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RESUMO

O Herpesvirus humano tipo 8 (Human gammaherpesvirus 8, HHV-8) é o agente
etiologico do sarcoma de Kaposi (SK), um dos canceres mais comuns em pessoas vivendo
com HIV/aids. Sugere-se que o desenvolvimento do SK esteja associado com o desequilibrio
do sistema imune, como o aumento dos niveis séricos de citocinas envolvidas no processo
inflamatorio. O presente estudo teve como objetivo avaliar 0s niveis séricos das citocinas IL-
6, IL-10, CCL2 e CXCL10 em pessoas coinfectadas HIV/HHV-8 com SK e correlaciona-los
com a contagem de linfocitos TCD4. O estudo foi composto por trés grupos: individuos
monoinfectados pelo HIV (n=31), coinfectados HIV/HHV-8 sem SK (n=77) e coinfectados
HIV/HHV-8 com SK (n=38). Os participantes do estudo eram acompanhados no Ambulatorio
de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, no Instituto de Infectologia Emilio Ribas e no Departamento de Moléstias
Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Séo Paulo. As citocinas foram dosadas por citometria de fluxo. Os niveis séricos da IL-6
foram maiores no grupo com SK em comparacgdo aos individuos monoinfectados pelo HIV
(p=0,0380), assim como nos coinfectados HIV/HHV-8 sem SK (p=0,0210). De forma
semelhante, os niveis da IL-10 foram maiores no grupo com SK em compara¢do com 0 grupo
monoinfectados pelo HIV (p=0,0403), assim como nos coinfectados HIV/HHV-8 (p<0,0001).
A CXCL10 apresentou niveis maiores no grupo HIV/HHV-8 (SK) em comparagdo ao grupo
HIV (p=0,0025) e HIV/HHV-8 (p=0,0001). Os niveis da CCL2 ndo se mostraram diferentes
entre os grupos. A contagem de linfocitos TCD4 foi significativamente menor nos individuos
com SK em comparacdo com os demais grupos (p<0,0001). No grupo com SK foi observado
um coeficiente de correlacdo igual a -0,4037 entre a contagem dos linfécitos TCD4 e a IL-6
(p=0,0120) e de -0,4558 entre TCD4 e CXCL10 (p=0,0040). O aumento dos niveis das
citocinas pro-inflamatorias 1L-6 e CXCL10 no grupo com SK pode estar relacionado a sua
atuacdo na manutencdo do tumor atraves da angiogénese. Os niveis elevados da IL-10 em
pacientes com SK provavelmente estdo relacionados a supressdo da resposta imune Thl,

favorecendo assim a progresséo do tumor.

Palavras-chave: HIV. Aids. Herpesvirus humano tipo 8. Sarcoma de Kaposi. Patogénese.



ABSTRACT

Human gammaherpesvirus type 8 (HHV-8) is the Kaposi's sarcoma (KS) etiologic
agent, one of the most common cancers in people living with HIV/AIDS. It is suggested that
the development of KS is associated with imbalance of the immune system, such as serum
increase of cytokines involved in the inflammatory process. The aim of the present study was
to evaluate the IL-6, IL-10, CCL2 and CXCL10 cytokines serum levels in HIV/HHV-8
coinfected patients with SK and to correlate them with TCD4 lymphocyte counts. The study
was composed of three groups: HIV monoinfected individuals (n = 31), HIV/HHV-8
coinfected individuals without SK (n = 77) and one group of HIV/HHV-8 coinfected with SK
(n = 38). The study participants were being followed at the Reference Service for Infectious
and Parasitic Diseases Outpatient Clinic of the University Hospital at the Federal University
of Pernambuco, at the Institute of Infectology Emilio Ribas and at the Department of
Infectious and Parasitic Diseases at University of Sdo Paulo Medical School. Cytokines were
measured by flow cytometry. IL-6 serum levels were higher in the HIV/HHV-8 (SK) group
compared to the HIV monoinfected (p = 0.0380) and HIVV/HHV-8 coinfected without KS (p =
0.0210) groups. Similarly, IL-10 levels were higher in the KS group compared to the HIV (p
= 0.0403) and HIV/HHV-8 (p <0.0001) groups. The CXCL10 had higher levels in the
HIV/HHV-8 (SK) group compared to the HIV (p = 0.0025) and HIV/HHV-8 (p = 0.0001)
individuals. The CCL2 levels were not different among the groups. TCD4 lymphocyte levels
were significantly lower in the HIV/HHV-8 group (KS) compared to the other groups (p
<0.0001). In the HIV/HHV-8 (KS) group a correlation coefficient of -0.4037 was found
between TCD4 and IL-6 lymphocyte count (p = 0.0120) and -0.4558 between TCD4 and
CXCL10 (p = 0.0040). Increased levels of 1L-6 and CXCL10 proinflammatory cytokines in
the KS group may be related to their performance in tumor maintenance through
angiogenesis. Elevated levels of IL-10 in patients with KS are probably related to the

suppression of the Th1 immune response, favoring tumor progression.

Keywords: HIV. Aids. Human gammaherpesvirus type 8. Kaposi's sarcoma. Pathogenesis.
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1 INTRODUCAO

O sarcoma de Kaposi (SK) é um distarbio angioproliferativo do endotélio vascular que
foi descrito pela primeira vez em 1872 por Moritz Kaposi como “sarcoma pigmentado
multiplo idiopatico da pele” (BRAUN, 1982; GANEM, 2006; FATAHZADEH, 2012). S&o
descritas quatro variantes do SK: classico, endémico, iatrogénico e epidémico relacionado a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Acquired immune deficiency syndrome, aids) (SK-
aids) (ANTMAN; CHANG, 2000). O Herpesvirus humano tipo 8 (Human gammaherpesvirus
8, HHV-8), também conhecido como herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi, foi
identificado pela primeira vez em 1994, e é o agente etioldgico de todas as formas do SK
(CHANG et al., 1994).

O SK-aids € a variante clinica mais agressiva e disseminada, acometendo pulmdes e
trato gastrointestinal, causando desde insuficiéncia respiratoria a sangramento do sistema
digestivo (GANEM, 2006; FATAHZADEH, 2012). A causa do curso clinico mais grave deste
tipo de SK ainda é desconhecida, no entanto, outros fatores além da imunodeficiéncia
relacionada a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (Human immunodeficiency
virus, HIV) podem estar envolvidos (ENSOLI et al.,, 2001). Em pessoas vivendo com
HIV/AIDS (PVHA) foi observado que citocinas inflamatorias, como interleucina (IL) -1, fator
de necrose tumoral-a (Tumor Necrosis Factor-a, TNF-a) ¢ interferon (IFN) -y, ja relacionadas
a patogénese do HIV, induzem também a diferenciacdo de células endoteliais em células
fusiformes do SK, as células especificas do tumor (LANE; FAUCI, 1985; BROWNING et al.,
1994).

O processo inflamatério envolvido na infeccdo pelo HHV-8 também tem sido
apontado como um importante fator no desenvolvimento do SK (WANG et al., 2004;
DOUGLAS et al., 2010). Niveis elevados de citocinas inflamatorias podem estar associados
ao desenvolvimento do SK, principalmente devido a sua funcdo angiogénica, necessaria ao
crescimento e manutengdo do tumor (ENSOLI; STURZL; MONINI, 2000; JENSEN; LIRA,
2004; MESRI; CESARMAN; BOSHOFF, 2010).

Assim como a resposta inflamatoria, o HHV-8 também codifica proteinas com
atividade pro-inflamatoria e angiogénica, a exemplo da CCL (C-C motif ligand) -1 viral
(CCL1v), CCL2v, CCL3v e a IL-6 viral (IL-6v), as quais foram implicadas no
desenvolvimento e manutengdo do tumor (NICHOLAS, 2005). O receptor acoplado a proteina

G de origem viral (viral G protein-coupled receptor, vVGPCR) também ¢é capaz de induzir a
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secrecdo de citocinas inflamatérias, como IL-1p, TNFa, IL-6, IL-2 e IL-4 (SCHWARZ,;
MURPHY, 2001).

Em estudo realizado com sobrenadante de cultura de mondécitos THP-1 infectados pelo
HHYV-8 foi relatada uma elevada expressdo da CXCL10 (WEST; DAMANIA, 2008) e em
lesbes do SK foi observada a secre¢do de CCL2 (SCIACCA et al., 1994). Estudo in vitro
realizado por Miles et al. (1990) mostrou que a IL-6 favorece o crescimento das células do
SK. Em relagdo a IL-10, Machado et al. (2014) mostraram niveis elevados em pacientes com
a forma disseminada do SK em relacdo aqueles com a forma localizada.

Considerando que o SK-aids é um dos canceres mais comuns encontrados em PVHA
mesmo ap6s o advento da terapia antirretroviral (TARV) (PORTSMOUTH et al., 2003;
TORRE et al., 2015). E que a maioria dos achados relacionando citocinas inflamatorias ao
desenvolvimento do SK, foram realizados in vitro, o presente trabalho objetivou quantificar e
avaliar os niveis da IL-6, IL-10, CCL2 e CXCL10 em soro de pacientes com SK-aids,

correlacionando-os a contagem de linfocitos TCDA4.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristica moleculares e replicacdo do HHV-8

O HHV-8, atualmente denominado Human gammaherpesvirus 8, pertence a familia
Herpesviridae, subfamilia Gammaherpesvirinae e género Rhadinovirus (ICTV, 2016). A
particula viral se assemelha aos demais herpesvirus, é envelopada, possui capsideo de simetria
icosaédrica e entre o capsideo e o envelope ha uma camada amorfa, mas extremamente
organizada de proteinas, chamada tegumento (Figura 1) (DAMANIA; CESARMAN, 2013).

