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RESUMO
Costa DA. Impacto da infecgdo incidente pelo GBV-C na ativagdo celular em
pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) [Tese]. Sdo

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2017.

A epidemia HIV/AIDS é um grave problema de satde enfrentado no Brasil e no mundo.
Desde o surgimento do virus, na década de 80, muitos esforgcos foram realizados para
esclarecer o curso da infeccdo que resulta no comprometimento do sistema imune em
individuos sem tratamento. A ativacdo imune crénica pode levar a um status de
imunossenescéncia exacerbada, morte celular, alteracdo da resposta imune e uma
imunodeficiéncia generalizada. Percebe-se que diversos fatores do hospedeiro
interferem na progressdo para Aids, como delecdo de 32 pares de base do gene CCR5
(CCR5A32), perfis de HLA desfavoraveis (*B35) e coinfecgdes, principalmente
citomegalovirus, tuberculose e hepatites B e C. Estudos recentes com o GBV-C,
pertencente a familia Flaviviridae, género Pegivirus, possibilitaram uma nova
perspectiva no entendimento do curso da infeccdo causada pelo HIV, uma vez que
nenhuma doenca foi relacionada a presenca do virus GB tipo C, além de promover um
atraso na progressdo para a Aids e aumento da sobrevida dos pacientes portadores do
virus. Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de ativacdo, senescéncia e
exaustdo celular em individuos recém-infectados pelo HIV-1 e coinfectados pelo GBV-
C. Foram investigados a contagem de linfocitos T CD4+ e CD8+, razdo CD4/CDS8,
presenca do GBV-C e HIV-1, além da analise da expressdo de marcadores de ativacao
(CCR5, CD38 e HLA-DR), senescéncia e exaustdo celular (PD-1, CD95, CD57 e
CD28). Diante dos critérios de inclusdo do estudo, foram selecionados nove pacientes
com infeccdo persistente com o virus GBV-C para o grupo 1 (HIV-1+/GBV-C+), e oito
pacientes sem viremia para GBV-C foram incluidos no grupo 2 (HIV-1+/GBV-C-),
sendo a média de idade dos pacientes selecionados de 31,6 e 31,7 anos,
respectivamente, sexo masculino e homens que fazem sexo com homens (HSH). Na
visita de inclus@o no estudo (V1) nenhum dos dados analisados (células T CD4+ e
CD8+, carga viral e razdo CD4/CD8) apresentou diferenca estatistica, assim como 0s
marcadores de ativagdo, senescéncia e exaustdo celular. Na andlise longitudinal da

diferenca (AVn-V1), percebeu-se uma diminuicdo dos marcadores de ativacdo e



vii

senescéncia no grupo HIV-1+/GBV-C +, sem significancia estatistica entre esses dados.
Foi observado, contudo, que houve uma diminuicdo de células T CD4+ e CD8+ naive
no grupo HIV-1+/GBV-C+, também notou-se reducdo na subpopulacdo de células T
CD8+ naive e memdria central expressando CD28, houve uma diminui¢do das
subpopulacBes de memdria intermediaria e efetora terminal, assim como na
subpopulacéo efetora terminal expressando HLA-DR+, no grupo HIV-1+/GBV-C+. Os
resultados demonstraram que a infeccdo pelo GBV-C reflete na diminuicdo da
estimulagdo imune, ativacdo celular e também na reducéo de marcadores de senescéncia
e exaustdo celular nas subpopulacdes de células T, sugerindo um envolvimento na

modulag&o da progressao do HIV.

Descritores: HIV; sindrome de imunodeficiéncia adquirida; coinfeccéo; virus GBV-C;

ativacdo linfocitaria; imunomodulacao.
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ABSTRACT
Costa DA. The impact of GBV-C incident infection on cell activation in human
immunodeficiency virus (HIV)-infected patients. [PhD Thesis]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2017.

The HIV/AIDS epidemic is a serious health problem in Brazil and in the world. Since its
emergence in the 1980s, many efforts have been made to understand this infection,
resulting in a compromised immune system if left untreated. Chronic immune activation
may lead to exacerbated immunosenescence, cell death, altered immune response, and a
generalized immunodeficiency. Several host factors play an important role in the
progression to AIDS, such as the 32 base pairs deletion in the CCR5 gene (CCR5A32),
unfavorable HLA molecules (*B35), and coinfections, mainly cytomegalovirus,
tuberculosis, and hepatitis B and C. Recent studies with the GBV-C (Flaviviridae
family, genus Pegivirus) have provided a new perspective in the understanding of the
HIV infection natural history. GBV-C coinfection delays progression to Aids and
increases patient survival. In addition, no symptoms have been associated to its
occurrence. The aim of this study was to evaluate the profile of cellular activation,
senescence, and exhaustion in recently HIV-infected individuals coinfected with GBV-
C. Patients were selected from a prospective cohort diagnosed with recent HIV-1
infection with known results for levels of CD4+ and CD8+ T lymphocytes, CD4/CD8
ratio, GBV-C plasma levels, HIV-1 plasma viremia, and markers for cellular activation
(CCR5, CD38, and HLA-DR) and senescence and exhaustion (PD-1, CD95, CD28, and
CD57). Nine presented persistent GBV-C infection and were selected for group 1 (HIV-
1/GBV-C+), mean age of 31.6 years. Another set of eight patients without GBV-C
viremia were selected as controls and included in group 2 (HIV-1/GBV-C-), mean age
of 31.7 years. All participants were male, in most cases men who have sex with men
(MSM). At baseline visit (V1), no variable (levels of CD4+ and CD8+ lymphocytes,
viral load, CD4/CD8 ratio, and cellular activation, senescence, and exhaustion markers)
presented no statistical significant differences, suggesting that all selected patients
shared similar characteristics. Longitudinal analysis (A, Vn-V1) revealed a non-
significant decrease in activation and senescence markers for both groups. However, it

was observed a decrease in naive CD4+ and CD8+ T cells in group 1, and also a



reduction in the subpopulations of naive and central memory (CD28+) CD8+ T cells.
The HIV+/GBV-C+ group also presented diminished intermediate memory and terminal
effector subpopulations, as well a decrease in HLA-DR+ terminal effector cells. The
data demonstrate that GBV-C infection results in reduced immune stimulation, cellular
senescence, and cell exhaustion, suggesting an involvement in the modulation of HIV

progression.

Descriptors: HIV; acquired immunodeficiency syndrome; coinfection; GB virus C;

lymphocyte activation; immunomodulation
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1. INTRODUCAO

1L.1HIV

Desde a deteccdo da epidemia do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) na
década de 80 diversos estudos foram realizados na tentativa de elucidar os mecanismos
envolvidos nessa infeccdo, que promove uma doenca cronica, caracterizada por
diminuicdo de linfocitos T auxiliadores (CD4), causando uma imunodeficiéncia
progressiva e generalizada, com presenca de infec¢bes oportunistas (1). Essa doenca é

denominada Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (2).

A defesa contra diversos microrganismos que invadem nosso organismo €
essencial para protecdo de funcdes importantes e qualquer falha nesses mecanismos
pode causar uma série de consequéncias danosas ao corpo humano, pois essa defesa é
formada por células, tecidos, moléculas e barreiras como a pele e mucosas que em
homeostase promovem uma cascata de reacdes que combatem essa invasdo, protegendo
o individuo (3).

No entanto, quando ha uma alteracdo nos processos que levam a resposta imune,
seja por falhas nessa resposta, seja por mecanismos microbianos que prejudicam a
resposta imune, ha vérias consequéncias ao organismo infectado pelo HIV, incluindo

perda do controle da infeccdo, inflamacdo e morte de células e tecidos envolvidos (4, 5).

Diante desse grave problema de saude publica enfrentado no Brasil e no mundo,
ha diversos estudos com o objetivo de esclarecer a os mecanismos envolvidos na doenga
e melhorar as estratégias para o combate dessa infec¢do, buscando uma melhor
qualidade de vida de quase 40 milhdes de pessoas. Segundo dados da OMS
(Organizacdo Mundial da Saude), existem 70 milhGes de pessoas foram infectadas desde
0 comeco da epidemia no mundo, e ja ocorreram mais de 35 milhGes de mortes. Em
2015, foram 2,1 milhGes de novas pessoas infectadas, somente no Brasil estima-se que
no ano de 2015, 830.000 mil brasileiros estavam infectados com o virus o HIV e
detectados 44.000 novos casos e 15.000 mortes (6).

O HIV pertence a familia Retroviridae, género lentivirus e possui dois tipos,
quais sejam: HIV tipo 1 e HIV tipo 2, prevalece o tipo 1 como causador da epidemia
global. O genoma deste virus possui 9,2 kb, € constituido por duas fitas de RNA

envolvidas por uma camada de proteinas com envelope, sendo formado por uma
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sequéncia LTR nas suas duas extremidades, que regula a expressdo genética e a

integracdo do virus no hospedeiro.

Além disso, a por¢do gag codifica as proteinas virais e a env codificam as
glicoproteinas gp120 e gp41 do envelope. Por outro lado, a porcao pol é responsavel
pela transcriptase reversa, pela integrase e por enzimas importantes para a replicagéo
viral. Os genes tat, rev, vif, nef, vpr e vpu, codificam proteinas regulatdrias e acessorias
(7) Figura 1.

RNA Viral g ) ntegrass,

f) Transcriptase reversa,
p66

Q Protease,
=

Bicamada lipidica

Nucleocapsidio,
pT
Matnz
p17

Capsideo
p24

Fonte: Adaptado de Steckbeck e colaboradores. J Gen Virol. 2013 Jan; 94: 1-109.
Figura 1- Estrutura do HIV.

Muitos esforcos foram feitos ao longo das Ultimas décadas, resultado em varios
avan¢os no combate a epidemia de HIV/AIDS. A disponibilidade de antiretrovirais mais
eficazes proporcionaram melhor qualidade de vida aos individuos infectados pelo HIV.
Apesar desses esforcos, ainda ndo ha cura para a infeccdo, por isso, diversas estratégias
estdo sendo realizadas com o intuito de diminuir o namero de novas infecgdes, como a
Profilaxia Pré-Exposicdo (PrEP), que tem como objetivo proteger os individuos que
tenham maior vulnerabilidade para contrair o HIV por via sexual (8, 9). Outras formas
de tratamento, prevencdo e mecanismos de combate a infeccdo pelo HIV estdo sendo

exploradas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3542723/
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1.2 HIV e a coinfec¢do com GBV-C

Diante dessa epidemia, surgiu uma nova perspectiva quando diversos trabalhos
sugeriram que os pacientes coinfectados com o GBV-C tinham uma progressdo mais
favorével, com sobrevida maior e retardo no desenvolvimento da imunodeficiéncia,
comparado aos individuos infectados somente pelo HIV sem infec¢éo pelo GBV-C (10-
13). Em 1998, Toyoda e colaboradores publicaram um estudo com pacientes
hemofilicos que apresentou uma associacdo favoravel entre GBV-C e o HIV (14). Tais
estudos demonstraram que houve uma significativa melhora no prognéstico desta
coinfeccdo em uma coorte no Japdo e estes pacientes estariam se beneficiando na
progressdo para a AIDS. O HPgV ou GBV-C era um virus desconhecido e passou a
figurar como uma potencial nova estratégia no tratamento da epidemia HIV/AIDS.

Aproximadamente duas décadas atras, o virus denominado Pegivirus humano
(Atualmente HPgV, originalmente chamado de virus GBV-C e/ou virus da Hepatite G)
foi descrito por dois laboratérios independentes em pacientes com hepatite aguda de
etiologia desconhecida (15-17). Ele foi denominado virus da hepatite G devido a
semelhanga gendémica com o virus da hepatite C (HCV), mostrado na figura 2 (18). A
principio, todos os estudos sobre o GBV-C tentaram associar sua infeccdo com
patologias envolvendo doencas hepaticas (19-22). No entanto, estes estudos ndo
demonstraram associacao entre a presenca do GBV-C a nenhum tipo de hepatite e
também ndo foi associado com nenhuma doenca até o momento.

Esta falta de associacdo foi posteriormente explicada quando Fogeda e
colaboradores (1999) demonstraram que o GBV-C é um virus linfotropico e ndo
hepatotropico, como fora suposto (23, 24). Desde 1998, véarios artigos descreveram
efeitos positivos sobre a infeccdo por GBV-C em pacientes infectados pelo HIV,
melhorando seu prognostico e sua sobrevida (10, 11, 14, 25-27). Por isso, as
investigacGes sobre o papel que a infeccdo por esse virus desempenha no curso de
infeccdo pelo HIV aumentaram significativamente, porém detalhes sobre a biologia do
virus e 0s mecanismos pelos quais ela interfere na infeccdo pelo HIV ndo foram
totalmente esclarecidos.

O GBV-C pertence a familia Flaviviridae e ao género Pegivirus, que sdo ubiquos

em mamiferos (28, 29). O seu genoma, de aproximadamente 9400 nucleotideos, é
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composto por uma unica fita de RNA (ssRNA) de sentido positivo, flanqueado por
regides ndo traduzidas (NTR) nas extremidades 3 'e 5' (16, 18). O GBV-C tem uma fase
de leitura aberta (ORF) que codifica uma poliproteina de aproximadamente 3.000
aminoacidos. A poliproteina traduzida é processada por proteases hospedeiras e por
proteases de virus em nove proteinas diferentes: duas proteinas estruturais (E1 e E2) e
sete proteinas ndo estruturais (p5.6, NS2 , NS3, NS4a, NS4b, NS5a e NS5b) (30).
Assim como no HCV, o Pegivirus humano apresenta um local de entrada ribossomal
interna (IRES) em 5'NTR, que recruta subunidades ribossdmicas e fatores de traducao
(31) Figura 2.
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cofactor for NS3

Fonte: Adaptado de Arroyave e colaboradores. Rev Chilena Infectol, 2013; 30(1): 31-4.

Figura 2- (A) Estrutura do genoma do GBV-C. (B) Estrutura do genoma do virus da

Hepatite C. Essa figura mostra a semelhanca entre os dois virus.

Em relacdo a variabilidade genética do virus GBV-C, ha seis genotipos
diferentes descritos no mundo: genétipo 1 predomina na Africa Ocidental, o gen6tipo 2
na Europa e na América, gendtipo 3 na Asia, 0os gen6tipos 4 no sudoeste da Asia, 5 na

Africa do Sul, o genétipo 6 foi encontrado na Indonésia (32-38).
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No Brasil, os estudos genotipicos mostram 0s varios subtipos de GBV-C com
frequéncia entre 8 a 50% entre os subtipos 2a e 2b (39, 40), mostrando uma variacao
que depende de varios fatores, como regido prevalente e estado imunolégico. Um estudo
recente sobre a distribuicdo dos genotipos do GBV-C entre os pacientes brasileiros
infectados pelo HIV-1 determinou que 30% dos pacientes sob terapia antirretroviral
apresentam co-infeccdo com GBV-C com presenca dos subtipos 1 (10%), 2a (41%), 2b
(43%) e 3 (6%) (40).

