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RESUMO

A interacdo entre o HPgV e o HIV esta associada a maior sobrevida nos
coinfectados com diminuicdo da progressao para a aids. O HPgV parece
desempenhar um mecanismo de interagdo com o HIV, através da alteracdo do meio
de citocina/quimiocina, destacando a regulacdo ascendente das citocinas Thl e a
regulacdo negativa das citocinas Th2, favorecendo um melhor prognostico com a
diminuicdo da IL-4 e IL-10. Considerando que a concentracao de citocinas no soro de
individuos coinfectados HIV/HPgV é importante para uma melhor compreensédo dos
aspectos imunolégicos o objetivo desse estudo foi determinar as concentracdes
séricas da IL-4 e IL-10 em pessoas coinfectadas HIV/HPgV e monoinfectadas pelo
HIV, e verificar a associacdo entre as concentracdes dessas citocinas com a carga
viral do HIV e do HPgV, e a contagem de linfécitos TCD4. Trata-se de um estudo
analitico do tipo caso-controle, realizado com 105 pacientes atendidos no Hospital das
Clinicas da UFPE, com média de idade de 40,5 anos, entre os pacientes 54%(57/105)
eram do sexo masculino. A quantificacdo das citocinas foi realizada por cytometric
bead array (CBA) utilizando kits comerciais Becton Dickinson (BD) no citdmetro BD
FACSCalibur. Entre os pacientes 70 eram monoinfectados pelo HIV e 35 eram
coinfectados HIV/HPgV, a mediana da carga viral do HIV foi mais elevada no grupo
de pacientes monoinfectados, a mediana da contagem de linfocitos TCD4 apresentou-
se semelhante nos dois grupos. As médias das concentracdes da IL-4 e IL10 foram
mais elevadas nos pacientes coinfectados, com a IL-4 apresentando valores
significativos (p=0.0013).

Palavras-chave: HIV. Coinfecgao. Citocinas. Imunologia.



ABSTRACT

The interaction between HPgV and HIV is associated with greater survival
in those coinfected with decreased progression to AIDS. HPgV appears to play a
mechanism of interaction with HIV through cytokine/chemokine media alteration,
highlighting the upward regulation of Thl cytokines and the negative regulation of
Th2 cytokines, such as the decrease of IL-4 and IL-10. Considering that the serum
cytokine concentration of HIV/HPgV coinfected individuals is important for a better
understanding of the immunological aspects, the objective of this study was to
determine the serum concentrations of IL-4 and IL-10 in HIV/HPgV coinfected and
HIV-monoinfected persons, and to verify the association between the concentrations
of these cytokines with the viral load of HIV and HPgV, and the count of TCD4
lymphocytes. It is an analytical study of the case-control type, carried out with 105
patients attended at the Hospital das Clinicas of Federal University of Pernambuco,
with a mean age of 40.5 years, among the patients 54% (57/105) were males.
Quantification of cytokines was performed by cytometric bead array (CBA) using
commercial Becton Dickinson (BD) kits on the BD FACSCalibur cytometer. Among
the patients 70 were monoinfected by HIV and 35 were HIV/HPgV coinfected, the
median HIV viral load was higher in the monoinfected patients group, the median
TCD4 lymphocyte count was similar in both groups. The mean concentrations of IL-
4 and IL-10 were higher in co-infected patients, with IL-4 presenting significant values
(p = 0.0013).

Keywords: HIV. Coinfection. Cytokines. Immunology.
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1 INTRODUGCAO

O Pegivirus humano (HPgV), género pertencente a familia Flaviviridae, € um
virus linfotréfico, com sitios de replicacdo na medula éssea, tecido linféide e células
mononucleares do sangue periférico, com transmissao pelas rotas sexual e parenteral
(GEORGE, VARMAZ, STAPLETON, 2006). Estimativas sugerem que cerca de 750
milhdes de pessoas estdo infectadas com o HPgV em todo o mundo,
aproximadamente 25% dos individuos podem desenvolver uma infeccédo persistente
modulando uma resposta imune inata (STAPLETON et al.,2010). No entanto o HPgV
tem sido considerado um virus ndo patogénico (OSPINA et al., 2018).

A influéncia da coinfeccdo HIV/HPgV de forma persistente, tem sido proposta
como capaz de reduzir a ativacdo de linfocitos T, prejudicando a replicacdo do HIV-1
e aumentando a sobrevida dos coinfectados (MOTA et al., 2016). A influéncia dessa
coinfeccao foi inicialmente proposta por Toyoda et al., (1998) e Heringlake et al.,
(1998), pacientes que possuiam RNA de HPgV no soro apresentaram menor
incidéncia de aids, sugerindo que esta interacdo seria capaz de retardar a progressao
do HIV. Mandaina-Giret et al., (2009), demostraram que os individuos coinfectados
apresentavam diminui¢éo dos indices de mortalidade e uma melhora nas condi¢des
clinicas, que foram avaliados pela reducéo da carga viral e aumento da contagem de
linfécitos TCDA4.

A progressdao do HIV estd correlacionada com diminuicdo de citocinas
reguladoras da resposta Thl e aumento da producdo de citocinas relacionadas a
resposta Th2. A resposta imune Thl, esta relacionada com a defesa contra
protozoarios, bactérias intracelulares e virus, sendo fundamental na diminuicdo das
complicacdes da infeccdo, retardando o desenvolvimento e a progressao do HIV para
a aids (CAMPOS et al., 2011). A resposta imune Th2, é mais efetiva contra helmintos
e bactérias extracelulares, e direciona uma progressao mais rapida do HIV para a aids
(SPELLBERG, EDWARDS 2001; SHING, BLACKARD, 2017).

De acordo com Nunnari et al., (2003), em PVHA, a resposta celular na
progressao da infeccdo pelo HIV esta associada a presenca de linfoécitos T auxiliares
capazes de produzir um padrdo de resposta Th2, com o aumento das citocinas IL-4 e
IL-10. Entretanto em individuos coinfectados HIV/HPgV, a manutencdo da

concentragdo de citocinas relacionada a resposta TH1 esta associado a uma
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progressao mais lenta para a aids. Embora nesse estudo nao tenha sido encontrada
diferenca significativa na expresséo da IL-4 em coinfectados.

Em 2014, Lanteri et al. relataram uma associacao significativa de varias
citocinas, na coinfeccao HIV/HPgV, descrevendo um efeito protetor, através da baixa
regulacdo imune, diminuicdo da inflamacéo e melhora na evolucédo da doenca. Entre
as 64 citocinas estudadas, a IL-10 apresentou niveis séricos significativamente
diminuidos nos pacientes coinfectados, acompanhados pelo periodo de quatro anos.
Contrariamente, Blackgard et al., (2017) ndo encontraram associa¢céo da IL-10 em
coinfectados, porém niveis significativamente baixos da IL-4 foram observados.