Figura 1 - Estrutura molecular do HHV-8

Proteinas do envelope
Tegumento (exterior)

Tegumento (interior)

.. Proteinas principais do capsideo

3 .
W Triplex

< ,'_‘-_“ ==k > i Portal Triplex

Fonte: Adaptado de ViralZone (2017)

O genoma do HHV-8 é formado por uma molécula de DNA linear fita dupla (DNA
viral, DNAv) com 165 a 170 kb e extremidades flanqueadas por sequéncias de repeticOes
terminais (Terminal Repeat, TR) (RUSSO et al., 1996; WEN; DAMANIA, 2010). O tamanho
de TR pode variar de 16 a 75 kb entre os isolados do HHV-8, o que explica a variacdo no
tamanho do genoma entre os isolados do virus (DUPREZ et al., 2007; WEN; DAMANIA,
2010). As matrizes de leitura aberta (Open Reading Frame, ORF) sdo numeradas de 1 a 75.
Algumas ORFs ndo sdo conservadas em outros herpesvirus e assim recebem a denominacgao
de “K”- ORF e vdo de K1 a K15 (Figura 2) (DAMANIA; CESARMAN, 2013).
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Figura 2 - Genoma do HHV-8

I'IOKIJI

////Z\\\\ I/

(4 'ERLUER R | P-IIB 1404 (0 4

KZZ IB 7 Kd m.z K5 K6 I('J' 50 Ksmmxymnmmxu K12 TI 72 73 K4 T4 K15

LRI R NG X

. RegiGes ndo-conservadas P Imediatamente precoces e precoces liticos
[] Regides conservadas B Tardios liticos
D Latentes

# Transformacdo in vitro
*%* Homodlogos a oncogenes celulares 9 Desconhecidos

Fonte: Adaptado de Ablashi (2002)

Onze ORFs do HHV-8 codificam proteinas homdlogas as proteinas celulares e que sao
relacionadas a transducéo de sinal, regulacédo do ciclo celular e inibicdo da apoptose (RUSSO
et al., 1996). Por exemplo, o gene K9, o fator regulador do interferon de origem viral (Viral
Interferon regulatory fator, vIRF) (ZIMRING; GOODBOURN; OFFERMANN, 1998), ORF-
74, o VGPCR (BAIS et al., 1998), ORF-K1 (LEE et al., 1998) e a ORF-K12 (kaposina)
(MURALIDHAR et al., 2000) possuem a capacidade de transformar células de roedores e
causar tumores em modelos animais. Além desses, 0 HHV-8 também codifica interleucinas e
quimiocinas homologas as celulares, como as IL-6v, CCL1v, CCL2v e CCL3v (WEBER et
al., 2001).

O HHV-8 possui diversas glicoproteinas na superficie do envelope viral, entretanto
apenas as glicoproteinas gB, gH e gL sdo necessarias para a fusdo do envelope viral com a
membrana da célula hospedeira (DAMANIA; CESARMAN, 2013). A adsorcdo viral ocorre
através da interacdo da gB com os receptores celulares sulfato de heparano, DC-SIGN e
integrinas (AKULA et al., 2001; VEETTIL et al., 2008; DAMANIA; CESARMAN, 2013).

Apos a ligagdo ao receptor celular, o virus é entdo endocitado, o nucleocapsideo
tegumentado € liberado no citoplasma, desnudo e o DNAv entra no nacleo da célula
(CHAKRABORTY:; VEETTIL; CHANDRA, 2012). A partir da entrada do DNAV no nucleo,



17

0 virus pode seguir o ciclo latente ou litico, embora o padrdo pareca ser o estado de laténcia
(Figura 3) (DAMANIA; CESARMAN, 2013).

Figura 3 - Liberagéo do genoma do HHV-8 no nlcleo da célula hospedeira

"‘(} Capsideo
/ £
Citoplasma =/
Ntcleo g § DNA viral
Laténcia viral ¥ Replicagdo viral litica

HHV 8 LANA
HHV-8 RTA
Genoma viral
\\i\ep:ssomal @ ®

Cromossomo do
hospedeiro Genoma viral linear

Fonte: Adaptado de Damania, Cesarman (2013)

A figura mostra a liberacdo do DNA viral no nlcleo da célula hospedeira. No nicleo, o genoma viral pode seguir
para a laténcia, com auxilio da proteina LANA, e permanecer em formato epissomal, ou seguir para o ciclo
litico, com o auxilio da proteina RTA e resultar na formacéo de novas particulas virais.

[

Na laténcia, 0 genoma viral permanece na forma circular (epissomal) e € mantido com
moderada replicacdo. Nesse momento, o promotor do antigeno nuclear associado a laténcia
(Latency-associated nuclear antigen, LANA) induz principalmente a transcricdo dos genes
LANA (ORF73), ciclina viral (viral Cyclin, vCyclin) (ORF72) e proteina viral inibitoria de
FLICE (viral FLICE inhibitory protein, vFLIP) (ORF71), e do locus kaposina, todos
relacionados a fase de laténcia do virus (DAMANIA; CESARMAN, 2013).

O HHV-8 estabelece um longo periodo de laténcia nas células infectadas com
reativacdo periddica ou reinfeccdo (CHAKRABORTY; VEETTIL; CHANDRA, 2012). In
vitro, o HHV-8 infecta diversas linhagens celulares humanas aderentes, como células
epiteliais, fibroblastos e queratindcitos e in vivo ja foi observado seu tropismo por linfocitos
B, células endoteliais, mondcitos, queratindcitos e celulas epiteliais (GANEM, 2007).
Evidéncias indicam que os linfécitos B e mondcitos sdo 0s principais reservatorios da
infeccdo latente in vivo (CHAKRABORTY; VEETTIL; CHANDRA, 2012).

Quando reativado, 0 HHV-8 entra em ciclo litico e inicia a producao da progénie viral
infecciosa. Embora a proteina viral RTA, codificada pela ORF50, induza ao ciclo litico, a
conclusédo desse se da com o auxilio de proteinas celulares (KUANG et al., 2008). No ciclo

litico, os genes virais sdo transcritos em momentos diferentes, sendo agrupados em
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imediatamente precoces, precoces e tardios. De maneira geral, 0s genes precoces codificam
proteinas associadas a regulacdo da replicacdo do virus e os genes tardios codificam proteinas
estruturais, que sdo as proteinas do capsideo e envelope viral (STRAUS, 1990; COLIMON;
MICHELSON, 1990).

Seguida da expressdo de genes virais precoces, ocorre a replicagdo do genoma viral
pela DNA polimerase viral (CHAKRABORTY et al., 2012). No nucleo, a nova fita de DNA é
incorporada ao capsideo pré-formado e o conjunto é transportado para o citoplasma mediante
a aquisicdo temporaria do envelope priméario oriundo da membrana nuclear. Adiante, com a
expressdo de genes virais tardios, ocorre a aquisicdo das proteinas do tegumento e do
envelope viral final a partir do complexo de Golgi. Ao final do ciclo, o virus sai da célula,
acarretando a lise celular (AKULA et al., 2001). A distribuicdo de algumas das proteinas
acessorias do HHV-8 de acordo com o ciclo replicativo e suas funcGes esta descrita

resumidamente na tabela 1.



Tabela 1- Proteinas acessorias do HHV-8 e suas funcdes
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Proteina Tipo de expresséo Alvo Atividade Referéncia
p53, Angiogenina, o Friborg et al. (1999),
Latente annexin A2 Sobrevivéncia celular Paudel et al. (2012)
LANA
pRb Mitogénica Radkov et al. (2000)
VELIP Latente IKKo/p Ativagdo do NFkB Matta et al. (2007)
Procaspase-8 Inibicdo da ativacdo da Caspase Belanger et al. (2001)
Transducdo de sinal mediada
Kaposina A Latente Cltosma-l., Septina 4 por GTPase, atlvggac? de~var|as Kliche et al. (2001), Lin
variante quinases de sinalizacdo; et al. (2007)
Sobrevivéncia celular
. . - o M ick;
Kaposina B Latente Quinase MK2 Ativacdo do MK2, mitogénica cCor(n;:)cos)Ganem
- Ativacao da via STAT/MAPK, Chow et al. (2001),
IL- L | I oA
bv ltico ¢ latente gpl30/gp80 sobrevivéncia celular Boulanger et al. (2004)
Agonista, polarizagdo para Dairaghi et al. (1999),
CCL1v Litico CCRS8 resposta Th2, sobrevivéncia Choi and Nicholas
celular (2008)
Agonista, polariza¢do para Choi; Nicholas (2008),
CCL2v Litico CCR3, CCR8, CCR5 resposta Th2, sobrevivéncia Nakano et al.
celular (2003)
- Agonista, polarizagdo para Stine et al. (2000),
L L R4, XCR1 .
CCL3v ftico CCR4, XC resposta Th2 Luttichau et al. (2007)
, . Ativacdo de vias de Couty et al. (2001), Liu
. Prot SHP2, Ga (i, q, oA - .
VGPCR Litico rotetna o (. q sobrevivéncia e divisdo celular, et al. (2004), Philpott et
12/13) C
replicacéo viral al. (2011),
Li et al. (2000),
VIRF-1 Litico p53, ATM, p300- Sobrevivéncia celular, inibigdo Nakamura et al.(2001),
CBP, IRF1, IRF3 da sinalizag8o por IFN Seo et al. (2005), Choi et
al. (2012)
VIRF-2 Litico PKRp’;;Zg'OIORFZ’ Inibicdo da sinalizagdo por IFN Burysek; Pitha (2001)
p53, IRF3, IRF5, Inibic3o da sinalizacio bor Mufioz-Fontela et al.
VIRF-3 Latente IRF7, HIF- - gsobrevivénciaieluﬁar (2007), Rivas et al.
la, Foxo3a ’ (2001),
- Quinases Src, PI3K, oA
K1 Litico e latente SHP2, PLCy Sobrevivéncia celular Lee et al. (2005)
Quinases Src Brinkmann et al. (2003),
K15 Litico e latente ' Sobrevivéncia celular Sharp et al. (2002),

TRAFs, HAX-1

Pietrek et al. (2010)
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2.2 Historico e epidemiologia do HHV-8

O HHV-8 foi descrito pela primeira vez em 1994 e a partir de entdo associado a todas
as formas do SK, além de também ser o agente etiolégico da doenca multicéntrica de
Castleman, do linfoma de efusdo priméario e da sindrome de citocinas inflamatorias
(CESARMAN et al., 1995; SOULIER et al., 1995; ULDRICK et al., 2010). Diferente dos
demais herpesvirus, o HHV-8 ndo possui distribuicdo uniforme ao redor do mundo e sua
prevaléncia varia dependendo da regido geografica (HULANIUK et al., 2017).

