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RESUMO

A infeccdo pelo Herpesvirus humano do tipo 8 (Human gammahespervirus 8, HHV-8)
estd associada ao sarcoma de Kaposi, um dos canceres mais comuns em pessoas vivendo com
HIV/aids. Como os demais virus da familia Herpesviridae, o HHV-8 pode apresentar duas
formas de replicacgdo, latente e litica, reguladas por fatores virais e do hospedeiro. Um dos
fatores relacionados ao hospedeiro ¢ o fator nuclear Kappa B (NFxB), que é capaz de
direcionar a replicacéo viral e aumentar a sobrevida celular. O objetivo do estudo foi verificar
a associagdo entre a infeccdo latente ou litica pelo HHV-8 com a expressdo do NFkB e TNF-a
em linfocitos CD19+ e CD3+ e com os polimorfismos do NFxkBI e NFxBIA em pessoas
coinfectadas pelo HIV. Foi realizado um estudo do tipo comparagdo entre grupos de pessoas
coinfectadas HIV/HHV-8, acompanhadas no Ambulatério de Doencas Infecciosas e
Parasitarias (DIP) do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-
UFPE), Recife — PE. Foram analisados 738 pacientes com diagnostico confirmado para o
HIV, desses 189 apresentaram anticorpos 1gG para a infec¢do pelo HHV-8. Posteriormente,
com base nos resultados da imunofluorescéncia indireta para determinar a fase transcricional
do HHV-8, os participantes do estudo foram divididos em dois grupos: latente (76) e litico
(63). Para a anélise da expressdo do NFkB e TNF-a nas populagdes de linfécitos B (CD19+) e
linfocitos T (CD3+) foram selecionados pacientes que apresentavam carga viral
intedetectavel, as células mononucleares de 83 pacientes [litico (40) e latente (43)] sem e
com estimulo por fito hemaglutinina (phytohemagglutinin, PHA) foram marcadas e analisadas
por imunofenotipagem. Os polimorfismos do NFkB1 (94 ins/del ATTG) e NFkBIA (3UTR A
— G) foram determinados por PCR-RFLP em total de 132 pacientes, desses, 69 pacientes do
grupo latente e 63 do grupo litico. Foi observada uma alta expressdo de NFkB na populagdo
de linfocitos CD19+ no grupo litico (p<0.0001), assim como, um aumento da expressao nas
células marcadas com CD19+TNF-a+NFxB+ (p<0.0001). Uma correlagdo forte e positiva
(r=0.70 p=<0.0001) foi observada entre a populacdo CD3+TNF-a+ e a contagem de linfécitos
TCD8+. Como também, o genotipo ins/del do NFkB1 (p<0.0001) e AA e AG do NFkBIA
(p<0.0001) foram associados ao ciclo litico do HHV-8. De acordo com nossos resultados, o
NF«kB esta fortemente associado ao ciclo litico do HHV-8, tanto na expresséo celular, quanto

nos polimorfismos genéticos estudados.

Palavras-chaves: NF-Kappa B. Polimorfismo. Herpesvirus humano 8. Coinfeccao.



ABSTRACT

Human herpesvirus 8 (Human gammahespervirus 8, HHV-8) infection is associated
with Kaposi's sarcoma, one of the most common cancers in people living with HIV/AIDS.
Like other viruses in the Herpesviridae family, HHV-8 can present two forms of latent and
Iytic replication, regulated by viral and host factors. One of the factors related to the host is
nuclear factor Kappa B (NFxB), which is able to direct viral replication and increase cell
survival. The aim of the study was to verify the association between latent or lytic infection
by HHV-8 with expression of NFkB and TNF-a in CD19+ and CD3+ lymphocytes and with
NFxB1 and NFxBIA polymorphisms in HIV coinfected persons. A study comparing
HIV/HHV-8 coinfected individuals was carried out at the Infectious and Parasitic Diseases
Outpatient Clinic (DIP) of the Hospital das Clinicas of the Federal University of Pernambuco
(HC-UFPE), Recife, Brazil. A total of 738 patients with a confirmed HIV diagnosis were
analyzed, of whom 189 had 1gG antibodies to HHV-8 infection. Subsequently, based on
indirect immunofluorescence results to determine the HHV-8 transcriptional phase, study
participants were divided into two groups: latent (76) and lytic (63). Analysis of NF«xB and
TNF-o expression was performed by immunophenotyping in cell culture with stimulation
with phytohemagglutinin  (phytohemagglutinin, PHA) and without stimulation. The
polymorphisms of NFkB1 (94 ins / del ATTG) and NF«xBIA (3'UTR A — G) were determined
by PCR-RFLP. Expression analysis of NFkB and TNF-o was performed in 83 patients, of
whom 43 were in latency and 40 in lithic cycle. A high expression of NFkB was observed in
the population of CD19 + lymphocytes in the lytic group (p <0.0001), as well as an increase
in expression in cells labeled with CD19+TNF-a+NFxB+ (p <0.0001). A strong and positive
correlation (r=0.70 p = <0.0001) was observed between the CD3+TNF-a+ population and the
CD8+ T lymphocyte count. The analysis of the polymorphisms in the NFkB1 and NFxBIA
genes was performed in 69 patients in the latency phase and 63 in the lytic cycle. The
genotype ins/del of NFkB1 (p <0.0001) and AA and AG of NFxBIA (p <0.0001) were
associated with the lytic cycle of HHV-8. According to our results, NFxB is strongly
associated with the lytic cycle of HHV-8, both in cell expression and in the genetic

polymorphisms studied.

Keywords: NF-Kappa B. Polymorphism. Human herpesvirus 8. Coinfection.
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1 INTRODUCAO

O Herpesvirus humano 8 (Human gammahespervirus 8, HHV-8) pertence a familia
Herpesviridae, sendo um dos virus mais oncogénicos em individuos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (MESRI; CESARMAN; BOSHOFF, 2010; TORRE et al.,
2015). Os herpesvirus tém como caracteristica a capacidade de suportar dois ciclos
replicativos: ciclo litico e laténcia. A laténcia ocorre apos a infeccdo primaria e se caracteriza
pela persisténcia do genoma viral no nucleo da célula com expressdo de um pequeno nimero
de genes virais (PURUSHOTHAMAN et al., 2016). O ciclo litico ocorre apés a infecgdo de
novo ou reativacdo da laténcia, resultando na expressdo de uma grande quantidade de genes e
formacéo de novas particulas virais (ANEJA; YUAN, 2017; SUN et al., 1998)

O impacto da infeccdo do HHV-8 sobre a histéria natural do HIV ainda ndo foi
totalmente esclarecido. No entanto, sabe-se que a proteina Tat do HIV pode interagir com o
HHV-8 induzindo a expressdo de genes liticos através da via de sinalizacdo STAT3
(CASPER, 2008; DOW; CUNNINGHAM; BUCHANAN, 2014; ZENG et al., 2007). Além
disso, foi demonstrado que o HHV-8 estimula a replicacdo do HIV através da interacdo de
alguns antigenos especificos, sendo a coinfeccdo um fator importante para o desenvolvimento
de doencas associadas ao HHV-8 (CASELLI et al., 2003, 2005; DI LUCA et al., 2001;
HYUN et al., 2001).

Os fatores que podem induzir a reativagdo do HHV-8 ainda n&o estdo elucidados,
entretanto, fatores como estresse oxidativo, alteracBes no niveis de citocinas inflamatorias
(IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a), desequilibrio na resposta imune e alguns fatores genéticos, como
a presenca dospolimorfismos, poderiam estar implicados na regulacdo entre as duas fases
transcricionais (ANEJA; YUAN, 2017; STEBBING; GAZZARD; BOWER, 2006). Fatores
imunogenéticos, o fator nuclear Kappa B (NFkB), de acordo com estudos, pode estar
relacionado com a manutencéo da laténcia e/ou inducdo do ciclo litico (BLATTMAN et al.,
2014; KELLER et al., 2006; MERCURIO; MANNING, 1999; SGARBANTI et al., 2004;
YU; ZHONG; YANG, 2004).

Em pacientes infectados pelo HHV-8, a proteina viral Flice Inibitory Protein (VFLIP)
demonstrou ter a capacidade de ativar a via classica do NFkB através da ligagdo e ativagdo do
complexo quinase IkK, com consequente fosforilacio de IkPBa, liberando o NFxB da
influéncia inibitoria com migracdo para nucleo e expressdo dos genes alvos (FIELD et al.,
2003; LIU et al., 2002; MATTA; CHAUDHARY, 2004). Assim como, as proteinas liticas (
K1, K15 ¢ vGPCR) foram associadas na indugdo da atividade do NF«xB, favorecendo a
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replicacdo viral e a patogénese das doengas associadas ao virus (JARVILUOMA,; OJALA,
2006; KONRAD et al., 2009; WU et al., 2015). Alguns estudos, in vitro, demonstraram que a
superexpressdo do receptor viral acoplado a proteina G (viral G protein-coupled receptor,
VGPCR) induz o NFxB no Sarcoma de Kaposi (SK) e linfoma de efusdo primaria (Primary
Effusion Lymphoma, PEL) (CANNON; PHILPOTT; CESARMAN, 2003; CHIOU et al.,
2002; MONTANER et al., 2001; SMIT et al., 2002).

Os polimorfismos no NFkB, bem como, em seus inibidores, podem influenciar na
regulacao da expressédo final da proteina. Estudo envolvendo o polimorfismo do NFkB1 (—94
ins/del ATTG) demonstrou que, no alelo que apresentava a delecdo (del/ATTG), as proteinas
ligavam-se fracamente, enquanto que os alelos com insercdo (ins/ATTG) apresentavam uma
maior avidez, sugerindo que o polimorfismo poderia afetar a atividade promotora do gene
NFxBI (KARBAN et al., 2004). Da mesma forma, as alteraces na expressao da proteina do
IkBa estavam relacionadas com o polimorfismo NF«kBIA (3'UTR A —GQG), alterando a
atividade do NFkB (GOTO et al., 2001).

Diante do exposto, 0 NFkB parece estar associado com a manutengdo da laténcia e a
atividade litica do HHV-8, no entanto os estudos ainda s@o controversos e, em sua maioria,
foram realizados in vitro. Além disso, ndo ha estudos que investiguem a influéncia de
polimorfismos no NF«kB com a regulacdo do ciclo de replicacdo do HHV-8. Portanto, este
trabalho pretende contribuir com informagdes sobre a associacdo da expressdo do NF«B e
seus polimorfismos genéticos NFxB1 (—94 ins/del ATTG) e NFkBIA (3'UTR A —G) com 0

ciclo replicativo do HHV-8 em pessoas coinfectadas pelo HIV.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais dos Herpesvirus

Os herpesvirus pertencem a familia Herpesviridae, sendo classificado em
Alphaherpesvirinae, Betaaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae de acordo com o comité
internacional de taxonomia viral (International Committee on Taxonomy of Viruses,
ICTV), para as classificagdes sdo considerados critérios moleculares e propriedades
bioldgicas de cada virus (EDELMAN, 2005; ICTV, 2018).

Os alphaherpesvirus incluem o herpes simples 1 (Human alphaherpesvirus 1,
HHV-1) e 2 (Human alphaherpesvirus 2, HHV-2) e o virus da varicela-zoster (Human
alphaherpesvirus 3, HHV-3), possuindo um ciclo reprodutivo curto com disseminacao
rapida entre as células, com uma eficiente destruicdo das células em curto periodo de
tempo (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013). Os betaherpesvirus beta possuem
tegumento maior quando comparado aos da familia alfa e gama, diferenciando-os;
pertencem a esta subfamilia o citomegalovirus (Human betaherpesvirus 5), o herpesvirus
humano tipo 6 (Human betaherpesvirus 6, HHV-6) e o herpesvirus humano tipo 7
(Human betaherpesvirus 7, HHV-7), tanto o HHV-6 e HHV-7 s&o associados, mais
comumente, com roséola e exantema subito. Acredita-se que os virus da subfamilia beta
estdo entre os mais disseminados na populacdo, com cerca 85% da populacdo mundial
infectada (ABLASHI et al., 1999; EDELMAN, 2005)

J& o0s gammaherpesvirus compreende o0s virus Epstein-Barr (Human
gammaherpesvirus 4, HHV-4), herpesvirus Saimiri (Saimiriine herpesvirus HSV) e o
herpesvirus humano do tipo 8 (Human gammaherpesvirus 8, HHV-8), todos com
potencial oncogénico (QUADRELLI et al., 2011). O HHV-8 € o Unico do seu género,
Rhadinovirus, a infectar humanos (O’LEARY et al., 1998).

O HHV-8 foi identificado pelos pesquisadores Moore & Chang em 1994, a partir
de tecidos de pacientes com SK relacionado a aids, posteriormente varios estudos
relacionaram a infec¢do por HHV-8 com o SK/aids (KEDES et al., 1996; MARTIN et al.,
1998; O’BRIEN et al., 1999; WHITBY et al., 1995), como também com a doenca de
Castleman multicéntrica (Multicentric Castleman’s Disease, MCD) e 0 PEL (ASOU et
al., 2000; ULDRICK; WHITBY, 2011).

18
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2.1.1 O Herpesvirus humano tipo 8

O HHV-8 apresenta-se com com 120 a 160nm de diametro, sendo constituido pelo
material genético de DNA; o nucleocapsideo icosaédrico, com capsémeros que envolvem o
nucleo, o envelope e o tegumento (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013). (Figura 01)

Figura 1- Imagem ilustrativa da particula viral do HHV-8
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Fonte: adaptado de Viralzone (2019)

No genoma, as regides de leitura aberta (Open Reading Frame, ORF) ocupam
aproximadamente 138-140kb de comprimento e sdo subdividida de K1 a K15, as
extremidades apresentam regides de repeticdo terminal (Terminal Repeats, TR) medindo 16-
75 Kb e, sendo que algumas ORFs do HHV-8 sdo homologas aos genes celulares humano
(DITTMER; DAMANIA, 2016; REZAEE et al., 2006). A partir do sequenciamento do virus
foi possivel verificar a linearidade do genoma formado por uma Unica regido de cadeia longa
codificante (Long Unique Region, LUR) de 140kb, constituida por aproximadamente 53,5%
de G+C. Enquanto que as extremidades que sdo constituidas por 801pb possuem 84,5% de
G+C (JENNER; BOSHOFF, 2002; RUSSO et al., 1996).

Os genes do HHV-8 codificam proteinas especificas que podem influenciar no
controle do crescimento, diferenciacdo e inibicdo da apoptose celular. A maioria dessas
proteinas possui homologia as proteinas do hospedeiro, como a ciclina viral D (viral cyclin D,
vCyc-D) que compartilha 53% de homologia com a ciclina celular, tendo a capacidade de
inativar proteinas supressoras de tumor, aumentando assim a probabilidade de
desenvolvimento de neoplasias (LI et al., 1997). A viral B-cel Lymphoma-2 (vBcl-2)
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compartilha 20% de homologia estando relacionada a apoptose e esta presente no ciclo litico
viral; outra proteina relacionada com a inibicdo da apoptose é a VFLIP, intermediada pela
inibicdo da Caspase-8 (Figura 02) (ABLASHI et al., 2002; DJERBI et al., 1999).

Figura 2- Representacdo esquematica da estrutura genémica do HHV-8
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Fonte: Adaptado de Ablashi et al. (2002)

A ORF-K1 é altamente variavel e codifica glicoproteinas do envelope, caracteristicas
gue o torna um bom marcador para genotipagem. Foram descritos cinco subtipos moleculares
principais do gene K1, identificados como A, B, C, D e E, a distribui¢io desses subtipos varia
de acordo com a localizagdo geografica e a composi¢do étnica da populacdo (DE PAOLL,
2004; MOHANNA et al., 2005). Na maioria das regiGes do genoma viral, a variacdo da
sequéncia entre estes diferentes subtipos é muito baixa, variando menos que 3% (CAI et al.,
2010).

2.2 Fases transcricionais do HHV-8

A infeccdo se inicia com o virus sendo adsorvido aos receptores da superficie celular,
seguido da fusdo do envelope viral com a membrana citoplasmatica, posteriormente, o
capsideo é transportado para os poros nucleares e 0 DNA € liberado para o interior da célula
(FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013). Apo6s a entrada na célula ocorre a expressao dos genes



21

virais com replicagdo do genoma viral pela DNA polimerase (CHAKRABORTY; VEETTIL;
CHANDRAN, 2012). Assim como os outros herpesvirus, o HHV-8 pode expressar seus genes

por duas fases transcricionais, a fase de laténcia e a fase litica (figura 03).

Figura 3- Representacdo esquematica do ciclo de vida do HHV-8
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Fonte: Adaptado de Purushothaman et al. (2016).

Na laténcia, os produtos génicos S0 pouco expressos e com isso um ndmero pequeno
de antigeno é apresentado ao sistema imunoldgico (GANEM, 2010). Os locus da laténcia
possuem trés genes que codificam proteinas associadas a esta fase, a vCyclin, a vFLIP, as
kaposinas e o antigeno nuclear associado a laténcia (Latency-associated nuclear antigen,
LANA), sendo este Gltimo considerado o principal marcador de laténcia, possuindo um papel
primordial para a persisténcia viral (BARBERA et al., 2006; GARBER; HU; RENNE, 2002;
VIEJO-BORBOLLA et al., 2005).

Na fase latente ndo ocorre producéo de particulas virais, 0 DNA do virus se estabelece
como epissoma nuclear e um pequeno nimero de genes virais sdo expressos, LANA, ORF-12,
ORF-71, ORF-72 (PARRAVICINI et al., 2000; PURUSHOTHAMAN et al., 2016). A
proteina LANA ¢ a principal proteina expressa durante a laténcia e interfere na funcéo celular,
evitando a apoptose e aumentando a proliferagdo celular (VERMA et al., 2013). Essa proteina
é importante para o estabelecimento da laténcia viral, uma vez que ela recruta repressores
transcricionais (KAP1) para a regido promotora do ativador de replicacdo e transcricdo
(Replication and Transcription Activator, RTA) para encerrar a expressdo de genes de ciclo
litico (SUN et al., 2014).
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A vFlip tem como principal funcdo impedir a apoptose, essa proteina possui dominios
que lhe permite interagir como as proteinas adaptadoras, FAAD (Fas-Associated Death
Domain), sendo essa interacdo capaz de impedir o recrutamento da caspase 8, prevenindo a
apoptose, como também impede a fosforilagdo do complexo de quinases kB, promovendo a
ativagdo do NFxB que ira estimular a producdo de proteinas antiapoptoticas (DI
DOMENICO et al.,, 2016; DJERBI et al., 1999; MATTA; CHAUDHARY, 2004; SUN;
MATTA; CHAUDHARY, 2003).