Considerando que o HPgV pode influenciar ou modular a resposta imune do
hospedeiro, e pela falta de consenso na literatura sobre o efeito IL-4 e IL- 10 nessa
coinfeccao, o objetivo deste estudo foi comparar as concentracfes séricas da IL-4 e
IL-10 em coinfectados HIV/HPgV e monoinfectados pelo HIV. E verificar a associacao
das concentractes de IL-4 e IL-10 com a carga viral do HIV e do HPgV e contagem
de linfocitos TCDA4.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HPgV- Pegivirus humano

Os primeiros estudos sobre o HPgV datam de 1967, quando Friedrich Deinhardt
et al., realizaram investigagcOes a partir de casos de pacientes com hepatite ndo-A,
nao-B. O soro dos individuos que apresentaram um quadro de hepatite de etiologia
desconhecida, foi inoculado em sagui (Saguinus labiatus), utilizado como modelo
experimental. Com a inoculacdo, os animais apresentaram um quadro clinico de
hepatite, com elevacédo das enzimas hepéaticas e alteragbes histologicas no figado.
Apos a realizacéo de sucessivas inoculacdes foi observada a presenca de um agente
transmissor causador de hepatite, chamada agente GB (OSPINA et al., 2018).

Por falta de metodologias especializadas, em 1967 ndo foi possivel a
identificacdo do virus, porém em 1995 através de técnicas de biologia molecular,
novamente amostras foram inoculadas em macacos, conseguindo identificar a
sequéncia de dois agentes virais relacionados, GBV-A e GBV-B, por sua relagdo com
o agente GB, estes foram incluidos na familia Flaviviridae (MUERHOFF, et al., 1995).
Foi visto que esses dois virus tém a capacidade de infectar especificamente primatas
(YOSHIBA, OKAMOTO, MISHIRO, 1995), embora apenas o GBV-B esteja
relacionado ao desenvolvimento de hepatite nesses animais.

No mesmo ano de 1995, Simons et al. identificaram um terceiro agente, em
amostras humanas com hepatite ndo A, ndo B, ndo C. Este virus mostrou uma
diferenca de 43,8% com as sequéncias de GBV-A e 28,4% com o GBV-B, sendo
denominado virus GB tipo C (GBV-C). Em outro estudo em 1996, um novo virus foi
aparentemente detectado em um paciente com hepatite cronica de etiologia
desconhecida e chamado virus da hepatite G (VHG), porém ao realizar a analise da
sequéncia foi demonstrada uma alta homologia (95%) com o GBV-C anteriormente
relatado, sendo verificado que se tratava do mesmo virus (FIODALISI et al.,1995;
PINHO, DA SILVA, 1996).

O GBV-C / HGV esta classificado na familia Flaviviridae e devido a sua
capacidade de gerar infec¢éo persistente foi incluido em um novo género, o Pegivirus,
passando a ser denominado entdo pegivirus humano (HPgV) (OSPINA et al.,2018).

O HPgV é um virus com genoma de RNA de sentido positivo de 9,4 Kb de cadeia
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simples, que apresentam as regides codificadoras de proteinas estruturais E1 e E2,
glicoproteinas do envelope e regides codificadoras de proteinas nao estruturais, NS2,
NS3, NS4A, NS4BB, NS5A e NS5B. Possui uma regidao nao codificadora 5 (NCR) e
nao apresenta proteinas do core viral, sendo conhecidos seis genétipos (SIMONS et
al., 1996; BERZSENYI; BOWDEN; ROBERTS, 2005; STAPLETON et al.,, 2011;
SMITH et al., 2016). O HPgV é filogeneticamente relacionado ao virus da hepatite C
(HCV), pois ambos pertencem a mesma familia, mas dentro de um género diferente
(Pegivirus e Hepacivirus, respectivamente) (OSPINA et al., 2018). A figura 1 mostra

as sequéncias gendémicas do HPgV e HCV.

Figura 1- Comparacao das sequéncias genémicas do HPgV e HCV
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Fonte: Adaptado de Berzsenyi, Bowden, Roberts (2005).

O HPgV e HCV compartilham diversas caracteristicas e sdo capazes de
causar infeccdo em humanos, porém estima-se que 25% das infec¢gdes por HPgV
tornam-se persistentes, e em 75% dos casos a viremia clareia em até dois anos da
infeccdo. Diferentemente da infeccédo pelo HCV, que a cronificagcdo ocorre em 85%
dos pacientes (CHIVERO, STAPLETON, 2015).

O ciclo de replicagao do HPgV, foi postulado com base no conhecimento do
processo de replicacdo dos flavivirus. Resumidamente, no primeiro estagio, o virus
entra em sua célula-alvo através da interacéo das glicoproteinas do envelope viral (E1
/ 2) e do receptor celular, alguns receptores foram propostos dependendo das células
infectadas (JOHANNA et al.,2018).
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Estudos iniciais propuseram que o HPgV era hepatotropico, mesmo apos tantos
anos de sua descoberta, os locais primarios de replicacédo e os receptores celulares
para entrada do HPgV nao foram identificados, evidéncias indicam que o virus seja
linfotropico (CHIVERO, STAPLETON, 2015). Em infec¢Bes crénicas, o RNA do HPgV
foi encontrado principalmente em linfécitos T e B, células NK e mondcitos de humanos
infectados, onde se sugere um amplo tropismo celular (CHIVERO et al., 2014).

Na literatura, tem sido consenso, que o HPgV nao cause doenca hepatica ou
agravamento de doenca hepética ja instalada (FREY et al., 2002); ndo provoque
sintomas ou sinais evidentes de doenca (STAPLETON, 2003), e ndo gere nenhuma
ativacao do sistema imunolégico em imunocompetentes, mesmo permanecendo com
altos titulos no sangue, por longos periodos de tempo (BAILEY et al., 2017). A maioria
das investigacdes ndo conseguiu demonstrar qualquer consequéncia patogénica do
HPgV e a instalacdo de doencas humanas (BHATTARAI; STAPLETON, 2012).

Entretanto, estudos retrospectivos sugerem uma associacdo entre a infeccéo
pelo HPgV e o linfoma ndo-Hodgkin (LNH), a infeccdo pelo HPgV antecederia o
desenvolvimento do linfoma (DE RENZO et al.,, 2002; MICHAELIS et al, 2003;
KERESZTES et al., 2003 GIANNOULIS et al, 2004; CHANG et al., 2014). Outros
estudos relataram altas prevaléncias de HPgV em doencas hematoldgicas,
linfoproliferativas e linfoma de Hodgkin e ndo- Hodgkin com prevaléncias do HPgV de
8 al3%) (DE RENZO et al.,2002; KERESZTES et al., 2003; OSPINA et al., 2018). A
coinfeccdo HPgV e virus Ebola, caracterizada no estudo de Lauck et al., (2014),
mostra sobrevida maior no grupo de coinfectados, comparada com a dos pacientes
monoinfectos pelo Ebola. Esse resultado é relevante, diante da alta mortalidade do

virus Ebola, que € de 50% e 90% e para a qual ainda nao foi encontrada cura.