A Africa Subsaariana possui uma alta prevaléncia para o HHV-8, a exemplo de
Uganda, que possui uma prevaléncia de 50% na populacdo geral (BIRYAHWAHO et al.,
2010; BUTLER et al., 2011). Em paises do mediterraneo e em alguns paises da América do
Sul, a prevaléncia é intermediaria, variando de 3 a 20% (MARIGGIO; KOCH; SCHULZ,
2017). Nos Estados Unidos da América, a prevaléncia reportada é de até 6% (ENGELS et al.,
2007) e nimeros semelhantes a esse também foram encontrados no norte da Europa e Asia
(MOORE, 2000).

Na América do Sul, estudo realizado por Mohanna et al. (2005) mostrou uma variacéo
na taxa de anticorpos contra 0 HHV-8, de 2,8 a 16,3%, na populacdo geral, enquanto que
elevadas taxas (53%) foram identificadas especificamente em amerindios do Brasil e
Equador. A figura 4 traz a distribuicdo da prevaléncia encontrada para o HHV-8 em paises da

América do Sul, além de casos de SK classico e distribuicdo dos gendtipos virais.

Figura 4 - Nimero de casos do sarcoma de Kaposi classico, prevaléncia e subtipos do HHV-8 na América do
Sul
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No Brasil, estudo realizado por Zago et al. (2000) nas cidades de Vitéria (ES) e Séo
Paulo (SP) encontrou uma frequéncia de anticorpos contra HHV-8 de 4,6% (34/747) em
doadores de sangue e de 3,7% (5/136) em individuos HIV negativos. Em estudo realizado por
Nascimento et al. (2008) nas cidades de Sao Paulo (SP), Salvador (BA) e Manaus (AM) foi
encontrada uma prevaléncia de 25,1% (878/3.493) em doadores de sangue.

O HHV-8 possui seis grandes subtipos moleculares baseados no gene K1, A, B, C, D,
E e N que podem influenciar na prevaléncia do virus (MOHANNA et al., 2005). O subtipo C,
por exemplo, predomina no continente asiatico, enquanto o subtipo E foi reportado em
populacbes amerindias da Amazoénia brasileira e equatoriana e o subtipo N foi identificado
apenas na Africa do Sul (HAYWARD, 1999; ALAGIOZOGLOU; SITAS; MORRIS, 2000;
BIGGAR et al., 2000). Além disso, as diferencas étnicas também podem influenciar a
prevaléncia do HHV-8, a exemplo da alta prevaléncia de HHV-8 na populacdo Uighur, regido
de Xinjiang, China (FU et al., 2009), em populagdes de origem judaica (DAVIDOVICI et al.,
2001) e em amerindios do Brasil (BIGGAR et al., 2000; MOHANNA et al., 2005). Em
regibes ndao endémicas, a infeccdo pelo HHV-8 acomete principalmente homens que fazem
sexo com homens (HSH) e imigrantes africanos (REGAMEY et al., 1998; O’BRIEN et al.,
1999; DUKERS et al., 2000; TEJADA et al., 2011).

2.3 Transmissao do HHV-8

As vias de transmissdo do HHV-8 ainda ndo estdo completamente elucidadas
(ROHNER et al., 2014). Formas de transmissdo sexual e ndo-sexual foram sugeridas, mas
essas variam a depender da endemicidade local (MBULAITEYE; GOEDERT, 2008). Em
areas nao endémicas, por exemplo, a transmissdo por via sexual desempenha um importante
papel na disseminacdo do virus, principalmente entre HSH (MINHAS; WOOD, 2014). Nesse
grupo, a prevaléncia do HHV-8 pode variar de 25 a 60% e o risco de adquirir a infeccdo esta
diretamente relacionado com o numero de parceiros sexuais (KEDES et al., 1996; DUKERS
et al., 2000). Entretanto, nas areas endémicas, como na Africa Subsaariana, ha uma elevada
prevaléncia (>50%) do HHV-8 entre os usuarios de droga injetavel e receptores de transfusao
de sangue e/ou hemoderivados. Dessa forma, nesses locais, as transfusdes de sangue sao
consideradas risco substancial na transmissao viral (LEVI et al., 2011).

O HHV-8 ja foi detectado em células mononucleares do sangue periférico (Peripheral
blood mononuclear cell, PBMC), saliva, mucosa orofaringea, sémen, secrecdes cervico-

vaginais e glandulas prostaticas, o que pode sugerir rotas de transmisséo vertical e horizontal
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(MANTINA et al., 2001; CHEN; HUDNALL, 2006). Precisamente sobre a saliva, foi
detectada uma elevada carga viral do HHV-8 em individuos infectados (PAUK et al., 2000),
sugerindo que a saliva poderia ser um meio de transmissdo compativel com as vias sexual e
ndo-sexual (MINHAS; WOOD, 2014). A transmissdo parenteral através de transfusdo
sanguinea ja foi relatada e pode ocorrer de forma rara em areas nao endémicas (DAMANIA;
CESARMAN, 2013).

2.4 Diagnostico do HHV-8 e do sarcoma de Kaposi

Apesar da descoberta do HHV-8 em 1994, ainda ndo existe um teste padréo ouro para
o0 diagnostico da infec¢do. No entanto, o estabelecimento de uma linhagem celular infectada
pelo HHV-8 em 1996 possibilitou o desenvolvimento de diversos testes soroldgicos e
moleculares para deteccdo da infeccdo (CHANG et al.,, 1994; RENNE et al., 1996;
MOHANNA et al., 2005).

Para o diagndstico da infeccdo sdo utilizados testes sorologicos e moleculares. Os
testes sorolégicos incluem o ensaio de imunofluorescéncia (IF), immunoblot e ensaios
imunoenzimaticos. A IF pode identificar tanto anticorpos contra proteinas do ciclo litico
quanto do ciclo latente, a exemplo da deteccdo de anticorpos contra 0 LANA, que é bastante
especifica, apesar de laboriosa (SPIRA et al., 2000; SOUZA et al., 2007). O immunoblot e
ensaios imunoenzimaticos sdo capazes de detectar uma variedade de proteinas virais, esse
ultimo utilizando desde de lisado viral a peptideos sintéticos conjugados, ou ndo, a proteinas
virais (GAO et al., 1996; SCHATZ et al., 1997; CHATLYNNE, et al., 1998; DAVIS et al.,
1997; PAU et al., 1998). Apesar da importancia do uso de testes soroldgicos, uma atencdo
especial deve ser voltada para SK-AIDS, pois devido a possibilidade de imunodeficiéncia
grave, a deteccdo de anticorpos contra o antigeno LANA pode nédo ser possivel (SOUZA et
al., 2007).

Em relacdo aos testes moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase
chain reaction, PCR) e PCR quantitativa (Quantitative polymerase chain reaction, g°PCR)
tém sido utilizadas para o diagndstico em diversos tecidos e fluidos corporais, como PBMCs,
saliva, secregfes nasais e sémen (HUMPHREY et al.,, 1996; BOLDOGH et al., 1996;
HOWARD et al., 1997; BLACKBOURN et al., 1998). A qPCR apresenta boa sensibilidade
com limite de deteccdo de oito copias de DNAvV (QU; JENKINS; TRIULZI, 2010). Além

disso, diferente dos testes soroldgicos, os testes moleculares ndo sofrem interferéncia
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decorrente dos niveis de linfécitos TCD4 (HUDNALL et al., 1998; FARGE et al., 1999;
MAGRI et al., 2009).

Em individuos com SK, é realizado o diagnostico clinico seguido da confirmacéo
laboratorial. O primeiro se baseia na identificacdo das lesdes, com cores que variam de rosa a
vermelho-arroxeado e que se assemelham a acometimentos vasculares, enquanto que a
confirmacédo do diagndstico é dada através de exame histopatologico (HENGGE et al., 2002;
MOHANNA et al., 2007). A imunohistoguimica € bastante utilizada no diagnostico do SK
através do uso de anticorpos contra o antigeno LANA. Além dela, o HHV-8 pode ser
identificado em bidpsias do SK através da PCR (HAMMOCK et al., 2005).

2.5 Sarcoma de Kaposi

O SK é um disturbio angioproliferativo multifocal do endotélio vascular que afeta
principalmente tecidos mucocutaneos, possuindo a capacidade de comprometimento de outros
orgaos (GANEM, 2006; FATAHZADEH, 2012). As lesbes do SK se apresentam nos estagios
de patch, placa e nédulo (tumor), podendo 0 mesmo paciente apresentar simultaneamente 0s
diferentes tipos de lesdes, as planas (patch ou placa) ocupando uma area extensa e lesGes
elevadas (nddulo ou tumor) com acometimento mais localizado (EL AMARI et al., 2008).

O patch € a lesdo inicial do SK e se caracteriza por lesdes planas com abundante
infiltrado inflamatdrio e intensa angiogénese, o que as torna vermelhas a olho nu (GANEM,
2010). Diferente da maior parte dos canceres, a neovascularizacdo no SK se inicia antes do
estabelecimento do tumor (HANAHAN; FOLKMAN, 1996). Nesse tipo de lesdo ja ha
presenca das células fusiformes do SK (Figura 5) e com o tempo a lesdo do tipo patch
progride para a fase de placa e se torna mais rigida, edematosa e de cor violacea (GANEM,
2010). Com a proliferacdo das células do SK, as lesbes progridem para o estagio nodular e a
lesdo frequentemente apresenta edema e enrijecimento local significativo, com massas
visiveis repletas de células do SK e presenca de macréfagos carregados de hemossiderina em
decorréncia da hemorragia vascular (COCKERELL, 1991).
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Figura 5 - Células fusiformes do sarcoma de Kaposi
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Fonte: Douglas et al. (2010)
Na imagem é possivel observar a predominante presenca das células em formato fusiforme presente em leséo
nodular do sarcoma de Kaposi.