A transicdo entre as duas fases transcricionais é regulada pelo RTA/ORF-50, sendo
este suficiente para indugdo do ciclo litico do HHV8 (SUN et al., 1998). Na replicago litica,
todos os genes sdo ativados com producdo da progénie viral e morte das células infectadas. A
ORF 50 estd metilada na fase latente e ainda ndo se sabe o fator que promove a sua
desmetilacdo com consequente ativacdo (CHEN et al.,, 2001). A proteina Rta contribui
também para o aumento da sobrevida da célula infectada através da transativacdo do gene
codificador da proteina antiapoptética, BCL-2 (LUKAC et al., 1998).

Outra proteina importante no ciclo litico € o VGPCR, essa proteina é homologa viral
do receptor para IL-8, sendo esse receptor responsavel por algumas vias de sinalizacdo (Akt,
PKC, MAPK e NFkB), tendo como consequéncia 0 aumento da expressdao de genes
envolvidos na sobrevivéncia, proliferacdo e transformacdo celular e inducdo de citocinas
inflamatorias (GREENE et al., 2007). A vGPCR também promove o aumento de algumas
citocinas (IL1-B, IL-6, IL-8, TNF-a), fatores de crescimento (Granulocyte-macrophage
colony-stimulating fator, GM-CSF) e interage com o complexo IkK do NF«B para aumentar a
sobrevida celular (AZZI et al., 2014; BRINKMANN et al., 2007; NICHOLAS, 2003).

A K1 é expressa no ciclo litico, essa proteina possui similaridade com o receptor de
linfocitos B (B-cell receptor, BCR), sendo suprimida pela LANA na laténcia através da
ligacdo ao promotor da ORF-K1, entretanto, a Rta ao ser expressa liga-se ao mesmo promotor
e ativa K1 (VERMA et al., 2013). Estudos demonstraram que a proteina K1 aumenta a
secrecdo do fator de crescimento endotelial vascular (Vascular endotelial growth
factor,VEGF), a qual contribui para os processos de angiogénese e invasao tecidual, além
disso, atuam também na inibicdo da apoptose através da via de sinalizacdo PI3K/AKkt (LEE et
al., 2005; TOMLINSON; DAMANIA, 2004).

A fase latente tem como objetivo primordial a sobrevivéncia e proliferacdo celular,
enquanto que durante o ciclo litico, as proteinas virais se tornam susceptiveis a sistema
imunoldgico do hospedeiro (GANEM, 2010). Como resultado da expressdao dos genes liticos,

ocorre produgdo de substancias pro angiogénicas e pro inflamatorias o que favorece o
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ambiente para a proliferacdo da célula hospedeira e persisténcia viral, induzindo respostas
inflamatorias importantes na patogénese do SK (GRUNDHOFF; GANEM, 2004).

2.3 Epidemiologia e transmissdo do HHV-8

Apos o desenvolvimento de estudos soro epidemioldgicos baseados em ensaios por
imunofluorescéncia (IF) e ensaio imunoenziméatico (ELISA) foi possivel evidenciar a
distribuicdo do HHV-8. Ao contrario do virus Epstein-Barr, a soroprevaléncia do HHV-8
varia muito, em regides africanas e mediterranicas as prevaléncias variam de 20 a 80%
(DEDICOAT; NEWTON, 2003; MARTRO et al., 2004; PELLETT et al., 2003).

De acordo com a soroprevaléncia foi sugerido por Bhutani et al. (2015), trés
classificacbes endémicas: alta (>25%), sendo mais comum em paises africanos, intermediaria
(10-25%) comumente observada na regido do mediterraneo e a baixa (<10%) em parte da
Asia, Estados Unidos e Europa (BHUTANI et al., 2015).

Na China a prevaléncia varia de acordo com as diferentes provincias, tendo taxas de
7.3 a 16.1% (FU et al., 2009; MEI et al., 2007; WANG et al., 2011). Os paises do norte da
Europa, Asia e Estados Unidos apresentaram uma prevaléncia <10%, ja a regido mediterranea
e leste europeu de 20-30%, enquanto que a Africa Central e do Sul >50% (ETTA et al., 2018;
NEWTON et al., 2018; SHEBL et al., 2011).

No Brasil, o perfil de distribuicdo na populacéo, de modo geral, segue os padrdes da
Europa (<10%), porém, em estudos com tribos de amerindios da Amazénia foi demonstrado
um perfil hiperendémico para o HHV-8 (BORGES et al., 2012; ISHAK et al., 2007; SOUZA
et al., 2010).

Em estudos brasileiros com individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (Human Immunodeficiency Virus, HIV), a prevaléncia do HHV-8 foi mais alta do que
a encontrada na populagéo em geral, variando de 15-38% (PIERROTI et al., 2000; ZAGO et
al., 2000; SOUZA et al., 2004). No Par4, Ishak et al. (2007), relataram uma prevaléncia de
15.5% (74/477), assim como Batista et al. (2009), em S&o Paulo, demonstraram uma
prevaléncia de 25.9% (59/228) (BATISTA et al., 2009; ISHAK et al.,, 2007). Em
Pernambuco, um estudo realizado por Cahu et al. (2016), foi relatada uma soroprevaléncia de
28.6% (143/500) para 0 HHV-8 em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) (CAHU et al.,
2016).
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Magri et al. (2009), desenvolveu um estudo multicéntrico com pessoas vivendo com
HIV/aids (PVHA) para descrever em qual fase de replicacdo se encontrava o HHV-8, dos 495
pacientes estudados, 20.4% (101/495) eram positivos para HHV-8, desses 89.1% (90/101)
apresentavam anticorpos para as proteinas de fase litica (MAGRI et al., 2009).

Os meios de transmissdo sao um fator importante para a distribuicdo da prevaléncia
em uma populagdo. A transmissdo do HHV-8 ndo esta totalmente elucidada; inicialmente foi
demonstrado que a transmissdo ocorre, principalmente, por contato sexual, particularmente
entre homens que fazem sexo com homens (MBULAITEYE et al., 2003; BIGGAR, et al.,
1996). Em regides endémicas, como os amerindios, estudos demonstraram que a infec¢do
pelo HHV-8 ocorre na infancia e pode aumentar com a idade, o que indica uma transmissao
horizontal, e ndo, apenas sexual (DE SOUZA et al., 2007; OLSEN et al., 1998).

O HHV-8 pode ser encontrado em células mononucleares do sangue periférico
(peripheral blood mononuclear cell, PBMC), na saliva, mucosa da orofaringe, secregdes
cérvico-vaginal e no sémen, podendo representar fontes de transmissdo vertical e horizontal
(CHEN; HUDNALL, 2006; MANTINA et al., 2001; MBULAITEYE et al., 2003). Estudos
apontam que em areas ndo endémicas, a principal fonte de transmissdo € a via sexual e a
presenca de outras infeccdes (HIV, sifilis e hepatite B) pode ser um fator de risco para a
aquisicdo da infeccdo pelo HHV-8 (CANNON et al., 2001; DUKERS et al., 2000; SMITH et
al., 1999).

Embora o HHV-8 seja detectado em linfocitos circulantes em até 50% dos pacientes
com SK, a transmissao sanguinea ainda nao foi efetivamente comprovada, visto que varios
estudos ndo conseguiram detectar o DNA do virus em doadores de sangue que foram
soropositivos para 0 HHV-8 (CANNON et al., 2009; LEVI et al., 2011). Entretanto Hladik et
al., 2006, demonstraram uma soroconversdo de 41 dos 991 pacientes que participaram do
estudo, apontando a possibilidade de transmissdo por transfusdo sanguinea, porém outros
estudos n&o observaram a transmisséo por essa via (HLADIK et al., 2006).

Em é&reas endémicas foi observado uma alta prevaléncia em criancgas, sugerindo a
possibilidade de transmissdo vertical de mae para filho; como o HHV-8 é encontrado em
secrecdes vaginais, o trato genital feminino pode ser uma possivel via de transmisséo (LISCO
et al., 2006). Além disso, estudos sugerem que o leite materno pode ser outra possivel fonte
de transmissdo, pois assim como o HHV-5 (CMV), o HHV-8 também infecta mondcitos,

sendo que essas células estdo presentes no leite materno (MINHAS; WOOD, 2014).
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Além da transmissdo sexual e vertical, outros estudos associam a saliva como uma
possivel fonte de transmissdo, uma vez que demonstraram a replicacdo do HHV-8 nas células
do epitélio oral (DUUS et al., 2004; VIEIRA et al., 1997).

2.4 Coinfec¢éo HIV/HHV-8

Em PVHA, a infeccdo pelo HHV-8 é identificada pela presenca de anticorpos
especificos e/ou pela deteccdo do DNA viral. Essa populacdo é considerada de maior risco
para coinfeccdo, uma vez que esses virus compartilham as mesmas vias de transmissao
(MAGRI et al., 2009; PELLETT et al., 2003; REINHEIMER; ALLWINN; STURMER,
2011).

O impacto da infeccdo do HHV-8 sobre a histéria natural do HIV ainda ndo foi
inteiramente esclarecido, sabe-se que o HIV pode ser um importante fator para a patogénese
do HHV-8 e no desenvolvimento do SK (CASPER, 2008; DOW; CUNNINGHAM;
BUCHANAN, 2014). A proteina Tat codificada pelo HIV, pode interagir com o HHV-8
induzindo o ciclo litico através da via de sinalizacdo STAT3 (ZENG et al., 2007).

De forma semelhante, a presenca da infec¢do pelo HHV-8 tem um impacto no HIV,
antigenos especificos, como o LANA, podem ativar o HIV, assim como a ORF 50 (gene do
ciclo litico) interage com a proteina Tat e aumenta a susceptibilidade celular a infeccdo pelo
HIV (CASELLLI et al., 2003; DI LUCA et al., 2001; HYUN et al., 2001). Estudo demonstrou
gue o HHV-8 estimula a replicacdo do HIV em células infectadas na fase aguda, assim como,
reativa células infectadas cronicamente (CASELLI et al., 2005).

Atualmente, ndo existe um padréo ouro para detectar a infec¢do pelo HHV-8. Os testes
disponiveis incluem o ensaio por imunofluorescéncia indireta (IFI), no qual foi o primeiro
teste a ser utilizado nos inquéritos epidemioldgicos (MOHANNA et al., 2005; ULDRICK;
WHITBY, 2011).

A IFl pode detectar anticorpos contra antigenos da fase latente (LANA), como
também, antigenos da fase litica (ORF-65 e ORF-8), apesar de ser possivel verificar a
distribuicdo do HHV-8 na populacdo, a técnica possui um custo e um tempo de execucao
superior ao imunoensaio enzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA)
(NASCIMENTO et al., 2007). O ELISA detecta anticorpos contra o LANA, proteinas
codificadas pela ORF-65, proteinas do capsideo viral (p19) e do envelope (GP35/37), sendo
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esse, o teste utilizado para estudos epidemiolégicos, podendo detectar anticorpos IgM e IgG
(SPIRA et al., 2000; SULLIVAN et al., 2008).

No diagnéstico molecular é possivel detectar o DNA viral em tecidos, no PBMC, e na
saliva, para se detectar a carga viral nessas células e tecido, a técnica mais utilizada PCR
quantitativa (quantitative PCR, qPCR) que consegue quantificar as particulas virais a partir de
1 copia (QU; JENKINS; TRIULZI, 2010). Entretanto, em pacientes sem doencas associadas,
apenas 15% irdo apresentar carga viral detectavel e em pacientes com SK a carga viral é
detectavel de 10-60% dos pacientes (GANTT; CASPER, 2011).

2.5 Fator nuclear kappa B

O fator nuclear kappa B (NF«kB) foi inicialmente descrito por Sen et al. (1986) em
linfocitos B maduros, sendo responsavel pela transcricdo do gene da cadeia leve kappa da
imunoglobulina. Esse fator atua em processos como a diferenciacdo e desenvolvimento
celular, apoptose e resposta adaptativa a mudancas no balanco redox celular (MERCURIO;
MANNING, 1999). Durante muito tempo acreditava-se que esse fator nuclear seria exclusivo
de linfécitos B maduros, posteriormente, observou-se que estava presente no citoplasma da
maioria das células, associado a uma proteina inibitéria (IkB) que inativa sua funcédo
(GHOSH; KARIN, 2002).

O NFKkB representa uma familia de fatores de transcricdo indutiveis, que regula uma
grande variedade de genes envolvidos em diferentes processos de resposta imune e
inflamatéria (OECKINGHAUS; GHOSH, 2009). A ativacdo do NFkB é controlada por vérios
elementos reguladores positivos e negativos, em estado de repouso, os dimeros do NFkB sédo
mantidos inativos no citoplasma através da associacdo com proteinas 1kB (GHOSH; KARIN,
2002; HAYDEN; GHOSH, 2012). Os estimulos indutores desencadeiam a ativacdo do
complexo kB quinase, levando a fosforilacdo, ubiquitinacdo e degradacdo das proteinas IxB
(HAYDEN; GHOSH, 2012).

Varios genes utilizam NFkB através de variacbes de uma sequéncia de DNA quase
palindrémica, 5’-GGGRNWYYCC-3’ (N, qualquer base; R, purina; W, adenina ou timina; Y,
pirimidina), denominado kB, encontrado em seus promotores ou potenciadores (LENARDO;
PIERCE; BALTIMORE, 1987), esse sitio liga dimeros de cinco proteinas que compdem a
familia do fator de transcri¢do Rel: p50, p52, Rel A (p65), Rel B e c-Rel, todos compartilham
homologia N-terminal com o oncogene v-Rel (HAYDEN; GHOSH, 2008).
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O dominio de homologia Rel (Rel Homology Domain, RHD) possui 300 aminoacidos
contendo dois subdominios do tipo beta da imunoglobulina (Ig) com trés fungdes: ligacdo ao
DNA por especificacdo de sequéncia, dimerizacdo e ligacdo as proteinas inibitorias
(HAYDEN; GHOSH, 2012; SMALE, 2012). O subdominio N-terminal se assemelha ao
dominio de ligagdo ao DNA p53 e especifica o reconhecimento do DNA, enquanto que o
subdominio C-terminal possui residuos hidrofobicos que formam interfaces de dimerizacao e
proteina inibitoria (ZHANG; LENARDO; BALTIMORE, 2017).

As cinco proteinas da familia Rel sdo classificadas em duas classes: p50 e p52 que
surgem a partir das proteinas percursoras p105 (NFkB1) ¢ p100 (NFxB2), respectivamente
(BEINKE; LEY, 2004). A partir delas a regido C-terminal contendo repeticbes de anquirina
(AnkR) é clivada pos-translacionalmente; ja a Rel A (p65), Rel B e c-Rel sdo sintetizados
como proteinas maduras com dominios de transativacdo da transcricdo (TADs) (ZHANG;
LENARDO; BALTIMORE, 2017). Os dois dimeros paradigmaticos sdo 50: p65 e p52: RelB,
embora outras combinacdes incluindo os homodimeros p50: p50 e p52: p52 ou heterodimeros
p52: RelA ou p50:RelB existam com funcgdes distintas (figura 04) (SMALE, 2012; TRASK,
2004)

Figura 4- Imagem ilustrativa da estrutura cristalografica do NFxB1

Fonte: adaptado de Trask (2004)
Homodimero NFxB1-p50 (verde) e RelA-p65 (vermelho) ligada ao DNA.

Uma vez que combinagdes de dimeros podem reconhecer variantes distintas do local
kB com diferentes afinidades, muitos padrdes reguladores de genes podem ser gerados a partir
destas proteinas (WAJANT; SCHEURICH, 2011). Em células ndo estimuladas, como

linfocitos antes da ligagdo com o antigeno, o NFkB é principalmente citoplasmaticos devido a
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ligacdo a um conjunto dedicado de proteinas inibidoras compreendendo a familia do Inibidor
de B (inhibitor of kappa B, IkB) (HAYDEN; GHOSH, 2008). Além disso, existe uma
diferenca na capacidade de transativacdo de cada tipo de NFxB, ou seja, diferentes
combinagbes podem ser menos ou mais eficiente em induzir a expressdo ou ativacao de certos
genes (GHOSH; KARIN, 2002; WAJANT; SCHEURICH, 2011).

Quando ocorre a ativacdo da célula por um determinado estimulo, a 1xB é fosforilada
degradando-se rapidamente, em seguida, o0 NFxB ¢ translocado para o nuicleo ligando-se a um
potencializador intrénico de genes alvos para induzir a transcricdo do gene (YU; ZHONG;
YANG, 2004). O NFkB pode ser ativado por trés vias de sinalizagdo: a cléssica, também,
conhecida como candnica; a alternativa ou ndo candnica e a atipica (OECKINGHAUS et al.,
2011)

A via canonica esta associada a processos inflamatorios, anti apoptose, resposta imune
inata e sobrevivéncia celular, envolvendo, predominantemente, a ativacdo de p50 e p65 e c-
Rel, contendo os dimeros do NFkB, assim, a fosforilagdo ¢ degradagdo da IxB é necesséria
para que ocorra a translocacdo para o nicleo (FRANCO, 2010; VLANTIS; PASPARAKIS,
2010). Sinais pro-inflamatdrios como citocinas, padr6es moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) e padrées moleculares associados, ativam uma cascata de sinalizacdo que leva a
ativacdo de IkK, que libera NFkB de seu complexo inibitério. Como também, a superfamilia
do receptor de necrose tumoral (TNFR) ap6s se ligarem ao TNF-a tem a capacidade de
promover a sinalizagdo com ativacdo do IkK, sendo que as cascatas de sinalizacdo
desencadeadas pela superfamilia do TNFR podem induzir o NFxB ou a apoptose (GHOSH,;
KARIN, 2002; HUANG et al., 2000; YIN et al., 2009) (figura 05).

