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Sécrates: Vocé sabe, Fedro, esta é a singularidade do escrever, que o torna verdadeiramente
analogo ao pintar. As obras de um pintor mostram-se a nés como se estivessem vivas; mas, se as
questionamos, elas mantém o mais altivo siléncio. O mesmo se d& com as palavras escritas: parecem
falar conosco como se fossem inteligentes, mas, se lhes perguntamos qualquer coisa com respeito ao
que dizem, por desejarmos ser instruidos, elas continuam para sempre a nos dizer exatamente a mesma
coisa. E, uma vez que algo foi escrito, a composicao, seja qual for, espalha-se por toda a parte, caindo
em mé&os nao s6 dos que a compreendem, mas também dos que ndo tém relacdo alguma com ela; ndo
sabe como se dirigir as pessoas certas e ndo se dirigir as erradas. E, quando é maltratada ou
injustamente ultrajada, precisa sempre que o seu pai lhe venha em socorro, sendo incapaz de se

defender ou de cuidar de si prépria.

Platdo, in "Fedro’



RESUMO

A infecgdo do GB virus tipo C (GBV-C) é frequente em pessoas vivendo com HIV/aids devido ao
compartilhamento das vias de transmissdo. No entanto, se os coinfectados tém uma resposta mais
favoravel ao tratamento com antiretrovirais do que os monoinfectados ainda é questionado. O objetivo
deste trabalho foi verificar a associacdo entre a contagem de linfocitos T CD4 e carga viral do HIV em
pessoas infectadas pelo GBV-C, com ou sem uso de TARV. Foram utilizadas amostras sanguineas
provenientes de pessoas vivendo com HIV/aids e atendidas no Servico de Doengas Infecciosas e
Parasitéarias do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), no periodo de
julho a dezembro de 2011. As amostras sanguineas, assim como os dados sobre sexo, idade e carga
viral do GBV C foram obtidos a partir da soroteca e dos arquivos do Setor de Virologia do Laboratério
de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da UFPE. A contagem de linfocitos T CD4+ e a carga viral
do HIV foram obtidas a partir dos prontuarios dos pacientes. Trata-se de um estudo descritivo
analisado como caso controle, onde foram analisadas 142 pessoas vivendo com HIV/aids ha mais de
48 meses de diagnostico, 86 (60,6%) eram do sexo masculino e 56 (39,4%) do sexo feminino, com
média de idade de 43 anos. Foram considerados como caso 34 pacientes coinfectados HIV/GBV-C,
sendo 61,8% (21/34) do sexo masculino e 38,2% (13/34) sexo feminino, com média de idade de 41,2
anos. No grupo controle foram 108 monoinfectados pelo HIV, 60,2% (86/108) para o sexo masculino
e 39,8% (22/108) para o sexo feminino, com média de idade de 43 anos. No grupo de coinfectados
houve uma associagdo inversa entre a mediana de linfocitos T CD4+ independente do uso de TARV (p
0,006), em qualquer combinagdo de drogas (p 0,0018) e na combinacdo de inibidor de transcriptase
reversa nucleosidica (ITRN) + inibidor de transcriptase reversa ndo nucleosidica (ITRNN) (p 0,003).
Por outro lado, nédo foi evidenciada associacdo entre a contagem de CD4 e a combinacdo ITRN +
inibidor de protease (IP), bem como entre a carga viral do HIV e do GBV-C. Os resultados

demonstram que a coinfec¢do GBV-C/HIV parecer ndo sofrer interferéncia da TARV.

Palavras-chave: HIV. GB virus C. Coinfec¢do. HAART.



ABSTRACT

Infection of GB virus type C (GBV- C) is common in people living with HIVV/AIDS due to sharing of
the transmission routes. However, if the coinfected have a more favorable response than monoinfected
to the antiretroviral treatment is still a question. The aim this study was to investigate the association
between count CD4+ lymphocytes and viral load of HIV in infected with GBV- C, with or without
HAART. Blood samples from people living with HIV/AIDS and attended attending the outpatient
clinics of the university hospital (Universidade Federal de Pernambuco - UFPE) from July to
December 2011 were used. The blood samples, as well as data on sex, age and viral load of GBV-C
were obtained from the serum bank and the archives of the Department of Virology Laboratory of
Immunopathology Keizo Asami (LIKA) UFPE. The count CD4+ lymphocytes and viral load of HIV
were obtained from patients' records. This is a descriptive study analyzed as case-control, we studied
142 patients there are more than 48 months after diagnosis, 86 (60.6%) were male and 56 (39.4%)
females, with a mean age of 43 years. The cases were 34 patients coinfected GBV-C/HIV, 61.8%
(21/34) were male and 38.2 (13/34) females, with a mean age of 41.2 years. The controls were 108
monoinfected HIV, 60.2% (86/108) were males and 39.8% (22/108) females, with a mean age of 43
years. In the coinfected group there was an inverse association between the median T CD4+
lymphocytes independent of HAART (p 0.006), any combination of drugs (p 0.0018) and the
combination of nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTI) + non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitor (NNRTI) (p 0.003). On the other hand, no association was observed between
count CD4+ lymphocytes and the combination of NRTI + protease inhibitor (P1) as well as between
the viral load of HIV and GBV-C. The results demonstrate that coinfection GBV-C/HIV seem not
suffer interference from HAART.