2.2 Epidemiologia da coinfec¢éao HIV/HPgV

Os virus pertencentes ao Pegivirus sdo pouco estudados, o HPgV é
cosmopolita, apresentado uma alta prevaléncia na populacdo mundial (BAILEY et al.,
2017). A prevaléncia ocorre mais frequentemente em individuos com fatores de risco
para a aquisicdo de agentes transmitidos por via parenteral, como pacientes expostos
a transfusdo de hemoderivados, pacientes transplantados, usuarios de drogas

injetaveis, hemofilicos, e usuarios de hemodialise, constituindo um fator importante



16

para determinar se este virus pode estar associado ao desenvolvimento de alguma
doenca (OSPINA et al., 2018). Devido a compartilhar modos de transmisséo
semelhantes, a sua prevaléncia também € alta nas popula¢des infectadas com HIV e
HCV (MOHR, STAPLETON, 2009)

De acordo com Vahdnia et al., (2012), o HPgV pode ser transmitido por via
parenteral, vertical ou sexual, porém apresentando uma maior frequéncia de
transmissao através de hemoderivados (BHATTARAI, STAPLETON, 2012).

Em populagbes saudaveis o HPgV apresenta uma prevaléncia de
aproximadamente 1 a 4% na Europa e América do Norte; na América do Sul, Africa e
Asia varia de 5 a 19% (MOHR, STAPLETON, 2009). Nas PVHA, a prevaléncia
mundial de HPgV varia entre 17% e 89%, de acordo com a regido estudada
(HERINGLAKEET al.,, 1998; ALCALDE et al.,, 2010; CAMPOS et al., 2011;
MONDAINA-GIRET et al., 2011; SOUZA et al., 2012; ANGGOROWATI et al., 2013;
ERNST et al., 2013; LEE et al., 2014; SAHNI et al., 2014).

Na Tailandia, um estudo de coorte com 245 gestantes coinfectadas com o
HIV/HPgV revelou a presenca do HPgV em 41% dos bebés recém-nascidos. Foi
observado também um aumento da transmisséo vertical, quando a mae fez uso de
azidovudina (AZT) durante a gestacéo, a referida droga nao interfere na replicacao do
HPgV, diferente do que acontece com o HIV, que se apresenta reduzido com 0 uso
da droga (SUPAPOL et al., 2008). Na China, em 748 voluntarios doadores de sangue,
foi encontrada uma prevaléncia de 0,13% (1/748) de HPgV-RNA, 11% (82/748) Ac-
IgM e 10,6% (79/748) Ac-lgG para o HPgV (XIANG et al., 2014). A figura 2 traz a

distribuicdo da prevaléncia em doadores de sangue de diversos paises do mundo.

Figura 2 - Distribuicdo de prevaléncias do HPgV em doadores de sangue no mundo.
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No Brasil, a prevaléncia de RNA do HPgV em pacientes HIV-1 positivos foi
estimada de 21% a 30% (ALCALDE et al., 2010; CAMPOS et al, 2011,
MONDAINAGIRET et al., 2011), em Goiania uma pesquisa com 241 doadores de
sangue, a prevaléncia encontrada foi de 7,1% (OLIVEIRA et al., 2002). Em S&o Paulo,
um estudo com 102 pacientes HIV positivos, a coinfeccao foi de 21% (SOUZA et al.,
2012). No sul do Brasil, principalmente no Rio Grande do Sul (RS) a prevaléncia de
infeccdo ativa por HPgV em 357 pacientes foi de 34% (MOTA et al.; 2016). Em
Pernambuco, a prevaléncia encontrada em coinfectados HIV/HPgV foi de 23,4 %
(CAMPELO JR, 2012).

2.3 Coinfeccao HIV/HPgV

No ano de 1998 estudos de Toyoda e Henringlake sugeriram que a interacao
entre o HIV e o HPgV retardaria a progressao do HIV para o desenvolvimento da aids
(BLACKARD et al., 2017). Em 1999, Lefrére et al., acompanharam infectados pelo HIV
por cinco anos e analisaram a presenca do HPgV. No grupo que apresentou
HPgV/RNA, as contagens de linfocitos TCD4 foram maiores com menor progressao
para aids, melhora da sobrevida e menores cargas virais. Os efeitos benéficos da
viremia de HPgV em PVHA, foram relatados em outros estudos (TILLMANN et al.
2001; XIANG et al., 2001; WILLIAMS et al., 2004; SHING, BLACKARD et al., 2017).

O HPgV parece funcionar como um antagonista natural do HIV, uma vez que
sua viremia foi associada a uma progressdo mais lenta, menos falhas virologicas e
mortes nos individuos infectados pelo HIV (VAHIDNIA, 2012). A progressao para a
aids podera ocorrer de forma mais lenta em pacientes coinfectados, resultando em
menores taxas de mortalidade e melhora nas condi¢des clinicas (XIANG et al., 2001;
STAPLETON et al., 2013).

Em uma analise realizada no periodo pés tratamento para o HIV, com pacientes
gue ja tinham desenvolvido aids e estavam fazendo uso de TARYV, a viremia pelo
HPgV permaneceu como um fator preditivo de maior sobrevida (TILMANN et al.,2001).
Os coinfectados com HPgV séo protegidos da deplecédo de linfocitos TCD4 induzida
pelo HIV e da ativacao imune patoldgica que leva a piores prognosticos (STAPLETON
et al., 2011; LANTERI et al., 2014).

Em coinfectados, houve uma reducgéo de 2,5 vezes na mortalidade por todas

as causas em relacdo aos monoinfectados pelo HIV. No entanto, o periodo de
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ocorréncia e 0 mecanismo dessa associacao protetora ndo sdo conhecidos, a maioria
dos dados sobre a coinfeccdo HIV/HPgV vem de estudos realizados durante a fase
cronica da infec¢do pelo HIV. O impacto da viremia por HPgV na infeccdo precoce
pelo HIV, periodo que corresponde as alteracdes patoldgicas no infectado pode

modificar o curso da infeccéo (BAILEY et al., 2017).

2.4 Resposta imune da interagao HIV/HPgV

A viremia do HPgV esta associada a maior sobrevida, demostrando que a
coinfec¢cdo melhora a eficacia e aumenta a resposta a TARV (NUNNARI et al., 2003).
Em 2004, Williams et al., demostraram que a infec¢éo pelo HPgV nao seria capaz de
exercer efeito protetor nos primeiros 12 a 18 meses da soroconversdo do HIV, porém
identificaram uma sobrevida significativamente maior no grupo de coinfectados apos
cinco a seis anos de historia de infeccao por HIV.

