e de modo individual.

Em relacio aos beneficios. o tipo de infeccio pelo HHV-8 sera informado ao
médico que o acompanha, a fim de auxihia-lo a decidir sobre a conduta clinica neste caso.
Sua participacio serd muito importante ¢ ajudard a criar mais informacdo sobre as
infecedes virais no contexto das pessoas vivendo com HIV/aids.

As informagdes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacio dos voluntarios, a ndo ser

65



entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os
dados coletados nesta pesquisa. através do formulario aplicado pela pesquisadora. ficario
armazenados em computador pessoal. sob a responsabilidade da pesquisadora e da
orientada, no endereco, acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade. as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores
(ressarcimento de despesas). Fica também garantida indemizagdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacio na pesquisa, conforme decisdo judicial ou
extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo. vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar. sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-
PE. CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepees@ufpe.br.

(Assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, . CPF . abaixo
assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade

de conversar e ter esclarecido as minhas dividas com o pesquisador responsavel.
concordo em participar do estudo ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DE
BASE UNICA DOS GENES NF-«xBI/NF«kB2 E A CONCENTRACAO
PLASMATICADO NF-xB COM A CARGA VIRAL E A INFECCAO
LATENTE/LITICA PELO HHV-8 EM INDIVIDUOS VIVENDO COM HIV/aids. como
voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a)
sobre a pesquisa. os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos €
beneticios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou
mterrupedo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento).

Recife. de de 201 .

Assinatura do participante (ou responsavel legal):

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa ¢
aceite do voluntario em participar.

Assinatura da testemunha 1:

Assinatura da testemunha 2:
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APENDICE C - Artigo Cientifico

Instrucgdes para os autores disponivel em:
http://www.springer.com/biomed/medical+microbiology/journal/705?detailsPage=pltci_1060
106

ASSOCIATION OF IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a AND IFN-y WITH HIV VIRAL
LOAD AND TCD4 COUNTING IN PERSONS LIVING WITH HIV / AIDS AND
COINFECTED WITH HHV-8

Dayvson Mauricio da Silva'?, Juliana Prado Gongales™?, Virginia Maria Barros de Lorena®, Maria
Rosangela Cunha Duarte Coélho*?*

! Virology Division, Laboratory of Imunopatology Keizo Asami (LIKA), Federal University of
Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brazil;

2 Postgraduate Program in Tropical Medicine, Center of Health Scienses (CCS), Federal
University of Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brazil;

3 Laboratory of Imunopatology, Center of Search Aggeu-Magalh&es, Recife, Pernambuco,
Brazil;

* Departament of Physiology and Pharmacology, Center of Bioscienses (CB), Federal
University of Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brazil.

E-mail: rcoelholika@gmail.com Phone: +55 (81) 2126-8586

Abstract: In people with diseases associated with human herpesvirus type 8, such as Kaposi's sarcoma,
multicentric Castleman's disease and primary effusion lymphoma in people living with HIV/AIDS, the cytokines
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y were reported. Considering that HHV-8 may influence the immune
response of the host by increasing cytokine levels, increasing HIV viral load and developing diseases, we were
motivated to carry out the present study comparing IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o and IFN-y in HIV/HHV-8
coinfected and monoinfected with HIV. The knowledge that there is an increase in the levels of cytokines in
coinfected without diseases associated with coinfection could be predictive markers and inspire to investigate
more factors that can develop these clinical manifestations. A case-control study was carried out with 56 serum
samples from people coinfected and 95 from monoinfected. Cytokine quantification was performed by flow
cytometry using commercial BD Cytometric Bead Array. There was an association of IL-4, IL-6 and IL-10
cytokines coinfected compared to monoinfected. IL-4 was significantly increased in those co-infected with
detectable and undetectable HIV viral load and IL-6 and IL-10 in those co-infected with undetectable HIV viral
load. There was an inverse correlation between IL-10 levels and TCD4 counts in HIV monoinfected, but no
association was found between the median of CD4 counts between coinfected and monoinfected. The increase in
cytokines in coinfected underscores the importance of monitoring these patients, since it may be a predictive
marker for HHV-8 associated diseases in HIVV/HHV-8 coinfection.