A fosforilacdo de IxB ocorre pela acdo de quinases especificas denominadas de
complexo IkB-quinase, composta por duas subunidades cataliticas 1kKa e a IkK e uma outra
subunidade nio catalitica, NEMO (NF«B essencial modulator), considerada a subunidade que
regula o complexo IkK (FRANCO, 2010). Existe a possibilidade de varias combinagdes entre
essas subunidades, podendo ser homo ou heterodimeros IKKa ou IKKf, associadas ou ndo ao
NEMO, sendo mais comum o complexo IKKa-IKKB-NEMO (FRANCO, 2010).

A via ndo canbnica pode ser ativada pelo conjunto de receptores, TNFR, que incluem
receptores para linfotoxina B, BAFF (C cell-activating fator receptor), RANK (receptor
activator of NFkB) e CD40L, sendo a ativacdo mediada pela quinase NIk (NFkB inducing
Kinase) sinaliza, preferencialmente, para IxKa fosforilar a pl00 associada a Rel B
(VLANTIS; PASPARAKIS, 2010).
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Figura 5- Representagdo esquematica das vias de ativacdo do NFkB
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Fonte: Adaptado de Oeckinghaus et al. (2011).

A via candnica (esquerda) € induzida por diferentes estimulos, nesse esquema, o estimulo é representado pelo
TNF e TNFRL1 e esté associado com a expressdo do heterodimero p50-p65 (RelA). A via ndo candnica (direita) é
estimulada pela linfotoxina-p (LT-B) e expressa o heterodimero p52-RelB.

Funcionalmente, o NFkB candnico esta envolvido em quase todos os aspectos das
respostas imunes, enquanto a via ndo-candnica parece estar evoluindo como um eixo
suplementar de sinalizacdo que coopera com a via candnica na regulacdo de funcbes
especificas do sistema imune adaptativo (SUN; LIU, 2011). J& na via atipica o

desencadeamento ocorre pelo reconhecimento do DNA lesado decorrente de radiagdes
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ultravioleta e situacdes de stress celular; esses estimulos induzem a fosforilagdo do 1B
através de um mecanismo independente do complexo IkK (TERGAONKAR, 2006). As
subunidades ativadas nesta via sdo as mesmas da classica e atuam no controle dos genes
inflamatdrios, genes de reparo de DNA e antioxidantes importantes em doencas cronicas
(TERGAONKAR, 2006).

Por ser um fator de transcrigdo indutivel, o NFkB, apds a ativado promove a transcri¢ao
de véarios genes que irdo regular o processo inflamatério com producdo de citocinas,
moléculas de adesdo, regulando a proliferacdo, apoptose e diferenciacao celular (Figura 06)
(LIU et al., 2017). Estudos tém demonstrado, através da expressao génica, que os fatores de
transcricdo do NF«B influenciam o fendtipo oncogénico (BASSERES; BALDWIN, 2006).
Assim como, o0 NFKkB desempenha um papel crucial na supressdo da apoptose, inducdo da
proliferacdo celular e inflamacéo, estando intimamente associada com o desenvolvimento de

cancer de col6n, prostata e melanoma (SHUKLA et al., 2004).

Figura 6- Vias de sinaliza¢do do NFkB
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Fonte: Adaptado de Liu et al. (2017).

2.5.1 NFkBI1 e NFkBIA

O NFkBI1 foi mapeado no cromossomo 4g23-024, sendo composto por 24 exons. Este
gene codifica a proteina p105 que por ter um percursor inativo precisa ser ativada pela p50,

essa proteina tem a capacidade de se ligar ao DNA por degrada¢cdo mediada por proteassoma
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(GAO et al., 2014b; MATHEW et al., 1993). Inumeros polimorfismos genéticos foram
descritos no gene do NFkBI1, sendo 0 polimorfismo funcional de inser¢do e dele¢do, —94
ins/del ATTG (rs28362491), na regido promotora do NFxBI foi investigado em diversas
doencas, como: doenca de Graves (KURYLOWICZ et al., 2007), colite ulcerativa (BORM et
al., 2005), artrite reumatoide (OROZCO et al., 2005) e varios canceres (CURRAN;
WEINSTEIN; GRIFFITHS, 2002; GAO et al., 2014b; YU et al., 2012).

A variante ATTG desse polimorfismo pode codificar trés genoétipos distintos: insercao
homozigdtica do tipo selvagem (ins/ins), delecdo variante heterozigdtica (del/del) e a variante
heterozigotica (ins/del) (KARBAN et al., 2004; KOC et al., 2014). Karban et al., 2004
demonstram que no alelo que continham a delecdo (del/ATTG) as proteinas ligavam-se
fracamente e ndo completamente, enquanto que os alelos com insercdo (ins/ATTG)
apresentavam uma maior avidez, sugerindo que o polimorfismo poderia afetar a atividade
promotora do gene NFxBI, devido a uma sinalizacdo diminuida, tendo como consequéncia a
diminuicdo da producéo da proteina p50/p105 (KARBAN et al., 2004)

O IkBa tem a funcdo de inibir o NFKB1 sendo codificado pelo gene NFxBIA que foi
mapeado no cromossomo 14q13 e possui 6 exons com aproximadamente 3,5kb, a familia do
IxB tem importante fun¢do regulatéria da expressdo final do fator transcricional, por isso a
disfungdo ou regulagdo negativa do IkBa pode ocasionar a ativagao excessiva do NFkB (GAO
et al.,, 2014b; LE BEAU et al., 1992; SENOL TUNCAY; OKYAY; BARDAKCI, 2010). O
polimorfismo, NFkBIA 3'UTR A —G (rs696), localizado na regido 30 ndo traduzida, pode
regular a expressdo do IkBa e como consequéncia afetar na ativagdo do NFkB (GAO et al.,
2014b; SENOL TUNCAY; OKYAY; BARDAKCI, 2010). A troca de nucleotideo nesse
polimorfismo pode codificar trés genotipos diferentes: a homozigose no alelo comum (AA), a
variante heterozigética (AG) e a variante homozigotica (GG) (KOC et al., 2014).

Estudo realizado por Goto et al., 2001, mostrou que as alteracBes na expressdo da
proteina do IkBa estavam relacionadas com o polimorfismo NFxBIA 3'UTR A —G,
alterando a atividade do NFkB. Como também, Song et al., 2011 demonstraram, in vitro, que
as variantes AG podem afetar a estabilidade no RNA mensageiro (MRNA) e o alelo A
fortalece a ligagdo com o micro RNA 449a (miR-449a) com o 3UTR do NF«BIA, gerando a
inibicdo da expressdo desse gene. A alteracdo do alelo A para o G pode afetar a estabilidade
do mRNA ou a eficacia translacional, tendo como consequéncia a diminuicdo dos niveis da
proteina (SONG et al., 2011).

A maioria dos estudos, utilizaram os polimorfismos combinados, uma vez que o

NFxBIA codifica inibidor do produto codificado pelo NFKB1, mutacdes em ambos
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polimorfismos ou em combinagdes especificas, podem gerar alteragdes mais proeminentes
nos niveis de NFkB. Nao existem dados na literatura que associem os polimorfismos do
NF«B com o ciclo replicativo do HHV-8 e nem com as doencas associadas ao virus.

2.5.2 HHV-8 e 0 NFkB

Os herpesvirus tém como caracteristica a capacidade de suportar dois ciclos distintos:
o ciclo litico e de laténcia. A laténcia ocorre apos a infeccéo e se caracteriza pela persisténcia
do genoma viral no nucleo da célula e a expressdo de um pequeno nimero de genes virais,
enquanto que o ciclo litico ocorre apds a infeccdo de novo ou reativacdo de um virus em ciclo
latente, resultando na replicacdo viral. (SUN et al., 1998). Alguns estudos tém demonstrado a
importancia do ciclo litico em processos oncogénicos, no qual a reativacdo viral ou infeccdo
de novo seria um importante fator para o desenvolvimento do SK (LUKAC et al., 1998;
BROWN et al., 2003).

As proteinas virais liticas possuem homologia com proteinas humanas, mimetizando
as proteinas hospedeiras que regulam o ciclo celular, contribuindo para a sobrevivéncia e
proliferacdo das células endoteliais, como também induzem um efeito imunomodulador que
favorece a replicacéo viral (KNOWLTON et al., 2014). A expanséo das células B proporciona
alvos para a infeccdo inicial do HHV-8 e replicacdo do ciclo litico, ainda néo esta elucidado
se ha uma transicdo na infeccdo pelo HHV-8 nas células B ndo diferenciadas para células B
de memoria (MOIR; FAUCI, 2009). Entretanto, o virus estimula a diferenciacdo de células
plasmaticas, como também a coinfeccdo com o HIV poderia ser um fator contribuinte, uma
vez que os pacientes infectados pelo HIV-1 apresentam quantidade anormais de linfocitos B
(LB) imaturos e plasmoblastos (MOIR; FAUCI, 2009; KNOWLTON et al., 2014).

Embora a ativacdo de NFkB por uma infeccgéo viral tem o objetivo de ativar a resposta
imune a patdgenos invasores, varios virus, como o HHV-8, desenvolveram estratégias para
aproveitar essa via para direcionar a expressao e replicacdo génica viral, bem como evitar a
apoptose (SGARBANTI et al., 2004). A ativagdo do NF«B protegeria a célula hospedeira do
apoptose e assegurariam o estabelecimento da laténcia viral e infeccdo estavel, entretanto,
essa seria uma via importante para a linfomagénese viral, favorecendo a patogénese das
doengas associadas, principalmente o PEL (GUASPARRI et al., 2012; GUASPARRI,;
KELLER; CESARMAN, 2004).

Em pacientes infectados pelo HHV-8, a vFLIP demonstrou ter a capacidade de ativar a
via classica do NFxB através da ligacdo e ativacdo do complexo quinase IkK, com

consequente fosforilacdo de IkPoa, liberando o NF«B da influéncia inibitéria com migragdo
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para nucleo e expressdo dos genes alvos (FIELD et al., 2003; LIU et al., 2002; MATTA;
CHAUDHARY, 2004).

Estudos reportaram que a atividade do NF«xB poderia inibir a ativacao dos genes
liticos, favorecendo a laténcia viral (BROWN et al., 2003; GROSSMANN; GANEM, 2008;
EHRLICH et al., 2014). Brown et al. (2003), em estudo com gammaherpesvirus apontaram
que a superexpressdo do NFkB poderia inibir & ativacdo dos genes liticos nessa familia, sendo
um regulador do equilibrio entre a laténcia e a replicacdo litica. Como também, Ehrich et al.
(2014), observaram uma diminui¢do nos niveis da proteina VFLIP e na ativa¢do do NFkB na
presenca da proteina de gatilho para o ciclo litico, RTA (EHRLICH et al., 2014). Grossman et
al. (2008), demonstram que a inibi¢do do NFkB em algumas populagdes celulares levaria ao
aumento da expressao de genes liticos no PEL, entretanto, em condic¢des de infeccdo de novo,
o contexto inibitério do NFkB levaria a reativacdo litica, aumento da citotoxicidade e
apoptose (GROSSMANN; GANEM, 2008).

As proteinas virais liticas, K1, K15 e v-GPCR também foram associadas na inducéo
da atividade do NFxB, favorecendo a replicagdo viral e a patogénese das doengas associadas
ao virus (AZZI et al., 2014; BRINKMANN et al., 2003; BRINKMANN; SCHULZ, 2006;
JARVILUOMA; OJALA, 2006; KONRAD et al., 2009; MATTA; CHAUDHARY, 2005).
Foi demonstrado, in vitro, que a superexpressdo da proteina litica vVGPCR induz o NF«B no
PEL (CANNON, M.; PHILPOTT; CESARMAN, 2003;) . Sgarbanti et al. (2004), mostraram
que a atividade do NFxB ¢ necessaria para o ciclo litico do HHV-8, sugerindo que esse fator
poderia ser um facilitador do ciclo replicativo e importante para a maturacdo do virion, sendo
a ativacdo do complexo IxKa/IkKf necessaria para a regulacdo dos aspectos da infectividade
do HHV-8 (SGARBANTI et al., 2004).

Estudo realizado por Blatman et al., 2014, apontaram 0 NFkB como necessario para a
producdo de virions competentes, os virions produzidos em condi¢des de inibicdo do fator
nuclear, apresentaram um defeito na ligacdo ou na entrada para infectar novas células. Esses
mesmos autores sugerem que estratégias terapéuticas para a inibicdo do NFxB podem ser
validas em pacientes com viremia ndo controlada, como o0s imunossuprimidos por terapia
supressora, pacientes com aids ou pacientes com risco aumentado para o desenvolvimento das
doencgas associadas ao HHV-8 (SK, PEL, MCD) (BLATTMAN et al., 2014). O inibidor de
proteassoma, Bortozomib®, age na atividade no NF«kB e poderia ser util na diminui¢do da
atividade replicativa do HHV-8 e no tratamento de doengas associadas (BLATTMAN et al.,
2014; MATTA; CHAUDHARY, 2005).



34

O NF«xB tem um importante papel no estabelecimento da laténcia (BROWN et al.,
2003; GROSSMANN; GANEM, 2008; GUASPARRI et al., 2012), como também, estaria
associado com atividade litica do HHV-8 e producéo de virions viaveis (BLATTMAN et al.,
2014; CANNON; PHILPOTT; CESARMAN, 2003; SGARBANTI et al., 2004), entretanto a
maioria dos estudos foram realizados com doencas associadas e/ou in vitro. Este trabalho
pretende contribuir com informacGes sobre a associacdo da expressdo do NFkB e seus
polimorfismos genéticos (NFxBI1—94 ins/del ATTG ¢ NFkBIA 3'UTR A —G) com o ciclo

replicativo do HHV-8 em pessoas coinfectadas pelo HIV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a associagdo entre a infeccdo latente ou litica pelo HHV-8 com a expressdo
do NFxB e TNF-a em linfocitos B (CD19+) e T (CD3+) e com o0s polimorfismos do NFxBI1 e
NFxBIA em pessoas coinfectadas pelo HIV.

3.2 Objetivos especificos

Em pessoas coinfectadas HIV/HHV-8 com infeccdo latente ou litica pelo HHV-8:

e Associar a expressdo do NFxB e/ou TNF-a em células CD19+ ou CD3+;

e Correlacionar a expressdo do NFkB e/ou TNF-o em células CD3+ com as contagens
de linfocitos T CD4 ou T CDS;

e Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do NFkB1 (94 ins/del

ATTG);

e Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do NFkBIA (3°UTR
A > G);

e Verificar a associacao do ciclo litico ou latente com o polimorfismo nos genes NFxB1
e/ou NFxBIA;

o Verificar a correlagdo dos polimorfismos nos genes NFxBI elou NFkBIA com a
contagem de linfocitos T CD4 ou T CD8.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho, populacéo e locais do estudo.

4.1.1 Desenho e locais do estudo

O estudo, do tipo comparacdo entre grupos, foi composto por pessoas coinfectadas
HIV/HHV-8, atendidas no Ambulatorio de Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), Recife — PE. Os
dados laboratoriais (contagem de linfécitos TCD4, TCD8 e carga viral do HIV) foram obtidos
a partir da andlise dos prontuarios no Servico de Arquivo Médico e Estatistica (SAME). O
processamento das amostras, analises imunoldgicas e moleculares foram realizadas no Setor
de Virologia do Laboratério Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA-
UFPE), no Laboratorio de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de
Sdo Paulo — IMT/USP e no Departamento de Imunologia do Instituto Aggeu Magalhdes da
Fundacao Oswaldo Cruz de Pernambuco - IAM/FIOCRUZ/PE.

4.1.2 Populagéo do estudo

Participaram do estudo 738 pessoas com o diagndéstico confirmado para a infec¢do
pelo HIV desse, 189 foram reagentes para anti-HHV-8. A amostra de soro dos 189 foram
submetidas a imunofluorescéncia indireta para antigenos do ciclo litico e latente, sendo 75
reagentes para antigenos da laténcia, 63 para antigenos liticos, 41 apresentaram anticorpos
para ambos os ciclos e 10 foram negativos. Os 138 pacientes que apresentaram anticorpos
para antigenos de ciclos distintos foram inclusos no estudo (75 latentes e 63 liticos). Para as
andlises das expressdes celulares foram excluidos do estudo os pacientes que apresentavam
carga viral do HIV detectavel (43 latentes e 40 liticos) e para as andlises genéticas foram
excluidos do estudo 6 pacientes por decorréncia da baixa qualidade de DNA apés a extracdo
(69 latentes e 63 liticos). Todos os pacientes que foram inclusos no estudo faziam uso da

terapia antirretroviral (TARV)
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4.2 Definicdo do tamanho amostral

O calculo amostral foi realizado utilizando o programa Epi Info versdo 7.2.2.6,
assumindo um erro alfa de 0,05, com nivel de confiabilidade de 95% e um “power” de 80 %.
O célculo foi realizado com base na prevaléncia do HHV-8 e 10% foi adicionado ao valor
final a fim de suprir eventuais perdas. Por fim, o célculo apontou a necessidade de um grupo

com 48 individuos em laténcia e 48 individuos em ciclo litico do HHV-8.

4.3 Critérios de inclusao

Pessoas de ambos 0s sexos, com idade maior que 18 anos, diagndstico sorologico da
infeccdo pelo HIV, estabelecido de acordo com a portaria n° 151, de 14 de outubro de 2009

(BRASIL, 2009) e sorologia positiva para a infec¢éo pelo HHV-8.

4.4 Critérios de exclusao

e Uso de inibidores de NF-xB (Bortezomib);

e Mulheres Gravidas;

e Outras coinfecc¢des (HBV, HCV, HTLV I/11)
e Doencas autoimunes;

e Uso de medicamentos imunossupressores;

e Outras infec¢cbes no momento da coleta.