Como citado anteriormente, quatro formas de SK foram descritas: classico, endémico,
iatrogénico e epidémico relacionado a aids (ANTMAN; CHANG, 2000). O SK cléssico foi
identificado pela primeira vez por Moritz Kaposi (1872) e é caracterizado por lesdes benignas
roxas ou azuis avermelhadas que inicialmente aparecem nas maos e nos pés e progridem para
0s bracos e pernas ao longo de um periodo de anos ou décadas, raramente progredindo de
forma agressiva (Figura 6) (ANTMAN; CHANG, 2000; GIFFIN; DAMANIA, 2014). Apesar
dessa forma ser descrita principalmente no leste europeu e na bacia do Mediterraneo, alguns
casos foram descritos em outras regides geograficas, como em povos indigenas do Peru e em
outros paises da América do Sul (ANTMAN; CHANG, 2000; MOHANNA et al., 2007).

Figura 6 — LesBes do sarcoma de Kaposi classico

Fonte: Antman; Chang, (2000)

A forma endémica do SK ocorre nos paises do leste e centro da Africa (STEIN et al.,
1994) e antes da pandemia da aids essa forma correspondia a 10% dos canceres no continente.

A taxa de incidéncia da forma endémica do SK tende a aumentar com a idade, mas diferente
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do SK cléssico, em que a média de idade é de 70 anos, os picos ocorrem entre 35 e 39 anos
em homens e 25 e 39 anos em mulheres (ISCOVICH et al., 2000).

O curso clinico do SK endémico é variavel, podendo apresentar lesdes de pele
indolores, lesdes locais infiltrativas nas extremidades do corpo e envolvimento visceral
agressivo com sequelas potencialmente fatais (ISCOVICH et al., 2000; MOHANNA et al.,
2007). Quatro variantes do SK endémico sdo descritas: nodular, florida, infiltrativa e
linfadenopatica (TSCHACHLER, 2008).

A forma linfadenopatica é encontrada quase que exclusivamente em criancas e causa
mortalidade significativa (DUTZ; STOUT, 1960). Na Africa oriental e meridional, o sarcoma
de Kaposi constitui 25 a 50% dos sarcomas de partes moles em criangas e 2 a 10% de todos
os canceres em criancas (ANTMAN; CHANG, 2000). Na figura 7 é possivel observar a
presenca de nodulos infiltrados acastanhados no antebraco e mao direita de um paciente com

a forma endémica do SK.

Figura 7 — Nédulos infiltrados na m&o e braco de paciente com o sarcoma de Kaposi endémico

Fonte: Travassos et al. (2010)

O SK iatrogénico ou SK associado ao transplante estd associado a imunossupressao
ocasionada pelo uso de terapia supressiva para a prevencdo da rejeicdo de Orgaos
(ANDREONI et al., 2001). Um dos primeiros casos de SK iatrogénico foi descrito por Myers
et al. (1974) e posteriormente outros casos foram relatados. Interessantemente, esse tipo de

SK ocorre de forma mais frequente em individuos infectados com HHV-8 e receptores de



26

0rgdos negativos para HHV-8, em vez de receptores negativos para o HHV-8 que recebem um
6rgdo de um doador positivo (BAROZZI et al., 2003). Além disso, a ocorréncia dessa forma
do SK acomete principalmente homens, na proporcdo de trés homens para uma mulher
(ANTMAN; CHANG, 2000). Esse tipo de SK tende a ter um curso clinico grave,
comprometendo linfonodos, mucosa e 6rgaos viscerais em cerca de metade dos pacientes e
algumas vezes ndo ocorre manifestacdo cutanea (WANG et al., 1998; ANTMAN; CHANG,
2000)

O SK-aids ocorre em individuos coinfectados HIV/HHV-8 e além do envolvimento
dérmico generalizado e muitas vezes desfigurante, ocorre frequentemente comprometimento
de locais extracutaneos (MITSUYASU, 1988; GANEM, 2006). O SK-aids frequentemente
afeta tecidos mucocutaneos, formando les6es multifocais com predilecdo pela face e
extremidades inferiores (Figura 8) (FATAHZADEH, 2012). Nessa forma clinica, hd um
extenso edema local, hemorragia e enrijecimento da pele. As complicacdes mais graves de
comprometimento visceral sdo 0 sangramento gastrointestinal, dor abdominal e insuficiéncia
respiratoria (ANTMAN; CHANG, 2000).

Figura 8 - Patch irregulares na ponta do nariz e coxa de pacientes com sarcoma de Kaposi relacionado a AIDS

Fonte: Fatahzadeh (2012)

2.5.1 Patogénese do sarcoma de Kaposi

As lesdes do SK sdo formadas pelas células fusiformes do SK, também chamadas de
células do SK (MESRI; CESARMAN; BOSHOFF, 2010). As células do SK apresentam
marcadores de diversas linhagens celulares, incluindo linhagem endotelial, monocitica e do
masculo liso, sugerindo que essas células ndo formam uma populacdo uniforme e também
dificultando a determinacéo de sua origem (GANEM, 2010). Apesar disso, acredita-se que um

progenitor hematopoiético, da linhagem endotelial ou mesenquimal, ao ser infectado pelo
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HHV-8, possa originar as células fusiformes da lesdo (TADDEO et al., 2008). Essa hipotese
adquiriu mais forca quando Pyakurel et al. (2006) identificaram a presenca de células
progenitoras endoteliais ndo infectadas pelo HHV-8 em amostras do SK, sugerindo um
recrutamento dessas células ao sitio de infeccao.

Apos a infeccdo da célula alvo, proteinas do ciclo litico e latente do HHV-8 podem
alterar o ciclo celular e predispor o desenvolvimento do SK. As proteinas de laténcia podem
promover a divisdo e sobrevivéncia celular atraves da inativacdo da p53 e da proteina do
retinoblastoma (pRb) pelo LANA (RADKOV; KELLAM; BOSHOFF, 2000), da
neutralizagdo das cinase dependente de ciclina p21 e p27 pela vCyclin (SWANTON et al.,
1997) e pela ativagéo do fator nuclear kappa B (Factor nuclear kappa B, NF«B) e regulacéo
positiva do gene antiapototico BCL2 pela VFLIP (GUASPARRI; KELLER; CESARMAN,
2004). No ciclo litico, a proteina K1 pode inibir a apoptose mediada pelo FAS, bloqueando a
ativacdo da caspase 8 (WANG et al., 2007), enquanto que as proteinas VIRF-1 (MA et al.,
2013), RTA (GWACK et al., 2001), K7 (WANG et al., 2002), K8 (PARK et al., 2000) e
vBCL2 (SARID et al., 1997) interagem diretamente com a p53 inibindo a apoptose celular.
Hipotetiza-se que a acdo anti-apoptotica das proteinas liticas pode ter funcdo apenas de
aumentar a producdo da progénie viral, enquanto que a acdo anti-apoptotica na laténcia teria
por objetivo a manutencédo da infeccdo (DOUGLAS et al., 2010).

Apesar das interacbes supracitadas, as infec¢des latentes ou liticas por si s6 ndo sdo
capazes de levar ao desenvolvimento do SK (GANEM, 2010; MESRI; CESARMAN;
BOSHOFF, 2010). Estudos in vitro apontam a necessidade de estimulos presentes no
microambiente tumoral para o crescimento do SK (MILES et al., 1990; FLORE et al., 1998) e
estudo in vivo mostrou que na presenca de citocinas inflamatorias, células do SK foram
capazes de induzir lesbes semelhantes as do SK em camundongos imunodeficientes
(SALAHUDDIN et al., 1988).

A inflamacédo cronica associada a infeccdo pelo HHV-8 também pode desempenhar
um importante papel na patogénese do tumor (WANG et al., 2004; DOUGLAS et al., 2010):
proteinas virais com atividade pro-inflamatéria e angiogénica, a exemplo da CCL1v, CCL2v,
CCL3v e a viIL-6, ja foram implicadas no desenvolvimento e manutencdo do SK
(NICHOLAS, 2005). A principio essa inflamagdo é mediada por uma hiperativacdo da
resposta Th2 acompanhada por uma diminuicdo da resposta Thl, sendo essa Ultima a
principal resposta no combate as infec¢des virais. Essa polarizacdo da resposta Th2 esta
relacionada as virocinas CCL1v, CCL2v e CCL3v, as quais podem se ligar aos receptores

CCR8, CCR3 e CCR4 expressos na superficie de células Th2, ocasionando a quimiotaxia de
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linfocitos Th2 para o local de infeccdo (WEBER et al., 2001). Além disso, a IL-6v pode se
ligar ao receptor celular gp130 e ativar genes responsivos a IL-6, promovendo assim a
sobrevivéncia de células B e contribuindo para o perfil Th2 (ABLASHI et al., 2002).

Em adicdo, a proteina VGPCR ativa o fator de transcrigdo NFxB, o qual esta ligado a
expressdo de genes relacionados a inflamacdo crénica, prevencdo da apoptose e inducdo da
angiogénese (KARIN; GRETEN, 2005; ONO, 2008). Além disso, VGPCR é capaz de
ocasionar a producdo de varias citocinas pro-inflamatorias, principalmente a IL-6; uma
citocina pro-inflamatéria com atividade pleiotrépica e que regula uma série de funcGes
fisioldgicas, incluindo a diferenciacdo de linfécitos, proliferacdo e sobrevivéncia celular, além
de potencializar sinais apoptéticos (KAMIMURA; ISHIHARA; HIRANO, 2003). A sintese
de outras citocinas inflamatérias, como IL-1B, TNFa, IL-2, IL-4, também pode ser estimulada
pela VGPCR (SCHWARZ; MURPHY, 2001).

No que diz respeito a infecgcdo pelo HHV-8, estudo realizado por Miles et al. (1990)
mostrou que in vitro a IL-6 funciona como um fator de crescimento autocrino para as células
do SK. Estudo em células HeL A transfectadas com o gene da proteina viral K15, expressa
durante o ciclo litico do HHV-8, observou que essa proteina estimula a secrecdo de IL-6
(BRINKMANN et al., 2007). Em estudo realizado em pacientes com a doenga multicéntrica
de Castleman, os niveis de IL-6 foram elevados e foram relacionados a gravidade da doenca
(OKSENHENDLER et al., 2000).