Key-words: Coinfection. HIV. HHV-8. cytokines.
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Introduction

In people living with HIV / AIDS with diseases associated with human herpesvirus type 8 (HHV-8),
such as Kaposi's sarcoma (SK), multicentric Castleman's disease (MCD) and primary effusion lymphoma (PEL)
an increase in cytokines, including TNF-a, IL-6, IL-8 and IL-10 and IFN-y [1-8]. HHV-8 can also influence IL-2
and IL-4 cytokine levels (PATI, et al., 2003, PELLET, et al., 2006). In addition, increased serum levels of pro-
inflammatory and inflammatory cytokines contribute to viral replication and HHV-8 associated manifestations
[9,10].

For Caselli et al. [11], human chemokine homologous products produced by HHV-8 can induce the
production of inflammatory cytokines in cells, suggesting that this could cause an increase in HIV replication,
although it is not known which ones would be increased. Cahu et al. [12] showed that antibodies to HHV -8 were
more frequent in individuals with detectable HIV viral load when compared to those with undetectable viral
load. Therefore, HIV / HHV-8 coinfection could lead to a worse prognosis, since a significant increase in
inflammatory cytokines would lead to increased production and recruitment of immune cells, contributing to
HIV replication.

Considering that HHV-8 may influence the host immune response by increasing levels of cytokines,
increasing HIV viral load, and developing diseases associated with coinfection, the present study aimed to
compare the levels of IL-2 cytokines, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o and IFN-y in HIV / HHV-8 coinfected and
monoinfected with HIV. The knowledge that there is an increase in the levels of cytokines in coinfectados
without diseases associated with coinfection could be predictive markers for their development and inspire new
research to explore more factors that may develop these clinical manifestations.

Materials and methods
Design, population and study site

An analytical case-control study was carried out, where the cases were PLHA with the serological
diagnosis of the HHV-8 infection detected by the ELISA, in which antibodies were identified against structural
and non-structural proteins of HHV-8, being characterized as HIV co-infected / HHV-8, according to Cahu et al.
[12]. On the other hand, the controls were individuals with a serological diagnosis of HIV infection, established
according to Administrative Rule no. 151 of October 14, 2009 [13], being characterized as monoinfected by
HIV. All were accompanied at the Infectious and Parasitic Diseases Outpatient Clinic (DIP) of the Hospital das
Clinicas of the Federal University of Pernambuco (HC-UFPE), PE, Brazil, both sexes and over 18 years old,
coinfected with HIV / HHV-8 and controls monoinfected with HIV.

Enzyme Immunoassay for HHV-8

The serological diagnosis of HHV-8 was performed through the indirect in-house ELISA described by
Nascimento et al. [14].

Flow cytometry

The flow cytometry for the quantification of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o and IFN-y was carried out
at the Immunopathology Department of the Aggeu Magalhdes Research Center in Recife, with commercial kits
(Becton Dickinson Cytometric Bead Array CBA and Human Soluble Protein Master Buffer Kit) and using the
BD FACSCalibur ™ cytometer.

Statistical analysis

The D'Agostino & Pearson omnibus test was initially applied to verify the normality of the data
obtained. Subsequently, the Fisher test and the chi-square test were used to analyze demographic variables.
Analysis of the association of cytokine levels, HIV viral load, and TCD4 count was performed by the Mann-
Whitney test. For the correlation between the time of Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART) use and
the TCD4 count with cytokine levels, the Spearman test was applied using the GraphPad Prism program (version
6.0-San Diego / CA / USA).
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Results

A total of 56 HIV/HHV-8 coinfected individuals and 95 HIV monoinfected individuals, both with a
mean age of 43 years. The other socio-demographic variables are shown in table 1. In the coinfected, 12.5%
(7/56) had detectable HIV viral load and 26.3% (25/95) of the monoinfected. The mean time of HIV diagnosis
and time of use of ART in the coinfected patients was 91.6 and 74.9 months, respectively, and in the
monoinfected patients, 90.7 and 79.3 months. The median TCD4 counts, coinfected and monoinfected, were 572
cells / mm 3 and 479 cells / mm 3, respectively. No significant differences were found between TCD4 counts
between groups. These clinical manifestations may develop.