Keywords: HIV. GB virus C. Coinfection. HAART.
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1 Introdugéo

A infeccdo do GB virus tipo C (GBV-C) e frequente em pessoas vivendo com
HIV/aids devido ao compartilhamento das vias de transmissao. As taxas de prevaléncia desta
coinfecgdo variam de 15 a 40% de acordo com o grau de desenvolvimento da regido
(TILLMANN et al., 2001; KOZAL et al., 2002; NUNNARI et al., 2003). Estudos chamam a
atencdo para um efeito benéfico sobre a progressdo e sobrevida dos indivuos com essa
coinfeccdo (TILLMANN et al., 2001; XIANG et al.,, 2004; STAPLETON et al., 2004).
Assim, surgem cada vez mais trabalhos que explicam o mecanismo dessa progressao e
interacdo GBV-C/HIV com o uso de antirretrovirais.

A hipotese que o GBV-C promove progressdao mais lenta da doenca pelo HIV esta
sustentada por trabalhos que demonstram uma associacdo direta entre a contagem de
linfocitos T CD4 e a infeccdo pelo GBV-C (TILLMANN et al., 2001; XIANG et al., 2004;
STAPLETON et al.,, 2004). Para Heringlake et al. (1998), o GBV-C representa um
progndstico favoravel para os pacientes com HIV.

Xiang et al. (2000) e George et al. (2006) concluiram que a replicacdo do GB-C ocorre
nos linfocitos T CD4 e sugerem que este fato pode interferir na replicacdo do HIV. Tillmann
et al. (2001) demonstraram maior carga viral do GBV-C, menor carga viral do HIV e maior
tempo para o desenvolvimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) nos
coinfectados, além da reducdo da mortalidade dos pacientes ap0s a terapia antirretroviral
combinada (TARV). Heringlake et al. (1998) também encontraram relacdo inversamente
proporcional entre as cargas virais, sendo que a do GBV-C aumentou em todos 0s pacientes
que tinham iniciado a TARV.

No entanto, a proposta de que os coinfectados tém uma resposta mais favoravel ao
tratamento com antiretrovirais do que os monoinfectadoes ainda é controversa. Nunnari et al.
(2003) e Rodriguez et al. (2003), em seus respectivos estudos de coorte, sugerem que 0S
coinfectados em uso da TARV sdo mais propensos a obter uma resposta viroldgica completa
e um aumento de células CD4. Em contraste, Brumme et al. (2002) ndo demonstraram
associacao entre 0 GBV-C e a resposta viroldgica ou imunoldgica com a TARV.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi verificar a associacdo da contagem de
linfécitos T CD4 e carga viral do HIV em pessoas infectadas pelo GBV-C fazendo uso ou néo
de TARV.
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2 Revisao de literatura

Abaixo serdo apresentados os principais aspectos da coinfeccdo GBV-C/HIV.

2.1 Caracteristicas gerais do GB virus tipo C (GBV-C)

E um virus linfotrépico humano descoberto em 1995 que pertence a familia
Flaviviridae, com genoma contendo RNA fita simples com polaridade positiva e
aproximadamente 9400 nucleotideos, os quais apresentam as regides codificadoras de
proteinas estruturais E1 e E2, glicoproteinas do envelope e regides codificadoras de proteinas
ndo estruturais, NS2, NS3, NS4A, NS4BB, NS5A e NS5B, contendo também uma regido néo
codificadora 5° (NTR) (Figura 1) (SIMONS et al., 1996).

Figura 1. Esquema representativo da estrutura dos genomas do GBV-C (A) e do HIV-1

(B).
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Fonte: Adaptado de ARROYAVE et al., 2013.
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A infeccdo pelo GBV-C ainda néo foi associada a qualquer doencga, no entanto, alguns
estudos encontraram uma associacdo entre infeccdo do GBV-C e uma melhora na sobrevida
de pessoas vivendo com HIV/Aids (LEFRERE et al., 1999; YEO et al., 2000; TILLMANN et
al., 2001; XIANG et al., 2001; WILLIAMS et al. 2004).

2.3 Imunologia da coinfec¢cdo HIV/GBV-C

Vaérios trabalhos tentam explicar os mecanismos gque atuam na coinfec¢do, pois ainda
ndo esta esclarecido se existe ou ndo beneficios para os pacientes HIV positivos com a
infeccéo pelo GBV-C.

Spellberg, Edwards (2001) indicam que a progressao para aids esta relacionada com
incapacidade das células mononucleares em produzir citocinas do perfil TH1 (IL-2, IL-
12,IFN-vy) e promoverem a produgdo de citocinas da resposta TH2 (IL-4 e IL-10).