O HPgV interfere na progressao do HIV através de mecanismos que nao estao
esclarecidos, especula-se um efeito inibitério direto do HPgV na replicacao do HIV, ou
um efeito potencializador do HPgV na resposta imunoldgica, ou ainda que o HPgV
seja simplesmente um marcador de outro fator nao identificado (XIANG et al., 2004).
A teoria do efeito inibitorio sobre o HIV, leva em conta que ambos os virus replicam-
se em células mononucleares do sangue periférico, a coinfeccdo dessas células,
poderia afetar varios estagios do ciclo de replicacdo do HIV, como a ligacéo e fuséo
as células-alvo da replicacdo; transcricdo reversa; integracdo ao genoma da célula
hospedeira; producdo de pro-virus; transcricdo e morfogénese viral; diminuindo a
replicacdo do HIV sem contudo aumentar a toxicidade celular (XIANG et al., 2001,
2004).

Um mecanismo capaz de explicar o efeito protetor do HPgV em coinfectados
foi realizado in vitro, demostrando que o HPgV induz a secrecao de citocinas RANTES,
proteinas inflamatodrias de macrofagos (MIP1- a e MIP-1B), ligantes do CCR5 e fator
derivado de estroma (SDF-1), ligante do CXCR4, correceptores necessarios para
entrada na célula de cepas do HIV. A inducdo da secrecdo das citocinas bloqueia e
ou reduz o declinio da contagem de TCD4 (XIANG et al., 2004; SILVA, 2012), os
correceptores sdo fatores importantes na transmissao do HIV e na progressao da

infeccdo, devido a dependéncia desses para entrada do virus na célula. O HPgV
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influenciaria na diminuicdo da transmisséo do HIV-1 e consequente progressao da
imunodeficiéncia, justificando um melhor prognéstico (MONDAINA- GIRET et al.,
2009). No estudo realizado por Natermann et al., (2003), foi demostrado que a
glicoproteina E2 do envelope do HPgV, se liga ao receptor CD81 dos linfocitos T,
aumentando também a secrecdo de RANTES. Nos coinfectadas, o efeito protetor,
parece acontecer principalmente durante a fase cronica do HIV, o HPgV parece
proteger os coinfectados de doencas associadas ao HIV (BAILEY et al., 2017).

As respostas imunes especificas mediadas por células T desempenham um
papel importante no controle da infeccéo pelo HIV, essas respostas podem retardar a
progressédo da doenga (BAGGIO-ZAPPIA, et al.,2011). Assim o efeito indireto do
HPgV sobre a progressao do HIV através da melhora da resposta imune, poderia ser
explicado por uma reagéo cruzada, a infeccéo pelo HPgV estabelecida, levaria a essa
resposta T citotdxica mais intensa contra o HIV, apresentando maior controle sobre a
replicacéo da infeccdo mais recente, pessoas com essa resposta direta contra o HIV,
apresentam geralmente progressao mais lenta (MOISER, CHISARI, 2002; CAMPOS,
2011)

No Brasil, Maidana-Giret et al., (2009), observaram uma correlagdo positiva
entre a carga viral do HIV e a porcentagem de células TCD8 + CD38 e também que a
viremia pelo HPgV se associava a diminuicdo de CD38 nos linfocitos TCD4, TCDS8 e
também de CCR5 nos linfocitos TCD8, independente da carga viral do HIV-1,
concluindo que essa associagcdo celular poderia constituir um dos mecanismos
envolvidos na protecdo conferida por esse virus. A figura 3, sintetiza os postulados

sobre a acao que o HPgV exerce nos pacientes coinfectados com HIV.
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Figura 3- Mecanismos postulados sobre a acéo que o HPgV exerce nos pacientes coinfectados com
HIV
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Proteinas do HPgV parecem participar na regulacdo e morte celular
programada, a HP5V NS5A apresenta resisténcia ao interferon, atividade
antiapoptotica e imunomoduladora. Conclui-se que os linfécitos T em individuos com
HPgV, apresentam menor expressdo do receptor associado com a ativacdo de
apoptose em células T, o que poderia promover a infec¢éo persistente do HPgV nestas
células e um efeito positivo no resultado clinico do HIV.

Um estudo realizado em 2012 teve como objetivo analisar a expressao de
citocinas em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) durante a infec¢céo
por HPgV in vivo, e o nivel de de citocinas in vitro, utilizando linhagens de linfécitos T
que expressaram a proteina NS5A do HPgV. Foi demostrado in vitro que a proteina
NS5A regula negativamente também citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, sugerindo que
a infeccdo HPgV, particularmente a proteina NS5A, modula expressao de citocinas
em células T (RYDZE et al.,2012).

2.5 Interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10)

A diminuicao de citocinas do perfil Thl, relacionadas a resposta imune inata,
efetiva na defesa contra protozoarios, bactérias intracelulares e virus, e o aumento da
producao de citocinas do perfil Th2, relacionadas a resposta imune adaptativa, efetiva

contra os helmintos e bactérias extracelulares (SPELLBERG, 2001), esta diretamente
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associado a progressao da infeccéo pelo HIV para a aids. A manutencéo do perfil de
resposta Thl é fundamental para melhor evolugéo do sistema imune dos infectados,
através do aumento de linfocitos TCD4, diminuicdo da carga viral e das complicacées
da infeccao, levando a um melhor progndéstico (CAMPOS et al., 2010). Além disso, o
HPgV através da ativagdo do sistema enddgeno interferon, resulta no controle parcial
da replicacdo do HIV, dessa forma um efeito anti-inflamatério nos coinfectados é
descrito na fase cronica da infeccdo (LALLE et al., 2008; MOTA et al., 2016).

Na coinfeccao, estudo realizado por Nunnari et al., (2003) sobre o perfil de
citocinas procuraram explicar a acdo do HPgV em PVHA, destacando a regulacao
ascendente das citocinas Thl e a regulacdo negativa das citocinas Th2, levando a um
perfil associado a melhores resultados para coinfectados. A viremia do HPgV na
coinfeccdo com o HIV esta associada a resposta Thl estavel. Em individuos
monoinfectados pelo HIV, ha diminuicdo das citocinas Thl e aumento ao longo do
tempo de citocinas Th2 sugerindo melhora na imunidade inata e diminuicdo da
eficiéncia da transcricdo do HIV integrada ao genoma do hospedeiro.