A infeccdo pelo GBV-C tem uma distribuicdo mundial. Como demonstrado por
varios estudos, é um virus linfotrpico e sua infeccdo ja estd bem caracterizada nos
linfécitos T e B (41), havendo alguns estudos que mostraram a infeccéo deste virus em
macréfagos, mondcitos e células NK (42). Esse virus causa uma infeccdo persistente e
assintomatica com carga viral elevada, estima-se que cerca de 30% das infeccdes
permanecem cronicas, e que em 75% das infec¢fes hd desenvolvimento de anticorpos
neutralizantes ap0s aproximadamente dois anos de infeccdo (43, 44). A proteina E2
indica depuracdo da infeccdo pelo GBV-C e parece conferir protecdo parcial contra
novas infeccBes, na maioria dos casos apresenta viremia detectavel apos a fase aguda de
anticorpos contra a proteina E2 do virus circulante. (45, 46). A producdo de anticorpos e
a cinética de depuracdo do virus permanecem pouco conhecidas, uma vez que poucos
estudos examinaram individuos infectados por um longo periodo. No entanto, varios
mecanismos foram descritos ao longo dos ultimos anos justificando os motivos pelos
quais um virus de RNA (sem intermediarios replicativos de DNA conhecidos) mantém
uma viremia persistente, como regides hipervariaveis de proteina E2, mutacdo em
epitopos de células T e interferéncia de proteinas de virus em sinalizacdo celular (47,
48). Nos paises desenvolvidos, 0 GBV-C ndo foi associado a qualquer doenca grave até
0 momento e ndo faz parte dos testes de rotina do sangue utilizado para doagéo. Estima-
se que 1-5% dos doadores de sangue saudaveis ja tenham sido infectados pelo GBV-C
(12, 49, 50). Nos EUA, estima-se que 1000 individuos sdo infectados diariamente por

derivados de sangue.

Por compartilharem as mesmas vias de infeccao (parenteral, sexual e vertical), a
coinfec¢do do GBV-C e HIV tém uma prevaléncia considerada alta, atingindo até 40%
entre 0s soropositivos para HIV (51-53). Além da alta prevaléncia, em individuos

coinfectados por GBV-C/HIV, a viremia é persistente comparativamente a individuos
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ndo infectados pelo HIV, por varios mecanismos ainda ndo totalmente compreendidos,
relacionados a um melhor prognostico desses individuos (54). A presenca prolongada de
viremia de GBV-C em individuos infectados pelo HIV ja foi associada a uma
diminuicdo da carga viral do HIV, aumentando a contagem de linfocitos T CD4+, e
também, uma melhor resposta ao tratamento antirretroviral (10, 11, 25, 55-57). Nos
casos em que ocorreu a depuracdo da viremia de GBV-C todos esses efeitos protetores
foram perdidos, indicando que € necessaria a persisténcia viral para garantir a protecao
da AIDS (11, 13, 26).

Embora o fendmeno de protecdo GBV-C contra a AIDS tenha sido confirmado
por varios estudos epidemiologicos em larga escala, 0 mecanismo pelo qual esse
pegivirus medeia essa protecdo ndo esta totalmente esclarecido. Varios mecanismos tém
sido propostos ao longo dos anos, tais como alteracbes nas respostas celulares,
mudancas nos niveis de citocinas, bloqueio da expressdo de proteinas de membrana,
reducdo da expressdo de CCR5 e CXCR4, produzindo anticorpos neutralizantes
cruzados (56, 58-60). No entanto, os mecanismos exatos de interacdo da co-infec¢do do
GBV-C com o HIV néo sdo claros. Na Figura 3 mostra-se as interacbes GBV-C e HIV
ja descritas na literatura. Os dois virus infectam as mesmas células (linfocitos T) e
utilizam as mesmas vias de entrada, interegaindo com os coreceptores CCR5 e CXCR4.
Esse mecanismo pode funcionar por competicdo e por bloqueio, como resultado da

producdo de quimiorreceptores.
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Figura 3- Figura ilustrativa dos mecanismos envolvidos na coinfec¢do GBV-C e HIV-1. Varios
mecanismos Sa0 propostos para explicar essa interacdo, mas ainda ndo estdo totalmente
elucidados. No entanto, alguns estudos mostraram alguns co-receptores que podem interferir na
coinfecgdo. 1-O GBV-C conduz ao bloqueio de CCR5 e CXCR4, dificultando a entrada do
HIV-1 2- O virus GBV-C também altera o nivel da razdo Th1/Th2 e aumenta a producéo das
citocinas RANTES, MIP1-a, MIP-1 e SDF-1 por aumento e liberacdo de NS5A que pode
interferir na entrada do virus HIV-1.

Vérios trabalhos sugerem que h& uma interacéo entre 0 GBV-C e o HIV (61-64)
e muitos mecanismos foram descritos nessa interacdo viral. Estudos in vitro
demonstraram diminuicdo do antigeno p24 de HIV na presenga de varias proteinas
isoladas do GBV-C, incluindo motivos de E1, E2, NS3 e NS5A, sugerindo que o GBV-
C interfere diretamente com a replicacdo do HIV (65-68).

Xiang e colaboradores foram os primeiros a descrever uma interacdo entre uma
proteina do GBV-C e a sua interferéncia na replicacdo do HIV. Eles demonstraram que
um segmento de 85-aa da proteina NS5A foi responsavel por induzir a libertacdo de
quimiocina SDF-1 e diminuir a expressdo de membrana de CXCR4, um co-receptor de
HIV (65). Este mesmo grupo, alguns anos mais tarde, demonstrou que a inibicdo da
replicacdo do HIV ndo é caracteristica apenas para a NS5A, mas também para a NS5 da
maioria dos Flavivirus, incluindo o HCV, o virus da dengue, o virus do Nilo Ocidental e

0 virus da febre amarela.

Nesse sentido, Jung e colaboradores, também demonstraram uma diminuicédo da
infeccdo pelo HIV, desta vez, por incubacdo com um heterodimero E1/E2 (69). Eles
demonstraram que as particulas das duas cepas de HIV (R5 e X4), particulas do HIV sédo
inibidas por essas proteinas e o efeito foi perdido quando a cultura foi incubada com

anticorpos contra E2, concluindo que a inibicao estava na fase de entrada viral.

Do mesmo modo, Mohr e colaboradores também descreveram anticorpos
neutralizantes contra um motivo estrutural da proteina E2 do GBV-C, que interagem
com particulas de retrovirus, independentemente das glicoproteinas do envelope do HIV
(60). Varios estudos tém tentado elucidar os mecanismos pelos quais E2 promove a
inibicdo da replicagdo do HIV, visando o desenvolvimento de um peptideo sintético que
pode mimetizar esses efeitos (60, 70). Bhattarai e colaboradores caracterizaram a

viremia GBV-C no soro através da glicoproteina E2 do envelope, uma vez que a
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expressdo de E2 inibiu a ativacdo mediada por TCR de Lck nos pacientes infectados
pelo HIV.

George e colaboradores descreveram que a NS3, uma serina protease que inibe a
replicacdo do HIV que expressam em uma linhagem de células T CD4+ causa inibicéo
significativamente dose-dependente da replicacdo do HIV, que foi ainda maior quando
da adicdo do complexo NS4A ou NS4A/B, mas estes ndo diminuiram a expressdo das
moléculas CD4 ou CXCR4. Além disso, eles mostraram que quando a serina catalitica
foi silenciada por uma alanina, tanto a inibi¢cdo do HIV quanto a atividade da protease
foram perdidas. (71). NS5A e NS3 séo duas proteinas de superficie do virus GBV-C que

podem bloquear a replicacdo do HIV nos linfocitos T.

O NS5A também contribui para a polarizagdo de Thl, o desequilibrio entre
Th1/Th2 é bem caracterizado na infeccdo pelo HIV. Nessa coinfec¢do, ha aumento de
IL-2, IL-12 e interferon y em pacientes com infec¢do pelo GBV-C e diminuicdo de IL-4

e IL-10 (72-74), mostrando um melhor perfil clinico nesses pacientes com HIV. (75).

Esté evidenciado que o GBV-C interage com o virus HIV, promovendo respostas
imunes que alteram o curso da infecgdo. Esses dois virus compartilham as rotas de
transmissdao (contagio sexual, parenteral e endovenosa) e ppossuem tropismo pelas
mesmas células. Por isso, houve uma aumento no interesse dessa coinfec¢do, e nos
ultimos anos muitos avancos foram feitos ndo apenas com a descricio de um

prognostico favoravel na coinfecgdo, além da elucidacéo da infeccéo pelo HIV (76).

1.3 Ativacao celular, senescéncia e exaustdo na infeccédo causada pelo HIV.

Varios fatores do hospedeiro interferem na progressdo para Aids, como alteracdo
do gene da quimiocina CCR5 com delecdo de 32 pares de bases (CCR5A32), perfis de
HLA (*B57, B27 e *B35), e coinfeccgdes, principalmente tuberculose, hepatite B e C.
Alguns trabalhos mostraram que diferentes subtipos virais (como subtipo C, D e BF)
podem estar associados a progressao o curso da infeccdo pelo HIV, levando a uma
progressao mais rapida da doenca (77-81). O perfil de resposta imune também pode
interferir na progressdo para Aids, incluindo diversos trabalhos mostrando que a

resposta Th1/Th2, o grau de ativacéo e inflamagéo ao longo da progressao para Aids sdo



19

diferentes em varios estagios da infeccdo. E sabido, portanto, que diversos fatores

podem interferir no prognostico na infeccdo pelo HIV.

O nosso grupo de pesquisa demonstrou que o GBV-C reduz a frequéncia de
células que expressam marcadores de ativacdo, CD38, CCR5, CD25 e CD69 (64).
Assim, demonstra-se nesse trabalho, aléem da anélise de ativacdo, as analises de
senescéncia com a utilizacdo dos marcadores celulares CCR5, CD38, HLA-DR, CD279,
CD95, CD28 e CD57 em células T CD4+ e CD8+ que sdo marcadores envolvidos com
as caracteristicas celulares do envelhecimento, anergia celular e senescéncia. A
expressdo de CD95 e CD57 esta associada a alteracdo da resposta dos linfocitos T em
pacientes com HIV com morte por apoptose (82). Como preditores de uma resposta
imune exagerada, o envelhecimento celular e também a exaustdo da resposta imune
estdo associados a perda de células T CD4+ e a um pior prognostico.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de ativacao,
senescéncia e exaustdo celular em individuos recém-infectados pelo HIV com infec¢édo
persistente pelo GBV-C, com énfase na investigacdo do efeito modulador dessa

coinfeccdo ao longo da progressdo do HIV nessa coorte.
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2. JUSTIFICATIVA

A protecdo mediada pelo GBV-C foi descrita em muitos trabalhos na literatura
cientifica. O interesse pela coinfeccdo GBV-C/HIV aumentou nos ultimos anos.
Segundo dados anteriores do nosso grupo a infecgdo pelo GBV-C em pacientes com
HIV-1 promove uma diminuicao da expressao de marcadores de ativacao celular (CD38
e HLA-DR) (64, 83). Além disso, outros trabalhos descrevem que o GBV-C atua na
regulacdo de outros marcadores celulares, citocinas e proteinas de membrana
interferindo na imunidade inata e adaptativa e contribuindo para a inibi¢do in vitro da
replicacdo do HIV, tal interacdo conferiria protecdo para os pacientes coinfectados com
o0s dois virus vivem com esse virus. Ademais, outros trabalhos elucidaram a protecéo
contra a AIDS mediada pelo GBV-C (GPFA).

Ante 0 exposto, esse estudo visa identificar o perfil de ativacdo celular,
senencéncia e exaustdo na coinfeccdo do GBV-C com o HIV. Diferente de outros
estudos, que analisaram as amostras apenas de forma transversal, essa pesquisa buscou
analisar os pacientes coinfectados de forma longitudinal em amostras com persisténcia

viral e andlise da ativacéao e senescéncia celular.
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3. HIPOTESE

H1: A infeccdo persistente pelo GBV-C interfere na progressao do virus HIV-1 em
relagdo a ativacdo, senescéncia e exaustdo celular. A infecgdo incidente pelo GBV-C
estd associada a menor ativacdo celular de linfocitos T de pessoas que vivem com o

HIV.

HO: A infeccdo persistente pelo GBV-C ndo interfere na progressao do virus HIV-1
em relacdo a ativacdo, senescéncia e exaustdo celular. A infeccdo incidente pelo GBV-
C ndo esta associada a menor ativacao celular de linfocitos T de pessoas que vivem

com o HIV.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:

Identificar o perfil de ativacdo celular em individuos recém- infectados pelo HIV

na presenca da coinfecgéo pelo GBV-C.

4.2 Objetivos Especificos:

e Determinar o perfil celular dos pacientes, analisando os processos de
ativacdo, senescéncia e exaustao celular em linfocitos T CD4+ e CD8+;
e Caracterizar os processos de ativacdo, senescéncia e exaustdo celular nas

diferentes subpopulacdes (ontogenia) de linfocitos T CD4+ e CD8+.
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5. METODOS

5.1 Selecéo dos pacientes
Os pacientes incluidos neste estudo foram selecionados de uma coorte
prospectiva estabelecida desde 2002 composta por 223 individuos com diagnéstico de

infeccéo recente pelo HIV-1, em 2010 finalizou-se o recrutamente.

A selecdo dos pacientes levou em consideragdo critérios de inclusdo que
compreenderam pacientes com soroconversao recente por HIV-1 (STARHS), auséncia
de tratamento antirretroviral, disponibilidade de dados referentes a contagem de células
T CD4+ e CD8+, carga viral (HIV-1) e disponibilidade de amostras de PBMC e plasma.
Os dados de carga viral e contagem de células T, bem como a presenca de GBV-C no
primeiro momento do estudo foram triados na visita inicial (O, ap6s o diagndstico de
infecgdo recente pelo HIV-1) e ao longo de aproximadamente 1 ano (média de 450
dias).

Para a avaliacdo do impacto da coinfeccdo pelo GBV-C nos pacientes com
infeccdo recente pelo HIV foi realizado uma classificacdo preliminar, na qual as
amostras foram agrupadas em quatro categorias conforme a presenca ou auséncia do
GBV-C na visita inicial e um ano apds a entrada no estudo. Considerando a visita V1
(entrada no estudo) e V5 (um ano ap6s V1) as amostras foram classificadas em quatro
grupos: Grupo 1 (V1 positiva (+) e V5 negativa (-), significando a perda da viremia do
GBV-C, n=4); Grupo 2 (V1 negativa (-) e a V5 positiva (+), representando as infeccdes
incidentes para o virus GBV-C, n=10); Grupo 3 (ambas as visitas, V1(+) e V5(+)
tinham a presenca da viremia, n=36);E o Grupo 4(ambas as visitas, inicial V1(-) e V5(-)
ndo contrairam a infeccdo com GBV-C, n=135). Foram excluidos pacientes que
abandonaram o estudo, que foram a o6bito ou tinha a delecdo de 32 pares de bases do
gene de CCRS (CCRS5A32)

Com esta abordagem percebeu-se que a distribuicdo amostral entre 0s grupos
mostrou-se discrepante e levantou-se a hipdtese que a melhor maneira de avaliar o efeito
da infeccdo pelo GBV-C seria entre os grupos 2 e 4, sendo que o grupo incidente seria
investigado quanto a persisténcia viral por no minimo um ano e 0 negativo para
auséncia de GBV-C no mesmo periodo, considerando como critério de inclusdo somente

aqueles que permaneceram sem TARV.
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Com essa estratégia cinco amostras do grupo 2 apresentaram persisténcia viral
para GBV-C, logo foram alocados no grupo HIV-1+/GBV-C+. Enquanto que 0s
pacientes do grupo 4 foram investigados durante um periodo de 3 anos, aqueles que
permaneceram negativos foram alocados no grupo HIV-1+/GBV-C-, n=8, e nessa
abordagem foram encontrados mais quatro pacientes que apresentaram infeccdo do

GBV-C com persisténcia, totalizando nove amostras no grupo HIV-1+/GBV-C+.