4.5 Definigdo e categorizagdo das variaveis do estudo

4.5.1. Variaveis dependentes

VARIAVEL DEFINICAO CONCEITUAL

Individuos HIV/ HHV-8 em | Infeccdo latente determinada por Imunofluorescéncia indireta.
laténcia para 0 HHV-8

Individuos HIV/HHV-8 na | Infeccdo litica determinada por Imunofluorescéncia indireta.
fase litica pelo HHV-8
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VARIAVEL

DEFINICAO CONCEITUAL

CATEGORIZACAO

Expressao do NFkB-p65

Quantificacdo da emissdo de
fluorescéncia (PE) intracelular nas
populagbes de linfécitos CD19+ e
CD3+ por citometria de fluxo.
Variével continua.

Expresséo celular do TNF-a

Quantificacdo da emissdo de
fluorescéncia (PE) intracelular nas
populacdes de linfocitos CD19+ e
CD3+ por citometria de fluxo.
Variavel continua.

NFxB1
94 ins/del ATTG

Presenca de wuma variagdo na
sequéncia que afeta somente um
nucleotideo definido por RFLP em
tempo Real. Varidvel nominal.

1. Insercéo/Insercéo
2. Insercgéo/Delecdo

3. Delecédo/Delecéo

NFkBIA Presenca de uma variagdo na |l1. AA
sequéncia que afeta somente um
FUIRA—G nucleotideo definido por RFLP em 2. AG
tempo Real. Variavel nominal. 3. GG
Sexo Género apresentado pelo paciente. 1. Masculino
Variavel nominal dicotdmica. o
2. Feminino
Idade Intervalo de tempo entre a data do
nascimento e a data de realizacdo da -
coleta sanguinea. Variavel continua.
Etnia Indicado pelo paciente, através de | 1. Parda/Mulato

entrevista, a qual etnia pertence.

2. Negra
3. Branca
4. Indigena

5. Amarelo

-NUmero de linfocitos
T CD4"

Quantificagdo do marcador de
superficie celular CD3 associado a
CD4, sendo referida no prontuério do
paciente desde que realizada no
periodo méaximo de trés meses
anteriores a data de coleta da amostra
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sanguinea, resultado expresso em
células/mm®. Variavel continua.

Numero de linfécitos Quantificacdo do marcador de
TCD8" superficie celular CD3 associado a
CD8, sendo referida no prontuério do
paciente desde que realizada no
periodo méximo de trés meses
anteriores a data de coleta da amostra
sanguinea, resultado expresso em
células/mm®. Variavel continua.

Carga viral do HIV Numero de copias/mL do HIV-RNA
quantificadas no soro do paciente,
sendo referida no prontuario do
paciente desde que realizada no
periodo méximo de trés meses
anteriores a data de coleta da amostra
sanguinea. Variavel continua.

Tempo de uso da TARV Referida no prontuério do paciente.
Variavel continua. -

4.6 Coleta de dados

Ao aceitar participar da pesquisa, 0 paciente assinou o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) que lhe assegura o cumprimento das normas da resolucdo 196 do
Conselho Nacional de Saide (APENDICE A). Posteriormente, dados sociais foram coletados
no momento da assinatura do TCLE e os valores da contagem de linfocitos TCD4, TCD8 e

carga viral do HIV foram obtidos através do prontuério.

4.7 Coleta e armazenamento das amostras

As amostras de sangue foram coletadas por pun¢do venosa em quatro tubos de 4 ml:
um contendo K3-EDTA, dois contendo heparina e um tubo seco. Em seguida as amostras
foram encaminhadas para o Setor de Virologia do LIKA e para o Laboratorio de
Imunoparasitologia do Instituto Aggeu Magalhdes — IAM/FIOCRUZ/PE. As amostras de
sangue contendo EDTA e as amostras de soro foram armazenadas em microtubos de 2mL a -
20°C, para posterior extracdo de DNA e realizacdo da sorologia, respectivamente. As

amostras com Heparina foram processadas e cultivadas para a imunofenotipagem.
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4.8 Imunoensaio Enzimatico para HHV-8

Para deteccdo da presenca da infeccdo pelo HHV-8 foi realizado o imunoensaio
enzimatico indireto in house de virus total. O teste detecta anticorpos IgG contra proteinas
estruturais e ndo estruturais do virus, utilizando a linhagem celular do linfoma de células B de
cavidades do corpo (Body Cavity Based Lymphom, BCBL-1). A células foram cultivadas em
garrafas de 125mL com meio RPMI 1640 (Gibco®, Waltham, MA, EUA) suplementado com
10% de soro fetal bovino, 2 mM de Lglutamina, 2.5u de anfotericina B e 100U/mL de
penicilina/estreptomicina em incubadora Umida a 37°C com 5% de CO® O lisado de
antigenos foi obtido através da mistura do contetdo do material cultivado, sendo uma garrafa
induzida com acetato de ester de forbol tetradecanoil (TPA), 1 pug/mL de TPA (Sigma®,
USA) por 96 horas ao abrigo da luz, e outra ndo induzida. As aliquotas utilizadas em cada
placa foram obtidas por sonica¢éo e foram estocadas a -80 °C.

As microplacas (Nuncpolysorp®, Waltham, MA, EUA) foram sensibilizadas com 100
ul de antigeno diluido 1:100 e incubadas Overnight, posteriormente as placas foram lavadas
com PBS (solucdo salina tamponada com fosfatos pH=7.2, 0.05 Tween 20) e bloqueadas
(leite desnatado 5%) por uma hora. Ap6s o bloqueio, o soro do paciente, previamente diluido
(1:200), foi adicionado e incubado por uma hora a 25°C, posteriormente foram realizadas
quatro lavagens e adicionado o conjugado (anti human IgG peroxidase conjugate-P0214
DAKO®) e uma nova incubacdo a 25°C por 40 minutos foi realizada. Ap6s nova lavagem, a
placa foi incubada com o substrato (substrate/chromogen (tetramethylbenzidine; Dade
Behring®, Deerfield, IL, EUA) por 10 minutos em temperatura ambiente. A reacdo foi parada
com acido sulfurico e a leitura realizada em espectrofotdmetro (Biochrom Asys Expert
Plus®) no comprimento de onda de 450nm/620nm. O célculo do cut-off foi realizado através
da média dos controles positivos, subtraindo o branco, os valores superiores ao cut-off foram
considerados positivos, todas as amostras com resultado positivo foram novamente testadas

para confirmacdo do diagnostico. Protocolo adaptado de Nascimento et al. (2007)

4.9 Imunofluorescéncia indireta

A fim de identificar se os pacientes estavam em ciclo litico ou latente do HHV-8 foi
realizada a imunofluorescéncia indireta. Para confeccdo das laminas, células BCBL-1 foram
cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco®, Waltham, MA, EUA) suplementado com 10% de
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soro bovino fetal, 100mg/mL de estreptomicina, 2ug/mL de anfotericina B e 100U/mL de
Benzilpenicilina. Para a deteccdo da fase litica, as células foram cultivadas por 96 horas com
20ng/mL de TPA, a fim de induzir a transcricdo do genoma viral, e para a deteccdo da fase
latente foram utilizadas células que ndo foram submetidas a inducdo por TPA. As células
foram lavadas com PBS (pH=7.2) e ressuspensas em uma concentracdo de 10 celulas/mL,
posteriormente, 10ul da suspenséo foi adicionada na area demarcada da Idmina sendo deixada
a temperatura ambiente para secagem e foram fixadas com acetona gelada por 20 minutos. As
laminas foram congeladas a -80°C para posterior utilizacao.

Apo6s o descongelamento, as I&minas foram hidratadas com uma solugdo de 30pul de
leite desnatado a 1% por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds aspirar o leite, 25ul do
soro do paciente foi adicionado, sendo diluido de 1:100 para deteccdo da laténcia e 1:40 para
deteccdo do ciclo litico, posteriormente as laminas foram incubadas em camera Umida a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds lavagem, foi adicionado 30pl do conjugado (anti-
IgG humano com isoticionato de fluoresceina- Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA), diluido
1:50 em azul de Evans, e a lamina foi novamente incubada por 30 minutos em temperatura
ambiente. Seguido os 30 minutos, a ldmina foi lavada e montada com glicerina tamponada
(pH 9.2) e lida em microscdpio de imunofluorescéncia Zeiss com aumento de 400 vezes
(Figura 07). A andlise do ciclo litico e latente foram realizadas em |&minas diferentes e em
duplicata.

Para controle interno em todas as laminas foram adicionados um controle negativo e
um controle positivo e para cada andlise foi testado um controle positivo em dilui¢Ges
seriadas de 1:50 a 1:12.500 a fim de verificar a sensibilidade do teste. Protocolo adaptado de
Nascimento et al. (2007)

Figura 7- Imunofluorescéncia indireta positiva antigenos latentes e liticos

Fonte: Sumita, 2009.
A esquerda IFI positiva para anticorpos contra o antigeno da fase latente e fase litica e a direita
positividade para anticorpos contra antigeno litico.
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4.10 Cultura celular

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir de
sangue heparinizado por centrifugacdo num gradiente de densidade Ficoll-Paque (GE
Healthcare®, Uppsala, Suécia) como descrito anteriormente (LORENA et al., 2008). As
células foram colocadas em tubos de cultura de polipropileno de 14 ml (Becton Dickinson®,
San Jose, CA, EUA) contendo meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA)
suplementado com antibiotico a 1% (10.000 U de penicilina, 10.000 U de estreptomicina,
Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) e 10% de albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich®,
St Louis, MO, EUA). Os tubos de cultura foram estimulados com fito hemaglutinina (PHA)
(Cultilab®, Campinas, SP, BR) (5ug/mL). Para cada paciente, foram utilizados dois tubos de
cultura, um com estimulo (PHA+) e outro sem estimulo (PHA-). A Brefeldina A (Becton
Dickinson®, San Jose, CA, EUA®) (1pg /mL) foi adicionada para impedir a secre¢do de
citocinas do complexo de Golgi. Os tubos foram incubados & 37°C com 5% de CO2 por

quatro horas. As culturas foram realizadas a uma concentracdo de 1 x 10° células/mL

4.11 Imunofenotipagem do NFkB-p65 e TNF-a

Ap0s as quatro horas de cultura, as células foram lavadas (400g/10 min/temperatura
ambiente) com PBS suplementado com 0.5% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich®, St Louis,
MO, EUA) e 0.1 %de azida de sodio (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) (PBS-Wash).
Apos lavadas as células foram marcadas com CD3- peridinina-clorofila-proteina (PerCP) e
CD19-isotiocianato de fluoresceina (FITC). Os tubos foram incubados por 30 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, posteriormente as células foram permeabilizadas
com solucdo Permwash (Becton Dickinson®, San Jose, CA, EUA) por 10 minutos ao abrigo
da luz. Entdo as células foram incubadas com TNF-a-aloficocianina (APC) e NFkB-p65-
ficoeritrina (PE) por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, ap6s incubacao, as
células foram lavadas, fixadas e armazenada a 4 °C para posterior aquisicdo de fluorescéncia
por citometria de fluxo.

A aquisicdo das amostras foi realizada no FACScalibur (Becton Dickinson®, San
Jose, CA, EUA) e foram adquiridos 30.000 eventos por tubo, inicialmente foi selecionado um
gradrante para a selecdo da populagdo de linfocitos por meio do gréafico do canal de disperséo
(FSC) versus o canal de disperséo lateral (SSC). Apos a aquisicao, os dados foram analisados

utilizando o programa Flowjo (Flowjo®, USA). Para avaliar o NFkB foi utilizado os canais
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FL1 (CD19) ou FL3 (CD3) versus o FL2 (NFkB) e para avaliar a producdo de TNF-o 0s
quadrantes FL1 (CD19) ou FL3 (CD3) versus o FL4 (TNF-a). Para avaliar as marcagfes do
TNF-0+NFxB+ em linfocitos CD19 (Figura 08) ou CD3 foi selecionado um quadrante de
interesse, R2, em FL1 (CD19) ou FL3 (CD3) versus o FL4 (TNF-a) e posteriormente foi
avaliado esse quadrante R2 versus FL2 (NFxB) para obtencdo de dois gréficos

bidimensionais.

Figura 8- Representacdo da analise com marcacao tripla
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Fonte: Do autor (2018).

4.12 Analises dos Polimorfismos do NFkB1 e NFxBIA

Os polimorfismos, NFkBI1-94 ins/del ATTG e NFkBIA 3’UTR A -> G, foram
determinados pela reacdo em cadeia da polimerase-polimorfismo de comprimento de
fragmento de DNA (PCR-RFLP). A PCR foi realizada com Taq DNA polimerase
(Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA), os primers e as enzimas utilizados nas reacfes estdo
descritos na tabela XX. As condi¢Ges da PCR foram otimizadas para ambos polimorfismos,
95°C por 3 minutos para a desnaturacdo inicial, 32 ciclos a 95°C por 30 segundos para
desnaturacédo, 52°C por 30 segundos para o anelamento dos primers, 72°C por 1 minuto para a
extensdo seguido de 72°C por 5 minutos para extensao final.

O produto da PCR foi digerido com 1U da enzima de restri¢do, overnight a 37°C e
posteriormente foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 2% por 30 minutos (120v).
Apos a eletroforese, foram analisadas as bandas presentes no gel. Para o polimorfismo do
NF«B1 as variantes com inser¢do foram clivadas pela enzima em dois fragmentos, 240pb e
45pb, e a variante com delecdo ndo foi digerida, apresentando um produto de 281pb, os
individuos heterozigotos apresentaram trés fragmentos (281pb, 240pb e 45pb). Para o

polimorfismo do NFkBIA, o homozigoto do alelo comum (AA) nao foi clivado pela enzima,
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apresentando um fragmento de 424pb, enquanto que o homozigoto do alelo variante (GG)
apresentou dois fragmentos, 316pb e 108pb, o heterozigoto apresentou trés fragmentos
(424pb, 316pb e 108pb). O DNA utilizado nas analises foi extraido por kit comercial

(Promega® Madison, WI, USA) seguindo as instrucdes do fabricante.

Tabela 1- Sequéncia de primers e enzimas de restricdo

Polimorfismo Primers Enzima
NFkBI-94 ins/del ATTG F: TGG GCACAAGTCGTT TATG Van91l
R: CTG GAG CCG GTA GGG AAG (Fermentas®)
NF«xBIA 3°UTR A > G F: GGC TGA AAG AAC ATG GAC TTG Haelll

R: GTA CAC CAT TTA CAG GGA GGG  (Fermentas®)

4.13 Analise estatistica

Para verificar a associacdo das expressdes de NFkB-p65 e TNF-a entre 0s dois grupos
do estudo foi aplicado o teste de Mann-Whitney e para a correlacdo entre a expressao e a
contagem de linfocitos TCD4 ou TCD8 foi utilizado a correlagdo de Spearman. As anélises da
associacao dos alelos e genotipos dos polimorfismos e varidveis como sexo e etnia foram
realizadas através do teste Qui-quadrado (x*) com a correcdo de Yates. Em todos os testes foi
utilizado um intervalo de confianca de 95% e considerado significante um valor de p <0.05. O
programa utilizado para as analises foi 0 GraphPad Prism 6.07 (GraphPad Software, La Jolla
California USA).

4.14 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da UFPE (CAAE - 45156215.5.0000.5208).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da expressiao de NFkB e TNF-a em células CD19+ e CD3+ sobre o ciclo de
vida do HHV-8 em pacientes infectados pelo HIV

e Titulo do periédico: Medical Microbiology and Immunology
e Area de avaliacdo: Medicina Il

Resumo

Human gammaherpesvirus 8 (HHV-8) pode apresentar duas fases de replicacdo, ciclo litico e
latente, ambos modulados por fatores virais e hospedeiros. Embora vérios estudos tenham
mostrado a influéncia do NFkB na replicagdo do HHV-8, os resultados de sua participagéo na
infeccdo latente sdo discordantes. E possivel que os resultados divergentes sejam
influenciados pelo modelo in vitro utilizado. Aqui, n6s avaliamos a associacdo da expressdo
de NFxB e/ou TNF-a em linfécitos B (CD19 +) e T (CD3 +) de pessoas vivendo com
HIV/AIDS com a infecgdo latente ou litica do HHV-8. Analisamos também a correlagéo da
expressdo de NFkB e / ou TNF-o com as contagens de linfocitos TCD4 e TCDS. Em
condicdes ex vivo, a expressio de NFkB e/ou TNF-a em linfocitos B (CD19+) esteve
fortemente associada ao ciclo litico do HHV-8 (p <0,0001). Da mesma forma, as células
CD19+TNF-0+NFkB+ e CD3+TNF-a+NFkB+ também foram fortemente relacionadas a
infeccdo litica (p <0,0001). Células CD3+ TNF-a+ do grupo litico foram correlacionadas com
a contagem de linfécitos TCD8 (r = 0,70, p <0,0001). Acreditamos que essas analises
realizadas com células de pacientes infectados fornecam achados mais consistentes sobre o
papel da resposta imune na regulacéo da replicacdo do HHV-8. Finalmente, levando em conta
o papel das proteinas do ciclo litico na patogénese das doencas relacionadas ao HHV-8
(sarcoma de Kaposi, doenca de Castleman multicéntrica e linfoma de efusdo primaria)
acreditamos que o NFkB e o TNF-a poderiam ser explorados no futuro como potenciais
biomarcadores para estas condi¢es clinicas.

Keywords: HHV-8; replication cycle; immune response; NFkB; TNF-a
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Introducéo

O Herpesvirus humano 8 (Human gammaherpesvirus 8, HHV-8), também conhecido
como Herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi, € um membro da familia Herpesviridae e
género Rhadinovirus [1]. Atualmente, o sarcoma de Kaposi (SK) é um dos canceres mais
comuns em pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA) [2]. O HHV-8 também é o agente
etiologico da doenca multicéntrica de Castleman (MCD) e do linfoma de efusdo priméario
(PEL) [3-5].

O HHV-8 pode expressar seus genes em duas fases transcricionais, a latente e litica
[6]. As proteinas de fase latente (LANA, vCyclin, vFLIP) tem por objetivo a persisténcia do
virus na célula, enquanto que as proteinas expressas no ciclo litico (e.g VGPCR, K1, k15)
medeiam a producdo da progénie viral e a infeccdo de novas células [8]. Além dos elementos
virais, alguns fatores do hospedeiro, como genéticos, estresse oxidativo e secrecao de algumas
citocinas (IL-4, IL-6, IL-10), também podem estar associados a replicacdo do HHV-8 [9-11].