Table 1. Socio-demographic variables of patients coinfected with HIV / HHV-8 and monoinfected by HIV.

HIV/HHV-8 HIV p
%(n) %(n)
Sex 0,1654*
Male 71,4% (40/56) 60% (57/95)
Women 28,6% (16/56) 40% (38/95)
Marital status 0,1336™
Single 60,7% (34/56) 47,5% (45/95)
Married 19,7% (11/56) 33/95 (34,7%)
Divorced 1,8% (1/56) 4,2% (4/95)
Widower 5,3% (3/56) 1% (1/95)
Stable Union 12,5% (7/56) 12,6% (12/95)
Ethnicity 0,4305"
Brown 57,1% (32/56) 63,1% (60/95)
White 23,2% (13/56) 13,7% (13/95)
Black 19,7% (11/56) 22,1% (21/95)
Indigenous 0% (0) 1% (1/95)
Formation 0,6232"
Hliterate 5,3% (3/56) 7,4% (7/95)
Elementary School 42,8% (24/56) 49,5% (47/95)
High School 46,4% (26/56) 35,7% (34/95)
Higher education 5,3% (3/56) 7,4% (7/95)

* p obtained by Fisher's test. ** p obtained by chi-square test

The Table 2 shows the median concentrations of cytokines in HIV / HHV-8 coinfected and
monoinfected with HIV.

Table 2: Median of the concentrations of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y in HIV / HHV-8
coinfected persons and monoinfected with HIV.

x

Citocinas HIV/HHV-8 HIV p
Median in pg/mL Median in pg/mL
IL-2 5,365 5,47 0,2126
(4,53 —48,23) (4,41-7,07)
IL-4 6,12 5,93 0,0030
(5,42-33) (5,32 -6,78)
IL-6 8,62 7,93 0,0319
(6,59 — 36,37) (5,97 — 144,76)
IL-10 7,17 6,99 0,0042
(6,44 — 42,62) (6,22 — 16,15)
TNF-a 5,495 5,42 0,2785
(4,71-68,51) (3,68-6,83)
IFN-y 6,195 6,09 0,0740
(5,23 — 21,46) (4,93 - 16,36)

* p obtained by the Mann Whitney test.



70

The medians of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o and IFN-y dosages for HIV viral load among

coinfected and monoinfected persons are presented in Table 3.

Table 3: Medians of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y dosages for detectable and
undetectable HIV viral load of HIV / HHV-8 coinfected individuals and monoinfected with HIV.

£3

Citocinas Detectable VL of HIV p Undetectable VL of HIV p
Median in pg/mL Median in pg/mL
HIV/HHV-8 HIV HIV/HHVS HIV
(n=7) (n=25) (n=49) (n=70)
IL-2 54 5,47 0,680 5,33 5,47 0,196
(4,99 — 48,23) (4,41-6,51) (4,53 -7,15) (4,73 -17,07)
IL-4 6,37 5,88 0,022 6,09 5,93 0,023
(5,77 - 33) (5,32 -6,48) (5,42 -6,9) (5,32 -6,78)
IL-6 9,49 9,12 0,338 8,42 7,51 0,004
(7,61 -36,37) (7,06 — 24,85) (6,59 —21,51) (5,97 — 144,76)
IL-10 7,53 7,11 0,338 7,15 6,95 0,002
(6,52 — 34,46) (6,44 -11,2) (6,44 — 42,62) (6,22 — 16,15)
TNF-a 5,13 5,47 0,452 5,52 5,42 0,135
(4,89 —68,51) (4,71-6,49) (4,71-6,32) (3,68 -6,83)
IFN-y 6,48 6,17 0,273 6,17 6,04 0,089
(5,75 — 21,46) (5,31 — 16,36) (5,23-17,14) (4,93 - 8,18)

* p obtained by the Mann Whitney test.

