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RESUMO

Introdugéo: O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é um retrovirus de RNA
classificado na subfamilia dos Lentiviridae, sendo o causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Ele possui um mecanismo fisiopatolégico
que, a partir da cronificagdo, desencadeia uma limitagdo na capacidade do
sistema imune em organizar uma resposta eficiente a agressores. Uma das
infecgcbes possiveis em pessoas que vivem com HIV/AIDS (PVHA), s&o através
dos arbovirus, como o Virus do Chikungunya (CHIKV), pertencente a
familia Togaviridae, género Alphavirus, isolado pela primeira vez em humanos
em 1952 na Tanzania. Observou-se que pacientes HIV*/CHIKV* do Centro de
Referéncia DST/HIV/AIDS de Feira de Santana, em uso de TARV. Objetivo:
Avaliar a resposta imune adaptativa celular contra o virus da Chikungunya em
PVHA. Metodologia: Trata-se de um estudo observacional do tipo corte
transversal que esta associado ao projeto de pesquisa intitulado “Avaliagao do
impacto da infecgao por HIV na apresentacao clinica da doenca causada pela
infeccdo por Chikungunya”, aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal da Bahia (UFBA), protocolo
CAE 94176818.6.0000.5577, sob parecer n° 2.824.63 e segue conformidade
com regulamentacao da bioética no Brasil e com a Declaragao de Helsinque. O
estudo foi desenvolvido com 634 pacientes cadastrados no Centro de Referéncia
DST/HIV/AIDS em Feira de Santana - BA, que possuiam diagndéstico de HIV,
sendo 109 pacientes com sorologia positiva para anti-lgG de CHIKV.
Resultados: Com relagéo a caracterizagdo demografica, a maioria era do sexo
masculino, heterossexuais, auto declarantes pardos, solteiros, catdlicos e
possuiam ensino médio completo. Foi encontrado uma associagéo significativa
entre as seguintes citocinas e quimiocinas: EGF, IFN-y, IFNq, IL-12, IL-1RA, IL-
1A, IL-2, IL-4, IL-8, IP-10, MIP-1A, MIP13, TNF-a. Em relagdo aos receptores, o
unico que possuiu uma diferenga significativa foi a forma soluvel do receptor de
IL-1 tipo Il (sIL-1RIl). Conclusdo: Através da analise dos resultados
apresentados, foi possivel observar que mesmo com uma imunossupressao de
células TCD4" causada pelo HIV, os individuos soropositivos com sorologia IgG
anti CHIKV conseguem desencadear a produg¢ao de citocinas e quimiocinas,
atenuando os sintomas de artralgia, através da produgao do sIL1-RII. Além disso,
sexo masculino e o estado civil “solteiro” se revelaram como possiveis fatores de
risco, ja as populagdes preta e parda mostraram-se associadas ao baixo nivel
escolar, em comparacdo com a populagao branca participante do estudo.

Palavras-chave: Sorodiagnéstico de HIV. Infecgbes por arbovirus. Fatores

Imunologicos



ABSTRACT

Introduction: The Human Immunodeficiency Virus (HIV) is an RNA retrovirus
classified in the Lentiviridae subfamily, causing Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS). It has a pathophysiological mechanism that, following
chronicity, triggers a limitation in the immune system's ability to organize an
efficient response to aggressors. One of the possible infections in people living
with HIV/AIDS (PLHA) is through arboviruses, such as the Chikungunya Virus
(CHIKV), belonging to the Togaviridae family, genus Alphavirus, isolated for the
first time in humans in 1952 in Tanzania. It was observed that HIV*/CHIKV*
patients at the STD/HIV/AIDS Reference Center in Feira de Santana, using ART.
Objective: To evaluate the cellular adaptive immune response against the
Chikungunya virus in PLHA. Methodology: This is an observational cross-
sectional study that is associated with the research project entitled “Assessment
of the impact of HIV infection on the clinical presentation of the disease caused
by Chikungunya infection”, approved by the Faculty's Research Ethics
Committee of Medicine at the Federal University of Bahia (UFBA), CAE protocol
94176818.6.0000.5577, under opinion no. 2.824.63 and complies with bioethics
regulations in Brazil and the Declaration of Helsinki. The study was developed
with 634 patients registered at the STD/HIV/AIDS Reference Center in Feira de
Santana - BA, who were diagnosed with HIV, those, 109 patients were with
positive serology for CHIKV anti-lgG. Results: Regarding demographic
characterization, the majority were male, heterosexual, self-declared mixed race,
single, Catholic and had completed high school. A significant association was
found between the following cytokines and chemokines: EGF, IFN-y, IFNa, I1L-12,
IL-1RA, IL-1A, IL-2, IL-4, IL-8, IP-10, MIP- 1A, MIP1B3, TNF-a. Regarding the
receptors, the only one that has a significant difference was the soluble form of
the IL-1 type Il receptor (sIL-1RII). Conclusion: Through the analysis of the
results presented, it was possible to observe that even with immunosuppression
of CD4" T cells caused by HIV, seropositive individuals with 1gG anti CHIKV
serology provoke the production of cytokines and chemokines, attenuating the
symptoms of arthralgia, through the production of sIL1-RIl. Furthermore, the male
sex and the “single” marital status were revealed as possible risk factors, with
black and mixed-race populations shown to be associated with low educational
level, compared to the white population participating in the study.

Keywords: HIV Serodiagnosis. Arbovirus Infections. Immunologic Factors.
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1 INTRODUGAO

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é um retrovirus de RNA
classificado na subfamilia dos Lentiviridae, sendo o causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)'. Ele possui um mecanismo fisiopatologico
que, a partir da cronificagdo, desencadeia uma limitagdo na capacidade do
sistema imune em organizar uma resposta eficiente a agressores, devido ao
efeito citopatico do virus que causa uma redugao na contagem de células TCD4*,

resultando em uma imunossenescénciaZ.