As citocinas inflamatorias produzidas nas lesdes do SK também induzem a expressao
de varias quimiocinas que medeiam o recrutamento de células para os tecidos, a exemplo da
CCL2 (SIRIANNI et al., 1998). A secrecdo de CCL2 em lesdes do SK ja foi observada por
Sciacca et al. (1994) em células e lesGes do tumor. Em adicdo, experimento conduzido em
sobrenadante de cultura de mondcitos THP-1 infectados pelo HHV-8 observou elevada
expressao da CXCL10. Apbs sua secrecdo, essa quimiocina pode interagir com VGPCR,
codificado pelo HHV-8 e expresso em células endoteliais do SK, estimulando assim a
migracao de células endoteliais e 0 processo angioproliferativo (WEST; DAMANIA, 2008;
COUTY etal., 2009).

Machado et al. (2014) mostraram niveis elevados de IL-10 em pacientes com a forma
disseminada do SK em relacdo aqueles com a forma localizada. Os niveis elevados de IL-10
podem favorecer a progressdo do SK ao reduzir a resposta do tipo Thl (WEISS et al., 2004).
Esse achado provavelmente estd relacionado a atividade imunorreguladora da IL-10, que
suprime a acdo das células apresentadoras de antigenos, limitando a resposta imune mediada
pela inflamacdo (MITTAL; ROCHE, 2015).
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Diante dessas informacges, duas hipoteses foram propostas para o desenvolvimento do
SK, a oncogénese paracrina e a litica abortiva (MESRI; CESARMAN; BOSHOFF, 2010). A
primeira propde que células infectadas tanto na fase litica, quanto na fase latente, expressam
0s genes liticos precoces, como VGPCR, K1 e ORF45 (CHANG; GANEM, 2013). Esses
genes, por sua vez, promoveriam a producdo de fatores de crescimento angiogénicos, como
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), IL-6 e fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), que somados a secrecao das virocinas estimulariam a proliferacdo de
células com infeccgdo latente e a angiogénese de maneira paracrina (MONTANER et al., 2006;
MESRI; CESARMAN; BOSHOFF, 2010).

A segunda hipotese, litica abortiva, sugere que células expressando os genes liticos
precoces podem ser transformadas por alteracBes oncogénicas genéticas ou epigenéticas
(CHANG; GANEM, 2013). Ao ser transformada, as células podem voltar para a forma latente
e menos imunogeénica, sendo estimuladas posteriormente de forma parécrina por células em
ciclo litico (BAIS et al., 2003). As hip6teses mencionadas sdo fundamentadas em estudos que
mostram a capacidade da VGPCR de induzir tumores de maneira paracrina (JENSEN et al.,
2005; SODHI et al., 2006) e a sua capacidade de suportar a tumorigenicidade dos genes
latentes do HHV-8 por mecanismos paracrinos (MONTANER et al., 2006).

Em resumo, a secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias e fatores angiogénicos induzidos
ou produzidos pelo HHV-8 podem favorecer tanto a manutencdo do genoma viral quanto a
reativacdo do HHV-8. Além disso, a infeccdo persistente atrai leucocitos de maneira cronica,
levando assim a uma secrecdo de citocinas, quimiocinas, enzimas e fatores de crescimento

que favorecem o crescimento das células infectadas e contribuem para a progresséo do SK.

2.6 Sarcoma de Kaposi relacionado a aids

O SK-aids ocorre em PVHA infectadas pelo HHV-8, no Brasil, ainda ha poucos
estudos epidemioldgicos sobre a prevaléncia dessa coinfecgdo. Dentre os poucos achados, foi
observada uma prevaléncia de 15,5% em Belém (PA) (ISHAK et al., 2007), uma variacdo de
13,9 a 25,9% em pessoas recrutadas de 1994 a 2002 em Santos e na cidade de S&o Paulo
(PIERROTTI et al., 2005; BATISTA et al., 2009; MAGRI et al., 2009) e em Pernambuco,
entre 2013 e 2014, foi encontrado o maior relato nacional, uma prevaléncia de 28,6% (CAHU
etal., 2016).

A coinfeccdo HIV/HHV-8 pode acarretar diferentes manifestaces clinicas, como o

SK-aids, doenga multicéntrica de Castleman e linfoma de efuséo priméario. Dentre as formas
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de SK, o SK-aids é a forma mais agressiva, disseminada e resistente ao tratamento,
destacando-se ainda como um dos canceres mais comuns em PVHA (MOHANNA et al.,
2005; GANEM, 2006; TORRE et al., 2015). A incidéncia do SK-aids esta relacionada a via
de infeccdo pelo HIV (FRISCH et al., 2001). Em homossexuais masculinos do hemisfério
ocidental, o risco de desenvolvimento do SK-AIDS é de 5 a 10 vezes maior em comparagao
com outros grupos com comportamentos de alto risco (MARTELLOTTA et al., 2009). Na
Africa, o SK-AIDS acomete jovens de ambos os sexos, ainda que de forma desigual entre eles
(MWANDA et al., 2005).

Apos o0 advento da TARV em 1996, houve uma reducdo da morbidade em PVHA e
uma regresséo parcial ou completa do SK-aids em muitos pacientes e uma diminuigdo de 80%
na incidéncia do SK-aids (PORTSMOUTH et al., 2003; ENGELS et al., 2006). Apesar disso,
a ocorréncia do SK continua substancialmente maior em PVHA quando comparados a
populacdo geral, mesmo em relacdo aqueles com carga viral controlada e niveis de linfécitos
TCD4 acima dos valores associados a susceptibilidade a doencas oportunistas (GONCALVES
et al., 2017). Além disso, aproximadamente 50% dos pacientes com SK-aids ndo atingem a
remissdo total (NGUYEN et al., 2008).

Diante disso, além da contagem de linfocitos TCD4 e a carga viral do HIV, fatores
como a carga viral do HHV-8 ou o estagio de desenvolvimento do SK podem influenciar na
resposta do hospedeiro ao tratamento do SK (MARTIN-CARBONERO et al., 2004;
MARTINEZ et al., 2006; BIHL et al., 2007).

Como dito anteriormente, 0 SK-aids possui 0 curso clinico mais grave em relacdo aos
demais tipos de SK. A proteina Tat do HIV tem sido apontada como um dos fatores
relacionados a essa maior severidade, reativando o HHV-8 ou através da via JAK/STAT ou
pela inducdo da proteina Rta do HHV-8 (VARTHAKAVI et al., 2002; ZENG et al., 2007).
Além disso, a inflamacdo crénica, com elevados niveis de citocinas inflamatorias, presentes
nos pacientes com HIV, também podem estar associadas a reativacdo do HHV-8 (AOKI;
TOSATO, 2007).

Foi observado que citocinas inflamatorias que aumentam a patogénese do HIV, como
IL-1, fator de necrose tumoral-a e interferon-y, promovem a proliferacdo de células do SK,
induzem a morfologia fusiforme nas células endoteliais e a diferenciagdo fusiforme nas
células progenitoras endoteliais circulantes (LANE; FAUCI, 1985; BROWNING et al., 1994).
Esses achados indicam uma influéncia direta da resposta inflamatéria ao HIV em relacdo a
reativacdo do HHV-8, o que pode favorecer a proliferacdo de células infectadas e iniciar o

processo oncogénico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis séricos de IL-6, IL-10, CCL2 e CXCL10 em individuos
monoinfectados pelo HIV e em coinfectados HIV/HHV-8 com e sem SK e correlaciona-los

com a contagem de linfocitos TCDA4.

3.2 Objetivos especificos

Em individuos monoinfectados pelo HIV e coinfectados HIV/HHV-8 com e sem SK:

e Verificar se existe diferenca nos niveis sericos das citocinas IL-6, IL-10, CCL2 e
CXCL10;

o Verificar se existe diferenca na contagem de linfocitos TCD4;

e Verificar a existéncia de correlacdo entre os niveis séricos das citocinas IL-6, I1L-10,
CCL2 e CXCL10 e a contagem de linfocitos TCDA4.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho e populacgéo do estudo

Trata-se de um estudo analitico de comparagdo entre grupos, no qual os participantes
foram divididos em um grupo de pessoas monoinfectadas pelo HIV (HIV), um grupo de
pessoas coinfectadas HIV/HHV-8 sem SK (HIV/HHV-8) e um grupo de pessoas coinfectadas
HIV/HHV-8 com SK [HIV/HHV-8 (SK)]. Os participantes do grupo HIV e HIV/HHV-8
eram acompanhados no Ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), enquanto que os participantes do
grupo HIV/HHV-8 com SK foram provenientes do Instituto de Infectologia Emilio Ribas e do
Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFM-USP).

4.1.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos na pesquisa individuos com diagndstico soroldgico da infeccdo pelo
HIV e para HHV-8. O diagnostico do SK-aids foi realizado através de critérios clinicos e
histolégico. Todos os participantes estavam sob TARV.
4.1.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo individuos menores de 18 anos, coinfectados com os virus
da hepatite B ou C e virus linfotropico de células T humanas %2, além daqueles com
diagnostico de sifilis e mulheres gravidas.
4.2 Locais do estudo

O estudo foi desenvolvido no Setor de Virologia do Laboratério de Imunopatologia

Keizo-Asami (LIKA) da UFPE e no Setor de Imunopatologia do Instituto Aggeu Magalhées
(IAM) /Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz).
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4.3.1 Variaveis dependentes
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Variavel

Definigdo conceitual

Categorizacao

Individuos infectados pelo HIV

Individuos infectados pelo . . < 1. Sim
my e negativos para infecgéo pelo 5 Nio

HHV-8 '
Individuos coinfectados Hllrl(/j';/ﬁﬂ'o\i_'g ];i%ag?: ?\%r:ti?:o 1.Sim
HIV/HHV-8 sem SK v- g 2. Nio

clinico do SK

Individuos coinfectados Hllr\]?'evﬁac{j_gli?;?%?; i]oér:ti%o 1.Sim
HIV/HHV-8 com SK g 2 Néo

clinico do SK

4.3.2 Variaveis independentes

Variavel Definicdo conceitual Categorizacéao
Sexo bioldgico do paciente. 1. Masculino
Sexo ./ ; L
Variavel nominal. 2. Feminino
Intervalo de tempo entre a data
do nascimento e a data de
Idade —

realizacdo da coleta sanguinea.
Varidvel continua

Contagem de linfdcitos
TCD4

Quantificacdo do marcador de
superficie celular CD3
associado a CD4, referida no
prontuério e realizada no
periodo maximo de trés meses
anteriores a data de coleta
sanguinea. Valor expresso em
células/mm?,
Variavel continua

Carga viral do HIV

Numero de cépias/mL do RNA
do HIV quantificadas no soro
do paciente, sendo referida no
prontuério do paciente
realizada no periodo maximo
de trés meses anteriores a data
de coleta da amostra sanguinea.
Variavel continua
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Niveis séricos de cada paciente
IL-6 em pg /mL.
Varidvel continua

Niveis séricos de cada paciente
IL-10 em pg/mL.
Varidvel continua

Niveis séricos de cada paciente
CCL2 em pg /mL.
Varidvel continua

Niveis séricos de cada paciente
CXCL10 em pg/ mL.
Varidvel continua

4.4 Coleta de dados

Cada participante da pesquisa assinou, em duas vias de igual teor, o termo de
consentimento livre e esclarecido que lhe assegura o cumprimento das normas da resolucao
196 do Conselho Nacional de Saiude. Em seguida, dados como sexo, idade, valores de carga
viral do HIV e contagem de linfocitos TCD4 foram obtidos através do prontuério do
participante.