Figura 4
Pacientes HIV+ Vo V5 (1ano) Vn (3anos)
s . S
(recem_mfectados) ............ l/. ........... \L

Média de 450 dias \L Média de 1095 dias
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Figura 4. Estratégia da triagem para identificacdo da infeccdo persistente por GBV-C
nos individuos HIV positivos recém-infectados. Todos os pacientes nesse estudo foram

analisados em relacédo a presenca do RNA do GBV-C.

A utilizacdo das amostras nesse projeto foi realizada ap6s aprovagédo pelo Comité de
Etica (Processo n° 279.139/2013) e coletadas de um banco devidamente criopreservadas
no banco de amostras do laboratério de investigagdo médica, LIM-60 na FMUSP. Todos
os voluntarios leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) autorizando o uso das amostras em estudo cientifico.

5.2 Deteccédo do GBV-C
Para analisar a presenca do GBV-C as amostras de plasma foram alocadas e
submetidas a extracdo de RNA e sintese de cDNA. A presenca desse virus foi
determinada pela quantificacdo por PCR quantitativa em tempo real (QRT- PCR), em
que dois métodos de quantificagcdo foram padronizados e utilizados: no primeiro, houve
a quantificacdo relativa por unidades arbitrarias e no segundo, houve a quantificacdo

absoluta do GBV-C com curva plasmidial.
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5.2.1 Extracao de RNA

A extracdo de RNA foi realizada pelo QIlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) de

acordo com as instrugdes do fabricante.

5.2.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA utilizamos o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Em resumo, as aliquotas de 5,0 ul do RNA total
(contendo < 2 pg de RNA) foram transferidas para microtubos contendo 2,0 ul de
iniciadores randémicos (0,1ug/ul), 0,8 ul de dNTPs (100mM), 2,0 pl de tampéo de
reacdo (10X) da transcriptase reversa, 1,0 ul de enzima transcriptase reversa e 4,2 ul de
H>O nuclease-free. Em seguida, a reacdo foi incubada a 25°C por 10 minutos, 37°C por

2 horas, e subsequentemente a enzima foi inativada a 85°C por 5 minutos.

5.2.3 Construcdo de uma curva relativa para a reacdo de PCR

guantitativa em tempo real (QRT- PCR).

Na etapa inicial, utilizou-se um método de quantificacdo por curva relativa
estimada em unidades arbitrarias/mL, baseada em uma amostra de plasma com altas
concentracdes de RNA do GBV-C (previamente titulada em 10, 102, 103, 10* unidades
arbitrarias de GBV-C por mL de plasma). Utilizou-se, também, uma amostra controle
para outros virus como o HCV, HBV, HIV e DENV com o fim de excluir detec¢des
cruzadas. A curva, padronizada e testada em relacdo a sensibilidade e reprodutibilidade,
foi cedida pelo laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da

Universidade de Séo Paulo.

5.2.4 Construcdo de uma curva plasmidial para a reacdo de PCR

quantitativa em tempo real (QRT- PCR).

Apos a realizacdo da quantificacdo do GBV-C observou-se que a curva relativa
mostrou limitagGes importantes, incluindo baixa sensibilidade e restricdo do limite de
deteccdo a concentragdo de 10 Por esse motivo foi escolhida a construgdo da curva

plasmidial para a obtencdo de unidade de copias virais/mL.
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Esse plasmideo foi construido com segmento génico do GBV-C a partir de 120
pb da regido 5’NCR (Non Coding Region) do virus. O amplicon foi clonado dentro do
vetor plasmidial pUC57, e a cepa de Escherichia coli DH5 alfa foi utilizada como
receptora para a transformacdo. Em seguida foi realizada a extracdo dos plasmideos com
o protocolo do Kit Midi Prep (Qiagen). O plasmideo contendo a sequéncia de GBV-C
possui 2830 pb, incluindo o gene de resisténcia ao antibiético ampicilina (2710 pb do
plasmideo e 120 pb do inserto) (Figura 5A). Esta etapa foi parcialmente realizada no

Laboratorio de Retrovirus da Johns Hopkins University (Baltimore, EUA).

O plasmideo foi linearizado usando a enzima Sall e a transcricio do DNA
plasmidial utilizando o Kit T7 (Qiagen). Ademais, O RNA plasmidial resultante foi
conservado em solucdo de RNA later e enviado para o LIM-60, Faculdade de Medicina,
da Universidade de S&o Paulo, onde foi realizada a recuperagéo e purificagdo do RNA
com a utilizacdo o Kit RNeasy (RNA clean up, Qiagen), de acordo com as instrucdes do

fabricante.

Em seguida, a concentracdo do RNA plasmidial foi determinada utilizando o
espectrofotobmetro Epock (BioTek) para a avaliacdo da integridade e qualidade, as
amostras de RNA plasmidial foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, na
presenca de Syber Safe (1:10000 uL de agarose) e Blue Juice (1:4). A visualizacdo e
fotodocumentagdo foram realizadas utilizando o Alphalmager HP Imaging System
(Alpha Innotech, EUA) sob luz ultravioleta (Figura 2B).



31
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Figura 5. (A) Representagdo esquemética do plasmideo pUC57 indicando o local de
inser¢do do segmento génico do virus GBV-C. (B) Eletroforese em gel de agarose 1%
demonstrando os perfis de duas amostras de RNA plasmidial (Al e A2) obtidas ap6s
purificacdo com Kit RNeasy (Qiagen). M: Marcador de peso molecular (DNA Ladder 50

pb, Invitrogen, Life Technologies).

O RNA plasmidial foi quantificado e determinada uma concentracgdo de 1,2 x10°
12 ng de RNA. Essa amostra foi submetida a uma dilui¢io seriada inicial para o preparo
da curva plasmidial (10'?, 10, 10%°, 10°, 108, 10, diluigdo seriada 1) até atingir uma
concentracdo de 1,12x107 ng/pL. Em seguida, uma segunda diluicdo seriada (diluigdo
seriada 2) foi realizada partindo-se de uma concentragdo inicial de 1,2x107 ng/uL (107,
108, 10°, 10% 102, 102 e 10') de RNA plasmidial. As aliquotas provenientes de cada um
dos pontos da segunda diluigcédo seriada foram submetidas a sintese de cDNA e posterior
gPCR em Tempo Real para avaliar sensibilidade de detecgdo do teste. A reagdo da
gPCR foi realizada conforme descrita no item 6.2.5. Todas as amostras derivadas das

diluicdes seriadas 1 e 2 foram devidamente identificadas e estocadas a — 80 °C.
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Na andlise de quantificacdo absoluta, a curva plasmidial apresentou um maior
poder de deteccdo e amplitude na quantificacdo da carga viral do GBV-C. Os pontos da
curva foram definidos da concentragdo de 10° a 102 e os pontos menores que 102
apresentaram menor sensibilidade e reprodutibilidade. Por isso, mesmo havendo
semelhancas com a quantificacdo relativa, em relacdo aos valores dos Cts (threshold
cycle), um método comparativo foi utilizado com controles negativos e amostras com
concentragdes conhecidas. Por isso, optou-se pela quantificagdo absoluta com maior

sensibilidade, em que os testes de reprodutibilidade foram realizados.

5.2.5 Quantificacdo do GBV-C por gPCR em tempo real

As reagoes de qRT-PCR foram realizadas, na primeira fase, utilizando dois
passos. No primeiro, 0 cDNA posteriormente realizava-se o0 RT-PCR com o sistema
Tag-man (Two step) para a quantificacdo com curva relativa. Para minimizar a
contaminagdo resolvemos trocar e substituir para o sistema One step com TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, de acordo com as instru¢oes do
fabricante), utilizando 5 ul de RNA, 25 pMol/uL de GBV-C Probe (TAMRA-6-FAM),
e 10 pMol/uL de cada primer especificos para o transcrito de interesse (RTG1
5’GTGGTGGATGGGTGATGACA3’-sense e RTG2
5’"GACCCACCTATAGTGGCTACCA3-anti-sense primers), com volume final de 25uL
por reacdo, validados e publicados por nosso grupo (84). Os dados obtidos foram
analisados pelos valores do Cycle Threshold (Ct), posteriormente convertido em
expressao relativa.

Por fim, como as amostras dos pacientes haviam sido quantificadas por
intermédio da curva relativa, apds a definicdo da curva plasmidial, para a confirmacao
da sensibilidade e reprodutibilidade do teste, a quantificacdo do RNA viral do GBV-C
nos individuos GBV-C (+) foi analisada novamente pelo método de quantificacdo

absoluta.

5.3 Padronizacdo da marcacgdo de superficie e intracelular para avaliagdo por
citometria de fluxo.
Com o objetivo de avaliar se os pacientes HIV-1 (+) coinfectados com o virus

GBV-C apresentavam diferencas no perfil de ativacdo, senescéncia e exaustdo celular
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das células T CD4+ e CD8+ quando comparados com o grupo HIV+ GBV-C- foi
definido um painel com marcadores celulares (Tabela 1). Todos o0s pacientes estavam
sem tratamento com antirretrovirais. A padronizagdo deste painel foi realizada em
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) criopreservadas, seguindo o
protocolo de descongelamento utilizado no laboratorio LIM 60.

O painel utilizado incluiu marcadores especificos para a identificagdo de
linfécitos T (CD3, CD4 e CD8), marcadores para a caracterizacdo do perfil de ativacao
celular (CCR5, CD38 e HLA-DR e CD28), marcadores de ontogenia (CD27, CD45RA
e CCRY7) e marcadores de senescéncia e exaustdo celular (CD279, CD95, CD28 e

CD57), conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Painel utilizado na citometria de fluxo

Anticorpos Fluorocromo  Clone
CD3 PE CF594 UCHT1
CD4 APC H7 RPA-T4 Linfdcitos
CD8 BV 510 SK1
CD45 RA FITC HI1100
CCRY7 PE Cy7 PECyY7  Subpopulagdes
CD 27 PE L128
CCR5* BV 711 2D7
HLA DR Alexa fluor 700 G46-6 Ativacdo
CD 38 PerCP Cy 5.5 HIT2
CD28 APC CD28.2
CD 279 BV 421 EH 12.1  Senescéncia e
CD57 BV 605 NK-1 Exaustdo
CD95 PE Cy5 DX2

Viabilidade celular UV
*A marcacdo de CCR5 foi feita com marcacdo intracelular.

As CMSP’s foram descongeladas rapidamente em banho-maria a 37°C e
transferidas para tubos de 15 mL contendo 10 mL de meio RPMI enriquecido ou R10
(10% de Soro Fetal Bovino, 2 mM de L-glutamina, 1mM de piruvato de sédio, 1mM de
penicilina/estreptomicina, 55 uM de 2-Mercaptoetanol, e 10mM da solucdo de HEPES);
estas foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e o pellet de células ressuspendido
em R10. O ndmero de ceélulas viaveis foi entdo determinado em um contador

automatizado (Invitrogen, automated cell counter, Modelo C10281) com a utilizagéo do
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corante azul de tripan (4%). Para a marcagdo das células, 1x10° células de cada paciente
foram transferidas para uma placa de 96 pocos.

As células foram lavadas com solucéo tampdo MACS [PBS (1x) contendo albumina
com soro bovino (0,5%) e EDTA (2mM)] duas vezes, respeitando o volume final de 250
uL/poco. Em seguida, as células foram marcadas com o mix de anticorpos monoclonais
CD3, CD4, CD8, CD28, CD27, CD38, CD45RA, anti-HLA-DR, anti-CCR7, CD279,
CD95, CD28 e CD57, com marcador de viabilidade, e incubadas durante 20 minutos, a
temperatura ambiente e protegida da luz. As células foram entdo lavadas e depois foram
fixadas com paraformaldeido (PFA 4%) e feita a permeabilizacdo (4 mL de H20, 1 mL
de FACS Lise 2,5 uL de Tween 20%) por 10 minutos, em seguida uma centrifugacao.
Logo em seguida a marcacdo intracelular com o anticorpo anti-CCR5 por 30 minutos.
As células foram entdo fixadas com paraformaldeido 1% e transferidas para tubos de
citometria para aquisicdo no citdmetro de fluxo FACS LSRFortessa™ X-20 (Becton
Dickinson-BD Biosciences). Os dados foram analisados no programa Flowjo (TreeStar,
San Carlos, Califérnia, USA). A definicdo dos gates foram baseadas na anélise do FMO
(Fluorescente Minus One) e a estratégia de analise foi feita em relacdo a ativacdo,
senescéncia celular e ontogenia. Para uma definicdo mais confiavel e objetiva os gates
foram baseados na analise dos tubos do FMO’s, utilizamos apenas para 0os marcadores
que ndo promovem uma separacdo clara para analise (presenca de marcacdo positiva
para as proteinas CD45RA, CCR7, HLA DR, CD38, CCR5, CD57, CD28, CD279 e

CD95).Na Figura 6 séo apresentadas as estratégias utilizadas para essa analise inicial.
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Figura 6- Estratégia de analise do painel de citometria de fluxo das células T CD4+ e
CD8+ de pacientes coinfectados com HIV-1+ e GBV-C A analise constou com critérios
de qualidade na aquisicdo (time, singlets e live/dead) (A), seguida da identificacdo de
células T (CD3+) (B). A andlise foi feita para a caracterizacdo do perfil de ontogenia
(C) e também a caracterizacdo de ativacdo, senescéncia e exaustdo celular (D e E).
(Time x PE) para checar o status do laser; Singlets- para exclusdo das células que
passaram pelo laser de forma duplicada; SSC-A x FSC-A para selecdo da populacdo de
linfocitos; O gate do CD3 x SSC-A- para selecdo dos linfocitos T. O perfil de ontogenia
foi realizado com a expressdo combinada dos marcadores CD45RA, CCR7 e CD27,
ficando as seguintes classificacdes: células naive (CD45RA+CD27+CCR7+); células
memoria central (CD45RA-CD27+CCR7+); células memoria efetora (CD45RA-CD27-
CCR7-); células memodria transitéria (CD45RA-CD27+CCR7-); células memoria
intermediaria (CD45RA+CD27+CCR7-) e ceélulas efetora terminal (CD45RA-CD27-
CCR7-). A andlise de ativacdo foi feita baseado nas marcacdes de CCR5, CD38 e HLA-
DR. Na andlise de senescéncia e exaustdo foram utilizados os marcadores de PD-1,
CD95, CD57 e CD28.
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5.4 Analise estatistica

Os valores gerados a partir desses resultados foram analisados em uma planilha
de dados dos programas Excel (Microsoft Corporation, Seattle, WA, EUA) e programas
estatisticos utilizados foram Graphpad Prism (Versdao 6.0) e Stata (Versdao 13.0,
StataCorp. College Station, TX: StataCorp LP).
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Resultados
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6. RESULTADOS

6.1 Descricéo dos dados da coorte.

Para avaliacdo dos nove pacientes alocados no grupo HIV-1+/GBV-C+ e dos
oito pacientes alocados no grupo HIV-1+/GBV-C foram coletados os dados de idade,
sexo, contagem de células T CD4+ e CD8+ e carga viral. A analise estatistica dos dados
relacionados ao perfil de ativacdo, senescéncia e exaustdo celular encontrados nos
grupos foi feita a partir dos valores de frequéncia e dos dados absolutos, porém nesse
trabalho serdo mostrados apenas os dados absolutos, uma vez que acreditamos que esses
valores evidenciam melhor o efeito da coinfeccdo. Para uma melhor observacdo da
influéncia do virus GBV-C na resposta imune ao longo do tempo nos pacientes co-
infectados HIV-1+/GBV-C+ foi realizada a analise da diferenca (AV1-V0) apresentada
para cada varidvel e comparada entre os grupos. Os resultados mostraram que ha um
perfil diferente entre os dois grupos, apesar de ndo apresentarem diferencas estatisticas
em todas as analises. Neste trabalho serdo descritos entre 0s grupos em relacéo ao efeito
apresentado, considerando que o efeito da presenca do GBV-C foi perceptivel em todas
as anélises, porém ndo estatisticamente significante.