O HPgV parece desempenhar um mecanismo capaz de inibir a replicacdo do
HIV, através da alteracao das concentracfes das citocina/quimiocina (BLACKARD, et
al., 2017). Em PVHA ha aumento de IL-4, citocina que possui efeitos anti-inflamatorios,
produzida por linfécitos TCD4+, mastocitos e basofilos, sendo a principal responsavel
pela producéo de anticorpos IgE e desenvolvimento de células Th2 a partir de células
TCD4+ (DA SILVA, 2007). A difenciagao da resposta Th2 e da IL-10, sintetizada
principalmente por células TCD8 e por células dos perfis ThO, Thl, Th2, linfécitos B,
mastocitos e mondcitos, atua também como um fator facilitador da evasdo imune viral
e vem servindo como um fator de progressao para a aids (BENJAMIN et al. 1992;
POLIZZOTTO, et al., 2013).

A resposta celular na progressédo da infeccdo pelo HIV, esta associada ao
predominio da presenca de linfocitos T auxiliares, capazes de produzir um padréo de
resposta Th2, como a IL-4 e IL-10. Estudo que avaliou a concentracdo de IL-4 e a IL
10 em 150 mulheres infectadas com HIV, sendo 70 coinfectadas com HPgV, mostrou
niveis de IL-4 mais baixos em monoinfectadas e as concentracdes da IL-10 ndo se
mostraram associadas entre coinfectadas e monoinfectadas por HPgV (SHING,
BLACKARD et al., 2017).
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Um estudo envolvendo 30 pacientes coinfectados e 30 pacientes
monoinfectados, avaliou os niveis de citocinas no intervalo de 100 a 300 dias apos a
transfusdo sanguinea por ativacdo viral do HPgV. As concentracfes de II-4 e IL-10
foram mais baixas nos coinfectados . A IL-10 mostrou associacao significativa com a
carga viral do HIV, independente do uso da TARV e a IL-4 com a carga viral do HIV.
Os autores sugeriram um mecanismo independente de HPgV, que leva a diminuicédo
da inflamacé&o e a melhora do resultado da doenca do HIV em coinfectados (LANTERI
et al., 2014).

Considerando que até o momento as interagcdes imunoldgicas e o possivel
efeito protetor da interagdo entre o HIV e o HPgV né&o foram totalmente elucidadas;
pelo pequeno numero de estudos sobre a concentracao das citocinas e a participacao
destas no perfil inflamatorio, a quantificacdo e as associagdo com a carga viral e com
a contagem de linfécitos TCD4, podera fornecer melhor entendimento da influéncia

dessa coinfecgao.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Comparar as concentracfes séricas da IL-4 e IL-10 em pessoas coinfectadas
HIV/HPgV e monoinfectadas pelo HIV, e verificar a associagao entre as concentragdes

dessas citocinas com a carga viral do HIV e do HPgV, e a contagem de linfécitos

TCDA4.
3.2 Objetivos Especificos
Em pessoas coinfectadas HIV/HPgV e em monoinfectadas pelo HIV:
» Determinar as concentracdes séricas das interleucinas IL-4 e IL-10;

» Verificar a associagao entre os niveis de IL-4 e IL-10 com a carga viral do HIV,

do HPgV e a contagem de linfocitos TCD4;
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho, populacédo e local de estudo

Trata-se de um estudo analitico do tipo caso-controle, onde foram definidos
como casos PVHA coinfectadas pelo HPgV e controles PVHA, acompanhados no
periodo de 2011 a 2015 no Ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do
Hospital das Clinicas (HC) da UFPE, em ambos os grupos os pacientes eram maiores
de 18 anos de ambos os sexos. Dados referentes a carga viral do HIV, carga viral do
HPgV e contagem de linfocitos TCD4, assim como as amostras sanguineas utilizadas
para dosagens de citocinas foram provenientes do banco de dados e amostras do

Setor de Virologia do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE.

4.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas na pesquisa pessoas com diagndstico soroldgico da infeccéo
pelo HIV, estabelecido de acordo com a portaria n°® 151, de 14 de outubro de 2009
(BRASIL, 2009) com HPgV RNA positivo, através da RT-PCR em tempo real realizada
em conjunto com o Ag Path-ID™ One-Step RT-PCR kit (Applied Biosystems) (ALVES-
SOUZA et al.,2012).

4.1.2 Critérios de exclusdo
PVHA menores de 18 anos e gestantes.
4.2 Categorizacao das Variaveis

4.2.1 Variaveis dependentes

Variavel Defini¢cdo conceitual Categorizacao
Coinfectados HIV/HPgV Pessoas coinfectadas por 1. Sim
HIV/HPgV 2. Nao
Monoinfectados pelo HIV Pessoas monoinfectadas pelo 1.Sim
HIV 2. Néo




4.2.2 Variaveis Independentes
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amostra sanguinea, expressa em
numero de células.

Variavel Definicdo conceitual Categorizacéo
Sexo bioldgico. Variavel nominal 1.Masculino
Sexo P L
dicotdmica. 2.Feminino
Intervalo de tempo transcorrido desde a 1.18-39
Idade data do nascimento até a data de 2. 40-59
realizacdo da coleta sanguinea (anos) 3.>60
Quantificacdo de linfécitos T CD4,
. _ referida no prontuario do paciente e 1. <350
Contagem de linfocitos T realizada no periodo maximo de trés 2 350- 500
CD4 meses anteriores a data da coleta da '3 ~ 500

Carga viral do HIV-RNA detectavel ou
nao no soro do paciente, referida no
Carga viral do HIV prontuario do paciente e realizada no
periodo maximo de trés meses
anteriores a data da coleta sanguinea.

1.Detectavel > 20
cépias
2.Indetectavel

< 20 cépias

Carga viral do HPgV detectavel ou ndo

iral do HPgV i
Carga viral do HPg no soro do paciente.

Variavel continua

Concentracfes séricas de cada

IL-4 paciente. Expressa em pg / mL.

Variavel continua

ConcentragOes séricas de cada

IL-10 paciente. Expressa em em pg / mL.

Variavel continua

4.3 Armazenamento das amostras

Todas as amostras estavam armazenadas em freezers a -20°C na soroteca do

Setor de Virologia do LIKA-UFPE.

4.4 Quantificacao das citocinas

A gquantificacdo das citocinas foi realizada por cytometric bead array (CBA)

utilizando kits comerciais Becton Dickinson (BD) no citbmetro BD FACSCalibur™, em

colaboragédo com o Setor de Imunopatologia do IAM/Fiocruz. Para cada dosagem das

citocinas (IL-4, IL-10) foram utilizados 25uL de soro (ndo diluido), com limite de

deteccao entre 2- 2.500 pg / mL.
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4.5 Andlise estatistica

Para as analises estatisticas foi empregado o teste de Mann Whitney para as
variaveis continuas e foi considerado como significante um valor de p < 0,05. As
analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism (versdo 6.0, San
Diego, California, EUA).