The correlation between concentrations of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y and
TCD4 count in coinfected and monoinfected patients with undetectable HIV viral load is shown in figure 1.
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Figure 1. 1A. Spearman correlation between IL-2 and TCD4 counts between coinfected (n = 46, r = -0.1516 and
p = 0.2983) and monoinfected (n = 70, r = 0.0838 and p = 0.4935); 1B. Spearman correlation between IL-4 and
TCD4 counts among coinfected patients (h = 49, r = 0.001 and p= 0.9942) and monoinfected patients (n =70, r =
0.1052 and p = 0.3896). 1C. Spearman correlation between IL-6 and TCD4 counts among coinfected patients (n
=49, r=-0.1116 and p = 0.4209) and monoinfected patients (n = 70, r = -0.1116 and p = 0.4209); 1D. Spearman
correlation between 1L-10 and TCD4 counts between coinfected (n = 49, r = -0.1209 and p = 0.4079) and
monoinfected (n = 70, r = -0.3257 and p = 0.0063); 1E. Spearman correlation between TNF-a and TCD4 counts
between coinfected (n =49, r = 0.01712 and p = 0.9071) and monoinfected (n = 70, r = 0.0234 and p = 0.8484);
1F. Spearman correlation between IFN-y and TCD4 count between coinfected (n = 49; r = -0.11728 and p=
0.2350) and monoinfected (n = 70; r = -0.1054 and p = 0.3888).

The correlation between the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y concentrations and the
time to use of HAART in coinfected and monoinfected patients with undetectable HIV viral load is shown in
figure 2.
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Figure 2. 2A. Spearman correlation between IL-2 and time of HAART between coinfected (n = 46, r = 0.2234
and p = 0.0979) and monoinfected (n = 70, r = -0.0260 and p = 0.8024); 2B. Spearman correlation between IL-4
and time of HAART (h =49, r = 0.1435 and p = 0.2915) and monoinfected (n = 70, r = -0.004 and p = 0.9677).
2C. Spearman correlation between IL-6 and time of HAART among coinfected patients (n = 49, r = -0.1050 and
p = 0.4414) and monoinfected patients (n=70, r= 0.0370 and p=0.7218); 2D. Spearman's correlation between IL-
10 and time of HAART among coinfected patients (n = 49, r = -0.0050 and p = 0.9708) and monoinfected
patients (n = 70, r -0.0343 and p = 0.7414); 2E. Spearman correlation between TNF-o and time of use of
HAART among coinfected patients (n = 49, r = 0.2209 and p = 0.1272) and monoinfected patients (n = 70, r =
0.0084 and p = 0.9356); 2F. Spearman correlation between the IFN-y and the time of HAART use between
coinfected (n =49, r =0.2150 and p = 0.2350) and monoinfected (n = 70, r = -0.1695 and p = 0.1005).

Discussion

Regarding the socio-demographic variables, our data corroborate with worldwide studies [12,15,16] that
show a higher frequency of infection of both coinfected and monoinfected individuals among males, mean age of
43 years, brown ethnicity and low schooling . The median TCD4 count showed no association between
coinfected and monoinfected, although it was higher in the coinfected, corroborating with Altuglu et al. [17] who
also found no association.

Increased levels of 1L-4 in coinfected cells corroborate with data found by Zeng, et al. [18] suggesting
that this increase may occur by inducing the HIV Tat protein and activating tyrosine kinase 6 (STAT®6), the
HHV-8 transcription protein, contributing to the replication of this virus. In addition, HHV-8 encodes a G
protein-coupled viral receptor (vVGPCR) that has been implicated in the pathogenesis of KS and activates an
activated T-cell nuclear transcription factor (NF-AT), which is important in regulating the expression of IL-4
[19]. In addition, Valentin et al. [20] IL-4 suggest that increased IL-4 might be responsible for increasing HIV
viral load in HIV / HHV-8 coinfected patients. In contrast, Publiese et al. [21] found no association of IL-4
levels between coinfected and monoinfected by HIV. We emphasize that the mentioned study studied a small
number of participants, being 24 coinfected patients and 20 monoinfected patients.