Nos dados referentes a idade, a média encontrada foi de 31,6 anos no grupo
GBV-C+ e 31,7 anos no grupo GBV-C- (p =0,89). Os pacientes avaliados neste estudo
sdo do sexo masculino com comportamento homossexual. A andlise dos dados
laboratoriais mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, na visita inicial o grupo GBV-C+ apresentou uma mediana de contagem de
células T CD4+ de 594,0 cels/mm3 (IQR: 585,0-698), enquanto que o grupo GBV-C- foi
de 603,0 cels/mm3 (IQR: 503-761), p= 0,77. Na andlise da diferenca dos valores de
células T CD4+ (AV1-V0) o grupo GBV-C+ apresentou quantidade maior de células T
CD4+ (-103,3; IQR: -468,4 a -98,9,0) comparado ao grupo GBV-C- (-77,0; IQR: -193,8
a 31,9), apesar de ndo haver diferencga significativa (p=0,25) (Figura 7).

Em relacdo a contagem das células T CD8+ na visita inicial o grupo GBV-C +
apresentou 972,0 cels/mm?3 (IQR: 610,0-1203) e o grupo GBV-C- apresentou 1060
cels/mm3 (IQR: 625-1255), p=1,00. Na anélise da diferenca (AV1-V0) dessas células o
grupo GBV-C+ apresentou uma diminuicdo (-154; IQR: -256 a 144), enquanto que no
grupo GBV-C- houve um aumento dessas células (163; IQR: 198 a 344,5), apesar de
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nédo haver diferenca significativa (p= 0,21). Os dados de diferenca (AV1-V0) de CD4+ e
CD8+ em cada grupo sdo mostrados na Figura 7.

Os dados da carga viral associados com os dados clinicos laboratoriais sdo
utilizados para avaliacdo do progndstico para Aids, durante muito tempo foram
utilizados para a escolha do inicio do tratamento antirretroviral (TARV), especialmente
a queda da contagem de células T CD4+. Na analise da visita inicial os dois grupos ndo
apresentaram diferencas em relacdo a carga viral, p= 0,92. Na andlise da diferenca
(AV1-V0) o grupo GBV-C+ apresentou um aumento na contagem de carga viral com
1821 cépias/ml (-33683 a 7797) e no grupo GBV-C- teve uma diminuicdo -675
copias/ml (-36582 a 1167). Dados mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas dos pacientes

Grupo 1 (GBV- Grupo 2 (GBV-C Valor p

Caracteristicas* C(+) persistente (-) negativo

(n=9) (n=8)
Idade mediana (IQR) 31,6 (29,6-40,6) 31,7 (28,7-35,5) 0,89
HSH (%) 8 (88,8%) 8 (100%) 1,0
Carga Viral HIV-1log (1Q)
Basal (\0) 4,32 (2,72-4,91) 3,91 (2,60-4,66) 0,92

Diferenca (AV1-V0) * -0,18(-0,5-0,75) -0,05 (-0,56- 0,32) 0,70
Células T CD4+ mediana (1Q)
Basal (V0)

Diferenca (AV1-V0)

594,0 (585-698) 603 (503-761) 0,77
-103,3 (-468,4-98,9)  -77,05(-193,8-31,9) 0,25

Células T CD8+ mediana (1Q)

Basal (V0) 972,0 (610-1203) 1060 (625-1255) 1,0
Diferenca (AV1-V0) -62,7 (-256 - 144) 202 (-313,7 a 448) 0,21
Razdo CD4/CD8 V0 0,61 (0,38-1,02) 0,72 (0,58-0,83) 0,92
Diferenca da razdo CD4/CD8 (A) -0,11 (-0,41-0,07) -0,16 (-0,31- 0,02) 0,85

*Variaveis continuas apresentadas

como medianas e intervalos

comparag0es realizadas com o teste de Wilcoxon (Rank-sum test).

interquartis;
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Figura 7. Andlise da diferenca (AV1-VO0) da contagem de células T CD4+ e CD8+ nos
grupos HIV-1+/GBV-C+ e HIV-1+/GBV-C-. Gréficos scatter plot com medianas e

intervalos interquartis.

6.2 Avaliacdo do perfil de ativacdo, senescéncia e exaustao celular nas células
T CD4+ e CD8+.

Apesar do pequeno nimero de amostras em cada grupo, percebe-se que ha uma
diminuigdo no perfil de ativagdo celular no grupo co-infectado HIV-1+/GBV-C+ e na
analise da diferenca também foi observada uma reducdo na quantidade de células
expressando marcadores de ativacdo. A analise do perfil de ativacdo celular abrangeu a
expressao dos marcadores CCR5+ CD38+ e HLA-DR+ nas células T CD4+ e CD8+
entre 0s grupos tanto na visita inicial, como na analise da diferenca (AV1-V0).

O perfil de ativacdo encontrado na populacédo de células T CD4+ na visita inicial
ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos GBV-C+ e
GBV-C- (células T CD4+CCR5+, p=0,21; CD4+CD38+, p= 0,34; CD4+HLA-DR+,
p=0,41, dados ndo mostrados). Ao analisar a diferenca na quantidade encontrada de
células T CD4+ expressando CCR5+, CD38+ e HLA-DR+ entre os dois grupos,
observamos uma diminui¢do na quantidade de células T CD4+ CCR5+ e CD38+ no
grupo GBV-C+, porém ao longo do tempo foi semelhante nos dois grupos. Em relacéo
as células T CD4+HLA-DR+ encontramos uma pequena diminui¢do no grupo GBV-C+
e um aumento na quantidade de células/ mm?® no grupo GBV-C- (p=0,56 e p=0,39,

respectivamente, Figura 8A).
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Na visita inicial os dois grupos ndo apresentaram diferencas em relagdo a
quantidade de células T CD8+ expressando CCR5+ (p=0,21), CD38+ (p=0,34) e HLA-
DR+ (p=0,41, dados ndo mostrados). Na analise da diferenca da quantidade de células T
CDB8+ expressando CCR5+, encontramos uma diferenca de -81,2 (IQR: -94,6 a 38,6) no
grupo GBV-C+, e 60,4 (IQR, -40,8 a 98,8) no grupo GBV-C-, p=0,21. Em relacdo as
células T CD8+ CD38+ foi encontrada uma diferenca na quantidade no grupo GBV-C+
(-13,8 (IQR, -61,8 a 47,4)) em relacdo ao GBV-C- (-22,6 (IQR, -208,2 a 97,5)), p=0,77.
Sobre os achados de células T CD8+ HLA-DR+ o grupo GBV-C+ apresentou diferenca
de -36,9 (IQR, -65,0 a -8,2) e -18,2 (IQR, -97,2 a 97,6) no grupo GBVC-, p=0,50.
Figura 8B. Apesar de ndo haver diferenca estatistica significante, percebemos uma
diminuicdo na quantidade de células T CD8+ expressando CCR5 no grupo GBV-C+
comparado com o perfil encontrado no grupo GBV-C, bem como houve uma percepg¢éo

de um perfil diferente em relacéo aos dados de ativacao celular no grupo GBV-C+.

® GBV-C+ O GBv-C-

PREFEPY

CCR5 CD38 HLA-DR CCRS5 CD38 HLA-DR

Figura 8. Andlise da diferenca (AV1-V0) da contagem de células T CD4+ (A) e CD8+
(B) expressando CCR5, CD38 e HLA-DR nos grupos HIV-1+/GBV-C+ e HIV-

1+/GBV-C-. Graficos scatter plot com medianas e interquartis.
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Para a caracterizacdo do perfil de senescéncia e exaustdo celular, foi avaliado a
expressao das moléculas PD-1, CD95, CD57 e CD28. O marcador PD-1 é utilizado para
a avaliacdo do processo de envelhecimento celular, senescéncia e anergia quando
associado a outros marcadores na superficie das células T CD4+ e CD8+. E quando
associado a expressdo de CD57+ e CD95+, pode-se extrapolar como preditores de uma

resposta imune exagerada, resultando em envelhecimento celular e exaustao.
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Ao analisarmos a co-expressdo dos marcadores classicos de ativagdo celular

HLA-DR, CD38 e CCR5 (Figura 9) observarmos que no grupo GBV-C+ ha uma menor
quantidade de células T CD4+ com os diferentes perfis (CD38+HLA-DR+;

CD38+CCR5+ e HLA-DR+CCR5+), enquanto que no grupo GBV-C- uma maior

quantidade dessas células (Figura 9A). Na populacdo de células T CD8+ encontramos

na analise da diferenca, uma diminuicdo na quantidade de células co-expressando HLA-

DR+CCR5+ no grupo GBV-C+, encontrando o inverso no grupo GBV-C- (Figura 9B).
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Figura 9. Andlise da diferenca (AV1-V0) da contagem de células T CD4+ (A) e CD8+
(B) co-expressando CCR5, CD38 e HLA-DR nos grupos HIV-1+/GBV-C+ e HIV-

1+/GBV-C-. Gréficos scatter plot com medianas e interquartis.

Na visita inicial os dois grupos ndo apresentaram diferencas em relacdo a

quantidade de células T CD4+ e CD8+ expressando PD-1, enquanto que na analise da
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diferenga o grupo GBV-C + apresentou uma reducdo na quantidade de células T CD4+
PD1+, - 53,2 (IQR: -89,7 a 2,4) comparado com os valores de -8,4 (-73,5 a 58,2) no
grupo GBV-C - p=0,34. Em células T CD8+ essa andlise da diferenca (AV1-V0)
também mostrou uma diminui¢cdo no grupo GBV-C+ (-80,7 (IQR: -169,9 a -27,0)
comparado ao grupo GBV-C- (116,3 IQR: -209,5 a 256,6), p= 0,44. Porém, apesar de
ndo ter significancia estatistica, ha uma diferenca entre os grupos. Na andlise da
quatidade de células T CD8+ expressando CD95 houve uma diminuicéo no grupo GBV-
C+ (-40,6 (IQR: -146,6 a 22,8) e um aumento no GBV-C- (193,2 (IQR: -172,1 a 431,0)
p=0,18.

Na analise da co-expressdo de PD-1 e CD95 em células T CD4+ e CD8+ os dois
grupos ndo apresentaram diferencas na visita inicial. No entanto na analise da diferenca
(AV1-V0) em células T CD8+ houve uma diminui¢do desses marcadores no grupo
GBV-C+ (-53,1 IQR: -70,2 a 32,8) e um aumento no grupo GBV-C- (123,7 IQR: -162,9
a269,9), Figura 10.
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Figura 10. Analise da diferenca (AV1-V0) da contagem de células T CD4+ (A) e CD8+
(B) co- expressando PD-1+CCR5+ e PD-1+CD95+ nos grupos HIV-1+/GBV-C+ e

HIV-1+/GBV-C-. Gréficos scatter plot com medianas e interquartis.

Na anélise da diferenca, uma menor quantidade de células T CD4+ expressando

as moléculas PD-1, CD95 e CD28 foram mais acentuados no grupo GBV-C+. Nas
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células T CD8+ foram encontradas no grupo GBV-C-, em contrapartida pode-se
perceber uma diminuicdo nos marcadores de senescéncia e exaustdo no grupo GBV-C+.
Na andlise da expressdo de CD57 e CD28 em células T CD4+ e CD8+ ndo houve
diferencas entre os grupos. Assim com também ndo houve na analise da co-expressdo

desses marcadores, Figura 11. Todos os dados sdo mostrados na Tabela 3 (Em anexo).
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Figura 11. Analise da diferenca (AV1-V0) da contagem de células T CD4+ (A) e CD8+
(B) expressando PD-1, CD57, CD95 e CD28 nos grupos HIV-1+/GBV-C+ e HIV-

1+/GBV-C-. Graficos scatter plot com medianas e interquartis.
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6.3 Avaliacdo do perfil de ontogenia em relagdo a ativagdo celular,

senescéncia e exaustdo celular nas subpopulacdes das células T CD4+ e CD8+.

A diferenciacdo ontogénica € essencial na resposta imune adaptativa. A
formacdo de células de memdria é uma caracteristica dessa resposta imune, diferente
da imunidade inata que ndo tem essa capacidade de reconhecimento de antigenos
oriunda de uma infeccdo prévia.

Na visita inicial ndo houve diferenca na quantidade das subpopulagdes de
memo©ria das células T CD4+ e CD8+. Entretanto, ao analisar a diferenca do perfil de
diferenciacdo das células T CD4+ de memdria ao longo do tempo encontramos uma
diferenca com significancia estatistica “boderline”, sendo que o grupo GBV-C-
apresentou uma maior quantidade de células T CD4+ com fen6tipo naive comparado
com o grupo GBV-C+ (p=0,05), um aumento ndo estatisticamente significante na
quantidade de células de memoria central e transitoria e leve diminuicdo de memoria
efetora,Figura 12 A.

Em relacdo a populagdo de células T CD8+ encontramos uma diminui¢éo
estatisticamente significantiva na quantidade de células circulantes com fenotipo naive
(p=0,02) no grupo GBV-C+ comparado com GBV-C-, houve também diminuicdo na
quantidade de células de memdria transitoria (p=0,04), enquanto que a subpopulacao
de células de memoria efetora aumentou no grupo GBV-C+ porém o grupo GBV-C-
apresentou uma maior quantidade dessas células (p=0,03). No grupo GBV-C-

comparado com o grupo GBV-C+, Figura 12 B.
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CD8+ (B) nos grupos HIV-1+/GBV-C+ e HIV-1+/GBV-C-. Gréficos scatter plot
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Avaliando o perfil de ativagdo de cada subpopulacdo de memoria na visita inicial
0 grupo GBV-C + apresentou uma menor quantidade de células expressando as
moléculas CCR5 e CD38 quando comparado ao grupo GBV-C-, tanto nas células T
CD4+ naive (p=0,04), também observado nas células de memoria central (p=0.02),
dados ndo mostrados. Na analise da diferenca (AV1-V0) da quantidade de células T
CD4+ naive expressando CCR5, CD38 e PD-1 os grupos ndo apresentaram diferencas
na analise ao longo do tempo. Quanto a andlise da diferenca de células T CD8+ o

grupo GBV-C+ apresentou uma diminuicdo na quantidade de celulas naive
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expressando a molécula CCR5 e PD-1 comparado com o gupo GBV-C- ao longo do

tempo,Figura 13B.
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Na visita inicial o grupo GBV-C+ apresentou uma menor quantidade de células T
CD4+ de memoria central expressando simultaneamente CCR5, CD38 e PD-1 (p=0,02)
e também nesse grupo ha uma menor expressdo das células T CD4+ naive CCRS5,
CD38, PD-1 e CD95 no grupo GBV-C+ (p=0,03). Na anélise da diferenca (AV1-V0)
das células T CD4+ de memoria central o grupo GBV-C + apresentou uma diminuicao

em comparacdo ao grupo GBV- C (p=0.08).
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Na analise da visita inicial das células T CD4+ de memoria efetora expressando
HLA-DR (p=0,01) e co-expressando HLA-DR+ PD-1+ (p=0,05) o grupo GBV-C+
apresentou uma maior quantidade comparado ao grupo GBV-C-. No entanto, na anélise
da diferenca (AV1-V0) houve uma diminuicdo das células T CD4+ memoria efetora
expressando CCR5 e PD-1 no grupo GBV-C+ (p=0,07). Na analise da diferenca (AV1-
VO0) o grupo GBV-C + também apresentou uma queda das células T CD4+ efetoras
terminal expressando HLA-DR (p=0,08).