Alguns trabalhos explicam a associacdo entre os dois virus através da interagdo do
virus do HIV e os correceptores CCR5 e CXCR4, receptores para as cepas de HIV R5 e X4
respectivamente (NUNNARI et al., 2003; XIANG et al., 2004). Nattermann et al. (2003)
verificaram em pacientes homozigéticos para CCR5, que 0s niveis deste correceptor estava
reduzido em linfocitos T CD4 e CD8 em individuos GBV-C infectados, independentemente
de ser coinfectado com o virus HIV. A figura 3 ilustra alguns mecanismos propostos na
interacdo HIV e GBV-C.
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Figura 2. Esquema representativo dos mecanismos propostos de inibicdo do HIV

durante a coinfeccéo.
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2.2 Coinfeccéo GBV-C/HIV

A infeccdo do GBV-C é frequente em pessoas vivendo com HIV/aids devido ao
compartilhamento das vias de transmissdo, podendo ser transmitido através da relacdo sexual,
da via parenteral e vertical. Dentre as vias de transmisséo do GBV-C, a relagdo entre homens
que fazem sexos com homens apresenta maior probabilidade de transmissédo (FREY et al.,
2002).

Supapol et al. (2008) realizaram um estudo de coorte abordando a transmisséo vertical
em 262 gestantes coinfectadas e 41% dos recem-nascidos apresentaram o0 GBV-C. Também

houve aumento da transmissdo vertical do GBV-C mesmo quando a mae tinha usado o
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antirretroviral (azidovudina) durante a gestagdo, enquanto houve uma diminuicdo da
transmissdo do HIV.

As taxas de prevaléncia da coinfeccdo GBV-C/HIV variam de 15 a 40% (TILLMANN
et al., 2001; KOZAL et al., 2002; NUNNARI et al., 2003), podendo chegar em 80% quando
se soma as prevaléncia do GBV-C RNA positivos e presenca do anti-E; (HERINGLAKE et
al., 1998; TILLMANN et al,. 2001; VAN DER Bl et al,. 2005). Assim, a prevaléncia do
GBV-C em pessoas vivendo com HIV/aids é elevada, quando comparada com a presenca da
infeccdo do GBV-C em doadores de sangue saudaveis, cuja a taxa de prevaléncia varia entre
0,5 a 5% nos paises desenvolvidos e de 5 a 18,9% nas nac¢bes em desenvolvimento, como
apresentado na figura 2 (MOHR et al., 2009).

Figura 3. Prevaléncias do GBV-C em doadores de sangue.
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Artigos publicados associam o GBV-C a progressdo mais lenta da doenca pelo HIV
em individuos coinfectados, com sobrevida maior e uma progressdo mais lenta para a
imunodeficiéncia quando comparados com monoinfectados pelo HIV (LEFRERE et al., 1999;
YEO et al., 2000; TILLMANN et al., 2001; XIANG et al., 2001; WILLIAMS et al. 2004).

Heringlake et al. (1998) sugeriram que individuos com viremia do GBV-C progrediam
lentamente para aids e tinham sobrevida maior mesmo ap6s a instalacdo  da
imunodeficiéncia, além de encontrarem uma relacdo inversamente proporcional entre as
cargas virais dos virus sendo que a carga viral do GBV-C aumentou em todos os pacientes
que tinham iniciado a TARV.

Em 1999, Lefrére et al., na Franca, corroboraram o achado de que individuos com
viremia do GBV-C progridem lentamente para aids, com maior sobrevida mesmo apds a
instalacdo da imunodeficiéncia.

Rodriguez et al. (2003) avaliaram se a coinfeccdo afeta a resposta a TARV em 146
pacientes, sendo 64 coinfectados e mostraram que esses apresentaram com maior frequéncia
uma resposta virologia completa comparada aqueles que tinham um maior aumento na
contagem média de células CD4 e uma diminuicdo na mediana do nivel do HIV-RNA, ou
seja, os coinfectados apresentaram melhor respota a TARV e aos indicadores imunoldgicos e
viroldgicos mais favoraveis ao HIV.

Da mesma forma Antonucci et al. (2005) sugerem um efeito benéfico na interacao
HIV/GBV-C, semelhante ao efeito benéfico observado entre os pacientes ndo tratados e
tratados com TARV.

Vahidnia et al. (2012) concluiram que a viremia do GBV-C esta associada com uma
menor mortalidade em infectados com o HIV, ap0s o ajuste para o status TARV o nivel de
RNA do HIV e contagem de células CD4 no inicio do estudo.

Por outro lado, uma pesquisa sueca com 157 pacientes coinfectados com GBV C, em
uso de TARV e profilaxia para pneumocistose, ndo mostrou beneficio na progressédo da
doenca (Birk et al., 2002).

Em uma coorte retrospectiva canadenses com 441 pacientes HIV-1 que iniciaram
monoterapia ndo evidenciou melhora quando da coinfec¢do pelo GBV-C, mesmo com 0 uso
da terapia com trés drogas, em mais de 80% dos pacientes ndo houve progndéstico favoravel.
Os autores ndo encontraram associacdo entre a deteccdo do GBV-C RNA no plasma e a

resposta inicial para a terapia antirretroviral, sugerindo que em coinfectados, 0 GBV-C néo
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influéncia significativamente na resposta a terapia e que os antirretrovirais reduzam a viremia
do HIV e do GBV-C (BRUMME et al., 2002).

Bjorkman et al. (2004) concluiram que a infeccdo pelo GBV-C seria um fendmeno
secundario a progressdo do HIV-1, ao invés de um fator progndstico, apos avaliarem 230
infectados pelo HIV-1, com diagndstico de no méaximo dois anos, sendo 0s mesmos seguidos
até o inicio da TARV, morte ou sua Gltima visita a clinica do grupo de pesquisa.