Research has shown an increase in IL-6 and IL-10 levels in coinfected patients, suggesting that these
patients are at an increased risk of developing HHV-8 associated diseases. Pollizzotto et al. [6] showed that high
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levels of 1L-6 were correlated with the symptoms of MCD and that I1L-6 blockade would be sufficient to treat the
disease. IL-6 is overexpressed in KS lesions being considered important in angiogenesis and as an autocrine
growth factor for sarcoma cells [22]. In addition, Machado et al. [8] observed that IL-10 levels were higher in
patients with KS-aids compared to those with classic KS or only HIV infected. According to Oksenhendler, et al.
[23], IL-10 is related to B-cell lymphoma and HHV-8-infected PEL cell lines.

However, the finding that the increase of IL-6 and IL-10 would be related to the development of HHV-
8 associated diseases can not be verified because all the patients in the study did not present symptoms of HHV -
8. future monitoring.

In people with KS and without HIV infection, a significant increase in IL-2 production was found,
suggesting that HHV-8 stimulates the production of IL-2 by CD4 T cells [24]. However, the non-association of
IL-2 between coinfected and monoinfected in the research can be explained by the increase in IL-10 coinfected,
which is a cytokine inhibitor of IL-2 synthesis [25].

No association between TNF-a levels and coinfected and monoinfected levels suggests that elevated
levels of IL-4 and IL-10 may have had an inhibitory effect on TNF-a production [4,26,27].

Like Pugliese et al. [21] and Machado et al. [8] no increase in IFN-y levels was found between
coinfected and monoinfected. However, Fiorelli et al. [1] related the increase of the IFN-y at the beginning of KS
and not the previous or later phases of the disease, noting that the patients studied did not have KS.

As regards the concentration of IL-4, it has been significantly higher in the co-infected patients,
regardless of whether the HIV viral load is detectable or undetectable, indicating that the two viruses induce the
production of this cytokine. The concentrations of IL-6 and IL-10 were higher in those co-infected with
undetectable viral load, but this was not observed in individuals with detectable viral load, suggesting that in the
presence of detectable HIV viral load, coinfection would not influence IL- and IL-10.

There was a negative correlation between the IL-10 and TCD4 variables in the monoinfected people,
which may corroborate with the study by Akase et al [28], who found higher concentrations of 1L-10 in PLHA
with a low TCD4 count. However, there was no correlation between the other cytokines and the TCD4 counts.

In the research, no correlation was found between IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y and time of
HAART use. However, studies on the interference of antiretroviral use with cytokine levels are conflicting,
considering that the treatment does not completely restore the individual's immune system and the period of
initiation of HAART s often late [10]. Therefore, the relationship between HAART and levels of cytokines
among coinfected compared with monoinfected is still to be understood more deeply.

In conclusion, in HIVV / HHV-8 coinfection, the increase in levels of IL-4, IL-6 and IL-10 indicates that
there is not a significant increase in cytokines only in coinfected with diseases associated with coinfection, being
able to relate these individuals with greater risk of HHV-8-associated diseases or to indicate future research to
explore other factors that lead to HIV/HHV-8 coinfection-related diseases in addition to altered levels of
cytokines.

Acknowledgements: The authors thank the staff and patients of the Hospital das Clinicas of UFPE for their
support in the project and also the donor agencies.

References

1. Fiorelli, V, Gendelman, R, Sirianni, MC et al (1998) y-Interferon Produced by CD8+ T Cells Infiltrating
Kaposi’s Sarcoma Induces Spindle Cells With Angiogenic Phenotype and Synergy With Human
Immunodeficiency Virus-1 Tat Protein: An Immune Response to Human Herpesvirus-8 Infection?. Blood 91(3):
956-967.

2. Guedes, F, de Andrade Jr, HF, Fernandes, ER, Tuon, F F, Brasil, RA, Pagliari, C, Duarte, MIS (2008) The
effects of human herpesvirus 8 infection and interferon- y response in cutaneous lesions of Kaposi sarcoma
differ among human immunodeficiency virus- infected and uninfected individuals. British Journal of
Dermatology 159(4):839-846.

https://doi.org/10.1111/j.1365-2133.2008.08755.x

3. Qin, Z, Kearney, P, Plaisance, K, Parsons, CH (2010) Pivotal Advance: Kaposi’s sarcoma-associated
herpesvirus (KSHV)-encoded microRNA specifically induce IL-6 and I1L-10 secretion by macrophages and
monocytes. Journal of Leukocyte Biology 86:1-10.

https://doi.org/10.1189/j1b.0409251

4. Ursini, F, Naty, S, Mazzei, V, Spagnolo, F, & Grembiale, RD (2010) Kaposi’s sarcoma in a psoriatic arthritis
patient treated with infliximab. International immunopharmacology 10(7):827-828.