Houve uma diminuicdo na analise da diferenca das células T CD8+ naive no
grupo GBV-C+ comparado ao grupo GBV-C- (p=0,02). Também no grupo GBV-C +
teve uma diminuicdo das células T CD8+ naive expressando CD28 (p=0,03). Na analise
da diferenca também foi observado uma diminuicdo das células T CD8+ de memdria
central no grupo GBV-C+ expressando CCR5 (p=0,08) e CD28 (p=0,04) comparado ao
grupo GBV-C-.

Na analise da diferenca das células T CD8+ efetoras terminal o grupo GBV-C
apresentou uma diminuicdo comparada ao grupo GBV-C- (p=0,03), também foi
observado essa diminuicao nessas células expressando HLA-DR (p=0,03). Em relacdo a
andlise da diferenca dos outros marcadores de ativacdo e senescéncia (CCR5, CD38,
PD-1, CD95) o grupo GBV-C + mostrou uma diminuicdo, mas ndo houve diferenca
estatistica significante. Tabela 3 (Em anexo). Na Figura 12, pode-ser perceber a
diferenca na subpopulacdo de memoria central nos dois grupos em relacdo as células T
CD4+.
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7. DISCUSSAO

Atualmente aproximadamente 40 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo HIV e
no mundo sdo mais de 35 milhdes de mortes como consequéncia da epidemia
HIV/AIDS. Esta entre as maiores causas de morte no mundo.

Como demonstrado por Stapleton e colaboradores em individuos HIV+
coinfectados com GBV-C ha uma melhora no prognoéstico comparado aos individuos
sem viremia para GBV-C (54). A prolongada presenca do GBV-C em individuos
infectados pelo HIV tem sido associado a uma diminui¢do da carga viral do HIV,
aumento da contagem das células T CD4+ e uma melhor resposta ao tratamento
antirretroviral. Por outro lado, quando ocorre o clearance de GBV-C todos os efeitos séo
perdidos, mostrando que para garantir a protecdo contra AIDS € necessaria a replicacdo
viral do GBV-C (11, 13, 26).

Embora o fenbmeno associado ao GBV-C tenha sido confirmado por varios
estudos epidemiolégicos de larga escala, 0s mecanismos exatos pelo qual o GBV-C
medeia esta protecdo ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (13). Vérias hipdteses
foram propostas ao longo dos anos, como alteragdes nos niveis de citocinas, bloqueio da
expressao de proteinas de membrana, reducdo de CCR5 e CXCR4 e producdo de
anticorpos neutralizantes cruzados. Muitos mecanismos tém sido associados a essa

protecdo. No entanto, ndo ha um total conhecimento dessa interacéo.

Considerando que a maior parte dos resultados ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes, os resultados encontrados tendem a evidenciar o efeito do
GBV-C na expressdo dos perfis de ativacdo exaustdo e senéscencia comparado com o
grupo GBV-C-. Para maior detalhamento das analises e melhor visualizacdo dos dados
encontradas ver Anexo A-L.

Assim como outros achados, nossos resultados também sugerem um papel
protetor do GBV-C. Embora o nimero de amostras seja limitado, hd uma diferenca em
relacdo a esses dados na comparacdo entre os dois grupos. Considerando que Staplaton
et al (93) também demonstraram essa diminuicdo em uma coorte com 65 amostras com
pacientes virémicos para GBV-C. Os dados aqui relatados devem ser considerados
importantes. Na analise comparativa, tanto na visita inicial, como na andlise da

diferenca ndo houve diferenca dos valores da carga viral, bem como ndo houve
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diferenca na contagem de células T CD4+ e CD8+. Apesar de ndo ter uma diferenca
estatisticamente significante, houve um aumento das células T CD4+ no grupo GBV-
C+. A infeccdo pelo HIV causa uma infeccdo cronica progressiva que leva a deplecdo de
células T CD4+ e na fase aguda ha um declinio dessas células associada a presenca de
uma grande quantidade de particulas virais, é nessa fase inicial que ha alteragdes no
sistema imune que levam a uma perda de resposta, mesmo em pacientes com TARV.

O perfil dos linfécitos T retratam a integridade da resposta imune e suas funcdes.
As células T CD4+ exercem a acdo protetora e auxilia na resposta a diferentes
microrganismos e essa importante célula é o principal alvo da infec¢do pelo HIV. Por
outro lado, as células T CD8+ exercem um importante papel no controle das infeccdes
virais, com uma acdo citotdxica.

A infeccdo causada pelo HIV é caracterizada por uma agressao cronica,
sistémica e gradual da resposta imune, com diminuicdo de células T CD4+, aumento das
células T CD8+ e perda da capacidade de eliminacdo dos microorganismos. Essa perda
progressiva da resposta imune leva a um comprometimento da funcdo protetora com
geracdo de uma imunodeficiéncia generalizada.

Varios mecanismos sdo propostos para explicar como o HIV esgota o repertério
imunolodgico, principalmente células T CD4+. A replicacdo do HIV pode ser
diretamente citopatica, embora ndo explique toda o comprometido imune dessa
infeccdo, especialmente na infeccdo cronica. Além da replicacdo constante do virus que
gera transcritos incompletos (DNA do HIV) que estimula uma intensa resposta
inflamatdria e morte de células ndo infectadas que poderiam auxiliar na resposta imune.
A infeccdo pelo HIV causa dado de foma direta e indireta, ja que esse virus altera a
capacidade de tunover do sistema imune.

Na fase inicial da infeccdo causada pelo HIV ocorrem danos ao sistema imune
que sdo considerados criticos para a progressao para Aids. O papel da ativacdo celular é
fundamental nessa resposta sendo indispensavel a apresentacdo de uma defesa frente a
invasdo de microrganismos, essencial para a sobrevivéncia celular, manutencdo da
homeostase e protecdo do organismo.

A ativacdo do sistema imune estd associada a um pior progndstico em pacientes
com a infeccdo pelo HIV, levando a uma progressdo mais rapida, Aids e morte.
Portanto, compreender 0os mecanismos envolvidos na progressdo dessa infeccdo é um

desafio desde o comeco da epidemia do HIV (85-88). Muitos estudos mostraram que a
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ativagdo celular do sistema imune pode ser usada como preditor na geracdo da
cronicidade e pior progndstico na infecgcdo causada pelo HIV (86, 89, 90). A expressdo
desses marcadores de ativacdo € essencial na resposta imune e é indispensavel para a
promocdo de uma defesa eficaz contra a invasdo do organismo, tornando-se
indispensavel para a sobrevivéncia celular e manutencdo da homeostase (91, 92). No
entanto um exagero nessa resposta € prejudicial para o sistema imune.

O virus HIV causa um impacto na resposta imune, de forma complexa e cronica.
Esse virus infecta preferencialmente células T CD4+ ativadas, por isso essa infeccdo
cronica pode estimular respostas imunomoduladoras que bloqueiam a fungéo das células
T e também podem prejudicar a formacdo de novas células e capacidade de resposta
imune.

Ernst e colaboradores avaliaram niveis de mortalidade e morbidade em longo
prazo em uma coorte de pacientes coinfectados com HIV-1 e GBV-C e demonstraram
que os pacientes coinfectados tem taxas melhores de sobrevida e maiores contagens de
células T CD4+ (94). Porém o efeito foi perdido na entrada da terapia antiretroviral.
Maidana e colaboradores demonstraram que a presenca do GBV-C promove melhora o
prognostico dos pacientes com HIV, com diminuicdo dos marcadores de ativagdo,
independente das contagens de células T CD4+ e CD8+ e carga viral (64).

No presente estudo na analise da visita inicial ndo houve diferencas entre os
grupos em relacdo aos dados de ativacdo celular na andlise da expressdo de CCRS5,
CD38 e HLA-DR, tanto em células T CD4+, como nas células T CD8+. No entanto, na
analise de diferenca ha uma percepcdo que ha uma progressao diferente entre os dois
grupos, onde a expressdo dos marcadores de ativagdo e senescéncia Sa0 menos
expressos no grupo GBV-C+ nas células T CD4+ e CD8+.

Maidana e colaboradores demonstraram uma reducdo na frequéncia de células
expressando marcadores de ativacdo celular. Utilizando CCR5, CD38, CD25 e CD69
demonstrou-se que havia uma diminui¢cdo no grupo HIV+ coinfectados com GVC-C
(64). A interacdo entre 0 GBV-C e HIV pode ser por interacdo viral das mesmas vias
utilizando coreceptores, na via que utiliza CCR5 pode levar a uma diminuicdo das
citocinas e também pode interferir na via que utiliza CXCR4 diminuindo a expressédo de
SDF-1.

A expressdo do CCR5 tem sido reportada em diversos trabalhos como um

preditor de ativacdo celular e um bom marcador do prognoéstico do HIV. Ele é um
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importante coreceptor na infeccdo pelo HIV, utilizado por esse virus para a entrada nas
células T CD4+ receptor de quimiocinas (RANTES, MIP-1a e MIP-1pB) envolvidas no
inicio da resposta inflamatdria (95). Essa molécula desempenha um papel importante na
infeccdo pelo HIV, uma vez que esse virus interage com essa molécula para completar o
processo de fusdo na membrana das células do hospedeiro. Tanto o HIV, como 0 GBV-
C utilizam o co-receptor CCR5 para a entrada na célula. Na analise dos dados desse

estudo ndo houve diferenga em relagéo a esse marcador.

Portanto, a avaliacdo e acompanhamento do sistema imunoldgico na progressao
do HIV sédo essenciais (96-100). Neste estudo, também analisamos a co-infeccdo por
HIV e GBV-C em relacdo a senescéncia e a exaustdo celular. A fim de esclarecer o
papel da ativacdo que levam a um processo de senescéncia e exaustdo celular na
infeccédo pelo HIV.

Trabalhos recentes mostram uma associacao entre a ativacdo imune crénica e um
pior desfecho na infecgéo pelo HIV. Essa estimulagédo persistente leva uma esgotamente,
capacidade de resposta imune satisfatoria e uma perda dos recursos imunolégicos.

Diversos estudos associam a baixa expressao de PD-1, CD95+ e CD57 a uma
menor taxa de morte celular e protecdo do sistema imune. E nesse sentido entende-se
que a infeccdo pelo GBV-C pode conferir protecdo a estes individuos contra a Aids.
Uma vez que a ativacdo persistente promove uma deplecdo destas células do sistema
imune comprometendo a integridade e resposta dessas células.

A ativacdo persistente durante a infec¢do cronica pelo HIV pode levar a um
esgotamento dos recursos imunoldgicos (101). Assim, nessa analise foi constatado que a
presenca do GBV-C pode alterar os perfis de diferenciacdo celular e ativacdo, dados
percebidos quando feita uma observacdo da diferenca no grupo GBV-C + mostrando
uma diminuicdo de PD-1, CD95 e CD57.

A andlise da senescéncia e analise de exaustdo também mostrou um perfil
benéfico no grupo GBV-C+ em comparagdo ao grupo GBV-C-. Talvez, essa diminuicao
possa ser observada nesta populagédo coinfectada pela protecdo mediada pelo GBV-C
(91, 102). Essa ativagdo exagerada leva a senescéncia do sistema imune, sendo uma das
principais preocupagdes na era HAART, uma vez que o tratamento nédo elimina outros
problemas relacionados a doencas cardiovasculares, cancer, doengas hepaticas, renais,

declinio neurocognitivo e outras comorbidades (103-105).
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Essa ativacdo exagerada ou descontrolada na infecgdo pelo virus HIV €
importante na patogénese da doenca e a persisténcia dessa ativacdo causa uma
imunodeficiéncia que compromete a resposta imune e sobrevivéncia do individuo. Um
trabalho recente relatou a diminuicdo da ativacdo em individuos GBV-C positivo, que
reforgca os achados desse estudo e corroboram com a hip6tese de protecdo associada ao
GBV-C (106).

A ativagdo célular que leva a exaustdo imune na infeccdo pelo HIV vai além da
perda simples de células T CD4+ e CD8+ especificas contra o virus. Ja que na infeccao
causada por esse virus podem ser encontradas células altamente diferenciadas,
dependente do estagio da infeccdo. A falta de controle da replicacdo do HIV e a
progressao da infeccdo podem ser a consequéncia do esgotamento dessas células. Isso
pode acontecer em decorréncia da exaustdo clonal das células T CD8+ e também de
mecanismos das respostas primarias.

A avaliacdo da senescéncia celular ja esta bem caracterizada e explorada na
infeccdo pelo HIV, a ativacdo celular de forma exacerbada é seguida por exaustdo e
morte celular. Esse envelhecimento resulta em outros defeitos funcionais, bem como:
diminuicdo do repertorio de células T e producdo de interleucinas, diminuicdo da
populacdo de células T de memaoria comprometendo a resposta imune.

Até 0 momento, as consequéncias da presencga do virus HIV na homeostase do
sistema imunoldgico ainda ndo foram totalmente elucidadas. A compreensdo das
moléculas envolvidas no envelhecimento do sistema imunoldgico pode auxiliar no
esclarecimento dessa infeccdo. A alta expressao de CD95/ Fas e o aumento da expressdo
da molécula PD1 e CD57 relacionou-se a um perfil apopt6tico em pacientes infectados
com HIV [21]. Westendorp e colaboradores demonstram que a apoptose esta
relacionada a uma alta expressdo de CD95. Nesse estudo fez-se uma relagéo entre a
apoptose utiliaando o receptor CD95 (APO-1/Fas) (107).

A diferenciagdo ontogénica dos linfocitos T com a presenca de células de
memoria proporciona uma resposta distinta levando a imediata prote¢do. Na infeccdo
pelo HIV ha uma maior diferenciacdo com presenca de células de memdria central e
efetora, comparado aos individuos saudaveis (108). Aqui nesse estudo, percebeu-se que
no grupo HIV-1+/GBV-C ha uma diminuicéo das células naive e de memoria central.

As subpopulagdes de células T naive e de memoria demonstraram uma menor

expressdo dos marcadores de ativacdo no grupo GBV-C+, assim como houve uma
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diminuigdo nesse grupo dos marcadores de senescéncia e exaustdo celular. Houve
também uma diminuicdo da subpopulacdo de ceélulas efetora terminal expressando
HLA-DR no grupo GBV-C+. Além da diminuicdo das células naive e memoria central
expressando CD28 no grupo GBV-C+. Essa molécula exerce uma funcédo
coestimulatdria necessaria na geragdo da resposta imune.