4.6 Consideracfes éticas

A pesquisa faz parte de um projeto maior intitulado “Coinfec¢do GB-virus C e
HIV em Pacientes acompanhados no Servigo de Doengas Infecciosas e Parasitarias
do HC-UFPE em 2011”, e foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Satude da UFPE (CAAE-0276.0.172.000-11) e pela Comisséo de Etica
para Analise de Projeto de Pesquisa 232/2011 CEP-CCS.
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5 RESULTADOS

CONCENTRACOES SERICAS DAS INTERLEUCINAS 4 E 10 EM
PACIENTES COINFECTADOS HIV/HPgV

RESUMO

A interagcdo entre o HPgV e o HIV esta associada a maior sobrevida nos
coinfectados e diminuicdo da progressao para a aids. O HPgV parece desempenhar
um mecanismo de interacdo com o HIV, destacando a regulacdo ascendente das
citocinas Thl e negativa das citocinas Th2, como a diminuicdo da IL-4 e IL-10,
favorecendo um melhor prognéstico para as PVHA. O objetivo desse estudo foi
comparar as concentragfes séricas da IL-4 e IL-10 em pessoas coinfectadas
HIV/HPgV e monoinfectadas pelo HIV, e verificar a associacao entre as concentracoes
dessas citocinas com a carga viral do HIV e do HPgV, e a contagem de linfécitos
TCDA4. Trata-se de um estudo tipo caso-controle, realizado com 105 pacientes
atendidos no Hospital das Clinicas da UFPE, com média de idade de 40,5 anos, 54%
(57/105) eram homens. A quantificacéo das citocinas foi realizada por cytometric bead
array (CBA). Entre os pacientes 70 eram monoinfectados pelo HIV e 35 eram
coinfectados HIV/HPgV, a mediana da carga viral do HIV foi mais elevada no grupo
de pacientes monoinfectados, a de linfocitos TCD4 apresentou-se semelhante nos
dois grupos. As médias das concentragfes da IL-4 e IL10 foram mais elevadas nos

pacientes coinfectados, a IL-4 apresentou valores significativos (p=0.0013).

Palavras-chave: HIV. Coinfec¢éo. Citocinas. Imunologia.

1 INTRODUCAO

A coinfeccdo Pegivirus humano (HPgV) e HIV apresenta uma prevaléncia
mundial de 17% a 89% de acordo com a regido estudada 123456.7.89

A interacao HIV/HPgV foi inicialmente proposta por Toyoda e Heringlake (1998)
10.11 " que relataram que os pacientes com RNA do HPgV tinham menor incidéncia de

aids, sugerindo que esta interacdo seria capaz de retardar a progressao do HIV. Os
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individuos coinfectados apresentam diminuigéo dos indices de mortalidade e melhora
nas condi¢cdes clinicas, com reducdo da carga viral e aumento da contagem de
linfécitos TCD4 412,

A diminuicdo das complicacbes associadas a infeccdo pelo HIV, estdo
relacionadas a resposta imune Thl, importante ao retardamento do desenvolvimento
da aids 3. A importancia dessa resposta em relacéo a resposta Th2 demonstra que a
progressédo da doenca esta correlacionada com diminui¢do de citocinas do perfil Thl
e aumento de citocinas do perfil Th2 314,

Em PVHA, o aumento das concentrac¢des de citocinas do perfil Th2, como a IL-
4 e a IL-10, esta associado a uma progressdo para a aids °. Um efeito protetor foi
relatado na coinfeccdo HIV/HPgV, devido a diminuicdo da inflamacdo com
consequente melhora na evolugdo da doenca . Niveis mais baixos de IL-4 foram
associados a coinfecgdo, entretanto néo foi encontrada associagdo da IL-10 7.

Considerando que o HPgV pode influenciar ou modular a resposta imune do
hospedeiro, e pela falta de consenso na literatura sobre o efeito IL-4 e IL- 10 nessa
coinfeccao, o objetivo deste estudo foi determinar as concentracdes séricas da IL-4 e
IL-10 em coinfectados HIV/HPgV e monoinfectados pelo HIV. E verificar a associacao
das concentracdes de IL-4 e IL-10 com a carga viral do HIV e do HPgV e contagem
de linfécitos TCDA.

2 METODOLOGIA

2.1 Desenho, populacéo e local de estudo

Trata-se de um estudo analitico do tipo caso-controle, onde foram definidos
como casos pessoas coinfectadas HIV/HPgV, e controles pessoas monoinfectados
pelo HIV. Os participantes do estudo eram acompanhados no Ambulatério de Doencas
Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC-UFPE). As amostras de soro utilizadas no estudo foram
provenientes da soroteca do Setor de Virologia do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami - LIKA/UFPE. Dados referentes ao sexo, idade, carga viral do HIV, carga

viral do HPgV realizada através da RT-PCR em tempo real, e contagem de linfocitos
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TCDA4 foram provenientes do banco de dados do setor mencionado. Este estudo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UFPE (CAAE: 0276.0.172.000-11).

2.2 Quantificacéo das citocinas

A quantificacdo das citocinas foi realizada por citometria de fluxo, utilizando
o método cytometric bead array (CBA) com kits comerciais Becton Dickinson (BD) no
citbmetro BD FACSCalibur™, em colaboracdo com o Setor de Imunopatologia do
Instituto Aggeu Magalhdes — Fundagdo Oswaldo Cruz. Para cada dosagem das
citocinas (IL-4, IL-10) foram utilizados 25uL de soro (ndo diluido), com limite de

deteccéo entre 2- 2.500 pg / mL.

2.3 Andlise estatistica

As analises das concentracdes das citocinas, contagem de linfocitos TCD4
e analise da carga viral do HIV e HPgV foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney.
As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism (verséo 6.0,
San Diego, California, EUA).

3 RESULTADOS

Participaram do estudo 105 pessoas, no periodo de 2011 a 2015, com
média de idade de 40,5 anos (+9,2), dos quais 54% (57/105) eram do sexo masculino.
Entre os participantes 70 eram monoinfectados pelo HIV, com 38% (27/70)
apresentando carga viral do HIV detectavel; dos 35 coinfectados HIV/HPgV,
48%(17/35) estavam com carga viral do HIV detectavel. A tabela 1 mostra a carga
viral do HIV e HPgV, a contagem de linfécitos TCD4 e as concentracdes de IL-4 e IL-
10.
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Tabela 1 — Carga viral do HIV e HPgV, contagem de linfocitos TCD4 e concentracdes da IL-4 e IL-10

HIV (n=70) HIV/HPgV Valor de p!
(n=35)
CV HIV2 (copias/mL) 1.971 (51-500.000)3 600 (56-28.376) 0.2328
CV HPgV? (copias/mL) - 621.3 (5.0 — 7.181)® -
LTCD4* (células/mm?) 552.5 (135-2.107)® 555 (158 — 1.143) 0.8199
IL-4 (pg/mL) 1.379° 3.722 0.0013
IL-10 (pg/mL) 2.4375 3.941 0.5743

Lvalor de p obtido pelo teste de Mann Whitney; 2Carga viral; valores correspondentes a mediana; *
Linfécitos TCD4; Svalores correspondentes a média.