74

https://doi.org/10.1016/j.intimp.2010.04.016

5. Sathish, N, Yuan, Y (2011) Evasion and Subversion of Interferon-Mediated Antiviral Immunity by Kaposi’s
Sarcoma-Associated Herpesvirus; an Overview. Journal of Virology 85:10934-10944,
https://doi.org/10.1128/JV1.00687-11

6. Polizzotto, MN, Uldrick, TS, Wang, V, Aleman, K, Wyvill, KM, Marshall, V, Pittaluga, S, O’Mahony, D,
Whitby, D, Tosato, G, et al (2013) Human and viral interleukin-6 and other cytokines in Kaposi sarcoma
herpesvirus-associated multicentric Castleman disease. Blood 122: 4189-74198.
https://doi.org/10.1182/blood-2013-08-519959

7. Knowlton, ER, Rappocciolo, G, Piazza, P (2014) Human Herpesvirus 8 Induces Polyfunctional B
Lymphocytes That. MBio 5, e10277-14.
https://doi.org/10.1128/mBi0.01277-14.Editor

8. Machado, PRL, Farias, KJS, Genre, J, Oliveira, CJF, Guedes, PMM, da Fonseca, BAL (2014) Disseminated
Kaposi’s Sarcoma in Patients with HIV Infection Correlates to High Serum Levels of 1L-10. Viral
Immunology 27: 356-360.

https://doi.org/10.1089/vim.2013.0134

9, Munoz-Fernandez MA, Navarro J, Garcia A, Punzén C, Ferndndez-Cruz E, Fresno M (1997) Replication of
human immunodeficiency virus-1 in primary human T cells is dependent on the autocrine secretion of tumor
necrosis factor through the control of nuclear factor-kappa B activation. J Allergy Clin Immunol 100:838-845.
https://doi.org/10.1016/S0091-6749(97)70282-3

10.Tasca, KIl, Calvi, SA, Souza, LDRD. (2012). Immunovirological parameters and cytokines in HIV
infection. Revista Da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 45(6): 663-9.
https://doi.org/10.1590/S0037-86822012000600002

11. Caselli, E, Galvan, M, Cassai, E, Caruso, A, Sighinolfi, L, Di Luca, D (2005) Human herpesvirus 8
enhances human immunodeficiency virus replication in acutely infected cells and induces reactivation in latently
infected cells. Blood 106: 2790-2797.

https://doi.org/10.1182/blood-2005-04-1390

12. Cahu, GGOM, Morais, VMS, Lopes, T RR, da Silva, DM, Tozetto, M., TR., Pannuti, CS, Coélho, MRCD
(2016) Prevalence of human herpesvirus 8 infection in people living with HIV/AIDS in Pernambuco,

Brazil. Journal of medical virology 88:11.

https://doi.org/10.1002/jmv.24550

13. Brasil. Portary N° 151, october 14 (2009) Secretary of Vigilancy in Health, Ministry of Health, Brasilia, DF.

14. Nascimento, MC, de Souza, VA, Sumita, LM, Freire, W, Munoz, F, Kim, J et al (2007). Comparative study
of Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus serological assays using clinically and serologically defined
reference standards and latent class analysis. Journal of clinical microbiology 45(3): 715-720.
https://doi.org/10.1128/JCM.01264-06

15. Guadalupe, M, Pollock, BH, Westbrook, S, Redding, S., Bullock, D., Anstead, G. & Rebeles, J (2011). Risk
Factors Influencing Antibody Responses to Kaposi’s Sarcoma-Associated Herpesvirus Latent and Lytic
Antigens in Patients Under Antiretroviral Therapy in South Texas. Journal of acquired immune deficiency
syndromes (1999), 56(1): 83.