Os estudos da resposta imune exacerbada em relacdo a ativacdo e senescéncia
visam uma ampliagdo nessa avalia¢do da interacdo do virus GBV-C e HIV, uma relacéo
ndo bem entendida e caracterizada. Apesar do pequeno nimero nesta coorte, ndo houve
diferencas significativas. Mas o impacto do estudo na co-infeccdo com HIV é
importante no contexto atual de novas abordagens para combater a epidemia de HIV /
AIDS.

A infeccdo pelo GBV-C esté associada a uma sobrevivéncia prolongada e a uma
diminuicdo da ativacdo de células T em individuos infectados pelo HIV que néo
recebem ART. Stapleton e colaboradores (REF plos one, 2012). Nesse trabalho foi
avaliado em relacdo entre a presenca do GBV-C a ativacdo celular em individuos
infectados pelo HIV, também avaliaram a ativacdo celular com os marcadores CD38+ e
HLA-DR+, além de proliferacdo e co-receptores. Concluiu-se nesse estudo que houve
reducdo na ativacdo nas células naive, memoria central, memoria efetora e células
efetoras. A presenga do GBV-C foi associada a reducdo da expressdo dos marcadores de
ativacdo e proliferacdo, independente da carga viral do HIV

A ativacgdo cronica associada & senescéncia e exaustdo celular vai além da perda
simples de células T, por isso compreender outros mecanismos envolvidos se faz
necessario para a elucidar a infeccdo causada pelo HIV. Uma vez que a patogénese do
HIV é influenciada pelo processo de ativacdo crnica das células T esses achados
podem contribuir para o entendimento do processo de sobrevivéncia prolongada nesses

individuos coinfectados.
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8.CONCLUSAO

Apesar da limitacdo no tamanho da amostra nos dois grupos estudados, nosso
estudo sugere que a infeccdo persistente por GBV-C esta associada a redugdo da
ativacdo imune, senescéncia e exaustdo nas subpopulacdes de células T CD4+ e CD8+.
Estes achados ajudam a esclarecer o papel da coinfeccao com HIV na presenca dos
marcadores de ativacdo, senescéncia e exaustao celular.

Os resultados encontrados nesse estudo corroboram com estudos anteriores
publicados, inclusive dados do nosso grupo. O estudo tentou responder aos objetivos
propostos, corroborando com as evidéncias relatadas na literatura, que sugerem o
provavel papel protetor da co-infeccdo pelo GBV-C em individuos recém-infectados
pelo HIV.

Neste estudo, observou-se que ha diferencas no perfil de ativacdo celular e
senescéncia na infec¢do pelo GBV-C persistente e foi associada a um perfil diferente

com diminuicdo desses marcadores nos individuos coinfectados com HIV.
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Anexo A- InformacOes detalhada das analises estatisticas dos pardmetros: valores

absolutos das subpopulacdes de células T CD4+ e CD8+ (Naive, memoria central,

memoria transitoria, memdria intermediaria, memdria efetora e efetora terminal)

expressando marcadores relacionados aos perfis de ativacdo e exaustdo/senéscencia.

Tabela contendo resultados da andlise da diferenca encontrada entre 0s grupos, em que 0

grupo GBV-C+ apresentou diminui¢do na quantidade de células com os perfis abaixo,

comparado com o aumento na quantidade de células no grupo GBV-C-. Alguns

resultados apresentaram diferencas estatisticamente significativos (p<0,05).

Populagdo Celular Individuos com GBV-C+ | Individuos sem GBV-C Valc:)r de

(Vn-VO0) Diferenga entre os grupos p<0,05

CD8+Naive 30,4 (-62,1 a -8,0) 0,8 (-15,7 a 33,9) 0,02

CD8+Naive CD28+ -223,7 (-234,0 a -48,1) 184,5 (-112,8 a 230,8) 0,03

CD8+M. Central CD28+ -146,9 (-259,1 a -38,6) 87,6 (-122,2 a 151,5) 0,04

CD8+Efetora Terminal -23,3(-29,3 a 11,2) 46,4 (11,7 a 104,5) 0,03

CD8+Efetora Terminal HLA-DR+ -27,8(-73,0 a -14,9) 26,6 (-13,6 a 80,6) 0,03
(Vn-V0) Diferenca entre os grupos p<0,09

CD4+M. Transitoria CCR5+HLA-DR+ -4,3(-8,2a-2,2) 7,9 (-0,6 a 19,8) 0,08

CD4+ Naive -38,4 (-67,1a-7,0) 15,5 (-20,5 a 24,4) 0,05

CD4+M. Central 57,9 (-67,3 a -18,5) -7,4(-25,42a0,5) 0,08

CD4+M. Efetora CCR5+PD1+ -18,1(-53,6 a-2,2) 23,2 (2,32 89,3) 0,07

CD4+Efetora Terminal HLA-DR+ -36,1(-92,6 a9,4) 16,6 (-20,2 a 51,6) 0,08

CD8+M. Central CCR5+ -105,1 (-116,0 a 44,2) 226,6 (-96,8 a 358,3) 0,08
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Anexo B- Informacles detalhada das analises estatisticas dos pardmetros: valores

absolutos das subpopulacdes de células T CD4+ Total, Naive e Memdria central,

expressando marcadores relacionados aos perfis de ativacdo e exaustdo/senéscencia.

Tabela contendo resultados da andlise da diferenca em que o grupo GBV-C+ apresentou

diminuicdo na quantidade de células com os perfis abaixo, comparado com o aumento

na quantidade de células no grupo GBV-C-. Apesar dos resultados ndo apresentarem

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Populagio Celular Individuos com GBV- Individuos sem Valor de p
C+ GBV-C
(Vn-V0) Diferenga entre os grupos: Diminuicao em GBV-C+e Aumento em GBV-C-
Células TCD4+ Total
CD4+CD57+ -1,0 (-35,8 2 8,4) 1,5(-24,7 a 37,3) 0,56
CD4+ HLA DR+ -10,3(-11,9a-0,8) 3,4 (-19,8 2 18,5) 0,39
CD4+ CCR5+ PD1+ -12,7 (-22,0a5,3) 1,9 (-25,6 a 37,4) 0,63
CD4+PD1+ CD38+ -2,2(-6,4a 4,3) 4,6 (-13,1a 14,8) 0,85
CD4+ CCR5+ HLA DR+ -5,5(-8,4a 1,6) 0,8 (-5,6 a 14,8) 0,34
CD4+ PD1+ HLA DR+ -5,9(-11,0a12,8) 2,6 (-17,2 2 20,3) 0,81
CD4+CCR5+ CD38+ -2,5(-5,4a 5,6) 0,5(-6,0a 11,3) 0,77
CD4+CD38+ HLA DR+ CCR5+ -1,9(-3,6a2,7) 0,2(-3,6a6,9) 0,6
CD4+CCR5+ PD1+ CD38+ -2,4(-4,1a3,)9) 1,9 (-5,6210,3) 0,77
CD4+CCR5+ PD1+ HLA DR+ -5,3 (-6,4 a-0,9) 2,5(-10,6 a 15,9) 0,63
CD4+CCR5+ PD1+HLA DR+ -0,6 (-2,5a7,0) 0,0(-2,8a4,9) 0,85
CD4+PD1+ CD38+ HLA DR+ -1,7 (-3,7 a 2,6) 0,4(-7,6a7,7) 0,92
CD4+ CCR5+ PD1+ CD95+ HLA DR+ -3,2(-3,7a4,1) 1,4 (-6,6 a 8,3) 0,85
Células T CD4+ Naive

CD4 Naive CCR5+ PD1+ -2,7 (-3,9 2 24,0) 4,2 (19,7 a23,2) 0,92
CD4 Naive PD1+ HLA DR+ -0,8(-2,7a7,5) 0,1(-3,2a3,5) 0,77
CD4 Naive CCR5+ PD1+ CD95+ HLA DR+ -0,5(-1,0a 1,6) 0,4(-1,3a1,7) 0,92

Células T CD4+ Memoria Central

CD4+Memoria CentralCCR5+ -5,4 (-23,2 a 2,5) 5,4(-70,0a69,3) | 0,7
CD4+Memoria Central CD57+ -5,4(-8,4 a4,3) 3,7 (-7,0a22,0) 0,5
CD4+Memoria Central HLA DR+ -5,8(-8,2 2 10,3) 2,2(-6,7a12,3) |0,56
CD4+Memoria Central PD1+ -18,9(-38,4a12,3) | 18,9(-27,1a63,0) | 0,15
CD4+Memoria Central CD38+ -12,5(-20,8a0,4) | 2,7(-14,5a21,7) | 0,5
CD4+Memodria Central PD1+ CD95+ -13,1(-60,9a9,5) | 16,7 (-31,1a56,8) | 0,21
CD4+Memodria Central PD1+ CD38+ -2,7(-5,7a3,7) 10,9 (-11,0a 16,5) | 0,39
CD4+Memodria Central CCR5+ PD1+ -3,0(-13,8a0,5) 9,3(-2,2a34,8) (0,18
CD4+Memodria Central CCR5+ CD38+ -1,8(-4,7a6,1) 1,7(-1,5a19,6) |0,29
CD4+Memoria Central CCR5+ HLA DR+ -3,1(-49a-2,4) 5,2(-1,4a9,6) 0,25
CD4+Memoria Central CD38+ HLA DR+ -0,4(-0,8a1,5) 1,7 (-5,4a5,6) 0,77
CD4+Memoria Central CCR5+ PD1+ HLA DR+ -1,0(-3,4a6,8) 3,7(-3,0a8,4) 0,56
CD4+Memoria Central CCR5+ PD1+ CD95+ HLA DR+ -1,9(-2,4a8,1) 2,3(-3,2a6,1) 0,92
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Anexo C- Informagdes detalhada das andlises estatisticas dos pardmetros: valores
absolutos das subpopulactes de células T CD4+ Memoria Transitoria e Intermediaria,
expressando marcadores relacionados aos perfis de ativacdo e exaustdo/senéscencia.
Tabela contendo resultados da andlise da diferenca em que o grupo GBV-C+ apresentou
diminuicdo na quantidade de células com os perfis abaixo, comparado com o aumento
na quantidade de células no grupo GBV-C-. Apesar dos resultados ndo apresentarem

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Individuos com Individuos sem

Populagdo Celular GBV-C+ GBV-C

Valor de p

(Vn-VO0) Diferenga entre os grupos: Diminuigdo em GBV-C+e Aumento em GBV-C-

Células T CD4+ Memoria Transitoria

CD4+M. Transitdria CD38+ -6,3(-9,6a-3,7) |3,7(-10,6 a 20,5) 0,63

CD4+M. Transitoria CCR5+ -11,7 (-47,2 a-4,8) | 6,0 (-50,2 a 69,9) 0,44

CD4+M. Transitoria HLA DR+ -13,0(-15,8a1,5) | 6,9(-11,4a19,7) 0,25

CD4+M. Transitéria CCR5+ PD1+ -9,8(-19,3a4,5) | 12,3 (3,6 a47,8) 0,1
CD4+M. Transitoria CCR5+ CD38+ -0,7(-3,8a0,6) 4,6(-2,1a19,2) 0,21
CD4+M. Transitéria PD1+ HLA DR+ -4,0(-11,4a0,0) |3,8(-10,1a17,7) 0,63
CD4+M. Transitoria CD38+ HLA DR+ -2,2(-4,5a-1,1) 0,2(-6,3a7,8_ 0,63
CD4+M. Transitoria CCR5+ PD1+ CD38+ -0,4 (-3,8a4,8) 3,5(-3,9a17,4) 0,56
CD4+M. Transitoria CCR5+ PD1+ HLA DR+ -1,8(-4,3a0,4) 5,6 (-2,2a16,3) 0,29
CD4+M. Transitoria CD38+ HLA DR+ CCR5+ -2,6(-4,3a1,6) 1,9(-1,9a7,9) 0,25
CD4+M. Transitoria CCR5+ PD1+ CD38+ CD95+ -0,9 (-3,7a5,0) 3,8(-1,8a15,6) 0,44
CD4+M. Transitdéria CCR5+ PD1+ CD38+ HLA DR+ -1,1(-2,5a0,1) 2,0(-3,4a5,8) 0,7
CD4+M. Transitdéria CCR5+ PD1+ CD95+ HLA DR+ -2,5(-4,5a5,3) 4,8 (-2,5a12,0) 0,34

Células T CD4+ Memodria Intermediaria

CD4+M. Intermediaria CD38+ -30,8(-44,6 a4,1) | 1,00(-22,9a5,1) | 0,29

CD4+M. Intermediaria CD57+ -45,9 (-68,9a10,2) | 7,5(-28,2a42,1) | 0,29
CD4+M.Intermediaria HLA DR+ -20,5(-55,8a-5,5) | 0,8 (-10,9a20,7) | 0,12

CD4+M. Intermediaria CCR5+ CD38+ -3,7(-14,6a3,3) | 4,3(-6,6a16,5) | 0,29
CD4+M. Intermediaria CCR5+ HLA DR+ -7,8(-35,7a-3,2) | 2,6(-11,8a25,5) | 0,15
CD4+M. Intermediaria CCR5+ PD1+ -21,2(-44,1a7,3) | 87(-43,4a28,7) | 0,44
CD4+M. Intermediaria PD1+ CD95+ -10,5(-33,7a3,4) | 8,1(-38,5a33,4) | 0,56
CD4+M. Intermediaria PD1+ HLA DR+ -13,8(-35,2a-2,7) | 2,7(-8,3a14,0) | 0,21
CD4+M. Intermediaria PD1+ CD38+ -9,1(-13,3a-0,5) 5,7 (-4,4 a9,6) 0,29
CD4+M. Intermediaria CD38+ HLA DR+ -8,7(-10,1a-0,6) | 0,8(-2,6 a 14,0) 0,12
CD4+M. Intermediaria CCR5+ PD1+ HLA DR+ -11,2 (-26,2a-0,7) | 2,0(-8,5a12,0) | 0,12
CD4+M. Intermediaria CCR5+ PD1+ CD38+ -6,0 (-10,6 2 0,5) 5,8(-4,5a8,1) 0,29
CD4+M. Intermediaria CD38+ HLA DR+ CCR5+ -2,5(-9,8a2,2) 2,6(-41a18,7) | 0,15
CD4+M. Intermediaria PD1+ CD38+ HLA DR+ -3,7(-10,9a -2,5) 2,0(-2,6a7,0) 0,18
CD4+M. Intermediaria CCR5+ PD1+ CD38+ CD95 + -1,5(-2,8a1,0) 1,5(-3,4a5,7) 0,5
CD4+M. Intermediaria CCR5+ PD1+ CD38+ HLA DR+ -3,0(-7,7a-0,4) 1,6(-2,5a7,1) 0,12
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Anexo D- Informagdes detalhada das andlises estatisticas dos pardmetros: valores

absolutos das subpopulacdes de células T CD4+ Memoria Efetora e Efetora Terminal,

expressando marcadores relacionados aos perfis de ativacdo e exaustdo/senéscencia.