Durante os primeiros surtos da doencga, iniciaram-se estudos para
desenvolver uma terapia, a Terapia Antirretroviral (TARV), que impediria a
disseminagao viral e combateria essa regressao do sistema imune, ampliando a
qualidade de vida dos infectados?®, através de mecanismos que visam controlar
sua replicacao pela inibicdo de alguns estagios do ciclo viral, prevenindo o efeito
citopatico do virus na resposta imunolégica. Porém, o HIV possui uma
capacidade de mutagao exacerbada, o que favorece para que ocorra resisténcia
e coinfecgdes, infecgdes secundarias por patdbgenos oportunistas e até mesmo,
nefropatias*.

De acordo com os dados estatisticos das Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS
(UNAID), no ano de 2021, foram estimadas que 38,4 milhdes de no mundo
viviam com HIV. No final de dezembro do mesmo ano, 28,7 milhdes de pessoas
estavam acessando a TARV, ou seja, pessoas, 75% da populagao infectada. Em

2010, esse numero era de apenas de 7,8 milhdes®.

Uma das infecgdes possiveis em pessoas que vivem com HIV/AIDS (PVHA),
s&o atraves dos arbovirus, como o Virus do Chikungunya (CHIKV), pertencente
a familia Togaviridae, género Alphavirus, isolado pela primeira vez em humanos
em 1952 na Tanzéania®. No Brasil, os primeiros relatos autoctones foram
confirmados no Oiapoque (AP) e em Feira de Santana (BA) em setembro de
201478, Atualmente, até a semana epidemioldgica (SE) 52 de 2022, foram
registrados 174.517 casos provaveis de Chikungunya (taxa de incidéncia de 81,8
casos por 100 mil hab.) no Brasil, em comparagcdo com o ano de 2021, ocorreu

um aumento de 78,9% casos até a respectiva semana®. Contudo, ainda ha



poucos estudos que avaliam a soroprevaléncia do CHIKV em populacdes das
Américas, principalmente em PVHA',

Diferentemente de outros arbovirus, Dengue e Zika, a Chikungunya, na
maioria das vezes apresenta-se com manifestagdes articulares e musculares
persistentes, além de expressar febre de inicio agudo, cefaleia, nausea, fadiga
e exantema como principais sintomas, podendo, ainda, evoluir para a fase
subaguda e crénica. A infec¢cado pelo CHIKV provoca consequéncias para os
individuos em relagcdo a produtividade e qualidade de vida, por conta da
sintomatologia que permanece cronificada por longos anos, e por consequéncia,

uma sobrecarga nos servigos de saude'".

Observou-se que pacientes HIVY/CHIKV* do Centro de Referéncia
DST/HIV/AIDS de Feira de Santana, em uso de TARV, apresentavam uma
sintomatologia mais serena que os infectados somente pelo CHIKV, em
comparagao aos individuos HIV* sem uso de TARV. Devido a isso, 0os pacientes
coinfectados foram selecionados para analisar a capacidade de neutralizacéo do
anticorpo IgG™* através do Teste de Neutralizagao por Placas de Lise (PRNT),
que constatou a presenga de uma resposta imunocompetente quanto a

neutralizagdo do CHIKV pelo anticorpo IgG*'2.

Contudo, ainda é necessario investigar as propriedades da resposta imune
desencadeada pelos pacientes HIV*/CHIKV*® e compreender que tipo de
elementos estdo envolvidos nesse processo de resposta e combate ao CHIKV

mesmo com a imunossupressao causada pelo HIV.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Primario

Avaliar a resposta imune adaptativa celular contra o virus da Chikungunya
em PVHA.

2.2 Objetivo Secundario

Descrever as caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos pacientes
infectados por HIV-1 com sorologia positiva ou negativa para anti-lgG de
CHIKV.

Avaliar a capacidade celular efetora através da quantificacdo de citocinas
pro/anti-inflamatérias contra o CHIKV.



3 REVISAO DE LITERATURA

O retrovirus HIV, causador da AIDS, apresenta a capacidade de induzir, lenta
e progressivamente a resposta imune, infectando as células do organismo vivo,
tendo como alvo principal, o GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissue) rico em
células T CD4* '3, que possuem uma fungéo auxiliar (helper) e indutora, sendo
responsaveis por organizar e comandar a resposta diante de microrganismos
invasores?. A resposta imune antiviral inicia-se através do reconhecimento do
patogeno por meio das células dendriticas (DC’s), especialmente do tipo
plasmacitoide, que irdo dar inicio a produgao de interferons (IFNs) do tipo |, por

meio de vias bioquimicas'.

Os IFN | sdo essenciais para o controle da infecgao viral e sua produgao é
desencadeada por receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs), que
detectam os padrées moleculares associados a patogenos (PAMPS). Os
receptores medeiam o recrutamento de um adaptador que estimula o promotor
de IFN | (IFN-a/B), para induzir a sua produgao através dos fatores reguladores
de interferon 3 e 7 (IRF3 e IRF7)". Consequentemente, a acdo antiviral de IFN
| depende dos seus receptores para ativar a via de sinalizagao JAK/STAT, a qual
€ essencial para sua regulagéao por um loop de feedback positivo amplificando a
producao desse interferon que é produzido pela maioria dos tipos de células e

constituem a primeira linha de defesa contra infecgbes virais'®.

A segunda linha de defesa € marcada pela presenga da resposta imune
adaptativa, na qual prevalece a resposta das células T CD4"e T CD8". As células
T CD4" néive sao ativadas e diferenciadas a partir das células apresentadoras
de antigenos (APCs)"’, por meio do complexo de histocompatibilidade de classe
Il (MHC classe I1)'°. As células B, também, apresentam esse imunocomplexo e
a interagao antigeno proteico via MHC classe Il com a célula T CD4" contribui
com a expansao clonal das células B através da diferenciagao para células de

memoria e produgéo de anticorpos’®.

O HIV-1 possui tropismo as células T CD4* '°. Com isso, esse grupo de
células acaba ndo desempenhando sua fungdo na resposta imune celular e

humoral por conta do efeito citopatico do virus?® responsavel por alteragbes
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degenerativas e gera, consequentemente, a imunossenescéncia. Conforme a
Histéria Natural da Infeccdo pelo HIV, os individuos apresentam trés fases:

aguda (retroviral aguda), cronica de laténcia clinica e AIDS?".