O NF«B representa uma familia de fatores de transcrigdo que podem ser ativados pelo
reconhecimento de padrées moleculares associados ao patégeno (PAMPS), como dsDNA e
dsRNA viral, e também pelo TNF-a, uma potente citocina anti-viral [12]. Uma vez ativado, o
NFkB regula a expressdo de uma ampla variedade de genes envolvidos na resposta
inflamatéria e imunolégica, como TNF-o, IL-1, IL-2, IL-6, IL-18, IL-12, MCP-1, IL-18,
RANTES, MIP-2, CXCL1 e CXCL10 [13]. A ativacdo inapropriada das vias de sinalizacéo
do NFxB tem sido associada a autoimunidade, inflamacéo cronica e alguns tipos de cancer
[14-16].

A familia NFkB atua como dimeros sendo formados por cinco membros, RelA (p65),
RelB, c-Rel, NFkB1 (p100/p52) e NFkB2 (p105/50) [17,18]. RelA, RelB, c-Rel possuem um
dominio de transativacdo C-terminal, que permite a ativacdo da expressdo do gene alvo e o
NFkB1 e NFkB2 possuem atividade de ligacio ao DNA [15,17,19]. Embora outras
combinagdes possam ocorrer, os dimeros mais frequentes sdo p50: RelA e p52: RelB [20,21].

Numerosos estudos relataram a influéncia do NF«B no ciclo litico ou latente do HHV-
8 [12,22,31,32,23-30]. Experimentos realizados com o HHV-8, Virus Epstein-Barr (Epstein-
Barr virus, EBV) e Gammaherpesvirus murino 68 (Murine gammaherpesvirus 68, MHV-68)
relataram a associagdo da superexpressdo do NFxB com a inibigdo de genes liticos [26].
Ehrich et al. (2014) observaram que a presenca da proteina viral RTA resultou na diminuicéo

da ativacdo de NFkB durante a reativacdo litica [27]. Grossmann e Ganem (2008)
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demonstraram que a inibicdo do NF«B pode levar ao aumento da expressdo de genes liticos
no PEL. Em infeccOes de novo, a inibigdo do NF«B resultou em reativacéo litica, aumento da
citotoxicidade e apoptose [31]. Por outro lado, varios estudos também associaram as proteinas
virais do ciclo litico, como a ORF 75, K1, K13, K15 e vGPCR, com a ativacdo do NF«B,
favorecendo a replicagdo viral e o desenvolvimento de doengas associadas ao HHV-8
[22,24,25,33-35].

Embora todos esses resultados apontem a relacdo entre o ciclo NFkB e HHV-8, seus
achados, as vezes conflitantes, foram quase todos obtidos de experimentos in vitro, realizados
com linhagens de células de laboratorio, que podem nédo ser verdadeiramente representativas
do paciente infectado. Aqui, nds avaliamos a associacdo da expressdo do NFkB (RelA) e/ou
TNF-o em linfocitos B (CD19+) e T (CD3+) de PVHA com infeccdo latente ou litica do
HHV-8. Além disso, também analisamos a correlacdo da expressao do NFkB (RelA) e/ou
TNF-a com as contagens de linfocitos TCD4 e TCDS.

Material e métodos

Populagéo do estudo

Participaram do estudo pessoas de ambos 0s sexos, maiores de 18 anos, acompanhadas
no Ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitdrias do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco. Os participantes (n=83) tiveram diagndstico
confirmado de infec¢do por HIV e HHV-8, todos sem SK, MCD ou PEL. Os individuos
estavam sob terapia anti-retroviral regular (TARV) e apresentavam carga viral indetectavel
para 0 HIV. As caracteristicas gerais, sexo, tempo de uso da TARV e contagem de linfécitos
TCD4 e TCDS8, sdo demonstradas na tabela 1. Ap6s imunofluorescéncia indireta [36], 0s
pacientes foram divididos em dois grupos: latente (n=43) e litico (n=40). O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade
Federal de Pernambuco (numero do protocolo: 45156215.5.0000.5208).

Tabela 1 — Caracterizacdo da populacédo

Grupo Numero de Idade” Masculino  Feminino UsodaTarv LTCD4* LTCD8*
Individuos (meses)*
Latente 43 445(£10.1) 72.1% (31) 27.9% (12) 156 566 740
Litico 40 41.5(£10.9) 57.5% (23) 42.5% (17) 99 774 735
Total 83 43 (£10.6) 65.1% (54) 34.9% (29) 115 566 736

Resultado expresso em média +DP; *mediana
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Cultura celular

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir de
sangue heparinizado por centrifugacdo em gradiente de densidade Ficoll-Paque (GE
Healthcare®, Uppsala, Suécia), como descrito anteriormente [37]. As células foram colocadas
em tubos de cultura de polipropileno 14mL (Becton Dickinson®, San Jose, Califérnia, EUA),
contendo meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) suplementado com
antibidtico a 1% (10.000U de penicilina e 10.000U de stock de estreptomicina) (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e 10% de soro fetal de bovino (FBS) (Sigma-Aldrich®, St
Louis, MO, EUA). Para cada paciente, foram utilizados dois tubos de cultura, um com
estimulo [fitohemaglutinina (PHA+), 5ug / mL] (Cultilab®, Campinas, SP, BR) e 0 outro sem
estimulo (PHA-). foram realizadas a uma concentracéo de 1 x 10° células/mL e incubadas a
37 com 5% de CO2 durante 4 horas. A Brefeldina A (Becton Dickinson®, San Jose, CA,

EUA®) (1ng/ mL) foi adicionada para impedir a secrecéo de citocinas do complexo de Golgi.

Imunofenotipagem

As células foram lavadas por centrifugacdo (400g/10min/a temperatura ambiente) com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 0,5% de albumina de soro bovino
(BSA) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) e 0,1% de azida sodica (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, EUA) (PBS-Wash). As amostras foram marcadas com CD3-peridinina-clorofila-
proteina (PerCP) e isotiocianato de fluoresceina CD19 (FITC) (Becton Dickinson®, San Jose,
CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os tubos foram entdo incubados por 30
min em temperatura ambiente e as células foram permeabilizadas com solucéo de Perm/Wash
(Becton Dickinson®, San Jose, CA, EUA) por 10 min no escuro. Posteriormente, as células
foram incubadas com TNF-a-Aloficocianina (APC) e NFkB-p65-Fitoeritrina (PE) (Becton
Dickinson®, San Jose, CA, EUA) por 30 min no escuro e a temperatura ambiente.
Finalmente, as células foram lavadas, fixadas com Cytofix (Becton Dickinson®, San Jose,

CA, EUA) por 15 minutos e armazenadas a 4 ° C até 0 momento da aquisicao.

Aquisicdo e andlise por Citometria de Fluxo
Inicialmente foi selecionado um gate para a selecdo da populacdo de linfocitos por
meio do Forward Scatter Channel (FSC) versus o Scatter Side Channel (SSC). As amostras

imunomarcadas foram analisadas em um citbmetro de fluxo FACScalibur® Becton
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Dickinson®, San Jose, CA, EUA) e um minimo de 30.000 eventos foram coletados. As
analises foram realizadas utilizando o software Flowjo, verséo 10. O quadrante estatistico FL1
(CD19) ou FL3 (CD3) versus FL2 (NFxB) foi utilizado para avaliar a presenca de NFxB. Para
avaliar a producdo de TNF-a utilizou-se 0 quadrante estatistico FL1 (CD19) ou FL3 (CD3)
versus FL4 (TNF-a). Para realizar a analise da expressdao de TNF-o + NF«kB-p65 + em
linfocitos CD3 + ou CD19 +, selecionou-se a janela de interesse R2 no gréfico FL1 (CD19)
ou FL3 (CD3) versus FL2 (NFxB), e FL1 versus FL2 dois Gréaficos bidimensionais foram
obtidos.

Andlise estatistica

A associacdo da expressdo de NFkB e TNF-a com infeccdo latente e litica foi
realizada pelo teste de Mann-Whitney e a correlacdo entre as expressdes e as contagens de
linfocitos TCD4 ou TCD8 foi pela correlagcdo de Spearman. O valor de p <0,05 e IC 95% foi
considerado em todas as andlises e o software utilizado foi o GraphPad Prism 6.07.

Resultados

Nos linfocitos CD19+, cultivados com ou sem estimulo por PHA, a expressdo do
NF«B e TNF-a foi significativamente maior em PVHA com o HHV-8 em ciclo litico que nos
individuos com infec¢do latente (p<0.0001) (Figura 1A). A razdo entre a cultura com e sem
estimulo (PHA+/PHA-) ndo foi significativamente diferente nas expressées de NFxB (p =
0.6730) e TNF-a (p = 0.2119) (Figura 1A).

A expressdo do NFkB em linfocitos CD3+ ndo foi significativamente diferente entre
PVHA com a infeccdo litica ou latente na presenca (p = 0.06119) ou auséncia de estimulo (p
= 0.0994) (Figura 1B). De forma semelhante, a expressao de TNF-a em linfocitos CD3+ ndo
diferiu em individuos com o ciclo litico ou latente do HHV-8, na presenca (p = 0.1058) ou
auséncia de estimulo (p = 0.0964) (Figura 1B). A razdo PHA+/PHA- foi significativamente

diferente apenas no TNF-a em individuos com a infeccéo latente (p = 0.0203) (Figura 1B).



Figura 1- Expressdo do NFkB ou TNF-a em linfocitos CD3+ e CD19+ de pacientes
infectados pelo HIV em infeccéo litica ou latente pelo HHV-8
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Valor de p obtido pelo teste de Mann-Whitney.

Em relagdo as células triplo marcadas, CD19+ TNF-a+ NFkB+, individuos no ciclo

litico do HHV-8 tiveram uma maior expressdo desse perfil em comparacdo ao grupo latente

na cultura com e sem estimulo (p <0.0001) (Figura 2A).

A expressdo de CD3 + TNF-a + NF«kB + também foi maior no grupo litico na cultura
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com (p <0,0001) e sem estimulo (p = 0,0013) quando comparado ao grupo latente (Figura

2B). Em células CD3 + TNF-a + NF«xB +, foi observada maior resposta ao PHA no grupo

latente (p = 0,0285) (Figura 2B).
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Figura 2- Expressao simultanea de NF«xB e TNF-o em linfocitos CD3 + e CD19 + de
pacientes infectados pelo HIV em infeccdo latente ou litica por HHV-8.
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Valor de p obtido pelo teste de Mann-Whitney.

Quando correlacionamos CD3+ TNF-o+, CD3+ NFkB+ e CD3+ TNF-a+ NFkB+ com

linfocitos TCD4 e TCDS8, apenas as células CD3+ TNF-o+ apresentaram correlagdo

significativa, precisamente com a contagem de linfocitos TCD8 em individuos com infecgéo
litica (r = 0,70, p <0,0001) (Figura 3).

Figura 3- Correlacdo da expressdo de CD3 + TNF-a + com contagem de linfocitos TCD8
de pacientes infectados pelo HIV em infeccdo latente ou litica por HHV-8
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Valor de p obtido pela correlacdo de Spearman.

Discussao

A regulacdo entre o ciclo litico e latente do HHV-8 € o resultado de um equilibrio
entre a resposta imune e a expressdo de proteinas virais [8,38]. Em relacdo aos fatores do
hospedeiro, muitos estudos associaram a ativacdo do NF«xB com o ciclo litico ou latente do
HHV-8 [12,22-31]. Apesar do papel do NF«kB na replicacdo do HHV-8 seja inquestionavel,
sua influéncia na dindmica do ciclo de vida viral ainda est4d em discussdo. Acreditamos que 0
uso excessivo de modelos in vitro seja um dos fatores responséaveis pela divergéncia de
resultados. De acordo com dados da literatura até o presente momento, experimentos
realizados com células de individuos infectados s&o raros, como no trabalho de Azzi et al.
(2014) [22].

Em nosso estudo, a avaliacdo da expressio de NFkB e TNF-o foi realizada em
linfocitos B (CD19+) e T (CD3+) de PVHA com infeccdo latente e litica pelo HHV-8. A
elevada expressdo de NFxB nas células B de PVHA com infeccdo litica corrobora os achados
de Azzi et al. (2014). No estudo mencionado, realizado em células do PEL e células primarias
de individuos infectados pelo HHV-8 negativos para o HIV, foi possivel associar a expressao
de VGPCR, proteina viral do ciclo litico, a ativagao de NF«xB [22].

Virias proteinas do ciclo litico também foram relacionadas a ativagao do NFxB, como
a ORF 75, K1, K13, K15 e VGPCR, e corroboram com nosso estudo
[22,24,25,32,34,35,39,40]. Esses resultados, no entanto, foram obtidos em linhagens
imortalizadas laboratoriais, que possivelmente apresentam diferencas consideraveis em
relacdo as células primarias. Embora alguns relatos sugiram o uso de células imortalizadas
como modelo de estudo [41-44], outros tém ressalvas sobre sua aplicacdo [41,45], inclusive
destacando diferencas significativas de perfil transcricional entre linhagens primarias e
imortalizadas [46].

Em particular no HHV-8, Grossmann e Ganem (2008) observaram que a associa¢do
do NFkB com o ciclo litico ou latente depende do tipo de célula avaliada [31]. Além disso, a
influéncia dessas proteinas na ativacdo do NFkB foi observada através da expressao de genes
clonados, 0 que muitas vezes resulta em superexpressdo em relacdo a quantidade encontrada
no ciclo de replicagdo viral.

Contrariamente, quando a via do NFkB foi analisada em células de origem linfocitica,
HR-1, KS-1 e BCBL1, infectadas por EBV ou HHV-8, Brown et al. (2013) relacionaram a

ativacdo do NFxB a laténcia viral. Como os estudos citados acima, este experimento foi
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realizado com linhas celulares de laboratério, apresentando as mesmas ressalvas discutidas
anteriormente.

Também observamos um aumento da expressdo de TNF-a em linfécitos B (CD19+)
de individuos com infeccéo litica. Até onde sabemos, este € o primeiro relato da associacéo do
TNF-a com o ciclo de vida do HHV-8. E possivel que a expressio aumentada do TNF-o
esteja relacionada a participacdo dessa citocina na via do NFkB. Uma vez ativado, o NFkB
pode levar a expresséo de varias citocinas inflamatérias, como o TNF-a [12,47]. Secretado, o
TNF-o pode se ligar aos receptores TNFR1 e TNFR2, ambos expressos nos linfécitos B e T,
resultando em retroalimentacéo positiva da via NFkB [47,48]. Portanto, nos acreditamos que a
retroalimentac&o entre o NFkB e o TNF-a pode estar relacionado a infecgéo litica pelo HHV-
8. Esta possibilidade é também apoiada pela observacdo de que a associacdo da expressdo de
NFkB e TNF-a com o ciclo litico foi mantida quando as duas proteinas foram identificadas
simultaneamente em ambos os linfocitos B (CD19+) e T (CD3+).

Ao analisar a expressdo individual de NFkB e TNF-a em linfocitos T (CD3+), ndo
observamos diferenca entre células de PVHA com infeccédo litica ou latente pelo HHV-8.
Como os linfocitos B séo os alvos iniciais da infeccdo pelo HHV-8 [49,50], é possivel que a
diferenca da expressdo de NFkB e TNF-a entre os linfocitos B e T esteja associada ao
tropismo viral. Curiosamente, quando a expressdo de NFxB e TNF-a foi analisada em células
B e T com e sem a estimulo por PHA, um forte indutor da via Thl, apenas células CD3+
TNF-a+ e CD3+ NFxB+ TNF-a+ apresentaram diferenca significativa entre as condigdes.
Esse achado corrobora com um estudo que apontou uma supressao seletiva da resposta Th2,
aumento do perfil Thl e inibi¢do da via NFxB pelo PHA [51].

Nos identificamos uma forte associacdo entre CD3+ TNF-a+ e contagem de linfocitos
TCD8 em PVHA com infeccdo litica por HHV-8. E possivel que essa relacdo seja baseada na
participacdo da resposta imune celular contra a infeccdo pelo HHV-8, principalmente na
infeccdo litica, que é fortemente imunogénica [8]. Consistente com 0s nossos resultados,
alguns estudos in vitro demonstraram a reatividade dos linfocitos TCD8 de individuos
HIV/HHV-8 contra antigenos do ciclo litico e latente do HHV-8 [52-56].

Em resumo, nossos resultados mostram uma forte relacdo da expressdo do NFkB e do
TNF-a com o ciclo litico do HHV-8. Além dos importantes achados sobre a replicacdo do
HHV-8, 0 uso do modelo ex vivo também nos permitiu fazer uma associag¢do importante da
resposta imune celular com a replicacdo do virus. Finalmente, levando em conta o papel das

proteinas do ciclo litico na patogénese das doengas relacionadas ao HHV-8, SK, PEL e MCD
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[38,57-60], acreditamos que o NFkB e o TNF-a poderiam ser explorados futuramente como
potenciais biomarcadores para estas condices clinicas.
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5.2 Associagdo dos polimorfismos no promotor do NF«B1 e no gene do NFkBIA com
ciclo de replicagdo do HHV-8 em individuos infectados pelo HIV

e Titulo do periddico: Virus Research
e Area de avaliacio: Medicina Il

Resumo

O herpesvirus humano do tipo 8 (HHV-8) é o agente etioldgico do sarcoma de Kaposi (SK),
um dos canceres mais comuns em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA). Igualmente aos
outros herpesvirus, 0 HHV-8 pode apresentar replicacéo latente e litica, ambas reguladas por
fatores virais e do hospedeiro. Em relagdo aos fatores do hospedeiro, analisamos a associagéo
de polimorfismos no promotor do gene NFkB1 (=94 ins/del ATTG) e no gene do NFkBIA
(NFxBIA 3'UTR A — G) na regulagéo do ciclo latente e litico do HHV-8. Um total de 838
PVHA foram avaliados quanto a presenca de IgG contra o HHV-8. Posteriormente, 0s
individuos foram classificados com infeccéo latente ou litica pelo HHV-8 e os polimorfismos
NF«B1-94 ins / del ATTG e NF«kBIA 3'UTR A — G foram avaliados por PCR-RFLP. As
associacgOes genéticas com o ciclo de vida do HHV-8 foram avaliadas pelo teste de 2 com
correcdo de Yates e com OR, IC 95% e p <0.05. 132 PVHA apresentaram 1gG para o HHV-8,
dos quais 63 apresentaram infeccdo litica e 69 infeccdo latente. Entre estes, a ins/del [OR 7.9
(IC 95% 3.3-19.1), p <0.001], AG [OR 12.3 (IC 95%4.3-34.9) p <0.001], GG [OR 9.4 (IC
95% 3.2-27.9), p <0.001], ins/del + AG [OR 94.5 (IC 95% 9.6-924.4), p <0.0001], ins/del +
GG [OR 50.4 (IC 95%5.2-482.2, p <0.0001] e o alelo G [OR 3.3 (95% CI 2.0-5.6), p <0.001]
estavam associados com a infeccdo litica. Em conclusdo, demonstramos pela primeira vez
uma forte associacdo das alteragdes genéticas no promotor do gene NFkB1 e NFkBIA com o
ciclo litico do HHV-8.