Tabela contendo resultados da andlise da diferenca em que o grupo GBV-C+ apresentou

diminuicdo na quantidade de células com os perfis abaixo, comparado com o aumento

na quantidade de células no grupo GBV-C-. Apesar dos resultados ndo apresentarem

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Populagao Celular Indl\gg\t;?;com Individuos sem GBV-C | Valor de p
(Vn-V0) Diferencga entre os grupos: Diminuicdo em GBV-C+e Aumento em GBV-C-
Células T CD4+ Memdria Efetora
CD4+M. Efetora PD1+ -119,8 (-207,0 a -37,0) 18,9 (-73,9 2 94,4) 0,1
CD4+M. Efetora CCR5+ -28,1(-62,0 a 14,4) 5,1(-27,3a75,6) 0,44
CD4+M. Efetora HLA DR+ -20,8 (-27,9 a 14,6) 9,2 (-9,0 a 26,0) 0,29
CD4+M. Efetora CCR5+ CD38+ -1,3(-6,3 a 16,4) 2,5(-8,5a14,8) 0,85
CD4+M. Efetora CCR5+ HLA-DR+ -1,9(-21,9a3,2) 14,8 (-2,6 a 19,0) 0,12
CD4+M. Efetora PD1+ HLA DR+ -4,8 (-16,4a5,2) 7,6 (-11,6 a 27,5) 0,34
CD4+M. Efetora CCR5+ PD1+ CD38+ -1,8 (-4,5 a 15,4) 3,4(-7,3a14,6) 0,92
CD4+M. Efetora CCR5+ PD1+ HLA DR+ -1,1(-18,5a1,1) 11,0 (-2,9 a 18,6) 0,12
Células T CD4+ Efetora Terminal
CD4+E. Terminal CD57+ -211,0(-232,9a42,4) | 17,2 (-40,9 a 89,8) 0,25
CD4+E. Terminal CCR5+ -42,9 (-133,4a-32,0) | 26,7 (-40,7 a 78,5) 0,1
CD4+E. Terminal CD38+ -18,8 (-41,6 a 13,6) | 27,3(-20,5a31,9) 0,39
CD4+E. Terminal CD38+HLA DR+ -6,8 (-38,6 a 23,5) 12,8(-3,1a24,9) 0,44
CD4+E. Terminal CCR5+PD1+ -75,7 (-145,5 a 2,6) 4,8 (-33,1a65,1) 0,25
CD4+E. Terminal CCR5+CD38+ -12,6 (-30,2 a 28,7) 20,4 (-5,1a 30,9) 0,56
CD4+E. Terminal CCR5+HLA DR+ -24,8 (-61,9a23,3) | 31,2(-13,6 a62,9) 0,12
CD4+E. Terminal PD1+CD95+ -49,1 (-85,7 a -7,8) 10,5 (-90,7 a 33,8) 0,44
CD4+E. Terminal PD1+HLA DR+ -33,7 (-67,9 a 6,0) 10,7 (-14,3 a 32,6) 0,25
CD4+E. Terminal PD1+CD38+ -17,7 (-28,4 a 33,9) 4,5 (-24,4 a 28,5) 1
CD4+E. Terminal CD38+HLA DR+CCR5+ -3,6 (-26,0 2 13,1) 10,2 (-0,7 a 19,3) 0,29
CD4+E. Terminal PD1+CD38+HLA DR+ -7,7 (-35,0a9,1) 7,9 (-7,8 a 15,5) 0,5
CD4+E. Terminal CCR5+PD1+CD38+ -11,9 (-14,1a 24,8) 6,3 (-16,7 a 26,3) 0,92
CD4+E. Terminal CCR5+PD1+HLA DR+ -11,1 (-56,0 a 17,5) 15,7 (-7,7 a 39,0) 0,21
CD4+E. Terminal CCR5+PD1+CD95+HLA-DR+ -6,4 (-11,5 a 18,6) 7,8 (-6,5 a 14,6) 0,56
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Anexo E- Informacles detalhada das analises estatisticas dos pardmetros: valores
absolutos das subpopulacdes de células T CD8+ Total e Naive expressando marcadores
relacionados aos perfis de ativacdo e exaustdo/senéscencia. Tabela contendo resultados
da analise da diferenca encontrada entre os grupos, em que o grupo GBV-C+ apresentou
diminuicdo na quantidade de células com os perfis abaixo, comparado com o aumento
na quantidade de células no grupo GBV-C-. Apesar dos resultados ndo apresentarem

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Populagao Celular Individuos com GBV- Individuos sem GBV-C Valor
C+ de p
(Vn-VO0) Diferenca entre os grupos: Diminui¢do em GBV-C+e Aumento em GBV-C-
Células TCD8+ Total
Contagem de linfécitos T CD8+ -154 (-256 a 144) 163 (-198 a 344,5) 0,21
CD8+ PD1+ -80,7 (-169,9a-27,0) | 116,3(-209,5a 256,6) | 0,44
CD8+ CCR5+ -81,2 (-94,6 a 38,6) 60,4 (-40,8 a 98,8) 0,21
CD8+CD95+ -40,6 (-146,6 a 22,8) 193,2 (-172,1 a 431,0) 0,18
CD8+ CCR5+ HLA DR+ -28,9 (-40,5 a -20,6) 7,7 (-26,2 a 40,7) 0,15
CD8+ CCR5+ PD1+ -52,2(-71,0 a 40,8) 8,1(-47,9 a 58,8) 0,63
CD8+PD1+ CD95+ -53,1(-70,2 a 32,8) 123,7 (-162,9a269,9) | 0,29
CD8+ CCR5+ PD1+ CD95+ HLA DR+ -13,9(-17,6 a -5,3) 4,9 (-25,3 a 16,3) 0,6
Células T CD8+ Naive
CD8+Naive CD38+ -2,5(-13,9a10,3) 9,1(-22,5a36,1) 0,56
CD8+Naive HLA DR+ -11,0 (-26,1a 6,5) 15,9 (-5,2 a 30,3) 0,25
CD8+Naive CD57+ -39,4 (-100,8 a 20,2) 44,5 (-7,2 a 67,9) 0,29
CD8+Naive CCR5+ -102,9 (-122,2 a 37,0) 66,5 (-31,7 2 279,3) 0,12
CD8+Naive CCR5+ CD38+ -1,9(-6,7 a 3,0) 11,3 (-9,9 a 23,3) 0,77
CD8+Naive CCR5+ HLA DR+ -3,2(-33,7a10,4) 15,2 (-4,5 a 29,7) 0,25
CD8+Naive PD1+ HLA DR+ -6,4 (-20,0 a2 12,3) 5,6 (-14,2 a 11,0) 0,77
CD8+Naive CCR5+ PD1+ HLA DR+ -1,3(-23,9a20,1) 4,2 (-13,6 2 11,7) 0,85
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Anexo F- InformagBes detalhada das analises estatisticas dos pardmetros: valores
absolutos das subpopulacdes de células T CD8+ Memdria Central e Efetora
eexpressando marcadores relacionados aos perfis de ativagdo e exaustdo/senéscencia.
Tabela contendo resultados da analise da diferenca encontrada entre 0s grupos, em que o
grupo GBV-C+ apresentou diminui¢do na quantidade de células com os perfis abaixo,
comparado com o aumento na quantidade de células no grupo GBV-C-. Apesar dos

resultados ndo apresentarem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Populagdo Celular Indl\gg\t;?;com Individuos sem GBV-C \;?;(:
(Vn-V0) Diferenga entre os grupos: Diminuigdo em GBV-C+e Aumento em GBV-C-
Células T CD8+ Memdria Central

CD8+M. Central CD57+ -64,8 (-200,9a11,6) | 155,2(-133,2a330,0)| 0,29

CD8+M. Central PD1+ -196,2 (-245,3 a -83,4) | 133,1(-280,6 a 431,6)| 0,29

CD8+M. Central CD38 -93,4 (-144,1 a 63,8) 63,4 (-207,1a204,4) | 0,44

CD8+M. Central CD95+ -123,6 (-318,4a 60,4) | 145,8 (-276,2 a 404,3)| 0,25

CD8+M. Central HLA DR+ -78,9 (-156,5 a 12,3) 20,1(-151,3a199,1) | 0,44

CD8+M. Central CCR5+ CD38+ -30,1 (-65,3 a 29,7) 83,2 (-156,6 2 187,3) | 0,25
CD8+M. Central CCR5+ HLA DR+ -39,9 (-98,0 a -24,1) 94,2 (-98,4a177,1) | 0,33
CD8+M. Central CCR5+ PD1+ -89,6 (-112,4a65,5) | 171,0(-195,6 a 362,4)| 0,34

CD8+M. Central PD1+ CD38+ -81,7 (-162,8 a 45,8) 34,1(-213,62216,9)| 0,5
CD8+M. Central PD1+ HLA DR+ -71,2 (-115,8 a-1,8) 34,2 (-169,9a204,2) | 0,44
CD8+M. Central PD1+ CD95+ -139,7 (-257,6 a 56,7) | 78,6(-284,7a439,8) | 0,34
CD8+M. Central CCR5+ PD1+ HLA DR+ -38,7 (-64,0 a -26,8) 73,6 (-119,3a170,0) | 0,34
CD8+M. Central CCR5+ PD1+ CD38+ -28,3 (-65,3 2 22,0) 66,3 (-170,1a199,2) | 0,39
CD8+M. Central CCR5+ CD38+ HLA DR+ -23,8(-72,7 a 16,0) 45,7 (-110,9 2 110,3) | 0,29
CD8+M. Central CCR5+ PD1+ CD38+ CD95+ -27,8 (-63,2 a 25,2) 53,2(-147,3a191,6) | 0,29
CD8+M. Central CCR5+ PD1+ CD38+ HLA DR+ -22,1(-72,7 a 13,0) 34,9 (-115,7 a 115,6) | 0,29
CD8+M. Central CCR5+ PD1+ CD95+ HLA DR+ -44.5 (-78,8 a -7,7) 40,9 (-104,0a 175,0) | 0,25

Células T CD8+ Memoria Efetora

CD8+M. Efetora CCR5+ -55,0(-79,4 a 65,6) 119,6 (-37,4a309,2) | 0,12
CD8+M. Efetora PD1+ -175,8 (-248,3 a-62,4) | 154,6 (-244,8 a 429,8)| 0,25
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Anexo G- Informagdes detalhada das analises estatisticas dos parametros: carga viral,
valores absolutos das subpopulac@es de células T CD4+ Total, Naive, Memdria Central
e Transitoria expressando marcadores relacionados aos perfis de ativacdo e
exaustdo/senéscencia. Tabela contendo resultados da andlise da diferenca encontrada
entre 0s grupos, em que o grupo GBV-C+ apresentou uma diminui¢do mais proemininte
na quantidade de células com os perfis abaixo, comparado com a também diminuicdo na
quantidade de células encontrada no grupo GBV-C-. Apesar dos resultados nao

apresentarem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Populagdo Celular Individuo(s::om GBV- Individuos sem GBV-C | Valor de p
(Vn-VO0) Diferenga entre os grupos: Diminuicdo em ambos, porém em GBV-C+ foi MAIOR do que em
GBV-C-
Parédmetros de Seguimento
Carga viral do HIV, log -0,18 (-0,58 a 0,75) -0,05 (-0,56 a 0,32) 0,7
Contagem de linfdcitos T CD4* -207 (-251 a -37) -46,5 (-115,5 a 12,5) 0,25
Células T CD4+ Total
CD4+ CD38+ -10,2 (-20,4 2 7,3) -0,8(-12,2 a 16,9) 0,39
CD4+ CCR5+ -19,8 (-38,0 a -6,0) -5,2 (-31,7 a 43) 0,56
CD4+ PD1+ 53,2 (-89,7 a 2,4) -8,4 (-73,5 a 58,2) 0,34
CD4+ CD28+ -172,6 (-223,6 a -39,4) -80,6 (-145,1a 0,4) 0,29
CD4+ CD95+ -80,7 (-176,3 2 -28,0) | -66,6 (-105,7 a -25,3) 0,56
CD4+ PD1+ CD95+ -38,9(-64,8a0,1) -20,3 (-62,2 2 30,5) 0,7
Células T CD4+ Naive
CD4 Naive CD95+ -4,3(-5,2 2 10,3) -1,0(-10,3 a 6,1) 0,56
CD4 Naive CD28+ -214,2 (-245,2 a -36,6) | -47,7 (-124,5a-12,7) 0,34
Células T CD4+ Memoria Central
CD4+M. Central CD28+ -217,7 (-245,7a-37,1) | -52,2(-122,0a-9,1) 0,21
CD4+M. Central CD95+ -84,3 (-132,6 a -21,7) -21,0(-81,5a 15,4) 0,18
Células T CD4+ Memdria Transitéria

CD4+M.Transitéria -58,9 (-115,3 a -29,2) -34,4 (-57,9 a -19,6) 0,39
CD4+M.Transitéria CD95+ -140,6 (-213,7 a -44,0) -43,3 (-127,0a-2,9) 0,21
CD4+M.Transitéria PD1+ -86,8 (-128,2 a 10,0) -5,3 (-75,5a93,7) 0,18
CD4+M.Transitéria CD28+ -195,7 (-231,1a -45,4) | -80,4 (-124,2 a -42,2) 0,34
CD4+M.Transitoria PD1+ CD95+ -38,0(-143,6 a 31,6) -18,5(-69,9 2 91,7) 0,25
CD4+M.Transitoria PD1+ CD38+ HLA DR+ -1,8(-3,9a0,8) -0,5(-5,5a6,5) 0,85




74



75

Anexo H- Informagbes detalhada das andlises estatisticas dos parametros: valores
absolutos das subpopulacdes de células T CD8+ Total, Naive e Memdria Central
expressando marcadores relacionados aos perfis de ativacdo e exaustdo/senéscencia.
Tabela contendo resultados da analise da diferenca encontrada entre 0s grupos, em que o
grupo GBV-C+ apresentou uma diminui¢cdo mais proemininte na quantidade de células
com os perfis abaixo, comparado com a também diminui¢do na quantidade de células
encontrada no grupo GBV-C-. Apesar dos resultados ndo apresentarem diferencgas

estatisticamente significativas (p<0,05).