Van der Bij et al. (2005) analisaram 326 homossexuais masculinos com HIV-1 e
concluiram que a coinfeccdo com GBV-C estaria vinculada ao nimero de células T CD4+
circulantes e que, a depuracdo do GBV-C, seria consequéncia da reducéo de células T CD4+ e
ndo, o causador.

Ainda segundo Sheng et al. (2007) a persisténcia da viremia do GBV-C ndo confere
beneficios a curto prazo em pacientes em uso da TARV.

Portanto, em face de discordancia entre os estudos sobre essa tematica fomos

motivados a realizar a presente pesquisa.
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3 Objetivos

Abaixo estdo descritos os objetivos gerais e especificos avaliados neste trabalho.

3.1 Objetivo geral

Verificar a associacdo da contagem de linfocitos T CD4+ e carga viral do HIV em

pessoas coinfectadas GBV-C/HIV com ou sem uso de TARV em Recife-PE, no periodo julho

a dezembro de 2011.

3.2 Objetivos especificos

Em pessoas monoinfectadas (HIV) e coinfectadas (GBV-C + HIV):

e Verificar a associacdo da contagem de linfécitos T CD4+ e carga viral do HIV
independente do uso de TARV;

e Verificar a associacdo da contagem de linfécitos T CD4+ e carga viral em HIV com

qualquer combinacdo de drogas da TARV;

e Verificar a associacdo da contagem de linfécitos T CD4+ e carga viral do HIV com o uso
das drogas ITRN + IRTNN e ITRN + IP.
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4 Metodologia

Abaixo estdo descritos todos os procedimentos metodologicos executados neste
trabalho.

4.1 Desenho do estudo

Representou um estudo descritivo analisado como caso-controle.

4.2 Critérios de inclusao

Pessoas vivendo com HIV/aids acompanhados no Servico de Doencas Infecciosas e
Parasitarias do HC-UFPE.

Individuos maiores de dezoito anos de idade.

4.3 Critérios de exclusao

Pessoas vivendo com HIV/aids acompanhados no Servi¢co de Doencas Infecciosas e
Parasitarias do HC-UFPE mas procedentes de outro estado.
Pessoas que tiveram diagnostico de HIV nos 03 meses anteriores a data da entrevista.

Pacientes com indicacdo de internamento pelo médico assistente.

4.4 Tipo de amostragem

Foram utilizadas neste estudo amostras sanguineas de pacientes provenientes do
projeto de pesquisa intitulado “Coinfeccao GB virus C e HIV em pacientes acompanhados no
servigo de doengas infecciosas e parasitarias do HC-UFPE em 2011” desenvolvido no Setor
de Virologia do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA).

Dos 249 pacientes que integram o banco de dados, foram incluidos neste estudo 142
que representavam individuos com diagnostico para HIV com mais de 48 meses,
caracterizando infeccdo tardia.

Das 142 amostras analisadas, 34 foram caracterizadas como coinfectadas GBV-C/HIV
e 108 monoinfectadas pelo HIV. Foram definidos como caso as pessoas vivendo com
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HIV/aids que apresentaram positividade para 0 GBV-C RNA, na PCR em tempo real e como
controle as pessoas vivendo com HIV/aids que ndo apresentaram positividade para o GBV-C
RNA, na PCR em tempo real.

Para melhor compreensdo das analises, essas amostras foram divididas em quatro
grupos caracterizadas da seguinte forma:

Grupo I: Todos os pacientes, independente do uso da TARV.

Grupo IlI: Pacientes com qualquer combinacédo de drogas da TARV.

Grupo I1l: Combinacdo de ITRN + ITRNN.

Grupo 1V: Combinacéo de ITRN +IP.

4.5 Definicdo e categorizacao das variaveis

As variaveis foram definidas e categorizadas conforme abaixo.

4.5.1 Contagem de células de linfocitos T CD4+, carga viral do HIV e do GBV-C

A contagem de CD4 e carga viral foram obtidas a partir dos prontuarios dos pacientes.
O nimero de linfécitos T CD4+ foi expresso em células/mm?, por citometria de fluxo e a
quantificacdo do RNA do HIV foi realizada a partir do plasma, por branched DNA (b-DNA),
expressa em copias/puL. A quantificacdo do RNA do GBV-C no plasma, por PCR em tempo

real, expressa em copias/pL.

4.5.2 As variaveis: sexo, idade e carga viral do GBV-C

Estas variaveis foram obtidas a partir dos arquivos do Setor de Virologia do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

4.6 Analises estatisticas

Foram realizadas a partir do banco de dados construido no software EPI-INFO versédo
6.04, e utilizando os testes estatisticos do chi quadrado e teste exato de Fisher, sendo
considerados estatisticamente significativos os resultados que apresentarem o valor de p

menor que 0,05.
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4.7 Consideracdes éticas

Este projeto faz parte de uma pesquisa maior, que ja teve aprovacao do Comité de
Etica em Pesquisa da UFPE, sob o registro 301/11 (anexo A), ndo havendo a necessidade de

coletar novas amostras.
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5 Resultados

Entre as 142 pessoas vivendo com HIV/aids hd mais de 48 meses de diagndstico, 86
(60,6%) eram do sexo masculino e 56 (39.4%) do sexo feminino. A média de idade foi de 43
anos, variando de 34 a 52 anos.