3 DISCUSSAO

A presente pesquisa comparou as concentracdes séricas da IL-4 e IL-10 em
coinfectados HIV/HPgV e monoinfectados pelo HIV, e avaliou a associacao com carga
viral do HIV e do HPgV e a contagem de linfécitos TCD4. Estudos tém associado a
viremia do HPgV com a maior sobrevida nos coinfectados pelo HIV, melhorando a
resposta imune e eficacia da terapia antirretroviral (TARV) 5. O HPgV parece interferir
na progressao do HIV para aids por mecanismos néo esclarecidos, especula-se que
h& um efeito inibitério direto, potencializador ou protetor da resposta imunoldgica, ou
ainda outro fator ndo identificado 8. Além disso, estudo in vitro demostrou que a
proteina NS5A do HPgV regula negativamente as citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
sugerindo que ha modulagéo da expresséo de citocinas em células T 1°.

A resposta imune celular mediada por células T desempenha papel importante
no controle da infeccéo pelo HIV, retardando a progressédo da doenca?. O efeito
protetor indireto do HPgV na coinfec¢cdo HIV/HPgQV poderia ser explicado por uma
reacdo T citotdxica cruzada levando a uma resposta imune mais intensa, com maior
controle sobre a replicacédo do HIV 321, O HPgV parece desempenhar um mecanismo
capaz de inibir a replicacédo do HIV, através da modulacao das concentracfes séricas
de citocinas/quimiocinas?’.

A populacdo de coinfectados estudada apresenta semelhancas com outros
estudos, quanto a média de idade de 40,5 anos, corroborando com a pesquisa
realizada no Rio Grande do Sul, que foi de < 50 anos'?. Em estudo realizado em S&o

Paulo 4, a média de idade foi de 32 anos. Em relagdo ao género, a maior parte dos
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participantes eram homens, sendo esses 0S mais expostos aos fatores de risco
relacionados a infec¢des sexuais.

A reducdo da carga viral do HIV parece estar associada a presenca do HPgV e
melhora da sobrevida entre os pacientes coinfectados 2216, A andlise da carga viral
do HIV na pesquisa ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos, porém esta
mostrou-se menor nos coinfectados, sugerindo uma possivel reducdo devido a
presenca do HPgV. Em estudo realizado com pacientes coinfectados e
acompanhados ao longo dos anos, mostrou que durante a viremia do HPgV, houve
uma correlacéo inversa entre a carga viral do HIV e do HPgV 6. Em nossa pesquisa
nao foi possivel essa observagdo, uma vez que a carga viral do HPgV foi mensurada
apenas uma Unica vez, constituindo uma limitacdo do estudo.

Assim como a carga viral do HIV, o aumento da contagem de TCD4 na
coinfeccao esta relacionado com a melhora da resposta imune e melhor progndstico
2322 Em nosso estudo, ndo foi observada diferencas nas contagens de TCD4 entre
0S grupos, ressaltando que todos os pacientes estavam sob TARV. Em um estudo de
coorte, apenas 58% dos pacientes estavam sob TARV e esse mesmo estudo ndo
encontrou associacdo do TCD4 com a coinfeccdo HIV/HPgV ?2. Por outro lado,
estudos que acompanharam os pacientes ao longo do tempo, observaram aumento
significativo da contagem de TDC4 entre os coinfectados 242516

Estudo mostrou que baixas concentracfes de citocinas e quimiocinas sao
encontradas na coinfeccédo HIV/HPgV, sugerindo um efeito anti-inflamatério e protetor
16, Em nosso estudo, as médias das concentracdes da IL-4 foram significativamente
mais elevadas nos pacientes coinfectados (p=0,0013), contrariamente as baixas
concentracbes encontradas em outro estudo '’. A IL-10 ndo se mostrou associada a
coinfeccao HIV/HPgV, de forma semelhante Blackard et al., (2017) ndo encontraram
associacao entre a IL-10 e a coinfeccéo.

Em concluséo, nossos resultados néo evidenciaram o efeito anti-inflamatério e
protetor da IL-4 e IL-10 na coinfeccéo HIV/HPgV, popis ambas apresentaram valores
menores em monoinfectados. Ressaltamos que os pacientes do estudo ndo foram
acompanhados ao longo do tempo, o que poderia elucidar a possivel associacao entre

essas citocinas e a coinfeccao.
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6 CONCLUSOES

* As médias das concentracdes da IL-4 foram significativamente mais elevadas
nos pacientes coinfectados em comparacdo aos monoinfectados;

* As médias das concentracbes da IL-10 foram mais elevadas nos pacientes
coinfectados, embora ndo tenham apresentado significancia estatistica;

* As concentracdes de citocinas ndo se mostraram associadas a carga viral do
HIV e HPgV e a contagem de linfécitos TCDA.
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ABSTRACT

The interaction between HPgV and HIV is associated with greater survival
in coinfected patients and decreased progression to AIDS. HPgV seems to play a
mechanism of interaction with HIV, highlighting the upward regulation of Th1 cytokines
and negative Th2 cytokines, such as the decrease of IL-4 and IL-10. The aim of this
study was to determine the serum concentrations of IL-4 and IL-10 in HIV/HPgV
coinfected and HIVmonoinfected individuals, and to verify the association between the
concentrations of these cytokines and the HIV and HPgV viral load, of TCD4
lymphocytes. It is a casecontrol study, carried out with 105 patients attended at the
Hospital das Clinicas of Federal University of Pernambuco, with a mean age of 40.5
years, 54% (57/105) were men. Quantification of cytokines was performed by
cytometric bead array (CBA). Among the patients 70 were monoinfected by HIV and
35 were HIV/HPgV coinfected, the median HIV viral load was higher in the

monoinfected group, the CD4 + lymphocyte group was similar in both groups. The
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mean concentrations of IL-4 and IL-10 were higher in coinfected patients, IL-4

presented significant values (p = 0.0013).

Keywords: HIV. HPgV. Coinfection.Cytokines.