4.5 Armazenamento das amostras

As amostras de soro utilizadas no estudo estavam armazenadas a -20°C no Setor de
Virologia do LIKA (UFPE) e no Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical
(USP).

4.6 Dosagem das citocinas

A avaliacdo das concentracfes séricas das citocinas IL-6, IL-10, CCL2 e CXCL10 foi
realizada por citometria de fluxo, utilizando o método Cytometric Bead Array (CBA) (BD
Bioscience, San Diego, California, EUA). O ensaio CBA utiliza beads de captura revestidas
com anticorpo especifico para determinada citocina possuindo fluorescéncia e tamanhos
conhecidos. Para cada dosagem das citocinas, IL-6, IL-10, CCL2 e CXCL10 foram utilizados
25uL de soro (ndo diluido) com limite de deteccdo de 2 a 2.500 pg/mL. A leitura do teste foi
realizada no citdmetro BD FACSCalibur™ em colaboragdo com o Setor de Imunopatologia
do IAM/Fiocruz.
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4.7 Andlise estatistica

Para verificar a normalidade amostral das concentracdes de citocinas e contagem de
linfécitos TCD4 foi utilizado o teste de D’Agostino. Em seguida, foram realizados os testes
de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para comparacgao entre os grupos. A correlacdo entre a
contagem de linfocitos TCD4 e as concentracGes das citocinas foi verificada aplicando-se o
teste de correlacdo de Spearman. Para todos os testes foi considerado como significante o
valor de p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism
v.6.0.7.

4.8 Aspectos éticos

A pesquisa faz parte dos projetos intitulados “Avaliacdo da associagdo entre a infec¢ao
latente/litica pelo HHV-8 com os polimorfismos de base Unica dos genes NF-kB1/NF-kB2
e/ou genotipos do HHV-8 em pessoas vivendo com HIV/AIDS em Pernambuco/Brasil” e
“Comparacdo da variabilidade do herpesvirus humano do tipo 8 (HHV-8) entre grupos de
individuos infectados por HIV sem e com sarcoma de Kaposi associado a AIDS”, aprovados
pelo Comité de FEtica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da UFPE
(45156215.5.0000.5208) (Anexo A) e pela Comisséo de Etica e Pesquisa da Faculdade de
Medicina da USP (55771116.0.1001.0065) (Anexo B), respectivamente.
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5 RESULTADOS

Artigo no formato short communication submetido a revista Medical Microbiology and

Immunology

Avaliaco dos niveis séricos das citocinas IL-6, IL-10, CCL2 e CXCL10 em individuos

com sarcoma de Kaposi relacionado a aids

Resumo

O Herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) é o0 agente etioldgico do sarcoma de Kaposi (SK), um
dos céanceres mais comuns em pessoas vivendo com HIV/aids. O objetivo do estudo foi
avaliar os niveis de IL-6, IL-10, CCL2 e CXCL10 em individuos monoinfectados pelo HIV e
em coinfectados HIV/HHV-8 com e sem SK. Os niveis séricos de citocinas IL-6, 1L-10 e
CXCL10 foram significativamente maiores no grupo SK em comparagdo com os individuos
HIV e HIV/HHV-8. Os niveis de CCL2 ndo apresentaram diferenca entre os grupos avaliados.
Por fim, a elevacdo de citocinas inflamatorias e IL-10 no grupo SK possivelmente esta

relacionada a angiogénese e a supressao do perfil de resposta Thl, respectivamente.

Palavras-chave: HHV-8; HIV/AIDS; sarcoma de Kaposi; Patogénese; Citocinas

1. Introducéo

O Human gammaherpesvirus 8 (HHV-8), familia Herpesviridae e género
Rhadinovirus [1], é o agente etiolégico do sarcoma de Kaposi (SK), uma das doencas
definidoras da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) e um dos canceres mais comuns
em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) [2,3]. O SK e um disturbio angioproliferativo
multifocal do endotélio vascular e apresenta-se em quatro formas clinicas: classico, endémico,
iatrogénico e epidémico relacionado a aids (SK-aids) [4,5]. Dentre esses, 0 SK-aids destaca-se
por ser mais agressivo, frequentemente comprometendo outros 6érgdos, causando desde
insuficiéncia respiratoria a sangramento do sistema digestivo [5,6].

Apesar das discussdes e teorias sobre a maior gravidade do SK em PVHA, ha um

consenso que apenas a imunodeficiéncia causada pelo HIV ndo seria suficiente para o
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desenvolvimento da doenga [7]. A proteina Tat do HIV, por exemplo, tem sido apontada
como um dos fatores envolvidos na patogénese do SK, participando da ativagdo do ciclo litico
do HHV-8 pela via de sinalizacdo JAK/STAT ou pela inducdo da proteina Rta do HHV-8
[8,9]. Além disso, estudos in vitro sugerem que niveis elevados de citocinas inflamatdrias,
como IL-1, IL-6 e TNF-a, podem estar relacionados com o desenvolvimento da doenca,
sobretudo devido a sua funcdo angiogénica, necessaria ao crescimento e manutencdo do tumor
[10,11,12].

Embora achados in vitro apontem o papel das citocinas inflamatorias no
desenvolvimento do SK, poucos estudos avaliaram os niveis de citocinas em pacientes com a
doenca. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os niveis séricos das citocinas
IL-6, IL-10, CCL2 e CXCL10 em pessoas monoinfectadas pelo HIV e em coinfectadas
HIV/HHV-8 com e sem SK.

2. Metodologia

2.1. Populacéo do estudo

Participaram do estudo PVHA de ambos os sexos, maiores de 18 anos, atendidas no
Ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE), no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER) e no
Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFM-USP).

Os participantes foram divididos em trés grupos: individuos monoinfectados pelo
HIV (HIV), coinfectados HIV/HHV-8 sem SK (HIV/HHV-8) e coinfectados HIV/HHV-8
com SK [HIV/HHV-8 (SK)]. As informacgbes sobre carga viral (CV) do HIV e contagem de
linfocitos TCD4 foram obtidas dos prontuérios dos pacientes. Todos 0s participantes estavam
sob terapia antirretroviral. O estudo foi aprovado pelos comités de ética das instituicdes, com
0s respectivos protocolos 45156215.5.0000.5208 (HC-UFPE) e 55771116.0.1001.0065 (lIER,
HCFM-USP).

2.2. Dosagem das citocinas
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A avaliacdo das concentragdes séricas das citocinas I1L-6, IL-10, CCL2 e CXCL10 foi
realizada através da citometria de fluxo, utilizando o método Cytometric Bead Array (CBA)

(BD Bioscience, San Diego, Califérnia, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante.

2.3. Andlise estatistica

As concentracOes das citocinas e as contagens de linfocitos TCD4 foram analisadas
pelos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. A fim de analisar a correlagdo entre a
contagem de linfocitos TCD4 com as concentragdes das citocinas foi realizado o teste de
correlacdo de Spearman. Os resultados com valor de p<0,05 foram considerados como

significantes. As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism v.6.0.7.

3. Resultados

3.1. Populacgéo do estudo

Participaram do estudo 146 PVHA com média de idade de 43,6 anos (+11,8), das
quais 72,6% (106/146) eram do sexo masculino. Dentre o total dos pacientes, 31 eram
monoinfectados pelo HIV, 77 coinfectados HIV/HHV-8 e 38 coinfectados HIVV/HHV-8 (SK).
A distribuicdo dos individuos segundo a média de idade e frequéncia dos sexos sao mostrados

na Tabela 1.

Tabela 1- Distribui¢do dos participantes do estudo de acordo com a média de idade e frequéncia dos sexos

HIV HIV/HHV-8 HIV/HHV-8 (SK)
n=31 n=77 n=238
Idade (anos) 43,9 (x11,4*) 47,5(x10,3) 35,3 (x10,8)
Sexo
Masculino 19 (61,3%) 50 (65%) 37 (97,4%)
Feminino 12 (38,7%) 27 (35%) 1(2,6%)

*Desvio padréo

3.2. Contagem de linfocitos TCD4 e carga viral do HIV

A contagem dos linfocitos TCD4 mostrou que a mediana de 110,5 células/mm3, no

grupo HIV/HHV-8 (SK), foi significativamente menor que os valores das medianas dos
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grupos HIV e HIV/HHV-8, 782 e 635,5 células/mms3, respectivamente (p<0,0001). A CV do
HIV foi indetectavel em todos pacientes dos grupos HIV e HIV/HHV-8 e em nove individuos
do grupo HIV/HHV-8 (SK). A mediana da CV do HIV foi de 7.589 copias/mL em 29
pacientes do grupo HIV/HHV-8 (SK).