Foram considerados como caso 34 pacientes coinfectados GBV-C/HIV e como
controle 108 monoinfectados pelo HIV. Nos coinfectados GBV-C/HIV, 61,8% (21/34) eram
do sexo masculino e 38,2% (13/34) do sexo feminino, com média de idade de 41,2 anos (DP
= 7,8). E no grupo controle 60,2% (86/108) eram do sexo masculino e 39,8% (22/108) do
sexo feminino, com média de idade de 43 anos (DP = 9,3).

A tabela 1 mostra a mediana da contagem de linfécitos T CD4+ nos casos e controles,
apos 48 meses de diagnostico do HIV, de acordo com uso ou ndo da TARV.

Tabela 1. Associagdo da mediana da contagem de linfécito T CD4+ entre os casos e controle, de acordo com 0s grupos
de pessoas vivendo com HIV/aids, com diagndstico superior a 48 meses em uso ou ndo de TARV.

Linfécito T CD4+ (cels/ul)

Variavel Caso (GBV-C +) Controle (GBV-C -) P
% n % n
Grupo | 482 23,94 664 76,06 0,006

(89-1333)  (34/142) (53-2107)  (108/142)

Grupo Il 512 22,46 660 77,54 0,0018
(89-1333)  (31/138) (53-2107)  (107/138)

Grupo 11 562 18,31 754 81,69 0,003
(255-911)  (13/71) (138-1602)  (58/71)

Grupo IV 485 23,17 608 76,83 0,18
(89-1333)  (19/82) (53-2107) (63/82)

Grupo |: todos 0s pacientes, ou seja, com e ou sem uso de TARV; Grupo Il: pacientes com qualquer combinagdo de drogas
da TARV; Grupo I1I: combinacgdo de ITRN + ITRNN; Grupo IV: combinagdo de ITRN + IP.

A tabela 2 mostra a mediana da carga viral do HIV nos casos e controles, ap6s 48
meses de diagnostico do HIV, de acordo com uso ou ndo da TARV.
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Tabela 2. Associacdo da mediana da carga viral do HIV entre os casos e controle, de acordo com os grupos de pessoas

vivendo com HIV/aids, com diagnéstico superior a 48 meses em uso ou ndo de TARV.

Carga viral do HIV (copias/mL)

Variavel Caso (GBV-C +) Controle (GBV-C -) P
% n % n

Grupo | 30,138 23,94 36,000 76,06 0,97
(<40-9,6x10%  (34/142) (<40-10") (108/142)

Grupo Il 48,000 22,46 38,000 77,54 0,80
(<40-9,6x10%)  (31/138) (<40-10") (107/138)

Grupo I11 48,000 18,31 36,000 81,69 0,91
(543-750,000)  (13/71)  (<40-750,000)  (58/71)

Grupo IV 43,900 23,17 54,000 76,83 0,89
(<40-9,6x10%)  (19/82) (<40-10") (63/82)

Grupo |: todos os pacientes, ou seja, com e ou sem uso de TARV; Grupo Il: pacientes com qualquer combinagdo de drogas
da TARV; Grupo IlI: combinacéo de ITRN + ITRNN; Grupo IV: combinagdo de ITRN + IP.
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6 Discussao

O GBV-C tem distribuicdo mundial e vias de transmissdo compativeis com o HIV.
Devido aos possiveis beneficios atribuidos ao GBV-C em pessoas coinfectadas GBV-C/HIV,
como inibicao da replicacdo do HIV (XIANG et al., 2011) e progressdo mais lenta para aids
(XIANG et al., 2001; STAPLETON et al., 2003; WILLIAMS et al., 2004), esse virus tem
sido objeto de estudo de varios grupos de pesquisas.

Nesse trabalho discutiu-se aspectos referentes a infeccdo pelo GBV-C em pessoas
vivendo com HIV/aids, hd mais de 48 meses de diagnostico do HIV, os quais foram divididos
em quatro grupos de acordo com o tipo de TARV. Inicialmente foram analisados os dados de
individuos com diagndstico para HIV com menos de 24 meses conforme trabalhos dos
autores (LEFRERE et al., 1999; BIRK et al., 2002; WILLIAMS et al., 2004; BJORKMAN et
al., 2004; VAN DER BIJ et al., 2005) e com mais de 24 meses conforme outros estudos
(TOYODA et al., 1998; TILLMANN et al., 2001; XIANG et al., 2001; WILLIAMS et al.,
2004). Nesses dois intervalos a infec¢do pelo HIV foi caracterizada em fase inicial e tardia.
Contudo a analise dessas duas fases, no presente estudo, ndo demonstrou significancia
estatistica e por isso foi utilizado apenas o critério de infeccdo tardia de individuos com
diagnostico para HIV h& mais de 48 meses.