Os individuos portadores do HIV-1 na Fase Retroviral Aguda, apresentam
uma multiplicagédo do virus extremamente rapida, elevando significativamente os
niveis de viremia plasmatica e a carga viral no sangue??, tendo seu pico
associado a um lento declinio, porém progressivo da contagem células T CD4*.
As concentragdes evidenciadas diminuem até um ponto de equilibrio (set point)
entre a replicacdo viral e a resposta imune do hospedeiro, depois de 2-4
semanas, associado a expansé&o da resposta celular da T CD8" citotdxicas?'.

A fase crbénica de laténcia clinica € caracterizada por uma forte interacao
entre as células de defesa e as constantes e rapidas mutagdes virais,
desencadeando a ativacdo da resposta imune humoral e celular. A ativacao
dessa resposta favorece o aumento da contagem de células T CD4*, mas para
niveis inferiores aos existentes antes da infecgdo?!, visto que, a morte celular

dos linfécitos T CD4* induzida permanece®.

Na AIDS, o crescente aumento da carga viral resulta diretamente na deplegao
das células T CD4*, concomitando na auséncia de uma resposta imune celular
eficaz contra o HIV-1. A resposta celular e humoral se encontra em exaustao, o
que reflete na vulnerabilidade cronica associada a infecgbes oportunistas,

neoplasias secundarias e manifestagdes neuroldgicas?s.

Os primeiros casos de AIDS foram relatados entre os anos de 1977 e 1978,
nos Estados Unidos, Haiti e Africa Central?*, enquanto, no Brasil, os primeiros
surgiram no inicio da década de 80. Os estudos acerca desse agente, iniciou-se,
somente, apos a revelagao de varios casos de sarcoma de Kaposi e pneumonia

pelo Pneumocistis carinii, em pacientes homossexuais masculinos?®.

A partir de 1982, iniciou-se a adoc¢ao temporaria do termo Doenga dos 5 H -
Homossexuais, Hemofilicos, Haitianos, Heroinbmanos (usuarios de heroina
injetavel), Hookers (profissionais do sexo em inglés) -, sendo conhecida como
“‘Peste Gay” no Brasil. Diante desse cenario de ignorancia, que se alastrava em
um aspecto mundial, o Centro para o Controle e Prevencao de Doengas (CDC -
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"Center for Disease Control and Prevention"), érgdo norte-americano de
vigilancia epidemioldgica, passou a estudar a doencga e definir seu perfil clinico

e epidemiologico?.

Os primeiros medicamentos que combateriam a carga viral o HIV, os
antirretrovirais (ARV), surgiram em 1980. Porém foi somente em 1996 que a Lei
Federal n°® 9.313, de 13 de novembro, foi aprovada, a qual dispbe sobre a
distribuicdo e gratuidade dos medicamentos, mediante as recomendagdes
terapéuticas vigentes no Brasil. Em 2013, houve um novo marco para o combate
contra a AIDS, adultos com testes positivos de HIV, mesmo sem
comprometimento do sistema imunoldgico, passaram a ter acesso, também, aos
ARVs pelo Sistema Unico de Saude (SUS)2.

O preceito inicial da TARV tem como meta de impedir a multiplicagao viral, a
partir da inibicdo da fusdo, a entrada, a transcricdo e as enzimas virais?’ de
maneira mais completa e duravel, para, assim, evitar a citotoxicidade viral.
Existem alguns fatores imprescindiveis a serem avaliados para que haja a
eficacia do TARV, como: compreensao da replicagédo viral, poténcia antiviral,
farmacocinética e toxicidade dos farmacos antirretrovirais e interagdes das

drogas usadas nas associagdes?.

Inicialmente havia poucos medicamentos disponiveis para o combate a
infecgdo viral, mas com o passar dos anos, tornou-se possivel analisar a
interacdo do farmaco com as etapas de replicacdo viral para aprimorar o
tratamento em vigor?®. A partir das associagoes feitas, houve um grande avango
no uso da TARV levando a reconstituigdo do sistema imune, ou seja, um
combate contra o estado imunossupressor, e redug¢ao de infecgdes oportunistas
e até mesmo as taxas de mortalidade, trazendo, por consequéncia, um
prolongamento e melhora na qualidade de vida das pessoas que vivem com

HIV/AIDS (PVHA).

Para o mecanismo de inibicdo da replicagao viral, trés classes de farmacos
foram elaboradas: (1) os inibidores de protease®', que atuam na enzima
protease, bloqueando sua agdo e impedindo a producdo de novas copias de
células infectadas com HIV?®’; (2) os inibidores de transcriptase reversa
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nucleosideos®!, os quais atuam sobre a enzima em questao, tornando defeituosa
a cadeia de DNA que o virus HIV cria dentro das células de defesa do organismo,
impedindo a reprodugéo viral®’; e (3) os ndo-nucleosideos®', que bloqueiam

diretamente a agdo da enzima e a multiplicagdo viral®2.

Em um estudo publicado na Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas
(2004), feito por Jacqueline de Souza e Silvia Storpirtis, foram analisados a
atividade antirretroviral e propriedades farmacocinéticas da associagao entre
Lamivudina e Zidovudina, ARVs indicados para o tratamento de infecgao pelo
HIV, nucleosideos analogos, que passam por reagdes intracelulares de

fosforilagdo e atuam inibindo a enzima transcriptase reversa®:.

Em margo de 1987, o FDA (Food and Drug Administration), érgéo norte-
americano de controles dos produtos farmacéuticos, aprovou para
comercializagéo do primeiro ARV: a Azidotimidina ou Zidovudina®3, responsavel
por inibir os virus HIV-1, HIV-2, o virus-1 da leucemia T/linfoma em humanos e
outros retrovirus de mamiferos . Ja a Lamivudina teve seu uso aprovado pelo
FDA em 199533, Ela atua inibindo a replicagdo do virus HIV e alguns trabalhos
chamam a atencgéo para a atividade contra o virus da hepatite B35. Atualmente,
eles sao utilizados na TARV combinada com o objetivo de aumentar a supresséo

viral, prevenir a resisténcia aos farmacos e simplificar a posologiaZ®.