1 INTRODUCTION

The Human pegivirus (HPgV) and Human Immunodeficiency Virus (HIV)

coinfection presents a 17% to 89% worldwide prevalence according to the region

1,2,3,4,5,6,7,8,9

The HIV and HPgV interaction was proposed by Toyoda and Heringlake (1998) 1011,
who reported that patients with HPgV RNA had a lower incidence of AIDS, suggesting
that this interaction would be able to delay the progression of HIV. The coinfected
individuals present a decrease in mortality rates and an improvement in clinical
conditions, with a reduction in viral load and an increase in TCD4 lymphocyte count #
The decrease in complications associated with HIV infection are related to the Thl
immune response, which is important to retard the development of AIDS3. The
importance of this response to the Th2 response demonstrates that disease
progression is correlated with decreased Th1l profile cytokines and increased Th2

profile cytokines 1314

In HIV/HPgV coinfected individuals, the increase in Th2 profile cytokines, such as IL-
4 and IL-10, is associated with a progression to AIDS °. A protective effect was
reported in this coinfection, due to the decrease of the inflammation with consequent
improvement in the evolution of the disease in coinfected individuals ° Lower levels of
IL-4 were associated with coinfection, but no association was found for IL-10 7.
Considering that HPgV may influence or modulate host immune response, and
lack of consensus in the literature on the IL-4 and IL-10 effect in this coinfection, the
aim of this study was to evaluate the serum concentrations of IL-4 and IL-10 in
HIV/HPgV coinfected patients and HIV monoinfected. We also verify the association of
IL-4 and IL-10 concentrations with HIV and HPgV viral load and TCD4 lymphocyte

count.
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2 METHODOLOGY

2.1 Design, population and place of study

It is an analytical study of the case-control type, where HIV/HPgV coinfected
individuals and HIV-infected individuals were defined as cases and control,
respectively. The study participants were followed up at the Infectious and Parasitic
Diseases Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas of the Federal University of
Pernambuco (HC-UFPE). Serum samples used in the study were obtained from the
Virology Sector of the Laboratory of Immunopathology Keizo Asami - LIKA / UFPE.
The data regarding sex, age, HIV and HPgV viral load, TCD4 lymphocyte count were
obtained from the mentioned sector database. This study was approved by the
research ethics committee of UFPE (CAAE: 0276.0.172.000-11).

2.2 Cytokines quantification

Cytokine quantification was performed by cytometric bead array (CBA) with
commercial Becton Dickinson (BD) kits on the BD FACSCalibur™ cytometer, in
collaboration with the Immunopathology Department of the Aggeu Magalhaes Institute
- Oswaldo Cruz Foundation. For each cytokine dosage (IL-4, IL-10), 25uL of serum

(undiluted) was used, with a 2- 2,500 pg/mL detection limit.
2.3 Statistical analysis

Cytokine concentrations, TCD4 lymphocyte count and HIV and HPgV viral load
analysis were performed by the Mann-Whitney test. Statistical analyzes were
performed in the GraphPad Prism program (version 6.0, San Diego, California, USA).
3 RESULTS

The study included 105 people with a mean age of 40.5 years (x 9.2), of which

54% (57/105) were male. Among the participants, 70 were HIV monoinfected, with
38% (27/70) presenting detectable HIV viral load, and 35 HIV/HPgV coinfected, of
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which 48% (17/35) had a detectable HIV viral load. Table 1 shows the HIV and HPgV

viral load, TCD4 lymphocyte count and IL-4 and IL-10 concentrations.

Table 1 - Concentrations of IL4 and IL10, ALT dosage, AST, TCD4 lymphocyte count

HIV (n=70) HIV/HPgV 1
(n=35) p-value
HIV VL2 (copias/mL) 1.971 (51-500.000)° 600 (56-28.376) 0.2328
HPgV VL2 (cpias/mL) - 621.3 (5.0 — 7.181) -
TCD4 count (células/mm?) 552.5 (135-2.107)3 555 (158 — 1.143) 0.8199
IL-4 (pg/mL) 1.379* 3.722 0.0013
IL-10 (pg/mL) 2.437* 3.941 0.5743

Ip-value obtained by the Mann Whitney test; 2Viral load; 3values corresponding to median; *
values corresponding to mean.

4 DISCUSSION

The present study evaluated the IL-4 and IL-10 serum concentrations in
HIV/HPgV coinfected and HIV monoinfected individuals, and verified the association
with HIV and HPgV viral load and TCD4 lymphocyte counts. Studies have associated
HPgV viremia with the highest survival in HIV coinfected patients, improving the
immune response and efficacy of antiretroviral therapy (ART) °. HPgV interferes in the
HIV progression to AIDS by unclarified mechanisms, it is speculated that there is a
direct HPgV inhibitory effect, potentiating or protecting the immune response, or
another unidentified factor '8, In addition, an in vitro study has shown that the HPgV
NS5A protein regulates negatively IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13 cytokines, suggesting
that there is modulation of cytokine expression in T cells 1°
The T cell-mediated immune response plays an important role in the control of HIV
infection, slowing the progression of the disease 2°. The indirect protective effect of
HPgV on HIV/HPgV coinfection could be explained by a cross-cytotoxic T reaction
leading to a more intense immune response with greater control over HIV replication
213, HPgV appears to play a mechanism capable of inhibiting HIV replication by
modulating serum cytokine/chemokine concentrations ’

The HIV/HPgV coinfected population studied is similar to other studies in
relation to the mean age of 40.5 years, corroborating with the research done in Rio

Grande do Sul, which was <50 years old *? In a study in S&o Paulo, the mean age was
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32 years 4 Regarding gender, the majority of the participants were men, who were the
most exposed to the risk factors related to sexual infections.

A lower HIV viral load is associated with the presence of HPgV and
improved survival between coinfected patients 2216 Analysis of the HIV viral load in the
present study showed no significant difference between the groups, however, this was
shown to be lower in the HIV/HPgV coinfected patients, suggesting a possible
reduction due to the presence of HPgV. In a study conducted with HIV/HPgV
coinfected patients and monitored over the years, it was shown that after the diagnosis
of HPGV there was an inverse correlation between HIV viral load and HPgV*®. In our
study, this observation was not possible, since viral load was measured only once,
constituting a limitation of the study.

As HIV viral load, increased TCD4 lymphocyte count in coinfection is related
to improved immune response and better prognosis 2322 In our study, no differences
were observed in the TCD4 counts between the groups, emphasizing that all patients
were under ART. In a cohort study, only 58% of the patients were undergoing ART and
this study also found no association of TCD4 counts with HIV/HPgV coinfection 2> On
the other hand, studies that accompanied patients over time, observed a significant

increase in TCD4 counts among coinfected patients 242516

A study showed that low concentrations of cytokines and chemokines are
found in HIV/HPgV coinfection, suggesting an anti-inflammatory and protective effect
16 In our study, mean IL-4 concentrations were significantly higher in coinfected
patients (p = 0.0013), contrary to the low concentrations found in the study of Blackard
et al.,, 2017 17 IL-10 was not shown to be associated with HIV / HPVV coinfection,
similarly 1 found no association between IL-10 and coinfection.

In conclusion, our results did not evidence the IL-4 and IL-10 anti-
inflammatory and protective effect on HIV/HPgV coinfection. We emphasize that the
study patients were not followed up over time, which could elucidate the possible

association between these cytokines and coinfection.
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