A associacao inversa entre a mediana de linfocitos TCD4+ e a infeccdo pelo GBV-C,
encontrada no grupo |, constituido por pessoas vivendo com HIV/aids com ou sem uso de
TARYV, corrobora os estudos que demonstraram uma maior contagem de linfécitos T CD4 em
pessoas monoinfectadas, sugerindo o carater indolente do virus (VAN DER BIlJ et al., 2005;
TILLMANN et al., 2005; BIORKMAN et al., 2007).

No grupo Il onde havia qualquer combinacdo de drogas na TARV, houve também
associagdo inversa entre a mediana de linfocitos TCD4+ e a infeccdo pelo GBV-C, em
consonancia com trabalhos (VAN DER BIJ et al., 2005; TILLMANN et al., 2005;
BJORKMAN et al., 2007). Embora,Tillmann e colaboradores, em 2001, tenha sugerido um
efeito benéfico desta coinfeccéo.

Por outro lado, vérios trabalhos defendem a atuacdo benéfica do GBV-C, afirmando
que o0 mesmo retarda a progressdo para aids (LINNEN et al., 1996; YEO et al., 2000;
TILLMANN et al., 2001; STAPLETON et al., 2003; ZHANG et al., 2006; NUNNARI et al.,
2007; GIRET et al., 2011). O GBV C teria um efeito benéfico em pessoas coinfectadas,
principalmente naquelas que ndo estivessem fazendo uso de TARV (ERNST et al., 2013).
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No grupo I1l, o uso de drogas como ITRN + ITRNN mostrou associagao inversa entre
a mediana de linfocitos TCD4+ e a infeccdo pelo GBV-C, porém ndo h& trabalhos
comparativos para esse grupo. Nossos resultados podem indicar que 0 GBV-C realmente seja
indolente ou que tenha sua acdo prejudicada pela TARV, principalmente pela combinagéo
ITRN + ITRNN. Esse pensamento estaria em consonancia com uma coorte de 20 anos
(ERNST et al., 2013), ainda que com resultados divergentes, pois esses autores encontraram
associagdo direta entre linfocitos T CD4 e a infecgdo pelo GBV-C.

No grupo IV houve associacdo inversa entre a mediana de linfécitos TCD4+ e a
infeccdo pelo GBV-C, entretanto os dados ndo foram estatisticamente significantes nesse
grupo. Ha varias causas que possam ter prejudicado a investigacdo com relagdo ao uso de IP,
relacionadas principalmente ao tipo e nimero de IPs diferentes que os individuos possam ter
feito uso e até fatores intrinsecos a possiveis esquemas de resgates.

Com relagdo a ndo associacao entre a carga viral do HIV e a presenca de infeccdo pelo
GBV-C, nos quatro grupos estudados, podemos atribuir ao tipo de estudo realizado
diferentemente de outros (VAN DER BIlJ et al., 2005; BJORKMAN et al., 2007), que
acompanharam os individuos em coortes prospectivas e puderam evidenciar associacao
inversa entre as cargas virais.

Adicionalmente, um trabalho em 2013 sugeriu que a carga viral do HIV diminui nos
pacientes GBV-C positivo por mecanismo de interacdo sinérgica entre os dois virus e, que
esse efeito benéfico desaparece com o uso da TARV (ERNST et al., 2013). Isso ndo foi
evidenciado em nosso estudo provavelmente devido ao pequeno nimero de individuos sem
uso de TARV.

Em concluséo, o estudo mostrou associacdo inversa entre a contagem de linfocitos
TCD4+ e GBV-C em pessoas vivendo com HIV/aids independente do uso e de qualquer
combinacdo de drogas da TARV e auséncia de associacdo entre a carga viral do HIV e a
presenca de infeccdo GBV-C. No entanto, a introducdo do inibidor de protease na TARV nao
mostrou associagdo nem com os linfécitos T CD4+ nem com as cargas virais. Estes resultados
ressaltam a necessidade de realizacdo de outros trabalhos de coorte para compreender melhor
os fatores envolvidos na transmissdo de GBV-C em pacientes com HIV/aids e na existéncia

de beneficios desta coinfeccéo.
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7 Conclusdo

Houve associacdo inversa da contagem dos linfécitos TCD4 e GBV-C em pessoas
vivendo com HIV/aids independente da combinacao de drogas usadas na TARV.

A combinacéo da ITRN + IP ndo mostrou associagédo com a contagem de CDA4.

N&o houve associagéo da carga viral do HIV e GBV C nos grupos estudados.
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8 Recomendac0es e consideragdes finais

Face a discordancia dos estudos sobre essa tematica torna-se necessario a realizacao de
pesquisas, principalmente de coortes prospectivas para melhor compreensdo de mecanismos
bioldgicos da interagdo entre 0 GBV-C e o HIV, o que podera ser importante para abordagens

terapéuticas.
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Background. Infection of GB virus type C (GBV- C) is common in people living with
HIV/AIDS due to sharing of the transmission routes. However, if the coinfected have a more
favorable response than monoinfected to the antiretroviral treatment is still a question. The
aim this study was to investigate the association between count CD4+ lymphocytes and viral
load of HIV in infected with GBV- C, with or without HAART. Methodology. Blood samples
from people living with HIV/AIDS and attended attending the outpatient clinics of the
university hospital (Universidade Federal de Pernambuco - UFPE) from July to December
2011 were used. The blood samples, as well as data on sex, age and viral load of GBV-C were
obtained from the serum bank and the archives of the Department of Virology Laboratory of
Immunopathology Keizo Asami (LIKA) UFPE. The count CD4+ lymphocytes and viral load
of HIV were obtained from patients' records. Results. This is a descriptive study analyzed as
case-control, we studied 142 patients there are more than 48 months after diagnosis, 86
(60.6%) were male and 56 (39.4%) females, with a mean age of 43 years. The cases were 34