Como concluséo, as autoras identificaram que a administragado conjunta dos
farmacos supracitados e mais um inibidor de protease ocasionou aumento de
3,5% no sucesso terapéutico®’, ou seja, na recuperagdo do desgaste
imunologico do paciente, em comparagao ao uso dos mesmos farmacos em

comprimidos separados.

Perante o exposto, € possivel inferir que a TARV reduziu drasticamente a
mortalidade e morbidade relacionadas ao HIV e aumentou a expectativa de vida
entre os que vivem com HIV3”. Contudo, ainda se observa uma dificuldade em
manter o tratamento contra esse virus de forma continua e intermitente, devido
a dificuldades da propria terapia por interferir na vida cotidiana do paciente, falta
de informacgé&o e até mesmo efeitos colaterais relacionados a resisténcia viral aos

medicamentos38.
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Diante desse contexto de deficiéncia na imunidade, evidencia-se que os
individuos portadores do HIV-1 estao passiveis a um risco de contaminagao por
outros patdégenos devido a disfungdo das células TCD4", inflamacgao persistente
e anormalidades epiteliais de mucosas®®, ou seja, a vigilancia imunoldgica,
mesmo controlada pelo TARV, ainda se encontra prejudicada, dificultando a
deteccéo clinica de fenoétipos variados*©.

O avancgo da AIDS, e a redugao da contagem de linfocitos TCD4*, favorece
para que outras doencas infecciosas possam ser adquiridas ou reativadas*', ou
seja, quanto mais baixa a contagem, maior a susceptibilidade para o
desenvolvimento de infecgbes oportunistas e coinfecgdes*?. Dentre as doengas
e infecgbes que podem ocorrer, as mais comuns sao a tuberculose, pneumonia,

hepatite, toxoplasmose, entre outros'%4!,

Uma coinfec¢do muito comum é pelo citomegalovirus humano (CMV), outra
infecc&o viral crénica, que ocorre em conjunto com o HIV, frequentemente, e
ocupa uma proporcdo superdimensionada das respostas das células T de
memoria, em virtude de estratégias complexas desenvolvidas por esse grupo
viral para manipular o sistema imunolégico, como sequestro da sinalizagdo de
citocinas e quimiocinas, manipulagdo das vias de desenvolvimento celular e a
transativagdo da expressdo do HIV pelo CMV 343 favorecendo, assim, a
expansao e resisténcia do HIV.

Outro tipo de coinfecgao existente é pelos arbovirus, por exemplo, o virus da
Chikungunya (CHIKV), transmitido pelo mosquito Aedes, responsavel por surtos
periddicos e explosivos de uma doenca febril caracterizada por uma poliartrite
severa e, muitas vezes, persistente**. A doenga causada pelo CHIKV &, muitas
vezes, autolimitada com baixa taxa de mortalidade, mas apresenta
manifestagbes da infecgdo que levam a incapacidade aguda e crbnica, por
conseguinte, implicagdes na qualidade de vida dos pacientes infectados, bem

como consequéncias econémicas e comunitarias®.

Em 2015, foi realizado um estudo transversal nas ilhas caribenhas francesas
de Martinica e Guadalupe em que avaliaram a soro prevaléncia da infeccao pelo
CHIKV entre PVHA, nos quais 61% se mostraram positivos para a doenga da
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Chikungunya e somente 1/3 sintomatica, propondo, entdo, que o HIV em
tratamento com TARVs poderia uma fornecer imunoprotegao contra o CHIKV4,

Esse fendbmeno também foi observado em outros estudos de coinfecgao do
HIV com o virus da hepatite B (VHB), como pelo estudo realizado na
Universidade de Melbourn em conjunto com o hospital The Royal Melbourn, no
qual evidenciou-se que a aceitagdo generalizada e o inicio precoce da TARV
ativa para VHB melhoraram substancialmente a histéria natural da doenga,

através da supresséo efetiva da replicacdo de ambos os virus®’.

Diante do exposto, esse estudo propde analisar compreender os
mecanismos moleculares e imunologicos e identificar se o reservatério latente
sera funcional para combate as infecgdes contra o CHIKV, e por fim, identificar
a efetividade da resposta imune celular com o intuito de fomentar estratégias de
erradicagao do HIV.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho de estudo e aspectos éticos

Trata-se de um estudo observacional do tipo corte transversal que esta
associado ao projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo do impacto da infecgéo
por HIV na apresentacdo clinica da doenca causada pela infeccdo por
Chikungunya”, aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal da Bahia (UFBA), protocolo CAE
94176818.6.0000.5577, sob parecer n° 2.824.63 e segue conformidade com

regulamentacao da bioética no Brasil e com a Declaragc&o de Helsinque.

4.2 Populagao de estudo

O estudo foi desenvolvido com pacientes cadastrados no Centro de
Referéncia DST/HIV/AIDS, servigo publico de referéncia localizado em Feira de
Santana - BA, que possuiam diagnostico de HIV, na faixa etaria entre 18 e 59
anos, submetidos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE - Apéndice A). A coleta foi realizada no momento que os individuos
realizavam a quantificacdo de carga viral para HIV e/ou de linfocitos CD4*, com
periodicidade definida pelo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT)

para manejo do HIV em adultos, em vigéncia na instituigcdo.

4.3 Coleta de dados

Foram coletadas 634 amostras HIV*, desse grupo 109 amostras de
individuos infectados por HIV-1 possuiam sorologia positiva para anti-lgG de
CHIKV.