https://doi.org/10.1097/QAI.0b013e3181fdc928

16. Magri, MC, Carbone, PHL, de los Santos-Fortuna, E, & Caterino-de-Araujo, A (2009). A comparative study
of the frequency of antibody and titers against human herpesvirus 8 latent and lytic antigens in “at-risk”
individuals and among patients with Kaposi's sarcoma. Journal of medical virology 81(7): 1292-1297.
https://doi.org/10.1002/jmv.21513

17. Altuglu, 1, Yolcu, A, Ocek, ZA, Yazan, SR, Gokengin, D (2016). Investigation of human herpesvirus-8
seroprevalence in blood donors and HIV-positive patients admitted to Ege University Medical School Hospital,
Turkey. Mikrobiyoloji bulteni 50(1): 104-111.


https://doi.org/10.1016/S0091-6749(97)70282-3
https://doi.org/10.1590/S0037-86822012000600002
https://dx.doi.org/10.1097%2FQAI.0b013e3181fdc928

75

18. Zeng, Y, Zhang, X, Huang, Z, Cheng, L, Yao, S, Qin, D et al (2007). Intracellular Tat of human
immunodeficiency virus type 1 activates lytic cycle replication of Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus: role
of JAK/STAT signaling. Journal of virology 81(5): 2401-2417.

https://doi.org/10.1128/JV1.02024-06

19. Pati, S, Foulke, JS, Barabitskaya, O, Kim, J, Nair, BC, Hone, D et al (2003). Human herpesvirus 8-encoded
VGPCR activates nuclear factor of activated T cells and collaborates with human immunodeficiency virus type 1
Tat. Journal of virology 77(10): 5759-5773.

https://doi.org/10.1128/JV1.77.10.5759-5773.2003

20. Valentin, A, Lu, W, Rosati, M, Schneider, R, Albert, J, Karlsson, A, Pavlakis, GN, (1998). Dual effect of
interleukin 4 on HIV-1 expression: implications for viral phenotypic switch and disease
progression. Proceedings of the National Academy of Sciences 95(15): 8886-8891.

21. Pugliese A, Torre, D, Saini, A, Pagliano, G, Gallo, G, Pistono, PG, Paggi, GC (2002) Cytokine detection in
HIV-1/HHV-8 co-infected subjects. Cell Biochemistry and Function 20: 191-194.
https://doi.org/10.1002/cbf.935

22. Xie, J, Pan, H, Yoo, S, Gao, SJ (2005). Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus induction of AP-1 and
interleukin 6 during primary infection mediated by multiple mitogen-activated protein kinase pathways. Journal
of Virology 79 (24): 15027-37.

https://doi.org/10.1128/JV1.79.24.15027-15037.2005

23. Oksenhendler, E, Carcelain, G, Aoki, Y, Boulanger, E, Maillard, A, Clauvel, JP, & Agbalika, F (2000). High
levels of human herpesvirus 8 viral load, human interleukin-6, interleukin-10, and C reactive protein correlate
with exacerbation of multicentric castleman disease in HIV-infected patients. Blood 96(6): 2069-2073.
https://doi.org/10.1056/nejm199805283382204

24. Pellet, C, Kerob, D, Dupuy, A, Carmagnat, MV, Mourah, S, Podgorniak, MP et al. (2006). Kaposi’s
sarcoma-associated herpesvirus viremia is associated with the progression of classic and endemic Kaposi’s
sarcoma. Journal of Investigative Dermatology 126(3): 621-627.

https://doi.org/10.1038/sj.jid.5700083

25. Weiss, E, Mamelak, AJ, La Morgia, S, Wang, B, Feliciani, C, Tulli, A, Sauder, DN (2004). The role of
interleukin 10 in the pathogenesis and potential treatment of skin diseases. Journal of the American Academy of
Dermatology 50(5): 657-675.

https://doi.org/10.1016/j.jaad.2003.11.075

26.De Oliveira, CMB, Sakata, RK, Issy, AM, Gerola, LR, & Salomdo, R (2011). Cytokines and pain. Revista
Brasileira de Anestesiologia 61(2): 255-265.
https://doi.org/10.1016/S0034-7094(11)70029-0