patients coinfected GBV-C/HIV, 61.8% (21/34) were male and 38.2 (13/34) females, with a
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mean age of 41.2 years. The controls were 108 monoinfected HIV, 60.2% (86/108) were
males and 39.8% (22/108) females, with a mean age of 43 years. In the coinfected group there
was an inverse association between the median T CD4+ lymphocytes independent of HAART
(p 0.006), any combination of drugs (p 0.0018) and the combination of nucleoside reverse
transcriptase inhibitor (NRTI) + non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) (p
0.003). On the other hand, no association was observed between count CD4+ lymphocytes
and the combination of NRTI + protease inhibitor (PI) as well as between the viral load of
HIV and GBV-C. Conclusion. The results demonstrate that coinfection GBV-C/HIV seem

not suffer interference from HAART.

Introduction

Infection of GB virus type C (GBV- C) is common in people living with HIV/AIDS,
since these viruses share the same transmission routes. The prevalence of GBV- C viremia in
patients infected with HIV range from 15 to 40% [1-3], reaching 80% when the sum the

prevalence of GBV-C ARN positive and anti- E2 [1,4,5].

Articles published associates the GBV-C with slower progression of HIV disease in
coinfected individuals, with longer survival and slower progression to immunodeficiency

when compared with HIV monoinfected [1,6-9].

Studies show inverse relationship between viral load of HIV and GBV-C [1,4],
indicating longer time for development of acquired immunodeficiency syndrome in

coinfected and reduction in mortality after highly active antiretroviral therapy (HAART) [1].

On the other hand, a research of coinfected with GBV C/HIV on use HAART, showed

no benefit in disease progression [10], even with the use of three drugs was not favorable
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prognosis, the authors concluded that GBV-C do not significantly influence the response to
antiretroviral therapy and reduce viremia of HIV and GBV-C [11]. The infection with GBV-C
would be a secondary phenomenon to the progression of HIV-1 [12], rather than a prognostic
factor and that the persistence of GBV- C viremia does not confer short term benefits in

patients on HAART [13].

Therefore, in the face of disagreement between studies the objective of this study was
to investigate the association between the count of CD4+ T lymphocytes and viral load of

HIV in coinfected GBV-C/HIV with or without use the HAART.

Methodology

Design and study population. The study was a descriptive analyzed as case-control.
The case was defined as people living with HIV/AIDS who were positive for GBV-C ARN,
by real-time PCR and the control was defined as people living with HIV/AIDS who were
negative for GBV- C ARN, by real-time PCR, in the period July to December 2011. We
analyzed 142 samples of individuals diagnosed with HIV there are more than 48 months,
characterizing late infection, 34 coinfected with GBV-C/HIV and 108 monoinfected with
HIV. To better understand the analysis, four groups were formed: group I: all patients, in
other words, with and or without use the HAART; group II: patients with any drug
combination HAART; group Il1lI: combination of nucleoside reverse transcriptase inhibitor
(NRTI) + non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI); group 1V: combination of

NRTI + protease inhibitor (PI).

Search of CD4+ lymphocytes and viral load of HIV. This data were obtained
from patients' records. The number of CD4 + lymphocytes was expressed in cells/mm?, by

flow cytometry. The quantification of HIV-ARN was performed from plasma expressed in
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copies/ as well as gender and age L, by branched ADN (b-ADN).

Search GBV-C ARN. This data were obtained from consulting the databases a
research project developed in the Department of Virology Laboratory of Immunopathology
Keizo Asami (LIKA), as well as gender and age, and defined by quantification of GBV-C

ARN in plasma by real-time PCR, expressed in copies/pL.

Statistical analysis. This analysis were performed from the database built in EPI-
INFO software version 6.04, using the chi-square statistical tests and Fisher's exact test and

were considered statistically significant results that show the p-value of less than 0.05.

Ethical considerations. The research was approved by the Ethics Committee of UFPE

research under registration 301/11, without the need to collect new samples.

Results

Among the 142 people living with HIV/AIDS there are more than 48 months of
diagnosis, 86 (60.6%) were male and 56 (39.4%) were female. The mean age was 43 years,

range 34 to 52 years.

As case was considered 34 coinfected with GBV-C/HIV and as control 108
monoinfected with HIV. In coinfected GBV-C/HIV, 61.8% (21/34) were male and 38.2%
(13/34) were female, with a mean age of 41.2 years (SD = 7.8). And in the control group
60.2% (86/108) were male and 39.8% (22/108) were female, with a mean age of 43 years (SD

=9.3).
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Table 1 shows the median count of T CD4 + lymphocytes in cases and controls, after

48 months of HIV diagnosis, according to use or not use of HAART.