Foi consultado, ainda, o prontuario para coleta de informacgdes sobre sinais e
sintomas da CHIKYV, fase aguda e crbnica, assim como dados sobre a dosagem
de linfécitos TCD4*, carga viral de HIV e testes confirmatério para HIV. Este
estudo foi realizado por meio de um roteiro de entrevista estruturada (Apéndice
B), aplicacao de escalas especificas, além da busca de dados nos prontuarios,
incluindo informagdes como o uso da TARYV, Carga Viral (CV) e do Sistema de
Controle de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de Linfocitos
CD4*/CD8" e Carga Viral do HIV (SISCEL).
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Foi realizado a coleta de 10 ml de sangue através da pungédo venosa em
membro superior, respeitando a assepsia e a técnica adequada. Para o
transporte, as amostras foram colocadas um tubo com heparina de 8,5ml e
mantido sob refrigeracéo (T: 2-8°C) até a chegada ao laboratdrio.

4.4 Diagnéstico de CHIKV

A avaliagdo da infecgao por CHIKV, assim como, a distingédo entre fase aguda
e cronica em PVHA, foi realizado o ensaio imunoenzimatico ELISA (ELISA-
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para IgM e IgG contra CHIKV

(Euroimmun, Alemanha), seguindo instrugées do fabricante®®.
4.5 Manutencao da cultura celular

As células da Vero utilizadas no ensaio s&o derivadas do rim do macaco
verde africano. As células foram cultivadas a 37°C a 5% de CO2, em Dulbecco
Modified Eagle Medium (DMEM-Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e antibiodticos penicilina e estreptomicina (P.S.) a 1%*".

As células Vero foram plaqueadas em placas de 24 pocos, no volume final
de 0,5 ml/pogo, na concentragdo de 2,0 x 10° células/ml. Em seguida, as placas
foram incubadas overnight em 37°C a 5% de CO2*".

4.6 Titulagao do virus da Chikungunya

A titulacdo viral se deu por ensaio de formacédo de placa (PFU — plaque
forming unit), em que uma placa de 24 pocgos foi plaqueada com células Vero,
apo6s a formacéao do tapete celular foi realizado a infecgao. Esta foi realizada em
triplicatas, a partir de diluicbes decimais utilizando meio DMEM contendo 1% de
PS. Em sete tubos foram acrescidos 900uL de meio e 100 pL de virus no primeiro
ponto. Com isso, foi realizada a diluicdo seriada passando 100 uL para os demais
tubos, sendo esta a diluicdo decimal. No poco controle foi utilizado meio*8.

A adsorgao viral ocorreu em 1h a 37°C na estufa e apds esse tempo a solugao
de agarose a 0,3% foi adicionado, juntamente, com o meio DMEM e incubado
na estufa. Apos 36 horas as células foram fixadas com formaldeido a 10% e
coradas com Naphthol Blue Black a 2%. Cada placa de lise corresponde a uma
particula viral e elas sdo contadas a partir da diluicdo no volume de 1 mL,
determinando as unidades formadoras de plaque (PFU/mL)“.
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4.7 Infecgao viral

Em uma placa de cultivo celular com 06 pogos, foram pipetados 1000uL do
meio de cultura RPMI em todos os pogos que ja contém 1000ul de sangue total.
A infec¢cdo do CHIKV com 4 uL no primeiro pogo, enquanto no segundo pogo da
placa, o controle sera preparado pipetando 20ul da solugcdo com PMA diluido
(controle positivo) no segundo pogo de cada paciente. Por fim, o terceiro pogo
de cada paciente permaneceu sem infecgao e sem controle positivo. Todos os
passos estdo demonstrados na figura esquematica 014°.

As placas foram incubadas e levadas a estufa de CO. por 48 horas. Retirado
e centrifugado na microcentrifuga a 1500rpm, a 4°C por 10 minutos. Apods a
centrifugacéo, todo sobrenadante de cada microtubo foi pipetado para novos
criotubos, congelados imediatamente e o restante do sobrenadante,
descartado.*

Figura esquematica 01 — Pogo de 21 placas demonstrando a disposigao sorolégica utilizada.

& v ~>
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§ PMA - CTRL POS.
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Fonte: prépria autora.

ApOs a retirada do sobrenadante, devemos dividir o conteudo celular em
dois novos criotubos que foram identificados com DMSO e APL (Tampao de lise
celular - QIAGEN). O microtubo com células-DMSO, recebeu 1ml do meio de
cultura para células em seguida congelado a -80°C. Enquanto o microtubo com
células-APL, recebeu 200uL de APL e incubado por 5 min em temperatura

ambiente, em seguida congelado a -80°C*.

4.8 LUMINEX®
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O Luminex® utilizou para codificar, através de cores, microesferas com
dois corantes fluorescentes, com o objetivo de quantificar as citocinas
inflamatorias, quimiocinas e biomarcadores. Foi utilizado o kit Human Soluble
Cytokine Receptor Magnetic Bead Panel® e Human Cytokine/Chemokine
Magnetic Bead Panel (MERCK)®".

As amostras de soro foram inativadas, purificadas e diluidas na proporg¢ao
1: 100 no Tampéo de Ensaio. J&a as amostras de plasma, foram coletadas
utilizando o EDTA como anticoagulante, purificadas e diluidas na mesma
proporcao e diluente que as amostras de soro®%:5",

4.9 Imunoensaio

Os reagentes foram mantidos em temperatura ambiente até que
atingissem o marco de 20-25°C, entdo, 200 yL de tampao de lavagem foram
adicionados e selados a cada pog¢o da placa, para posteriormente remover a
quantidade residual do pogo. Depois foi adicionado 25 pL de amostra (junto com
25uL do Tampao de Ensaio) e controles nos pog¢os, sendo adicionado 25 uL da
solugéo de matriz apropriada aos padrbes e controle®%-5!,

As amostras de soro/ plasma foram adicionadas nos poc¢os apropriados,
tendo as placas embrulhadas com papel aluminio e incubadas apds serem
levadas ao agitador durante a noite (16-18 horas), ja que melhora a sensibilidade
do ensaio, 4°C ou 2 horas a temperatura ambiente (20-25°C). Esse procedimento
foi repetido apds a lavagem de placa e adicdo dos anticorpos de deteccgéo e

Estreptavidina-Ficoeritrina®-5".