27. Chung, YH, Means, RE, Choi, JK, Lee, BS, Jung, JU (2002). Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus OX2
glycoprotein activates myeloid-lineage cells to induce inflammatory cytokine production. Journal of
Virology 76(10): 4688-4698.

https://doi.org/10.1128/JV1.76.10.4688-4698.2002

28. Akase, IE, Musa, BO, Obiako, RO, Ahmad Elfulatiy, A, Mohammed, AA (2017). Immune Dysfunction in
HIV: A Possible Role for Pro-and Anti-Inflammatory Cytokines in HIV Staging. Journal of immunology
research.

https://doi.org/10.1155/2017/4128398


https://doi.org/10.1128/JVI.02024-06
https://doi.org/10.1128/JVI.77.10.5759-5773.2003
https://doi.org/10.1155/2017/4128398

76

ANEXO A — Aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa

Eomiré de Ciica
em Pesguisa
Ervolvendn
Seree Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

G- - I

FARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: ASSOCIAGCAO ENTRE 05 POLIMORFISMOS DE BASE UNICA DOS GENES NF-
kB1/NF-kB2 COM A INFECCAD LATENTE/LITICA PELO HHV-8 EM INDIVIDUOS
VIVENDO COM HV/aids

Pesquisador: Juliana Prado Gongales

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE- 45158215.5.0000.5208

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Pemambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADCS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1,125,040
Data da Relatora: 01072015

Apresentagao do Projeto:

Este & um estudo de associagan, caso-controle, onde a frequéncia de variaveis genéticas, consideradas de
risco ou protecdo. S50 comparadas. nos grupos de pacientes em questSn.

Objetive da Pesquisa:

O projets tente identificar, com a analise de fatores de risco genéticos, as varaveis interferentes na
manifestagdc de wma doenga complexa e dependente de fatores genético do hospedeiro e do virus
infectantes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

0= riscos e beneficios foram devidamente esclarecidos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

0 grupo tem experiéncia & publicagbes prévias com a metodologia em questio.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

s documentos foram devidaments apresentados.

Recomendagoes:

Aprovacdo.

Emderegoc Ay ds Engenifana on® - 19 andar, sala £, Fradio do CC3

Balro:  Cldade UniversEdrks CEP: sp ra0-500
UF: FE Munioiplo: RECFE
Telefore: (2121258588 E-mall: cepocsaspe.br

Figina 0 du 03



77

Gomiré de Erlca LUNIVERSIDADE FEDERAL DE

=
em Posquisa e
enoneaco (68 PERNAMBUCO CENTRO DE W

Seren HUMARDE CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Contiruicdn te Paieced. 1158 040

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Conches que o prossto apresentado esta adequando do ponto de vista das diretrizes eticas.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

Consideragoes Finals a critério do CEP:

) Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADD para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a AFROVACAD DEFINITIVA do projete s6 sera dada apds o envio do Relatdrio Final da pesquisa. O
pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatéric Final para envia-lo via “Notificagao”, pela
Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatdrio Final”, dispenivel no site do
CEPICCS/UFPE. Apdis apreciaao desse relatonio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitive
pelo sistema Platafomma Brasi.

Informamaos, anda, que o (a) pesguisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delneada neste
protocolo aprovado, exceto guando perceber risco ou dano n3o previsto aoc voluntano participants (tem V.3,
da Resolugdo CNS/MS N° 485/12).

Eventuais modficacies nesta pesquisa devem ser solicitadas atraves de EMENDA ao projeto. identificando
a parte do protocolo 3 ser modificada 2 suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucao. & obrigatdric que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatinios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b.. da Resclugio CHSMS N° 486/12).
O CEPYCCSUFPE deve ser mformado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
nommal de estudo (iterm V.5.. da Resolugio CHS/MS N® 486/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adeguadas frente a evento adverso grave ccomdo (mesmo gue tenha sido
&M DUty centro) & ainda, enviar notificagdo 3 ANVISA — Apgéncia Macional de Viglancia Sanitana, junto com
SEU pOsicionamento.

Emdereqgoc Ay da Engenifana wn® - 19 andar, sala £, Prédlo do CC3
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