Palavras-chave: HHV-8; polimorfismo; NFkB1; NFkBIA
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O herpesvirus humano do tipo 8 (HHV-8), membro da familia Herpesviridae e do
género Rhadinovirus (ICTV, 2016), é o agente etiologico de todas as formas de sarcoma de
Kaposi (SK) (Mbulaiteye et al., 2003). Desde a epidemia do HIV na década de 1980, o SK
tem sido estudado, principalmente, em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) e atualmente €
um dos canceres mais comuns nessa populacéo (Torre et al., 2015).

Como outros herpesvirus, 0 HHV-8 pode apresentar dois modos de replicacdo, a fase
litica e a latente, ambos regulados por fatores virais e hospedeiros. As proteinas virais K9,
K11/11.1, vGPCR, RTA e KCP, por exemplo, foram descritas durante o ciclo litico, enquanto
as proteinas LANA-1, vCyc e VFlip foram associadas a infeccdo latente.(Douglas et al.,
2010). Fatores do hospedeiro, como estresse oxidativo, hipdxia, desequilibrio nas citocinas
inflamatdrias e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em citocinas e fator de
crescimento também foram implicados na regulacdo entre infeccéo litica e latente (Stebbing et
al., 2006; Aneja and Yuan, 2017).

A identificacdo do HHV-8 pela resposta imune inata durante a infeccdo primaria e/ ou
reativacdo da laténcia ocorre através de receptores de reconhecimento de padres (PRRS),
principalmente, receptores Toll-like (TLR) -3, -4, -7, -8, -9, NLRP1 e NLRP3 (familia de
receptores semelhantes a dominios de oligomerizacdo de nucleétidos, NLR), IFI16 [absent in
melanoma 2 (AIM2)-like receptor family)] e cGAS-STING (sensor de DNA citosolico)
(Dittmer and Damania, 2016). Uma vez estimulados, os PRRs podem iniciar a via de ativagéo
do gene do fator nuclear kappa B (NFkB), resultando na transcricdo de varios genes,
incluindo citocinas inflamatérias e proteinas antiapoptéticas (Douglas et al., 2010). Além
disso, a via NFkB também pode ser ativada por proteinas virais latentes (K1, vVGPCR) e liticas
(K13), além de miR-K1 a 12 (fase latente) e citocinas do hospedeiro (TNF-a, IL-1 e
interferon a/p) (Douglas et al., 2010; Pfeffer, 2011; Liu et al., 2017).

Experimentos realizados em células epiteliais e fibroblastos sugeriram que o NFxB
inibiria o ciclo litico do HHV-8 (Brown et al., 2003). Em uma linhagem celular do linfoma de
efusdo primaria, Sgarbanti et al. (2004), mostraram que o NFxB influenciou positivamente a
expressao de genes liticos do HHV-8 (Sgarbanti et al., 2004).

Finalmente, ao avaliar a participagdo do NFkB na infec¢do litica ou latente em varias
linhagens celulares, Grossmann e Ganem (2008) demonstraram que a influéncia do NF«kB nos
ciclos de replicagdo do HHV-8 néo é universal, mas dependente do tipo de célula avaliada

(Grossmann e Ganem, 2008).
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Embora esses achados forne¢cam informagdes importantes sobre o papel do NF«kB no
ciclo de vida do HHV-8, até onde sabemos, ndo h& estudos genéticos que investiguem a
influéncia de polimorfismos no NFxB e moléculas associadas na infec¢ao pelo HHV-8.

Portanto, avaliamos a associacdo dos polimorfismos no promotor do gene do fator
nuclear kappa B1 (NFxB1) (94 ins / del ATTG, rs28362491) e no fator nuclear kappa B
inibidor alfa de células B (NFkBIA 3'UTR A — G, rs696) na regulacdo do ciclo latente e
litico do HHV-8.

Foram avaliados 838 PHVA quanto a presenca de IgG contra antigenos do HHV-8, de
acordo com o protocolo descrito por Nascimento et al. (2007). Todos os participantes eram
maiores de 18 anos, estavam em uso de terapia antirretroviral e foram acompanhados no
Servico de Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco. A contagem de linfécitos CD4 foi obtida a partir dos
prontudrios e a informag&o étnica foi baseada na auto-identificacdo, de acordo com o sistema
de classificacdo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Todos os pacientes que
aceitaram participar assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética, protocolo nimero 5156215.5.0000.5208.

Amostras de sangue total foram coletadas em tubos contendo EDTA e armazenadas a -
20 ° C. O DNA gendmico foi extraido de 300uL. da amostra usando o kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega, Madison, W1, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Apds
a extracdo, a concentracdo e a pureza das amostras de DNA foram medidas usando o
espectrofotdbmetro Thermo Scientific NanoDrop 2000. O estudo foi realizado com amostras
de DNA com razéo (260/280nm) entre 1,8 e 2,0.

Os polimorfismos NFkB1-94 ins / del ATTG e NFkBIA 3'UTR A — G foram avaliados
pelo método de reacdo em cadeia da polimerase - polimorfismo no comprimento do
fragmento de restricdo (PCR-RFLP). Para o polimorfismo NFkB1-94 ins / del ATTG, foram
utilizados os primers forward 5-TGGGCACAAGTCGTTTATG-3 'e reverse 5'-
CTGGAGCCGGTAGGGAAG-3'. Os primers forward 5-GCTGAAAGAACATGGACTTG-
3 'e reverse 5-GTACACCATTTACAGGGAGGG-3' foram utilizados para determinar o
polimorfismo 3'UTR A — G do NF«kBIA. A PCR foi realizada com DNA Taq polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), seguindo as condi¢fes: 95 ° C por 3min para desnaturacdo
inicial, 32 ciclos de 95°C por 30s para desnaturacdo, 52 ° C por 30s para anelamento, 72°C
por 1min de extensdo, seguido de uma extenséo final de 72°C por 5min.

Para a identificagdo do polimorfismo NFxkB1-94 ins/del ATTG, o fragmento (281bp) foi
digerido com 1 unidade da enzima de restricdo PfIMI (Van911) (Fermentas, Waltham, MA,
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EUA) por 18h a 37°C, de acordo com instrugdes do fabricante. Amostras de DNA com
genotipo del/del ndo possuem sitio de digestdo (281pb). As amostras com ins/ins possuem o
sitio PfIMI (Van911) e mostraram bandas de 240 pb e 45 pb. Heterozigotos apresentaram as
trés bandas.

Para o polimorfismo NF«kBIA 3'UTR A — G, o fragmento de 424pb foi digerido pela
enzima HaelllA (Fermentas, Waltham, MA, EUA) a 37°C por 18h com 1 unidade da enzima,
de acordo com as instrucbes do fabricante. O genodtipo AA ndo foi digerido (424 pb),
homozigotos do alelo G apresentam duas bandas, 316 pb e 108 pb, e os heterozigotos as trés
bandas.

A associacdo dos alelos e gendtipos Unicos ou combinados no ciclo latente e litico foi
avaliada pelo teste do x2 com corre¢do de Yates, odds ratio (OR) e intervalos de confianga
(IC) de 95%. A avaliacdo da associacao da primeira e Gltima contagem de TCD4 foi realizada
pelo teste de Mann-Whitney. Os resultados com valor de p <0,05 foram considerados
significativos. As anlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism v.6.07.

Dos 838 PVHA avaliados, 132 apresentaram 1gG para o HHV-8. Destes, 63 e 69
apresentaram infeccdo litica e latente, respectivamente. Entre as caracteristicas gerais, apenas
a etnia mulata mostrou associacdo com a replicacdo do HHV-8, precisamente no ciclo litico
[OR 0,3 (IC95% 0,1-0,8), p = 0,03] (Tabela 1). Os polimorfismos NFkB1-94 ins / del ATTG
e NFkBIA 3'UTR A — G foram genotipados com sucesso em todos os individuos com
infeccdo latente e litica pelo HHV-8. As frequéncias alélicas e genotipicas de ambos 0s

polimorfismos estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 1- Caracterizagdo da populacéo do estudo

. Latente Litico

Variavel (n=69) (n=63) OR (IC 95%) pvalor
Idade 452 (£11.9)*  43.4 (x11.6)° - -
Sexo

Masculino 22 (31.9%) 25 (39.7%) Reference -

Feminino 47 (68.1%) 38 (60.7%) 0.7 (0.3-1.4) 0.45°
Ethnia®

Pardo 29 (42%) 41 (65.1%) Reference -

Negro 24 (34.8%) 15 (23.8%) 0.4 (0.2-0.9) 0.06°

Branco 16 (23.2%) 07 (11.1%) 0.3 (0.1-0.8) 0.03°
Primeira contagem TCD4 (cell/mm?®) 249 (08-728)° 206 (19-1045) - 0.46°
Segunda contagem TCD4 (cell/mm?®) 641 (131-1674)" 576 (39-1336)" - 0.18°

*Resultados expressos em média mean +DP; °p obtido pelo teste do 2 com correcéo de Yates; “Baseado na
auto-identificacdo étnica, de acordo com o sistema de classificagdo do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica.; "Mediana (minimo-maximo); °p obtido pelo teste de Mann Whitney.
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Em relagdo ao polimorfismo NF«xB1-94 ins/del ATTG, observou-se associagdo entre o
genotipo ins/del e o ciclo litico do HHV-8 [OR 7,9 (IC95% 3,3-19,1), p <0,001] e nenhum
alelo associado ao litico ou infecgdo latente. No polimorfismo NF«BIA 3'UTR A — G, os
gendtipos AG e GG foram associados a infecgéo litica (p <0,001), OR 12,3 (1C95% 4,3-34,9)
e OR 9,4 (IC95% 3,2-27,9), respectivamente. Além disso, o alelo G também foi associado ao
ciclo litico [OR 3,3 (IC95% 2,0-5,6), p <0,001] (Tabela 2). Quando combinados, ins/del + GG
[OR 50,4 (95% IC 5,2-482,2, p <0,0001] e ins/del + AG [OR 94,5 (95% IC 9,6-924,4),

<0,0001] estavam fortemente relacionados a infeccao litica.

Tabela 2- Associacdo dos genotipos e alelos dos polimorfismos NFkB1-94 ins/del

NFkB1-94 ins/del ATTG n';zge?:/i) n;’;"&) OR (IC95%) pvalue®
ins/ins 37 (53.62) 14 (22,22) Reference -
ins/del 13 (18,84) 39 (61,91) 7.9 (3.3-19.1) <0.001
del/del 19 (27,54) 10 (15,87) 1.4 (0.5-3.7) 0.61
ins allele frequency 87 (63,04) 67 (53,17) Reference -
del allele frequency 51 (36,96) 59 (46,83) 1.5(0.9-2.4) 0.10
NFxBIA 3'UTR A—G

AA 37 (53.62) 06 (09,52) Reference -
AG 17 (24.64) 34 (53,97) 12.3 (4.3-34.9) <0.001
GG 15 (21.74) 23 (36.51) 9.4 (3.2-27.9) <0.001
A alelo 91 (65,94) 46 (36.51) Reference -

G alelo 47 (34.06) 80 (63,49) 3.3(2.0-5.6) <0.001

ATTG e NFkBIA 3'UTR A — G com a infeccéo latente e litica do HHV-8 em PVHA
% obtido pelo teste exato de Fisher

Tabela 3- Avaliacdo dos gendtipos combinados dos polimorfismos NFkB1-94 ins/del
ATTG e NF«BIA 3'UTR A — G com a infecgdo latente e litica pelo HHV-8 em PVHA

Genotipos combinados Latente (n)  Litico (n) OR (IC 95%) p valor?
ins/ins + AA 18 01 Reference -
ins/ins + AG 11 09 14.7(1.6-132.7) 0.008
ins/ins + GG 08 04 9.0 (0.9-93.9) 0.06
ins/del + AA 10 04 7.2 (0.7-73.6) 0.13
ins/del + AG 04 21 94.5 (9.6-924.4) <0.0001
ins/del + GG 05 14 50.4 (5.2-482.2) <0.0001
del/del + AA 09 02 4.0 (0.3-50.2) 0.53
del/del + AG 02 03 27.0 (1.8-399.5) 0.01
del/del + GG 02 05 45.0 (3.3-604.4) 0.002

®p obtido pelo teste exato de Fisher
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O polimorfismo NFxB1-94 ins/del ATTG é uma insercdo/delecdo funcional no
promotor do gene NFkB1, que codifica a subunidade p50 do NFkB (Karban et al., 2004; Koc
et al., 2014). A variante ins/del codifica trés gendtipos: a inser¢do homozigoética do tipo
selvagem (ins/ins), a delecdo homozigética variante (del/del) e a heterozigdtica
(ins/del)(Karban et al., 2004; Koc et al., 2014). Embora que ainda ndo foi investigado em
infec¢des virais, o polimorfismo NFxkB1-94 ins/del ATTG ja foi avaliado em cancer (Cheng et
al., 2013; Gao et al., 2014; Wang et al., 2016) e na desregulacdo da resposta imune, como
doencas inflamatorias e autoimunes: colite ulcerosa (Borm et al., 2005), artrite reumatoide,
lUpus eritematoso sistémico (Orozco et al., 2005) e tireoidite de Hashimoto (Koc et al., 2014).

Em nosso estudo, apenas o genotipo ins/del estava associado a infeccdo pelo HHV-8,
precisamente na replicacdo litica. Embora em algumas linhas celulares a alta expressao de
NFkB esteja relacionada ao ciclo litico do HHV-8, em nossa populacdo de estudo,
acreditamos que a expressdo moderada de NFkB também esteja associada a infecgdo litica.
Esta hipotese é corroborada por um estudo anterior, que demonstrou que a delecéo e insercéao
dos quatro nucleotideos ATTG, podem resultar em perda e aumento da atividade do promotor
NkKBI, respectivamente (Karban et al., 2004).

Curiosamente, a ins/del também mostrou associagdo com o cancer hepatico (Gao et al.,
2014; Wang et al., 2016), tireoidite de Hashimoto (Koc et al., 2014) e foi negativamente
relacionado ao risco de lUpus eritematoso sistémico (Gao et al., 2012). O genotipo ins/del, no
entanto, ndo apresentou associacdo com a colite ulcerosa (Borm et al., 2005) e artrite
reumatoide (Orozco et al., 2005).

Também néo encontramos associagédo de alelos ou homozigotos (ins/ins ou del/del) com
o ciclo litico ou latente do HHV-8. Por outro lado, na colite ulcerosa (Borm et al., 2005),
cancer colorretal (Lewander et al., 2007), doenca de Graves (Kurylowicz et al., 2007) e cancer
hepatico (Gao et al., 2014) foi observada relagdo entre condicdo clinica e o alelo del. Alem
disso, individuos homozigotos para ATTG (ins/ins) teriam risco aumentado de artrite
reumatoide (LOpez-Mejias et al., 2012) e cancer hepatico (Wang et al., 2016).

O gene NFkBIA codifica o IKBo, um inibidor da proteina NFkB1 (Koc et al., 2014).
Varios polimorfismos no gene NFkBIA, incluindo NFkBIA 3'UTR A — G, foram
investigados em varios tipos de cancer (Cheng et al., 2013; Li et al., 2017; Wang et al., 2016)

e tireoidite de Hashimoto (Koc et al., 2014). No entanto, semelhante ao polimorfismo NF«B1-
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94 ins / del ATTG, nenhum estudo avaliou a influéncia do polimorfismo NF«kBIA 3'UTR A

— G nas infecgdes virais.

Em nossa populacdo de estudo, o alelo G e os haplétipos contendo G (AG e GG) foram
ambos associados ao ciclo litico do HHV-8. No cancer hepatico e gastrico, apenas haplétipos
contendo o alelo A ou homozigotos AA podem estar relacionados & doenca (Wang et al.,
2016). Experimentos realizados em cultura de células indicaram que o miR-449a poderia
ligar-se fortemente ao alelo A e que o alelo G diminuiria a estabilidade do mRNA ou a
eficiéncia de tradugdo do NFxBIA (Song et al., 2011). Como consequéncia, no contexto
especifico, ambos os alelos poderiam reduzir a expressdo de NFkBIA e consequentemente
aumentar os niveis de NFkB (Song et al., 2011). E possivel que essa participacio dos alelos A
e G na dindmica da ativacdo do NFkB possa estar relacionada com a fase de infeccdo do
HHV-8.

Quando combinamos os gend6tipos Unicos que foram associados ao ciclo litico do HHV-
8, ins/del + AG ou ins/del + GG, foi possivel observar um forte sinergismo com infeccao
litica. Curiosamente, os gendtipos combinados GG e ins/ins + ins/del foram associados a um
risco aumentado de cancer colorretal (Song et al., 2011), e ins/ins + AG foi relacionado a
protecdo para tireoidite de Hashimoto (Koc et al., 2014).

Embora a totalidade desses resultados mostre pela primeira vez a associacdo de
alteracdes genéticas no promotor do gene NFxB1 e no gene NFkBIA com o ciclo litico HHV-
8, acreditamos que essa relacdo deva ser estendida a investigacdo fenotipica. Uma vez que a
patogénese do SK depende da expressao regulada de proteinas virais e celulares durante a
infeccdo litica e latente, é possivel que os polimorfismos, NFkB1-94 ins/del ATTG e NFkBIA
3'UTR A — G, associados aos estagios da infecgdo pelo HHV-8, possam influenciar a
evolucdo clinica de PVHA coinfectados pelo HHV-8.