O fluido invdlucro foi adicionado a todos os pocos para que a placa fosse

executada no Luminex® 200 ™,
4.10 Analise de dados

Os dados deste estudo foram apresentados em tabelas e graficos utilizando,
respectivamente, Excel 2016 e Graph Pad Prism 10.03.

Variaveis continuas de distribuicdo normal (idade e marcador de CD4") foram
descritas por meio da média. Ja as variaveis categoricas foram expressas como

porcentagem.
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Para comparar variaveis categoricas em dois grupos independentes, o teste
qui-quadrado (x?) foi utilizado. O resultado foi considerado estatisticamente

significante se valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracteristicas sociodemograficas

A Tabela 1 é referente a caracterizagdo sociodemografica e comparagao
entre os grupos de individuos infectados por HIV-1 com sorologia positiva ou
negativa para IgG anti-CHIKV. Dos 634 individuos avaliados (109 HIV*/CHIKV®,
525 HIV*/CHIKV"), 366 eram do sexo masculino (58,2%) e 439 se declaravam
heterossexuais (69,9%). Em relagédo a cor da pele, a maioria, 309 pessoas, se
declarou parda (49,2%), sendo a cor da pele preta a segunda mais prevalente
(38,7%). Ja a analise do estado civil, revelou que a maioria dos participantes
eram solteiros (50,4%) seguido de pessoas casadas e em unido estavel (20,7%
e 18,4%, respectivamente). Com relagdo a religido, a maioria afirmou ser
praticante da religido catolica (39,3%). Por fim, com relagdo a escolaridade,
observa-se que a maioria, 202 participantes (32,8%), possui ensino médio

completo.

Com relagdo aos dados clinicos, observa-se que grande parte dos
participantes fazem o uso de TARYV, representando 92,1% do total. Na avaliagéo
estatistica das variaveis, ndo houve diferenga significante, evidenciando que o
pareamento dos dois grupos foi feito de forma adequada.

Tabela 01 - Dados sociodemograficos de individuos infectados por HIV e individuos infectados
por HIV coinfectados por CHIKV em Feira de Santana, na BA, em 2018.

IgG anti-CHIKV
Positivo (n=109) Negativo (n=525) Teste X?
Total (%) Total (%) p-valor
Sexo
Masculino 63/107 58,9 303/522 58,0

p=0,914
Feminino 44/107 411 219/522 42,0
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IgG anti-CHIKV (continuagao)

Positivo (N=109) Negativo (N=525) Teste X?
Total (%) Total (%) p-valor
Orientagao sexual
Bissexual 11/107 10,2 26/521 5,1
Heterossexual 75/107 70,1 364/521 69,2
Homossexual 19/107 17,8 131/521 257 P 0,001
Transexual 5/107 1,9 0/521 0
Cor da pele
Branca 12/107 11,2 64/521 12,3
Parda 53/107 49,5 256/521 49,1 p = 0,952
Preta 42/107 39,3 201/521 38,6
Escolaridade
Analfabeto 3/107 2,8 16/519 3,0
'Ens. Fund. Incom. 36/107 33,6 123/519 23,8
2Ens. Fund. Compl. 8/107 7,5 40/519 7,3
3Ens. Méd. Incom. 7/107 6,5 41/519 8,1 p =0,508
“Ens. Méd. Compl. 33/107 30,8 169/519 32,7
SEns. Sup. Incom. 8/107 7,5 51/519 9,9
Ens. Sup. Compl. 12/107 11,2 79/519 15,2
Estado Civil
Casado 21107 19,7 109/522 20,7
Unido estavel 20/107 17,8 96/522 18,6
Divorciado 4/107 2,6 30/522 6,1 p=0,911
Solteiro 57/107 55,6 260/522 49,3
Viavo 5/107 4,3 27/522 5,3
Religiao
Candomblé 5/107 4,7 16/522 29
Catdlico 39/107 36,4 208/522 40,3
Espiritismo 2/107 1,9 9/522 1,8
Protestante 30/107 28,0 148/522 28,4 P = 0,944
Sem religido 29/107 27,1 134/522 25,2
Outras 2/107 1,9 7/522 1,4




22

IgG anti-CHIKV (continuagao)

Positivo (n=109) Negativo (n=525) Teste X2
Total (%) Total (%) p-valor
Uso de TARV
Sim 99/106 93,4 468/510 91,8
p = 0,695
Nao 7/106 6,6 42/510 8,2

Fonte: Propria autora.

'Ensino Fundamental Incompleto; ?Ensino Fundamental Completo; *Ensino Médio Incompleto;

“Ensino Médio Completo; °Ensino Superior Incompleto; ®Ensino Superior Completo.

5.2 Avaliacao da resposta imune celular adaptativa.

Foi encontrado uma associagao significativa entre as seguintes citocinas e
quimiocinas: EGF, IFN-y, IFNa, IL-12, IL-1RA, IL-1A, IL-2, IL-4, IL-8, IP-10, MIP-
1A, MIP13, TNF-A como demonstrado na Figura 01. Em relagdo aos receptores
(Figura 02), o unico que possuiu uma diferenca significativa foi a forma soluvel

do receptor de IL-1 tipo Il (sIL-1RII).
Figura 01 - Andlise quantitativa de citocinas e quimiocinas obtidas do cultivo celular do sangue
total de PVHA estimulado com o CHIKV in vitro.

@ HIV/CHIKV IgG
@ HIV/CHIKV IgG*

MFI (Log10)

Cytokine/Chemokine
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estimulado com o CHIKV in vitro.
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6 DISCUSSAO

Esse trabalho € uma linha de pesquisa referente ao projeto intitulado
“Seroepidemiology of chinkungunya virus infection in people living with
HIV/AIDS” o qual foi o primeiro estudo sobre a soroepidemiologia do CHIKV em
PVHA no Brasil e o maior estudo nesta populagdo do mundo, até o momento.
Foi demonstrado que 17% das PVHA foram expostas ao CHIKV, percentual
semelhante ao inquérito soroldgico realizado em 2017, que constatou que 20%
da populacéo estava exposta ao CHIKV. Apesar do valor ser proporcionalmente
semelhante em relagéo populagao geral, é importante analisar esses individuos
com maior cautela, ja que, a resposta imunolégica pode estar alterada pela

infeccdo do HIV.