3.3. Dosagem e anélises das citocinas

As medianas das concentracfes sericas da IL-6 foram de 3,710, 4,040 e 5,515 pg/mL
nos grupos HIV, HIV/HHV-8 e HIV/HHV-8 (SK), respectivamente. Ao comparar esses
valores, foi observado que os niveis de IL-6 foram significativamente maiores no grupo
HIV/HHV-8 (SK) em relacdo aos grupos HIV (p=0,0380) e HIV/HHV-8 (p=0,0210) (Fig.
1A).

Em relagcdo aos niveis da IL-10, as medianas foram de 3,490, 2,980 e 4,005 pg/mL
para os grupos HIV, HIV/HHV-8 e HIV/HHV-8 (SK), respectivamente. No grupo HIV/HHV-
8 (SK), os niveis da IL-10 foram significativamente maiores em relacdo aos grupos HIV
(p=0,0403) e HIV/HHV-8 (p<0,0001). Por outro lado, os niveis da IL-10 no grupo
HIV/HHV-8 foram significativamente menores em comparag¢ao aos monoinfectados pelo HIV
(p<0,0001) (Fig. 1B).

Em relacdo as quimiocinas, os niveis de CCL2 ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos estudados, sendo os valores das medianas de 94,36, 101,5 e
90,56 pg/mL para os grupos HIV, HIV/HHV-8 e HIV/HHV-8 (SK), respectivamente (Fig.
1C). Quanto a dosagem da CXCL10, as medianas foram de 50,69, 53,22 e 88,48 pg/mL para
os grupos HIV, HIV/HHV-8 e HIV/HHV-8 (SK), respectivamente. No grupo HIV/HHV-8
(SK), os niveis de CXCL10 foram significativamente maiores em comparacdo aos grupos
HIV (p=0,0025) e HIV/HHV-8 (p=0,0001) (Fig. 1D).
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Figura 1 - Concentrac@es séricas da IL-6, IL-10, CCL2 e CXCL10 em individuos infectados pelo HIV,
coinfectados HIV/HHV-8 com e sem sarcoma de Kaposi
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Valores p obtidos através do teste de Mann-Whitney.

O coeficiente de correlacdo entre os niveis de linfocitos TCD4 e a IL-6 foi de r= -

0,4037 (p=0,0120) e a para CXCL10 foi de r=-0,4558 (p=0,0040).

4. Discussao

Apesar do SK ser um dos canceres mais comuns em PVHA, sua patogénese ainda néo
esta totalmente elucidada [3]. Dentre os mecanismos responsaveis pela patogénese do SK,
estudos in vitro tém sugerido que altos niveis de citocinas inflamatérias podem estar
relacionados com o desenvolvimento do SK em individuos coinfectados HIV/HHV-8 [11,12].

Em nosso estudo, os niveis elevados da IL-6 no grupo HIV/HHV-8 (SK), corroboram
com o0s achados em células fusiformes do SK que associaram a secre¢do da IL-6 com o
crescimento do tumor [13]. A relagdo entre a IL-6 e o crescimento do SK estaria associada a
atividade angiogénica dessa citocina [12]. Além disso, também foi demonstrado que a

proteina viral K15, expressa durante o ciclo litico do HHV-8, estimula a secre¢do da IL-6 em
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células HelLa [14]. Interessantemente, niveis elevados da IL-6 foram descritos em pacientes
com a doenca multicéntrica de Castleman, também relacionada a infec¢do pelo HHV-8, e
foram correlacionados com a gravidade da doenca [15].

No nosso estudo também foram encontrados niveis elevados da CXCL10 no grupo
HIV/HHV-8 (SK), o que corrobora com recente achado do aumento da expressdo dessa
quimiocina em amostras de lesdes do SK-AIDS [16]. A elevada expressdo da CXCL10,
também observada em sobrenadante de mondcitos THP-1 infectados pelo HHV-8, pode estar
associada a ativacdo da via do toll-like receptor 3 pelo HHV-8 [17]. Ap0Os sua secre¢do, a
CXCL10 pode interagir com o receptor acoplado a proteina G viral, codificado pelo HHV-8 e
expresso em células endoteliais do SK, estimulando assim a migracdo de células endoteliais e
0 processo angioproliferativo [18].

Contrariamente aos nossos resultados, o estudo de Lidenge et al. (2018) encontrou
niveis significativamente maiores da CXCL10 no grupo HIV/HHV-8 quando comparados ao
grupo HIV/HHV-8 (SK) [19]. Entretanto, diferente da nossa populacdo de estudo, alguns
pacientes do estudo mencionado estavam com CV do HIV detectavel. A discordancia
observada entre nossos resultados pode estar relacionada a viremia do HIV, a qual influencia
nos niveis séricos da CXCL10 [20].

Apesar da observacdo in vitro da secre¢do da CCL2 por células fusiformes do SK [21]
e da elevada transcri¢do do gene da CCL2 em mondcitos THP-1 infectados pelo HHV-8[17],
em nosso estudo ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos HIV, HIV/HHV-8
e HIV/HHV-8 (SK). Em relacdo a esses achados discordantes, nds acreditamos que seja
importante o desenvolvimento de modelos in vivo que investiguem a real participacdo da
CCL2 na patogénese do SK.

Em relacdo a IL-10, nosso estudo mostrou niveis elevados no grupo HIV/HHV-8 (SK)
guando comparados com individuos monoinfectados pelo HIV e coinfectados HIV/HHV-8.
Esse achado corrobora com estudo realizado por Lidenge et al. (2018) que encontraram niveis
significativamente maiores da IL-10 em pacientes HIV/HHV-8 (SK) quando comparados a
pacientes HIV/HHV-8 [19]. De forma semelhante, Machado et al. (2014) encontraram
maiores concentracdes da IL-10 em pacientes HIV/HHV-8 (SK) quando comparados a
pacientes monoinfectados pelo HIV [22]. Nesse mesmo estudo, também foi observado que 0s
niveis de IL-10 aumentavam de acordo com o grau de disseminagdo do SK [22]. Esse
aumento sérico de IL-10 provavelmente favorece a progressdo da doenca, uma vez que
suprime a producdo de citocinas pelos linfocitos Thl, reduzindo a resposta mediada por
celulas ao HHV-8 [23].
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No grupo HIV/HHV-8 (SK), a significativa diminuicdo na contagem de linfocitos
TCD4 possivelmente estd relacionada ao quadro de imunodepressdo ocasionado pelo HIV
[2,5]. Pacientes com SK geralmente possuem uma baixa contagem de linfocitos TCD4 e uma
elevada CV do HIV [24]. Na maioria dos pacientes, o SK regride simultaneamente ao
aumento da contagem de linfocitos TCD4 e diminui¢do da CV do HIV [24,25]. Apesar de
significativo, o coeficiente de correlacdo encontrado entre os niveis de linfocitos TCDA4 e as
citocinas IL-6 e CXCL10 pode ser considerado moderado, indicando a necessidade de futuras
investigacoes.

Por fim, apesar de mais estudos in vivo serem necessarios para uma melhor
compreensdo das interacGes citocina-célula e virus-célula na patogénese do SK, € possivel
concluir que: a) os niveis elevados da IL-6 e CXCL10 no grupo HIV/HHV-8 (SK) podem
estar associados a suas atividades angiogénicas; b) os niveis elevados da IL-10 no grupo
HIV/HHV-8 (SK) podem estar favorecendo a patogénese do SK como resultado da
diminuicdo da resposta imune mediada por células; e c) novos estudos devem avaliar a real

participacdo da CCL2 na patogénese do SK.
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6 CONCLUSOES DA DISSERTACAO

e Os niveis séricos de IL-6, IL-10 e CXCL10 foram maiores no grupo com SK em
comparacgdo aos monoinfectado pelo HIV e coinfectados HIV/HHV-8 sem SK;
e Os niveis séricos da CCL2 ndo foram significativamente diferentes entre os grupos

estudados;

e As contagens de linfocitos TCD4 foram significativamente menores no grupo com SK.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Elevados niveis séricos da IL-6 e CXCL10, em pacientes HIV com SK, podem estar
relacionados a atividade angiogénica dessas citocinas, contribuindo para a manutencéo do SK.
Por sua vez, os elevados niveis da IL-10 neste grupo sugerem uma supressdao do perfil de
resposta Thl, levando & progressao do tumor. As contagens de linfocitos TCD4
significativamente menores observadas nos individuos com SK poderia estar relacionada a

imunodepressdo ocasionada pelo HIV.
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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. It is suggested that the KS
development is associated with imbalance of the immune system, such as the serum increase
of cytokines involved in the inflammatory process. Here, we evaluated the IL-6, 1L-10, CCL2
and CXCL10 levels in HIV mono- and HIVV/HHV-8-coinfected individuals with and without
KS, and correlated them with TCD4 lymphocyte counts. Serum IL-6 levels were higher in the
HIV/HHV-8 (KS) group compared to the HIV monoinfected group (p = 0.0380) and
HIV/HHV-8 coinfected without KS (p = 0.0210 ). Similarly, IL-10 levels were higher in the
KS group compared to the HIV (p = 0.0403) and HIV/HHV-8 (p <0.0001) groups. CXCL10
had higher levels in the HIV/HHV-8 (KS) group compared to the HIV (p = 0.0025) and
HIV/HHV-8 (p = 0.0001) individuals. The CCL2 levels were not different between the
groups. TCD4 lymphocyte levels were significantly lower in the KS group compared to the
other groups (p <0.0001) and these had a correlation coefficient of r = -0.4037 (p = 0, 0120)
with IL-6 and r = -0,4558 (p = 0.0040) with CXCL10. Finally, the elevation of inflammatory
cytokines and IL-10 in HIV/HHV-8 (KS) group possibly is related to the angiogenesis and

suppression of the Thl response profile, respectively.

Keywords: HIV/AIDS; HHV-8; Kaposi's sarcoma; Pathogenesis; Cytokines

1. Introduction
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Human gammaherpesvirus 8 (HHV-8), Herpesviridae family and Rhadinovirus
genus [1], is the etiologic agent of Kaposi's sarcoma (KS), one of the defining diseases of
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) and one of the most common cancers in people
living with HIV/AIDS (PLHA) [2,3]. KS is a multifocal angioproliferative disorder of the
vascular endothelium with four clinical forms: classic, endemic, iatrogenic and epidemic
(AIDS-related) [4,5]. Among these, AIDS-related KS stands out as being more aggressive,
often compromising several organs, ranging from respiratory failure to bleeding of the
digestive system [5,6].