Além disso, esses polimorfismos também podem influenciar o desenvolvimento do
SK via ativacdo do NFkB, que é conhecido por ser importante na cronicidade da inflamacéo e
no desenvolvimento do SK, principalmente pela inibicdo da apoptose e estimulacdo da
angiogénese (Douglas et al., 2010). A influéncia desses e de outros polimorfismos nos genes
NFkB1 ou NFkBIA na ativagdo e producdo de NFxB j& foi sugerida experimentalmente
(Karban et al., 2004; Song et al., 2011). Finalmente, apesar dos inimeros aspectos que podem
influenciar o curso clinico da infecgdo pelo HHV-8, acreditamos que o impacto clinico desses

polimorfismos deva ser investigado em populagdes maiores com diferentes formas de SK.
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6 CONCLUSOES

individuos em infeccao litica;
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O NFkB foi super expresso na populacdo de células CD19+, estando associado com

e O aumento da expressdo do TNF-o em células CD19+ esta associado com a infeccao

litica;

e Foi observado um aumento do perfil de expressdo (CD19+ ou CD3+ TNF-a+ NFkB) em

individuos com infeccéo litica;

e A expressdo celular CD3+TNF-a+ apresentou uma forte correlacdo com a contagem de

TCDS;

e O gendtipo ins/del no NFxB1 esta associado com a infec¢éo litica, porém sem associacédo

com os alelos;

e Os gendtipos AG e GG no NF«BIA foram associados com a infecc¢éo litica e o alelo G foi

mais frequente;

e A combinacdo de genotipos ins/del + AG ou ins/del + GG apresentou associacdo com a

infecgdo litica;

e Ndo foi observada associacdo dos polimorfismos dos genes NFxkB1 e NFxBIA com a

contagem de TCD4 e TCDS.
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Abstract

Human gammaherpesvirus 8 (HHV-8) can exhibit two replication phases, lytic and latent
cycle, both modulated by viral and host factors Although several studies have shown the
influence of NFkB on HHV-8 replication, the results of its participation in the lytic and latent
infection are discordant. It is possible that the divergent results are influenced by the used in
vitro model. Here, we evaluated the association of NFkB and/or TNF-o expression in B
(CD19+) and T (CD3+) lymphocytes from people living with HIV/AIDS with the HHV-8
latent or lytic infection. We also analyzed the correlation of NFkB and/or TNF-a expression
with TCD4 and TCD8 lymphocyte counts. In ex vivo condition, expression of NF«kB and/or
TNF-a in B lymphocyte (CD19+) was strongly associated with the HHV-8 lytic cycle (p
<0.0001). Similarly, CD19+ TNF-o+ NFxB+ and CD3+ TNF-o+ NFkB+ cells were also
strongly related to lytic infection (p <0.0001). CD3+ TNF-a+ cells from lytic replication were
correlated with the TCD8 lymphocyte count (r = 0.70, p <0.0001). We believe that these
analyzes performed with cells from infected patients provide more consistent insights into the
role of the immune response in the regulation of HHV-8 replication Finally, taking into
account the role of lytic cycle proteins in the pathogenesis of HHV-8 related diseases,
Kaposi's sarcoma, multicentric Castleman's disease and primary effusion lymphoma, we
believe that NFkB and TNF-a could be explored in the future as potential biomarkers for

these clinical conditions.

Keywords: HHV-8; replication cycle; immune response; NFkB; TNF-a,
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Introduction

Human gammaherpesvirus 8 (HHV-8), also known as Kaposi's sarcoma-associated
herpesvirus, is a member of the Herpesviridae family and Rhadinovirus genus [1]. Currently,
Kaposi's sarcoma (KS) is one of the most common cancers in people living with HIV/AIDS
(PLHA) [2]. HHV-8 is also the etiologic agent of multicentric Castleman's disease (MCD)
and primary effusion lymphoma (PEL) [3-5].

HHV-8 can express its genes in two transcriptional phases, latent and lytic [6] . The
latent phase proteins (e.g LANA, vCyclin, vFLIP) has as main objective the viral persistence,
whereas the proteins expressed in the lytic cycle (e.g VGPCR, K1, k15) mediate the viral
progeny production and the infection of new cells [8]. In addition to the viral elements, some
host factors, such as genetic background, oxidative stress and secretion of some cytokines
(e.g. IL-4, IL-6, IL-10), may also be associated to HHV-8 replication [9-11].

NF«B represents a family of transcription factors that may be activated by recognition
of pathogen associated molecular patterns (PAMPs), such as dsDNA and dsRNA viral, and
also by TNF-a, a potent anti-viral cytokine [12]. Once activated, NFkB regulates the
expression of a wide variety of genes involved in the inflammatory and immune response,
such as TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-18, IL-12, MCP-1, IL-18, RANTES, MIP-2, CXCL1 and
CXCL10 [13]. Inappropriate activation of NFkB signaling pathways has been associated with
autoimmunity, chronic inflammation and some cancers [14-16].

The NF«B family acts as transcription dimers that may be formed by five members,
RelA (p65), RelB, c-Rel, NFkB1 (p100/p52) e NFkB2 (p105/50) [17, 18]. RelA, RelB, c-Rel
have a C-terminal transactivation domain, which allows activation of the expression of the
target gene, and NFkB1 and NFkB2 have DNA-binding activity [15, 17, 19]. Although other
combinations may occur, the most frequent dimers are p50:RelA and p52:RelB [20, 21].

Numerous studies have reported the influence of NFkB on the HHV-8 lytic or latent
cycle [12, 22, 31, 32, 23-30]. Experiments performed with HHV-8, Epstein-Barr virus (EBV)
and Murine gammaherpesvirus 68 (MHV-68) reported the association of NFkB
overexpression with inhibition of lytic genes [26]. Ehrich et al. (2014) observed that the
presence of RTA viral protein resulted in decreased activation of NF«xB during lytic
reactivation [27]. Grossmann and Ganem (2008) demonstrate that inhibition of NFkB may

lead to increased expression of lytic genes in PEL. In de novo infection, NFkB inhibition
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resulted in lytic reactivation, increased cytotoxicity and apoptosis [31]. On the other hand,
several studies have also associated the viral proteins of lytic cycle, such as ORF 75, K1, K13,
K15 e vGPCR, with the NF«B activation, favoring viral replication and the development of
HHV-8 associated diseases [22, 24, 25, 33-35].

Although all of these results strongly point the relationship between NFkB and HHV-8
cycle, their findings, sometimes conflicting, were almost all obtained from in vitro
experiments, performed with laboratory cell lines, which may not be truly representative of
the infected patient. Here, we evaluated the association of NF«xB (RelA) and/or TNF-a
expression in B (CD19+) and T (CD3+) lymphocytes from PLHA with HHV-8 latent or lytic
infection. In addition, we also analyzed the correlation of NFkB (RelA) and/or TNF-a levels

with TCD4 and TCD8 lymphocyte counts.

Material and methods
Study population

Participated of the study persons of both sexes, over 18 years old, attending the
Infectious and Parasitic Diseases Outpatient Clinic of the Clinical Hospital of the Federal
University of Pernambuco. Participants (n = 83) had confirmed diagnosis for HIV and HHV-8
infection, all without SK, MCD or PEL. The individuals were under regular antiretroviral
therapy (ART) and had HIV undetectable viral load. General characteristics, sex, ART use
time and TCD4 and TCD8 lymphocytes counts, are showed in table 1. After indirect
immunofluorescence [36], patients were divided into two groups, latent (n=43) and lytic
(n=40). The study was approved by the Research Ethics Committee of the Health Sciences
Center of the Federal University of Pernambuco (protocol number: 45156215.5.0000.5208).

Table 1 - Patient characterization

Number of # ARTuse LTCD4* LTCD8*

Groupindividuals Age Male Female  onthsy*

Latent 23 245 (*101)  72.1% (31) 27.9% (12) 156 566 740
Lytic 40 415(+109) 575%(23) 425% (17) 99 774 735
Total 83 43(£10.6)  65.1% (54) 34.9%(29) 115 566 736

The results are expressed as mean +SD; *medians
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Cell culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from heparinized blood by
centrifugation in Ficoll-Paque density gradient (GE Healthcare®, Uppsala, Sweden), as
described previously [37]. The cells were placed in 14mL polypropylene culture tubes
(Becton Dickinson®, San Jose, CA, USA), containing RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich®,
St Louis, MO, EUA) supplemented with 1% antibiotic (10,000U of penicillin and 10,000U of
streptomycin stock) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) and 10% of fetal bovine serum
(FBS) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA). For each patient, two culture tubes were used,
one with stimulation [phytohemaglutinin (PHA+), 5ug/mL] (Cultilab®, Campinas, SP, BR)
and the other without stimulation (PHA-). The cultures were carried out at a concentration of
1x10° cells/mL and incubated at 37 °C with 5% CO, for 4 hours. The Brefeldin A (Becton
Dickinson®, San Jose, CA, USA®) (1ug/mL) was added in order to impede the cytokines
secretion from the Golgi complex.

Immunophenotyping

The cells were washed by centrifugation (400g/10min/at room temperature) in
phosphate buffer saline (PBS), containing 0.5% bovine serum albumin (BSA) (Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, EUA) and 0.1% sodium azide (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO,
EUA) (PBS-Wash). Samples were immunostained with CD3-peridinin-chlorophyll-protein
(PerCP) and CD19-fluorescein isothiocyanate (FITC) (Becton Dickinson®, San Jose, CA,
USA), according to the manufacturer's instructions. The tubes were then incubated for 30 min
at room temperature and the cells were permeabilized with Perm/Wash solution (Becton
Dickinson®, San Jose, CA, USA) for 10 min in the dark. After, the cells were incubated with
TNF-a-Allophycocyanin (APC) and NF«B-p65-Phycoerythrin (PE) (Becton Dickinson®, San
Jose, CA, USA) for 30 min in the dark and at room temperature. Finally, the cells were
washed, fixed with Cytofix (Becton Dickinson®, San Jose, CA, USA) for 15 min and stored

at 4°C until the flow cytometric analysis.

Flow cytometry acquisition and analysis
The acquisition strategy began by selecting the gate of the lymphocyte population by
means of the dot plot Forward Scatter Channel (FSC) versus Side Scatter Channel (SSC).

Immunostained samples were run in a FACScalibur® flow cytometer Becton Dickinson®,
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San Jose, CA, USA) and a minimum of 30,000 events were collected. The analyzes were
performed using Flowjo software, version 10. The statistical quadrant FL1 (CD19) or FL3
(CD3) versus FL2 (NFkB) was used to evaluate the presence of NFkB. To evaluate the
production of TNF-o was used the statistical quadrant FL1 (CD19) or FL3 (CD3) versus FL4
(TNF-0). To undertake the analysis of the TNF-a+NFxB-p65+ expression in CD3+ or CD19+
lymphocytes, the window of interest R2 in the FL1 (CD19) or FL3 (CD3) versus FL2 (NFkB)

graph was selected, and FL1 versus FL2 two-bidimensional graphs were obtained.

Statistical analysis

The association of the NFkB and TNF-a expression with latent and lytic infection was
performed by Mann-Whitney test and the correlation between the expressions and TCD4 or
TCD8 lymphocytes counts was by Spearman's correlation. The p value < 0.05 and CI 95%
was considered in all analyses and the software used was GraphPad Prism 6.07.

Results

In CD19+ lymphocytes, cultured with or without PHA stimulation, NFkB and TNF-a
expression was significantly higher in PLHA with HHV-8 lytic infection than in latently
infected individuals (p<0.0001) (Figure 1A). The with/without stimulus ratio (PHA+/PHA-)
was not significantly different to NFkB (p = 0.6730) and TNF-a (p = 0.2119) expression
(Figure 1A).

The NFxB expression in CD3+ lymphocytes did not differ significantly between
PLHA with lytic or latent infection in the presence (p = 0.06119) or absence (p = 0.0994) of
stimulus (Figure 1B). Similarly, TNF-o expression in CD3+ lymphocytes did not differ in
individuals with HHV-8 lytic or latent cycle, in the presence (p = 0.1058) or absence of
stimulus (p = 0.0964) (Figure 1B). Regarding the PHA+/PHA- ratio, this was significantly
different only to TNF-a in the viral latency (p = 0.0203) (Figure 1B).
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In the CD19+ TNF-o+ NFxB+ evaluation, individuals in lytic cycle had a higher

amount of triple-labeled cells compared to the latent group in the culture with and without
stimulus (p <0.0001) (Figure 2A). The CD3+ TNF-o+ NFkB+ expression was also higher in
the lytic group in the culture with (p <0.0001) and without stimulus (p = 0.0013) when

compared to the latent group (Figure 2B). In CD3+ TNF-o+ NF«xB+ cells, was observed a

higher response to PHA in the latent group (p = 0.0285) (Figure 2B).
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Figure 2- Simultaneous expression of NFkB and TNF-a in CD3+ and CD19+ lymphocytes
from HIV infected patients in HHV-8 latent or lytic infection
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p obtained by the Mann-Whitney test.

When we correlated CD3+ TNF-a+, CD3+ NFkB+ and CD3+ TNF-a+ NF«kB+ with
TCD4 and TCD8 lymphocytes count, only CD3+ TNF-a+ cells showed significant
correlation, precisely with TCD8 lymphocytes counts in individuals with lytic infection (r =

0.70, p <0.0001) (Figure 3).

Figure 3- Correlation of CD3+ TNF-a+ expression with TCD8 lymphocytes count from HIV
infected patients in HHV-8 latent or lytic infection
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p obtained by Spearman's correlation.

Discussion

The regulation between the HHV-8 lytic and latent cycle is the result of a fine balance
between immune response and expression of viral proteins[8, 38]. Regarding the host factors,
many studies have associated the NFxB activation with the HHV-8 lytic or latent cycle [12,
22, 31, 32, 23-30]. Although NF«B's involvement in HHV-8 replication is unquestionable, its
influence on the dynamics of the viral life cycle is still under discussion. We believe that the
excessive use of in vitro models is one of the most responsible factors for the divergence of
results. To our knowledge, experiments performed with cells from infected individuals are
rare, as in the work of Azzi et al. (2014) [22].

In our study, an ex vivo evaluation of NFkB and TNF-a expression was performed in
B (CD19+) and T (CD3+) lymphocytes from PLHA with HHV-8 lytic and latent infection.
The higher NFkB expression in B cells from lytic infection corroborates the findings of Azzi
et al. (2014). In the mentioned study, performed in PEL cells and primary cells of HIV-
negative HHV-8 infected individuals, it was possible to associate the expression of VGPCR,
Iytic viral protein, to NFxB activation [22].

Several lytic cycle proteins have also been related to NFkB activation, such as ORF
75, K1, K13, K15 and vGPCR, and may be consistent with our study [22, 24, 25, 32, 34, 35,
39, 40]. These results, however, were obtained in laboratory immortalized cell lines, which
possibly show considerable differences in relation to primary cells. Although some reports
suggest the use of immortalized cell as study model [41-44], some others have reservations
about its application [41, 45], including highlighting significant differences of transcriptional
profile between primary and immortalized lineages [46].

In particular on HHV-8, Grossmann and Ganem (2008) observed that the association
of NF«B with the lytic or latent cycle depends of the cell type evaluated [31]. In addition to
this bias, the influence of these proteins on the NFkB activation was observed through the
expression of cloned genes, which often results in overexpression in relation to amount found
in the viral replication cycle.

Contrary to our finding, when the NFxB pathway was analyzed in cells from
lymphocytic origin, HR-1, KS-1 and BCBL1, infected by EBV or HHV-8, Brown et al.
(2013) related the NF«xB activation in viral latency. Like the studies cited above, this
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experiment was carried out with laboratory cell lines, presenting the same caveats previously
discussed.

We also observed an increase of TNF-a expression in B lymphocytes (CD19+) from
individuals with lytic infection. To our knowledge, this is the first report of the association of
TNF-a with the HHV-8 life cycle. Is possible that the increased expression of TNF-a is
related to the participation of this cytokine in the NFkB pathway. Once activated, NFxB can
lead to the expression of various inflammatory cytokines, such as TNF-a [12, 47]. Secreted,
TNF-o can bind to TNFR1 and TNFR2 receptors, both expressed in B and T lymphocytes,
resulting in positive feedback of the NFKB pathway [47, 48]. Therefore, we believe that the
feedback between NFkB and TNF-a can be related to HHV-8 lytic infection. This possibility
is also supported by the observation that the association of NFkB and TNF-a expression with
the lytic cycle was maintained when the two proteins were simultaneously identified in both B
(CD19+) and T (CD3+) lymphocytes.

When analyzed the individual expression of NFkB and TNF-a in T lymphocytes
(CD3+), we observed no difference between cells from PLHA with lytic or latent infection.
Since B lymphocytes are the initial targets of HHV-8 infection [49, 50], it is possible that the
difference of NFkB and TNF-a expression between B and T lymphocytes is associated to the
viral tropism. Interestingly, when expression of NFkB and TNF-o were analyzed in B and T
cells with and without the PHA stimulation, a strong inducer of Thl pathway, only CD3+
TNF-0+ and CD3+ NFkB + TNF-o+ cells showed significant difference between the
conditions. This finding corroborates with the selective suppression of Th2 response, increase
of Thl profile and inhibition of the NF«xB pathway by PHA [51].

We have identified a strong association between CD3+TNF-a+ and TCD8 lymphocyte
count in PLHA with HHV-8 lytic infection. It is possible that this relationship is based in the
participation of the cellular immune response against HHV-8 infection, mainly in lytic
infection, which is strongly immunogenic [8]. Consistent with our results, some in vitro
studies have shown the reactivity of TCD8 lymphocyte from HIV/HHV-8 individuals against
HHV-8 lytic and latent cycle antigens [52-56].