Mudangas ambientais e altas taxas de mobilidade da populagéo, nas ultimas
décadas, tém levado a introducao sucessiva de doencgas infecciosas transmitidas
por vetores, como o CHIKV, que chegou ao Brasil em 2014 e causou surtos
persistentes. No entanto, ao contrario dos virus da Dengue e Zika, o CHIKV
resulta em uma condig&o clinica mais debilitante, com sequelas crénicas graves,
mas recebe menos atencdo da saude publica. A subestimagdo das mortes
associadas ao CHIKV na América do Sul entre 2013 e 2019 destaca a
necessidade urgente de entender melhor como esse virus responde as pressdes
da sociedade e de investigar suas causas e efeitos.52% A utilizagdo da TARV
como medicacgao para controle da evolugao da doengca em PVHA, favoreceu para
a mudanga de cenario da morbimortalidade, através dos seus mecanismos para
impedir a replicagao viral. Entretanto, esses individuos permanecem com o virus
ativo em seu organismo, o que colabora para uma imunossenescéncia precoce

do sistema imune e abre brecha para novas infecgdes®'.

Compreendendo os objetivos do estudo, foi identificado que, no contexto da
infecgao pelo CHIKV, ha um aumento na produgao e secrecéo da forma soluvel
do receptor da sIL-1RIl, que possui uma acido anti-inflamatoria, estando
relacionado, dessa forma, a protegao da destruigdo 6ssea e cartilaginosa e da
dor por inibirem a acédo de IL-1%*. Além disso, nota-se um aumento de IL-12 e
consequente ativagao de células Natural Killer inatas durante a fase aguda, que,

por sua vez, ira produzir citocinas como IFN-a, IFN-y, além de fornecer, também,
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IL-12%°. Conforme a infecgdo progride, ocorre uma mudangca do perfil das TCD4*
para Th2, com aumento da expressdo de IL-4 e eotaxina, e um aumento
exacerbado de varias citocinas associado a uma carga viral mais alta e
manifestagdes clinicas mais graves. Além disso, também ocorre uma elevacgéo
de citocinas como: IFN-a, IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-12, IL-18, IL-18R, que s&o
correlacionados, especificamente, a uma maior carga viral, persisténcia do virus
em tecidos e manifestagdes clinicas mais severas®®. Esses achados sugerem
uma correlagao entre os perfis de resposta imunoldgica e o desenvolvimento da
infecgdo, desenvolvidos por pacientes infectados, da mesma forma que
observado no estudo em questao.

Resultados semelhantes foram encontrados por de Moraes L et. al.>” em um
estudo no qual foi investigado a soroprevaléncia de Leishmania infantum em
PVHA sem TARV, no estado da Bahia, para identificar fatores virolégicos e
imunoldgicos associados a coinfecgdo. Como descoberta, foi relatado uma alta
soroprevaléncia nesses individuos associada a um estado mais intensificado de

ativagcdo imunoldgica em comparagao com individuos monoinfectados pelo HIV.

Esse perfil de resposta também foi observado por Christensen-Quick A et.
al.®® em seu estudo com o HIV persistente e 0 CMV. E relatado que durante a
infeccdo pelos dois virus, de maneira simultdnea, o CMV é responsavel por
alterar o desenvolvimento, o trafico, a proliferacdo, a apoptose e o ambiente
transcricional das células-alvo do HIV, promovendo um retardo na degradagéao
dos seus reservatorios em pacientes durante a TARV. Dessa forma, a atuacao
sinérgica dos virus no organismo humano favorece para uma ativagéo
imunologica eficiente, devido a redugao da degradagéao celular das TCD4" pelo
HIV.

Contudo, o modo de investigagdo para produgé&o dessas citocinas ainda &
incerto e inespecifico. Como pontuado acima, observa-se um padrao de resposta
imunoldgica contra o CHIKV esperado, mesmo com uma imunodeficiéncia de
células TCD4+ provocada pelo HIV, mas essa cadeia de resposta pode estar
sendo coordenada pelas NK, que também participam da secrecéo de citocinas
como IFN-y e IFN-a, TNF e interleucinas (IL-12), que participam da resposta
imune e podem, ainda, influenciar na polarizacao das células T para seus perfis
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especificos®®, o que implica a necessidade de mais estudos para compreender
de maneira mais assertiva quais mecanismos estao realmente envolvidos nessa

resposta imune.

Esse trabalho traz uma preocupacgao social relevante e multidimensional,
especialmente para a populagdo ja vulneravel devido a imunossupresséo
associada ao HIV/AIDS, visto que a infecgdo pelo CHIKV representa uma
ameaga adicional a saude. A capacidade do sistema imunolégico das PVHA de
montar uma resposta eficaz contra o CHIKV é fundamental para evitar
complicagbes graves dessa infecgdo. Portanto, entender como a resposta
imunologica desses individuos é afetada pela coinfecgdo e como isso pode
impactar seu bem-estar € uma questdo crucial, sendo necessario ampliar
estudos em torno do tema para expandir variaveis e duvidas acerca do projeto.
Além disso, essa avaliagao também tem implicagdes na saude publica, uma vez
que pode orientar estratégias de prevencao e tratamento especificas para as
PVHA, contribuindo para a protegdo da comunidade como um todo contra
doencas emergentes como a Chikungunya.
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7 CONCLUSAO

Os individuos soropositivos com sorologia IgG anti CHIKV conseguem
desencadear a produc¢ao de citocinas e quimiocinas, atenuando os sintomas de
artralgia, através da producédo do sIL1-RIl. Esses agentes irdo atuar como
mediadores da comunicagdo intercelular, regulando a resposta imunologica
celular adaptativa, por meio da maturagao, proliferacdo e diferenciagdo de
diferentes células do sistema imunoldgico, realizando assim, uma resposta

imunocompetente contra o CHIKV.