Table 1. Association of median count of T CD4 + lymphocytes between case and control,

according to the groups of people living with HIV/AIDS, AIDS there are more than 48
months of diagnosis in use or not use of HAART.

T CD4+ lymphocytes (cels/ul)

Variable Case (GBV-C +) Control (GBV-C -) P
% n % n
Group | 482 23,94 664 76,06 0,006

(89-1333) (34/142)  (53-2107)  (108/142)

Group I1 512 22,46 660 77,54 0,0018
(89-1333) (31/138)  (53-2107)  (107/138)

Group I 562 18,31 754 81,69 0,003
(255-911)  (13/71)  (138-1602) (58/71)

Group IV 485 23,17 608 76,83 0,18
(89-1333)  (19/82) (53-2107) (63/82)
Note: Group I: all patients, in other words, with and or without use the HAART;

Group II: patients with any drug combination HAART; Group I1I: NRTI + NNRTI; Group
IV: combination of NRTI + PI.

Table 2 shows the median viral load of HIV in cases and controls, after 48 months of
HIV diagnosis, according to use or not use of HAART.
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Table 2. Association of median viral load of HIV between case and control, according to
the groups of people living with HIV/AIDS, AIDS there are more than 48 months of

diagnosis in use or not ART.

Viral load of HIV (copies/mL)

Variable Case (GBV-C +) Control (GBV-C -) P
% n % n
Group | 30,138 23,94 36,000 76,06 0,97

(<40-9,6x10%  (34/142) (<40-10") (108/142)

Group 11 48,000 22,46 38,000 77,54 0,80
(<40-9,6x10°)  (31/138) (<40-10") (107/138)

Group 111 48,000 18,31 36,000 81,69 0,91
(543-750,000)  (13/71)  (<40-750,000)  (58/71)

Group IV 43,900 23,17 54,000 76,83 0,89
(<40-9,6x10°) (19/82) (<40-10") (63/82)
Group I: all patients, in other words, with and or without use the HAART; Group II:
patients with any drug combination HAART; Group Ill: NRTI + NNRTI; Group IV:
combination of NRTI + PI.

Discussion

The GBV-C has a worldwide distribution and transmission routs compatible with HIV.
Because of the potential benefits attributed to GBV-C in coinfected GBV-C/HIV, as
inhibition of HIV replication [14] and slower progression to AIDS [8,9,15,15], this virus has

been studied by several research groups.

This research was discussed aspects related to GBV-C infection in people living with

HIV/AIDS there are more than 48 months of HIV diagnosis, with or without use to HAART,
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who were divided into four groups according to the type HAART. Initially, the data from
individuals diagnosed with HIV less than 24 months were analyzed as the research of authors
[5,6,9,10,12] and more than 24 months as other studies [1,8,9,17]. These two intervals HIV
infection was present in early and late phase. However the analysis of these two phases in this
study was not statistically significant and because of this we were used as a criterion for late

infection the individuals diagnosed with HIV for more than 48 months.

The inverse association between the median of count of T CD4+ lymphocytes and
infection GBV-C, in group 1, consisting of people living with HIV/AIDS, with or without use
to HAART, corroborates studies that showed a higher count of T CD4+ lymphocytes in

monoinfected, suggesting the indolent nature of the virus [5,18,19].

In group Il, where there were any combination of drugs of HAART, there was an
inverse association between the median count of T CD4+ lymphocyte and GBV-C infection,
according to [5,18,19]. Although, in 2001 a research has suggested a beneficial effect of

coinfection [1].

On the other hand, several studies argue for the beneficial role of GBV-C, stating that
it slows progression to aids [1,3,7,15,20-22]. The GBV-C would have a beneficial effect in

coinfected, especially those who use not to HAART [23].

In group I, the use the drugs NRTI + NNRTI showed no inverse association between
median of count of T CD4+ lymphocytes and GBV-C infection, but no comparative studies
for this group. Our results may indicate that GBV-C is really indolent or have his action
prejudiced by HAART, especially for the combination NRTI + NNRTI. According to a
research in 2013, , though with differing results, they found a direct association between T

CD4+ lymphocytes and GBV-C infection [23].
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In group 1V there was an inverse association between the median of count of T CD4+
lymphocytes and GBV-C infection, however the data were not statistically significant in this
group. There are many causes that may have injured the investigation regarding the use of Pl,
mainly related to the type and number of Pls that different individuals may have used of or

even intrinsic to potential schemes redemptions.

Regarding the lack of association between viral load of HIV and the presence of GBV-
C infection in the four groups studied, this can attributed the type of study performed
differently from other [5,19], who individuals were followed in prospective cohorts and could

demonstrate an inverse association between viral load.

Additionally, a studied suggest that viral load of HIV decreased in patients positive for
GBV-C by synergistic interaction mechanism between the two viruses and that this beneficial
effect disappears with the use of HAART [23]. What may not have been evident in our study

due to the small number of individuals without HAART.

In conclusion, the study showed an inverse association between the count of T CD4+
lymphocytes and GBV-C in people living with HIV/AIDS regardless of the use and in any
drug combination HAART. However, the introduction of the protease inhibitor in HAART
did not show association with the CD4+ or with the viral loads. We emphasize the need to
perform other research of cohort to better understanding of whether or not the benefits of this

coinfection.
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