Despite the discussions about the greater severity of KS in PLHA, there is a
consensus that only immunodeficiency caused by HIV would not be enough for the disease
development [7]. HIV Tat protein, for instance, has been identified as one of the factors
involved in the KS pathogenesis, activating the HHV-8 lytic cycle by the JAK/STAT
signaling pathway either by the induction of the HHV-8 Rta protein [8,9]. In addition, studies
in vitro suggest that high levels of inflammatory cytokines, such as IL-1, IL-6 and TNF-a,
may be related to the disease development, mainly due to its angiogenic function, which is
necessary for the growth and maintenance of the tumor [10,11,12].

Although in vitro findings report the role of inflammatory cytokines in KS
development, few studies have evaluated the cytokines levels in patients with the disease.
Here, we evaluated the IL-6, IL-10, CCL2 and CXCL10 serum cytokines levels in HIV

mono- and HIVV/HHV-8-coinfected individuals with and without KS.

2. Materials and methods



63

2.1. Study population

The study included PLHA of both sexes, older than 18 years, treated in the
Reference Service for Infectious and Parasitic Diseases of the University Hospital at the
Federal University of Pernambuco (HC-UFPE), Institute of Infectology Emilio Ribas (IIER)
and in the Department of Infectious and Parasitic Diseases at University of Sdo Paulo Medical
School (HCFM-USP).

Participants were separated into three groups: HIV-monoinfected (HIV),
HIV/HHV-8-coinfected without KS (HIV/HHV-8) and HIV/HHV-8 with KS [HIV/HHV-8
(KS)]. Information about HIV viral load and TCD4 lymphocyte counts were obtained from
patients' records. All participants were receiving antiretroviral therapy. The ethics committees
of the institutions approved the study, process number 45156215.5.0000.5208 (HC-UFPE)

and 55771116.0.1001.0065 (IIER, HCFM-USP).

2.2. Cytokine dosage
Serum concentrations of the IL-6, IL-10, CCL2 and CXCL10 cytokines were
measured by flow cytometry through the Cytometric Bead Array (CBA) platform (BD

Bioscience, San Diego, California, USA), following the manufacturer's instructions.

2.3 Statistical analysis

Cytokine concentrations and TCD4 lymphocyte counts were analyzed by the
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests. The Spearman correlation test was used to analyze
the correlation between TCD4 lymphocyte count and cytokine concentrations. The p <0.05
value was considered as significant. Statistical analyzes were performed in the GraphPad
Prism program v.6.0.

3. Results
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3.1. Study population

A total of 146 PLHA with mean of 43.6 (£11.8) years old participated of the
study, of which 72.6% (106/146) were male. Among the total of patients, 31 were HIV-
monoinfected, 77 HIV/HHV-8 and 38 HIV/HHV-8 (KS). The distribution of individuals

according to the mean age and sex frequency are showed in Table 1.

Table 1. Distribution of study participants according to the mean age and sex frequency

HIV HIV/HHV-8 HIV/HHV-8 (KS)
n=31 n="77 n=238
Age (years)  43.9(x11.4*) 47.5(x10.3) 35.3 (£10.8)
Sex
Male 19 (61.3%) 50 (65%) 37 (97.4%)
Female 12 (38.7%) 27 (35%) 1 (2.6%)

*Standard deviation

The analysis of TCD4 lymphocyte counts showed that the median of the
HIV/HHV-8 (KS) group, 110.5 cells /mm3, was significantly lower than the values of the
HIV- and HIV/HHV-8-infected individuals, 782 and 635.5, cellssmm?®, respectively (p
<0,0001). HIV viral load was undetectable in all patients from the HIV and HIV/HHV-8
groups and only in nine HIV/HHV-8 (KS) individuals. The 29 participants from the

HIV/HHV-8 (KS) group with detectable HIV viral load had a median of 7.589 copies/mL.

3.2. Dosage and cytokine analysis

The medians of IL-6 serum levels for HIV, HIV/HHV-8 and HIV/HHV-8 (KS)
groups were 3.710, 4.040 and 5.515 pg/mL, respectively. Comparing these values, it was
observed that IL-6 levels were significantly higher into HIV/HHV-8 (KS) group than in the
HIV (p=0.0380) and HIVV/HHV-8 (p= 0.0210) individuals (Fig. 1A).

Regarding IL-10 levels, the medians were 3.490, 2.980 and 4.005 pg/mL for HIV,

HIV/HHV-8 and HIV/HHV-8 (KS) groups, respectively. In HIV/HHV-8 (KS) group, IL-10
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levels were significantly higher in relation to the HIV (p= 0.0403) and HIV/HHV-8 (p
<0.0001) groups. On the other hand, IL-10 levels in the HIV/HHV-8 group were significantly
lower compared to HIV individuals (p <0.0001) (Fig. 1B).

In relation to chemokines, CCL2 levels did not present significant difference
among the evaluated groups, and the medians values were 94.36, 101.5 and 90.56 pg/mL for
HIV, HIV/HHV-8 and HIV/HHV-8 (KS) groups, respectively (Fig. 1C). Regarding CXCL10
levels, the medians were 50.69, 53.22 and 88.48 pg/mL for HIV, HIV/HHV-8 and HIV/HHV-
8 (KS) groups, respectively. In HIV/HHV-8 (KS) group, CXCL10 levels were significantly
higher compared to the HIV (p=0.0025) and HIV/HHV-8 (p= 0.0001) individuals (Fig. 1D).

Figure 1. Serum concentrations of 1L-6, IL-10, CCL2 and CXCL10 cytokines in HIV mono- and
HIV/HHV-8-coinfected patients with and without Kaposi's sarcoma
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When correlating TCD4 lymphocyte counts with cytokines, was observed the r = -
0.4037 (p=0.0120) correlation coefficient between TCD4 lymphocyte counts and 1L-6 levels;

and r = -0.4558 (p = 0.0040) between TCD4 lymphocyte counts and CXCL10 levels.

4. Discussion

Although KS is one of the most common cancers in PLHA, its pathogenesis is still
unclear [3]. Among the mechanisms responsible for KS pathogenesis, in vitro studies have
suggested that high levels of inflammatory cytokines may be related to KS development in
HIV/HHV-8-coinfected individuals [11,12].

In our study, the high levels of IL-6 observed in HIV/HHV-8 (KS) group
corroborate with the findings in KS spindle cells, which associated I1L-6 secretion with tumor
growth [13]. The relationship between IL-6 and KS growth would be associated with the
angiogenic activity of this cytokine [12]. In addition, it has been demonstrated that the K15
viral protein, expressed during the lytic cycle of HHV-8, stimulates the secretion of IL-6 in
HeLa cells [14]. Interestingly, elevated levels of IL-6 have been described in patients with
multicentric Castleman's disease, also related to HHV-8 infection, and have been correlated
with the disease severity [15].

We found high levels of CXCL10 in HIV/HHV-8 (KS) group, which corroborates
the recent finding of increased expression of this chemokine in AIDS-related KS lesion
samples [16]. The high expression of CXCL10, also seen in supernatant of THP-1 monocytes
infected with HHV-8, may be associated with the activation of the toll-like receptor 3
pathway by HHV-8 [17]. After its secretion, CXCL10 can interact with the G protein coupled,
encoded by HHV-8 and expressed on KS endothelial cells, stimulating endothelial cell

migration and the angioproliferative process [18].
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Different from our results, Lidenge et al. (2018) found higher levels of CXCL10 in
the HIV/HHV-8 group when compared to HIV/HHV-8 (KS) individuals [19]. However,
unlike our study population, some patients of the mentioned study had detectable HIV viral
load. The disagreement between our results may be related to HIV viremia, which is known to
influence the CXCL10 serum levels [20].

Despite in vitro observation of CCL2 secretion by KS spindle cells [21] and high
transcription of the CCL2 gene into HHV-8-infected THP-1 monocytes [17], in our study
there was no significant difference in CCL2 serum levels among HIV, HIV/HHV-8 and
HIV/HHV-8 (KS) groups. In relation to these discordant findings, we believe that the
development of in vivo models is important to provide new insights about the real
participation of CCL2 in the KS pathogenesis.

Regarding 1L-10, we showed high levels in HIV/HHV-8 (KS) group when
compared with HIV and HIV/HHV-8 individuals. This finding corroborates with Lidenge et
al. (2018), who found significantly higher levels of IL-10 in HIV/HHV-8 (KS) patients when
compared to HIV/HHV-8 group [19]. Similarly, Machado et al. (2014) found higher
concentrations of IL-10 in HIV/HHV-8 (KS) patients when compared to HIV-monoinfected
individuals [22]. In this same study, it was also observed that IL-10 levels increased according
to the degree of KS dissemination [22]. The serum increase of IL-10 probably favors the
disease progression, since it suppresses production of cytokines by Thl lymphocytes and
reduces the cell-mediated response to HHV-8 [23].

In HIV/HHV-8 (KS) group, the significant decrease in TCD4 lymphocyte count is
possibly related to immunosuppression caused by HIV [2,5]. Patients with KS usually have
low TCD4 lymphocyte count and high HIV viral load [24]. In most patients, KS regresses
simultaneously with increased TCD4 lymphocyte count and decreased HIV viral load [24,25].

Although significant, the correlation coefficient found between TCD4 lymphocyte counts and
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IL-6 and CXCL10 cytokines may be considered moderate, indicating the need for further
investigations.

Finally, despite the need for further in vivo studies for a better understanding of
the cytokine-cell and virus-cell interactions in the KS pathogenesis, is possible to conclude
that: a) high levels of IL-6 and CXCL10 cytokines in HIV/HHV-8 (KS) individuals may be
associated with their angiogenic activities; b) further studies should evaluate the real in vivo
CCL2 function; c) elevated I1L-10 levels in HIV/HHV-8 (KS) individuals may be favoring the

KS pathogenesis as a result of decreased cell-mediated immune response.
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