Além disso, sexo masculino e o estado civil “solteiro” se revelaram como
possiveis fatores de risco, ja as populagbes preta e parda mostraram-se
associadas ao baixo nivel escolar, em comparagdo com a populagdo branca
participante do estudo. Diante disso, a escolaridade também pode ser
considerada um perigo, visto que a grande maioria do abandono escolar poderia
estar relacionado com a falta de informacao acerca dos métodos de prevencao

tanto contra o HIV quanto as arboviroses.
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Voc# esta sendo convidado a participar deste estudo intitulado: Avaliagdo do impacto
da infecgao por HIV na apresentagao clinica da doencga causada pela infecgao por
Chikungunya que tem como objetivo compreender os impactos da infecgio pelo HIV
na apresenta¢do aguda e na progressio para fase tardia da doenca causada pelo virus
Chikungunya (CHIKV). A realizacio desta pesquisa se justifica, pois ainda n&o existe
nenhum estudo que buscasse compreender como confecgéo entre o CHIKV e o HIV
pode alterar a forma como a doenga causada pelo CHIKV aparece e como ela evolui.

Se o(a) senhor(a) aceitar participar deste estudo, iremos realizar a coleta de uma
amostra de 10 ml de sangue venoso que utlizaremos para realizagdo de exames
laboratoriais que irdo comprovar ou descartar se o(a) senhor(a) foi infectado pelo CHIKV.
Realzaremos ainda sorologia para outros arbovirus, como o da Dengue, Zica, Febre
Amarela e Oeste do Nilo. As amostras ficardo sob responsabilidade no Laboratério de
Enfermidades Infecciosas Transmitidas por Vetores (LEITV) da FIOCRUZ para
realizac8o de estudos com células através de testes imunologicos, que fara parte da
segunda etapa deste estudo, ao final deste estudo iremos realizar o descarte do material
respeitando as normas de biosseguranca. Viocé respondera ainda a um questionario,
algumas escalas e colheremos alguns dados do seu prontuario com objetivo de avaliar
0 seu contexto clinico. Alguns participantes serdo selecionados para realizac8o de
exame fisico detalhado com objetivo de avaliar alteragdes do sistema nervoso e articular
e alguns marcadores sérnicos poder&o ser analisados. Os dados obtidos com este estudo
serdo tratados como confidenciais e divulgados na forma de comunicagao cientifica, néo
permitindo a sua identficacio individual.

Os riscos que ofa) senhor(a) serd submetido s8o0 aqueles associados ao processo de
coleta de sangue, que incluem pequeno hematoma no local da coleta ou algum mal-
estar, caso apresente, sera acolhido e se necessano sera encaminhado para um servico
de sadde do Sistema Unico de Sadde (SUS). Esse estudo tera como beneficio principal
a compreensdo dos impactos da confecgdo entre o CHIKV e o HIV, gerando dados que
poderdo contribuir para uma assisténcia em saldde mais adequada a essa populagao.

Ressalto que o senhor poderd em qualquer momento, antes, durante ou apés a sua
participacdo neste estudo solicitar esclarecimentos sobre qualquer ponto que tiver
ddwvida.

Sera garantido ao senhor(a) o (s) resultado (s) do (s) exame (s), 0 qual estara disponivel
no Centro de Referéncia Municipal (CRM) DST/HIV/Aids de Feira de Santana para que
possam auxiliar no diagnéstico e tratamento, bem como a garantia do encaminhamento
para outras especialidades e servicos do SUS que forem necessérios para a sua
A sua participagdo neste estudo € voluntaria e ndo remunerada j& que este estudo ndo
gerara nenhum tipo de custo para o(a) senhor(a), sendo realizado dentro da rotina do
servigo do qual segue tratamento clinico. Caso ofa) senhor(a) ndo queira participar, nao
havera qualquer prejulzo no seu acompanhamento ou tratamento. Se ofa) senhor(a)



apresentar algum prejuizo relacionado a este estudo, recebera indenizagdo ou
ressarcimento, conforme estabelece a Resolugao 466/2012

Caso tenha alguma divida, o(a) senhor(a) podera entrar em contato com a Dra. Viviane
Sampaio Boaventura ou com Raphael de Souza Borges através do telefone (71) 3176-
2351 ou pelo enderego: Rua Waldemar Falcio, 121, Candeal, CEP: 40.296-710,
Salvador-Bahia, ou pelo enderego eletrbnico viviane.boaventura@bahia fiocruz.br ou

raphaels_borges@hotmail.com.

Se o(a) senhor(a) quiser fazer alguma dendncia ou reclamacgio que envolva aspectos
éticos referentes a este estudo, podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Bahia, através do telefone: (71) 3283-5564 ou
pelo enderego: Largo do Terreiro de Jesus, s/n, Centro Histérico, CEP 40.026-010,
Salvador-Bahia ou ainda através do e-mail: cepfmb@ufba br.

Ciéncia e de acordo do participante

Ciente e de acordo com o que fui anteriormente exposto pelo (a) pesquisador (a), eu
.estou de
acordo em participar desta pesquisa, assinando este termo de consentimento em duas
vias, ficando com a posse de uma delas.

Feira de Santana (BA), __ /__/

Impress&o

Assinatura do participante de pesquisa ou representante legal dactiloscopica.

Assinatura do responsavel pelo projeto

Assinatura da testemunha
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) APENDICE B - ROTEIRO PARA COLETA DE DADOS

Identificagao (iniciais):
Registro (numero):
Sexo: Feminino () e Masculino ()

Orientagao sexual: Bissexual (), Heterossexual (), Homossexual ( ),
Transsexual ()

Cor dapele: Branca( ),Parda( ), Preta( )

Escolaridade: Analfabeto ( ), Ens. Fund. Incompl. (), Ens. Fund. Compl. (
), Ens. Méd. Incompl. (), Ens. Méd Compl. ( ), Ens. Sup Incompl. (), Ens.
Sup Compl. ().

Estado civil: Casado ( ), Unido estavel (), Divorciado (), Solteiro ( ),
Viavo ().

Religidao: Candomblé (), Catdlico ( ), Outras ( ), Protestante ( ), Sem

religido ().

Uso de TARV: Sim (), Nao ().