In summary, our results show a strong relationship of NFkB and TNF-a expression
with the HHV-8 lytic cycle. In addition to insights into HHV-8 replication, the use of ex vivo
model also allowed us to make a important association of the cellular immune response with
virus replication. Finally, taking into account the role of lytic cycle proteins in the
pathogenesis of HHV-8 related diseases, KS, PEL and MCD [38, 57-60], we believe that
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NF«xB and TNF-a could be explored in the future as potential biomarkers for these clinical

conditions.
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Abstract

Human gammaherpesvirus 8 (HHV-8) is the etiologic agent of Kaposi's sarcoma (KS), one of
the most common cancers in people living with HIV/aids (PLHA). Like other herpesviruses,
HHV-8 can exhibit lytic and latent replication, both regulated by viral and host factors.
Regarding host factors, we analyzed the association of polymorphisms in the promoter of the
NFkBI1 (94 ins/del ATTG) and in NFxBIA gene (NFkBIA 3'UTR A —G) on the regulation
of the HHV-8 latent and Iytic cycle. A total of 838 PLHA was evaluated for the presence of
IgG against HHV-8. Subsequently, individuals were classified with HHV-8 lytic or latent
infection and the NF«xB1-94 ins/del ATTG and NF«xBIA 3'UTR A—G polymorphisms were
evaluated by PCR-RFLP. The genetic associations with the HHV-8 lifecycle was evaluated
by x2 test and Yates correction with OR, 95% CI and p-value <0.05. 132 PLHA presented
IgG for HHV-8, of whom 63 and 69 presented lytic and latent infection, respectively. Among
these, the ins/del [OR 7.9 (95% CI 3.3-19.1), p <0.001], AG [OR 12.3 (95% ClI 4.3-34.9) p
<0.001], GG [OR 9.4 (95% CI 3.2-27.9), p <0.001], ins/del + AG [OR 94.5 (95% CI 9.6-
924.4), <0.0001], ins/del + GG [OR 50.4 (95% CI 5.2-482.2, p <0.0001] and G allele [OR
3.3 (95% CI 2.0-5.6), p <0.001] were related to lytic infection. In conclusion, we show for the
first time a strong association of genetic changes in the promoter of the NFkB1 and in
NF«BIA gene on the HHV-8 lytic cycle.

Keywords: HHV-8; polymorphism; NFkB1; NFkBIA



99

Human gammaherpesvirus 8 (HHV-8), a member of the Herpesviridae family and
Rhadinovirus genus (ICTV, 2016), is the etiologic agent of all clinical forms of Kaposi's
sarcoma (KS) (MBULAITEYE et al., 2003a). Since the HIV epidemic in the 1980s, KS has
been studied mainly in people living with HIV/aids (PLHA), and is currently one of the most
common cancers in this population (TORRE et al., 2015b).

Like other herpesviruses, HHV-8 can exhibit two modes of replication, the lytic and
latent phase, both regulated by viral and host factors. Viral proteins K9, K11/11.1, vGPCR,
RTA and KCP, for example, have been described during the lytic cycle, whereas Lana-1,
vCyc and vFlip proteins have been associated with latent infection (DOUGLAS et al., 2010).
Host factors, such as oxidative stress, hypoxia, unbalanced inflammatory cytokines and
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in cytokines and growth factor have also been
implicated in the regulation between lytic and latent infection (ANEJA; YUAN, 2017a;
STEBBING; GAZZARD; BOWER, 2006).

The identification of HHV-8 by the innate immune response during both primary
infection and/or reactivation from latency occurs via pattern recognition receptors (PRRS),
mainly Toll like-receptors (TLR) -3, -4, -7, -8, -9, NLRP1 and NLRP3 (nucleotide
oligomerization domain-like receptors family, NLR), IFI16 [absent in melanoma 2 (AIM2)-
like receptor family] and cGAS-STING (cytosolic DNA sensor) (DITTMER; DAMANIA,
2016b). Once stimulated, the PRRs can initiate the activation pathway of the nuclear factor of
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells (NFxB), which results in the transcription of
several genes, including of inflammatory cytokines and anti-apoptotic proteins (DOUGLAS
et al., 2010). In addition, the NFxB pathway may also be activated by latent (e.g K13, vFLIP)
and lytic (e.g. K1, vGPCR) viral proteins, besides viral miR-K1 through 12 (latent phase) and
host cytokines (e.g. TNF-a, IL-1 and interferon o/f) (DOUGLAS et al., 2010; LIU et al.,
2017a; PFEFFER, 2011).

Experiments performed in epithelial cells and fibroblasts suggested that NF«xB would
inhibit the HHV-8 lytic cycle (BROWN et al., 2003b). In a cell line from primary effusion
lymphoma, Sgarbanti et al. (2004) showed that NF«xB positively influenced the expression of
HHV-8 Iytic genes (SGARBANTI et al., 2004a). Finally, when evaluating the participation of
NFkB on lytic or latent infection in several cell lines, Grossmann and Ganem (2008)
demonstrated that the influence of NFkB on the HHV-8 replication cycles is not universal, but
dependent of the cell type evaluated.

Although these findings provide important insights into the role of NFxB in the
HHV-8 lifecycle, to our knowledge, there are no genetic studies that investigate the influence
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of polymorphisms in NFkB and associated-molecules on the HHV-8 infection. Therefore, we
evaluated the association of polymorphisms in the promoter of the nuclear factor of kappa
light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 (NFkB1) (—94 ins/del ATTG polymorphism,
rs28362491) and in the nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha (NFkBIA) (NFkBIA 3'UTR A —G polymorphism, rs696) on the regulation of
the latent and lytic cycle of HHV-8.

A total of 838 PLHA was evaluated for the presence of 1gG against HHV-8 antigens,
according to the protocol described by (NASCIMENTO et al., 2007a). Subsequently,
individuals were classified with HHV-8 Ilytic or latent infection by indirect
immunofluorescence (Nascimento et al., 2007). Ethnic information was based on ethnic self-
identification, according to the classification system of the Brazilian Institute of Geography
and Statistics. CD4 lymphocyte count was obtained from patients' records. All participants
were receiving antiretroviral therapy and were accompanied at the Referral Service for
Infectious and Parasitic Diseases of the Hospital das Clinicas of the Federal University of
Pernambuco. The patients were more than 18 years old and signed a free and informed
consent form. The study was approved by the ethics committee, protocol number
5156215.5.0000.5208.

Whole blood samples were collected in tubes containing EDTA and stored at -20°C.
Genomic DNA was extracted from 300uL of the sample using the Wizard Genomic DNA
Purification kit (Promega, Madison, WI, USA), following the manufacturer's instructions.
After extraction, the concentration and purity of the DNA samples were measured using the
Thermo Scientific NanoDrop 2000 spectrophotometer. The study was performed with DNA
samples with OD ratio (260/280nm) between 1.8 and 2.0.

The NFxB1-94 ins/del ATTG and NF«BIA 3'UTR A—G polymorphisms were
evaluated by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) method. For the NFkB1-94 ins/del ATTG polymorphism, were used the forward 5'-
TGGGCACAAGTCGTTTATG-3' and reverse 5'-CTGGAGCCGGTAGGGAAG-3' primers.
The forward 5-GCTGAAAGAACATGGACTTG-3' and reverse 5'-
GTACACCATTTACAGGGAGGG-3' primers were used to determine the NFkBIA 3'UTR
A—G polymorphism. PCR was performed with Taqg DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), following the conditions: 95°C for 3min for initial denaturation, 32 cycles of 95°C
for 30s for denaturation, 52°C for 30s for annealing, 72 ° for 1min of extension, followed by a

final extension of 72°C for 5min.
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For identification of the NFkB1-94 ins/del ATTG polymorphism, the amplicon
(281bp) was digested with 1 wunit of the (Van911)
(Fermentas,Waltham, MA, EUA) for 18h at 37 °C, according to the manufacturer's

restriction enzyme PfIMI

instructions. DNA samples with del/del genotype do not have the digestion site and remain
undigested, 281pb band. Samples with ins/ins have the PfIMI site (Van911) and showed
240bp and 45bp bands. Heterozygotes presented the three bands.

For the NFkBIA 3'UTR A—G polymorphism, the 424bp amplicon was digested by
the enzyme HaelllA (Fermentas,Waltham, MA, EUA) at 37 °C for 18h with 1 unit of the
enzyme, according to the manufacturer's instructions. The AA genotype were not digested and
presented the band of 424bp. Homozygotes from the G allele revealed two bands, 316bp and
108bp. Heterozygotes showed the three bands.

The association of the alleles and single or combinated genotypes on the latent and
Iytic cycle was evaluated by »2 test and Yates correction with Odds ratio (OR) and 95%
confidence intervals (CI). The evaluation of the association of the first and last TCD4 counts
was performed by the Mann-Whitney test. The results with p-value <0.05 were considered
significant. Statistical analyzes were performed in the GraphPad Prism program v.6.07.

Of the 838 PLHA evaluated, 132 presented IgG for HHV-8. Of these, 63 and 69
presented lytic and latent infection, respectively. Among the general characteristics, only
mullatos ethnicity showed association with the HHV-8 replication, precisely on the lytic cycle
[OR 0.3 (95% CI 0.1-0.8), p = 0.03] (Table 1). The NFkB1-94 ins/del ATTG and NFxBIA
3'UTR A— G polymorphisms were successfully genotyped in all individuals with HHV-8
Iytic and latent infection. The allele and genotype frequencies of both polymorphisms are
described in Table 2.

Table 1- Characterization of study population

Variable '(ﬂgg; (';3:’23‘5) OR (95% ClI) pvalue

Age 45.2 (¥11.9) 43.4 (+11.6) - -
Sex

Male 22 (31.9%) 25 (39.7%) Reference -

Female 47 (68.1%) 38 (60.7%) 0.7 (0.3-1.4) 0.45°
Ethnicity®

Mulattos 29 (42%) 41 (65.1%) Reference -

Black 24 (34.8%) 15 (23.8%) 0.4 (0.2-0.9) 0.06"

White 16 (23.2%) 07 (11.1%) 0.3(0.1-0.8) 0.03"
First count of TCD4 (cell/mm®) 249 (08-728)" 206 (19-1045) - 0.46°
Last count of TCD4 (cell/mm?) 641 (131-1674)" 576 (39-1336) - 0.18°

*The results are expressed as mean +SD; "p value obtained by y2 test; “Based on ethnic self-identification,
according to the classification system of the Brazilian Institute of Geography and Statistics; “Median
(minimum-maximum); °p value obtained by Mann Whitney test
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Regarding NFxB1-94 ins/del ATTG polymorphism, was observed association
between the ins/del genotype and the lytic cycle of HHV-8 [OR 7.9 (95% CI 3.3-19.1), p
<0.001] and no alleles were associated with lytic or latent infection. In the NFkBIA 3'UTR
A—G polymorphism, AG and GG genotypes were related to the Iytic infection, OR 12.3
(95% CI 4.3-34.9) and OR 9.4 (95% CI 3.2-27.9), respectively (p <0.001). In addition, the G
allele was also associated with the Iytic cycle [OR 3.3 (95% CI 2.0-5.6), p <0.001] (Table 2).
When combined, ins/del + GG [OR 50.4 (95% CI 5.2-482.2, p <0.0001] and ins/del + AG
[OR 94.5 (95% C1 9.6-924.4), <0.0001] were strongly related to lytic infection (Table 3).

Table 2-Association of genotypes and alleles of NFkB1-94 ins/del ATTG and NFkBIA
3'UTR A—G polymorphisms with HHV-8 lytic and latent infection in PLHA

NFkB1-94 ins/del ATTG n':-g‘;e(r(‘,}o) nzgtzg o OR(%CI)  pualuc®
ins/ins 37 (53.62) 14 (22,22) Reference -
ins/del 13 (18,84) 39 (61,91) 7.9 (3.3-19.1) <0.001
del/del 19 (27,54) 10 (15,87) 1.4 (0.5-3.7) 0.61
ins allele frequency 87 (63,04) 67 (53,17) Reference -
del allele frequency 51 (36,96) 59 (46,83) 1.5(0.9-2.4) 0.10
NFxBIA 3'UTR A—G

AA 37 (53.62) 06 (09,52) Reference -
AG 17 (24.64) 34 (53,97) 12.3 (4.3-34.9) <0.001
GG 15 (21.74) 23 (36.51) 9.4 (3.2-27.9) <0.001
A allele frequency 91 (65,94) 46 (36.51) Reference -

G allele frequency 47 (34.06) 80 (63,49) 3.3(2.0-5.6) <0.001

%o value obtained by Fisher’s exact test.

Table 3- Evaluation of combined genotypes of NFkB1-94 ins/del ATTG and NFkBIA
3'UTR A—G polymorphisms with HHV-8 lytic and latent infection in PLHA

Combined genotypes Latent (n)  Lytic (n) OR (95% CI) p value®
ins/ins + AA 18 01 Reference -
ins/ins + AG 11 09 14.7(1.6-132.7) 0.008
ins/ins + GG 08 04 9.0 (0.9-93.9) 0.06
ins/del + AA 10 04 7.2 (0.7-73.6) 0.13
ins/del + AG 04 21 94.5 (9.6-924.4) <0.0001
ins/del + GG 05 14 50.4 (5.2-482.2) <0.0001
del/del + AA 09 02 4.0 (0.3-50.2) 0.53
del/del + AG 02 03 27.0 (1.8-399.5) 0.01
del/del + GG 02 05 45.0 (3.3-604.4) 0.002

®p value obtained by Fisher’s exact test.
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The NF«B1-94 ins/del ATTG polymorphism is a functional insertion/deletion in the
promoter of the NFkB1 gene, which encodes the p50 subunit of NFkB (KARBAN et al.,
2004; KOC et al., 2014). The ins/del variant encodes for three genotypes: the wild-type
homozygous insertion (ins/ins), variant homozygous deletion (del/del) and heterozygous
(ins/del) (KARBAN et al., 2004; KOC et al., 2014). Although not yet investigated in viral
infections, the NFkB1-94 ins/del ATTG polymorphism has already been evaluated in cancer
(CHENG et al., 2013; GAO et al., 2014; WANG et al., 2016) and in deregulation of the
immune response, such as inflammatory and autoimmune diseases: ulcer colitis (BORM et
al., 2005a), rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus (KOC et al., 2014; OROZCO
et al., 2005b) and Hashimoto's disease (KOC et al., 2014).

In our study, only the ins/del genotype was associated with HHV-8 infection,
precisely on lytic replication. Although in some cell lines the high expression of NFkB is
related to the HHV-8 lytic cycle, in our study population, we believe that the moderate
expression of NF«B is also associated with lytic infection. This hypothesis is supported by
previous report that the deletion and insertion of the four ATTG nucleotides may result in loss
and increase of NxKB1 promoter activity, respectively (KARBAN et al., 2004).

Interestingly, ins/del variant also showed association with hepatic cancer (GAO et
al., 2014a; WANG et al., 2016), Hashimoto's disease (KOC et al., 2014) and was negatively
related to the risk for systemic lupus erythematosus (GAO et al., 2012). The ins/del genotype,
however, showed no association with ulcer colitis (BORM et al., 2005) and rheumatoid
arthritis (OROZCO et al., 2005b).

We also no found association of alleles or homozygotes (ins/ins or del/del) with the
HHV-8 lytic or latent cycle. On the other hand, in ulcer colitis (BORM et al., 2005a),
colorectal cancer (LEWANDER et al., 2007), Graves disease (KURYLOWICZ et al., 2007b)
and liver cancer (GAO et al., 2014) was observed relation between clinical condition and del
allele. In addition, homozygous individuals for ATTG (ins/ins) would have increased risk of
rheumatoid arthritis (LOPEZ-MEJIAS et al., 2012) and liver cancer (WANG et al., 2016).

The NF«kBIA gene encodes IxBa, an inhibitory of the NFkB1 protein (KOC et al.,
2014). Numerous polymorphisms in NFkBIA gene, including NFkBIA 3'UTR A—G, have
also been investigated in several cancers types (CHENG et al., 2013; LI et al., 2017; WANG
et al., 2016) and Hashimoto's disease (KOC et al., 2014). However, similar to the NFkB1-94
ins/del ATTG polymorphism, no study evaluated the influence of NFkBIA 3'UTR A—G

polymorphism on the viral infections.
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In our study population, the G allele and haplotypes containing G (AG and GG) were
both associated with the HHV-8 lytic cycle. In hepatic and gastric cancer only haplotypes
containing the A allele or AA homozygotes could be related to disease (WANG et al., 2016).
Experiments carried out in cell culture indicated that miR-449a could bind strongly to A allele
and that the G allele would decrease mRNA stability or translation efficiency of NFkBIA. As
consequence, in specific context, both alleles could reduce the expression of NFkBIA and
consequently increase the NFkB levels (SONG et al.,, 2011). It is possible that this
participation of the A and G alleles in the NFKB activation dynamic may be related to
infection phase of HHV-8.

When the single genotypes that were associated with the HHV-8 lytic cycle were
combined, ins/del + AG or ins/del + GG, it was possible to observe a strong synergism to the
Iytic infection. Interestingly, the combined genotypes GG and ins/ins + ins/del were
associated with an increased risk of colorectal cancer (SONG et al., 2011), and ins/ins + AG
has already been related to protection for Hashimoto's disease (KOC et al., 2014).

Although the overall of these results shows for the first time the association of
genetic changes in the promoter of the NFkB1 and in NFkBIA gene with the HHV-8 Iytic
cycle, we believe that this relationship should be extended to phenotypic investigation. Since
the KS pathogenesis depends of the regulated expression of viral and cellular proteins during
the lytic and latent infection, it is possible that the NFkB1-94 ins/del ATTG and NF«BIA
3'UTR A—G polymorphisms, being associated with the HHV-8 infection stages, can
influence the clinical evolution of PLHA HHV-8-coinfected. In addition, these
polymorphisms could also influence the KS development via NFkB activation, which is
known to be important in the inflammation chronicity and KS development, mainly by
inhibiting apoptosis and stimulating angiogenesis (DOUGLAS et al., 2010). The influence of
these and others polymorphisms in NFkB1 or NFkBIA genes on the activation and production
of NFkB has already been experimentally suggested (KARBAN et al., 2004; SONG et al.,
2011). Finally, despite the numerous aspects that can influence the clinical course of the
HHV-8 infection, we believe that the clinical impact of these polymorphisms should be

investigated in larger populations with different forms of KS.
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