Populagao Celular ‘ Individuos com GBV-C+ | Individuos sem GBV-C | Valor de p

(Vn-V0) Diferencga entre os grupos: Diminuicdo em ambos, porém em GBV-C+ foi MAIOR do que em

GBV-C-
Células T CD8+ Total
CD8+ CD28+ -77,8 (-180,2 a -49,5) -35,4 (-85,8a 1,9) 0,15
CD8+ HLA DR+ -36,9 (-65,0 a -8,2) -18,2(-97,2 2 97,6) 0,5
CD8+ CCR5+ CD38+ -10,0 (-24,0 2 3,8) -8,9 (-55,6 a 31,4) 0,7
CD8+ PD1 HLA DR -29,2 (-43,0a-12,2) -6,8 (-65,5a 37,9) 0,44
CD8+ CCR5 PD1 HLA DR -20,9 (-28,6 a -14,4) -0,5(-27,6 a 20,6) 0,56
Células T CD8+ Naive
CD8+Naive PD1+ -123,9(-251,4 a 18,6) -16,3 (-125,7 a 217,6) 0,21
CD8+Naive CCR5+ PD1+ -59,9 (-81,4 a -13,8) -23,8 (-69,7 a 195,3) 0,39
CD8+Naive PD1+ CD38+ -1,3(-10,2 a 6,2) -1,2 (-28,6 a 19,0) 0,92
Células T CD8+ Memoria Central
CD8+M. Central CD38+ HLA DR+ -59,6 (-126,7 a 52,3) -13,9 (-147,9 2 119,0) 0,39
CD8+M. Centra PD1+ CD38+ HLA DR+ -57,6 (-135,8 a 42,7) -12,8 (-149,2 a 127,5) 0,5
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Anexo |- Informagdes detalhada das analises estatisticas dos parametros: relacdo de
CD4+/CD8+, valores absolutos das subpopulagdes de células T CD4+ Total, Naive,
Intermediaria, Memoria Efetora e Efetora Terminal expressando marcadores
relacionados aos perfis de ativacdo e exaustdo/senéscencia. Tabela contendo resultados
da andlise da diferenca encontrada entre os grupos, em que o grupo GBV-C+ apresentou
uma diminuicdo mais proemininte na quantidade de células com os perfis abaixo,
comparado com a também diminui¢do na quantidade de células encontrada no grupo

GBV-C-. Apesar dos resultados ndo apresentarem diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05).
Populagao Celular Individuos com GBV-C+ Indiv(i;dBl.:l?zsem Valor de p
(Vn-V0) Diferenga entre os grupos: Diminuicdo em ambos, porém em GBV-C+ foi MENOR do que em
GBV-C-
Parédmetros de Seguimento
Relacdo CD4*/ CD8* -0,11 (-0,41 a -0,07) -0,16 (-0,31a 0,02) 0,85
% linfécitos T CD4 -3,9(-21,4a2,6) -8,8(-16,1a 2,1) 0,85
Células T CD4+ Total
CD4+CD38+ HLA DR+ | 39(44a32) | -03(58a84) | 063
Células T CD4+ Naive

CD4 Naive CD38+ -0,9 (-19,6 a 13,7) -1,4 (-22,0a 10,2) 0,92

CD4Naive HLA DR+ -1,4 (-8,0a12,9) -3,2(-6,4 a 16,5) 0,77

CD4 Naive CCR5+ HLA DR+ -0,9(-5,7a11,2) -2,6 (-3,8a16,4) 0,77

CD4 Naive PD1+ CD95+ (-2,4(-3,4a1,8) -2,3(-7,3a4,1) 0,63

Células T CD4+ Memdria Intermediaria
CD4+M. Intermediaria | -17(213a81) | -46(73a54) | 1,00
Células T CD4+ Memdria Efetora
CD4+M. Efetora | -108(27,5a-2,9) | -17,8(261a-36) | 0,63
Células T CD4+ Efetora Terminal
CD4+E.Terminal -1,2(-6,2a-0,9) -1,2(-3,8a4,4) 0,5
CD4+E.Terminal CD28+ -47,6 (-136,5 a 71,5) -70,0 (-120,7 a 13,5) 0,63
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Anexo J- Informagdes detalhada das andlises estatisticas dos parametros: relagdo de
CD4+/CD8+, valores absolutos das subpopulacdes de células T CD8+ Total, Naive,
Memoria Central e Efetora expressando marcadores relacionados aos perfis de ativagdo
e exaustdo/senéscencia. Tabela contendo resultados da analise da diferenca encontrada
entre 0s grupos, em que o grupo GBV-C+ apresentou uma diminui¢do mais proemininte
na quantidade de células com os perfis abaixo, comparado com a também diminuicdo na
quantidade de células encontrada no grupo GBV-C-. Apesar dos resultados nao

apresentarem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Populagdo Celular Individuo(s::om GBV- Individuos sem GBV-C | Valor de p
(Vn-VO0) Diferenga entre os grupos: Diminuicdo em ambos, porém em GBV-C+ foi MENOR do que em
GBV-C-
Células T CD8+ Total
CD8+ CD38+ -13,8 (-61,8a47,4) | -22,6 (-208,2a97,5) 0,77
CD8+ CD38+ HLA DR+ -13,0 (-33,8a18,2) | -23,3(-120,6 a47,9) 0,85
CD8+ CCR5+ PD1+ CD38+ -2,9 (-20,82a2,7) -9,0 (-47,2a15,0) 1
CD8+ PD1+ CD38+ HLA DR+ -11,5 (-23,5a16,5) -18,1(-72,2a22,1) 1
CD8+ CCR5+ PD1+ CD38+ CD95+ -0,7 (-19,5a7,7) -6,1(-37,3a14,5) 1
CD8+ CCR5+ PD1+ CD38+ HLA DR+ -4,4 (12,7 a 2,5) -7,2(-30,7a9,2) 0,92
CD8+ CD38+ HLA DR+ CCR5+ -5,4 (-16,3 a 4,6) -7,6 (-38,92a20,1) 0,74

Células T CD8+ Naive

CD8+Naive CCR5+ PD1+ CD38+HLA DR+ ‘ -0,3(-2,8a7,7) -0,7 (-12,8 a 3,1) 0,5
Células T CD8+ Memoria Central

CD8+M. Central ‘ -3,6 (-6,1a-0,1) -3,8(-7,4a3,5) 0,56
Células T CD8+ Memdria Efetora

CD8+M. Efetora CD28+ | -31,8(-1457a-26,5) | 32,3(-101,52-19,7) | 085
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Anexo K- Informagdes detalhada das andlises estatisticas dos pardmetros: relagdo de
CD4+/CD8+, valores absolutos das subpopulacdes de células T CD4+ Total, Naive,
Intermediaria, Memoria Efetora e Efetora Terminal expressando marcadores
relacionados aos perfis de ativacdo e exaustdo/senéscencia. Tabela contendo resultados
da andlise da diferenca encontrada entre os grupos, em que o grupo GBV-C+ apresentou
aumento na quantidade de células com os perfis abaixo, comparado com a diminuigdo
na quantidade de células encontrada no grupo GBV-C-. Apesar dos resultados ndo

apresentarem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Populagdo Celular Individuos com GBV-C+ | Individuos sem GBV-C Valt;r de
(Vn-V0) Diferenga entre os grupos: Aumento em GBV-C+ e Diminuigdo em GBV-C-
Pardmetros de Seguimento
Carga viral do HIV, copias/ml 1821 (-33683 a 7797) -675 (-36582 a 1167) 0,56
Células T CD4+ Total
CD4+ Naive CCR5+ 0,8 (-2,6,4 2 43,8) -6,0 (-48,1 a 60,8) 0,85
CD4+ Naive CCR5+ CD38+ 4,1(-5,1a11,7) -2,0(-5,2 a 16,3) 0,92
CD4+ Naive CD38+ HLA DR+ 0,4(-3,0a5,4) -1,7(-29a7,7) 0,92
CD4+ Naive CD38+ HLA DR+ CCR5+ 1,4 (-2,2a5,0) -0,9(-2,6 2 8,2) 0,92
CD4+ Naive PD1+ CD38+ HLA DR+ 0,9(-0,9a4,5) -0,1(-2,5a0,7) 0,56
CD4+ Naive CCR5+ PD1+ CD38+ HLA DR+ 0,9(-0,9a4,5) -0,1(-1,520,6) 0,56
Células T CD4+ Memodria Efetora
CD4+M.Efetora CD38+ HLA DR+ 1,2(-2,8a7,8) -1,4(-3,4a3)9) 0,7
CD4+M.Efetora PD1+ CD38+ HLA DR+ 1,2 (-2,1a11,0) -1,1(-4,3a4,8) 0,63
Células T CD4+Memodria Transitoria

CD4+M.Transitoria CD57+ | 15(321a126) | -13(208a669) | 056

Células T CD8+ Total

CD8+ PD1+ CD38+ | 101(412a101) | -252(1292a493) | 1
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Anexo L- InformagOes detalhada das analises estatisticas dos pardmetros: relagdo de
CD4+/CD8+, valores absolutos das subpopulacdes de células T CD4+ Total, Naive,
Intermediaria, Memoria Efetora e Efetora Terminal expressando marcadores
relacionados aos perfis de ativacdo e exaustdo/senéscencia. Tabela contendo resultados
da andlise da diferenca encontrada entre 0s grupos, em que o grupo GBV-C+ apresentou
diminuicdo na quantidade de células com os perfis abaixo, comparado com o aumento
na quantidade de células no grupo GBV-C-. Apesar dos resultados ndo apresentarem

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Populacio Celular Individuos com Individuos sem | Valor de
GBV-C+ GBV-C p
(Vn-VO0) Diferenga entre os grupos: Aumento em ambos, porém em GBV-C+ foi MAIOR do que
em GBV-C-
Células T CD4+ Naive
CD4 Naive PD1+ CD38+ | 33(39a43) | 08(37a28) | 0,63

Células T CD4+ Memoria Central

CD4+M. Central CCR5 +PD1+ CD38+ CD95+

2,6(-3,0a3,9)

| 2,0(-33a10,3) | 0,56

Células T CD4+ Memdria Efetora

CD4+M.Efetora CD38+ 4,0(-4,3a16,1) 0,6 (-13,5a13,3) | 0,85
CD4+M.Efetora PD1+ CD38+ 4,5(-2,8220,4) 1,7(-11,7a14,7) | 0,85
CD4+M.Efetora CCR5+ PD1+ CD38+ CD95 + 2,6 (0,3a10,0) 1,8 (-2,2a13,7) 0,7

(Vn-VO0) Diferenga entre os grupos: Aumento em ambos, porém em GBV-C+ foi MENOR do que
em GBV-C-

Células T CD4+ Memdria Efetora

CD4+ CCR5 PD1CD38 CD95 0,4(-2,1a1,9) 1,5(-2,2 a 4,5) 0,6

CD4+ CCR5 PD1 CD38 HLA DR 6,3 (3,3 a 10,0) 7,7(1,329,7) 0,77
Células T CD4+ Memoria Central

CD4+ Naive PD1+ 0,5(-10,8a23,6) | 3,9(-16,1a19,5) | 0,85

CD4+Naive CD57+ 1,6 (-3,3a4,4) 2,1(-7,3a14,1) 0,92

CD4+Naive CCR5+ PD1+ CD38+ 54,3 (27,9 a 60,4) 72,0 (46,4 a 103,8) 0,25

CD4+Naive CCR5+ PD1+ CD38+ CD95+ 0,0(-0,8a 1,5) 0,1(-1,0a2,5) 0,92
Células T CD4+ Memoria Central

CD4+M. Central PD1+ HLA DR+ 0,3(-5,1a4,7) 2,4 (-6,5a 8,6) 0,92

CD4+M. Central CCR5+ PD1+ CD38+ 0,6 (-2,1a4,2) 3,6 (-5,8a11,9) 0,92

CD4+M. Central PD1+ CD38+ HLA DR+ 0,9 (-0,5 a 2,5) 1,9(-5,9 a 4,3) 1

CD4+M. Central CD38+ HLA DR+ CCR5+ 0,1(-0,8a2,4) 1,0(-2,3a5,4) 0,92

CD4+M. Central CCR5+ PD1 +CD38+ HLA DR+ 0,1(0,0a3,0) 1,5(-3,9a3,7) 0,7
Células T CD4+ Memoria Central

CD4+M. Transitéria PD1+CD38+ | 1,2(-84a45) | 57(-12,1a180) | 07
Células T CD4+ Memdria Central

CD4+M.Efetora CD38+ HLA DR+ CCR5+ 0,2(-4,9a8,7) 0,2(-0,9a2,8) 1
CD4+M.Efetora CCR5+ PD1+ CD38+ HLA DR+ 0,0(-4,6 29,9) 0,2(-2,5a3,2) 0,92
CD4+M.Efetora CCR5+ PD1+ CD95+ HLA DR+ 0,6(-2,6a5,1) 1,2 (-2,3 a 14,5) 0,77
Células T CD8+ Total
CD8+ CD57+ 4,4 (-104,5a58,2) | 100,8 (-40,5a181,5) | 0,18
%l infécitos T CD8 4,5(-2,1a20,5) 6,8 (-4,5a17,7) 0,77
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Variaveis continuas apresentadas como medianas e intervalos interquartis; comparagdes realizadas com o
teste da soma dos postos de Wilcoxon (Ranksum test)

Variaveis categdricas apresentadas como frequéncias e porcentagens; comparacdes realizadas com teste
exato de Fisher
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Tabela 2: Diferencas (A V1-V0) em marcadores celulares, conforme status do GBV-C:

Individuos com GBV- Individuos sem Valor p
C incidente, GBV-C incidente,
N=9 N=8
Contagem de linfocitos T CD4* -207 (-251 a -37) -46,5 (-115,5a 12,5) 0,25
% linfdcitos T CD4 -3,9 (-21,4a2,6) -8,8(-16,1a2,1) 0,85
Contagem de linfécitos T CD8* -154 (-256 a 144) 163 (-198 a 344,5) 0,21
%I linfécitos T CD8 4,5 (-2,1a20,5) 6,8 (-4,52a17,7) 0,77
Relacdo CD4*/ CD8* -0,11 (-0,41 a -0,07) -0,16 (-0,31 a 0,02) 0,85
Carga viral do HIV, copias/ml 1821 (-33683 a 7797) -675 (-36582 a 1167) 0,56
Carga viral do HIV, log -,18 (-0,58 a2 0,75) -0,05 (-0,56 a 0,32) 0,70
Marcadores de ativacao e senescéncia: T CD4* (valores absolutos)
CCR5 -19,8 (-38,0 a -6,0) -5,2 (-31,7a43) 0,56
PD1 -53,2 (-89,7a2,4) -8,4 (-73,5a58,2) 0,34
CD28 -172,6 (-223,6 a -39,4) -80,6 (-145,1a0,4) 0,29
CD38 -10,2 (-20,4 a 7,3) -0,8 (-12,2 a 16,9) 0,39
CD57 -1,0 (-35,8a8,4) 1,5(-24,7a37,3) 0,56
CD95 -80,7 (-176,3 a -28,0) -66,6 (-105,7 a -25,3) 0,56
HLA DR -10,3 (-11,9a-0,8) 3,4 (-19,8 a 18,5) 0,39
CCR5 PD1 -12,7 (-22,0 a5,3) 1,9 (-25,6 a 37,4) 0,63
CCR5 CD38 -2,5(-5,4 a 5,6) 0,5(-6,0a11,3) 0,77
CCR5 HLA DR -5,5(-8,4a1,6) 0,8 (-5,6 a 14,8) 0,34
PD1CD38 -2,2 (-6,4 a4,3) 4,6 (-13,1a14,8) 0,85
PD1 CD95 -38,9 (-64,820,1) -20,3 (-62,2 a 30,5) 0,70
PD1 HLA DR -5,9 (-11,0a12,8) 2,6 (-17,2a20,3) 0,81
CD38* HLA DR* -3,9 (-4,4a3,2) -0,3 (-5,8a8,4) 0,63
CCR5 PD1 CD38 -2,4(-4,1a3)9) 1,9 (-5,6 a10,3) 0,77
CCR5 PD1 HLA DR -5,3 (-6,4a-0,9) 2,5(-10,6 a 15,9) 0,63
CD38* HLA DR* CCR5* -1,9(-3,6a2,7) 0,2 (-3,62a6,9) 0,60
PD1 CD38 HLA DR -1,7 (-3,7a2,6) 04 (-76a77) 0,92
CCR5 PD1 CD38 CD95 04(-2,1a1l)9 15(-2,2a4,5) 0,60
CCR5 PD1 CD38 HLA DR 6,3 (3,3a10,0) 7,7(1,3a9,7) 0,77
CCR5 PD1 CD95 HLA DR -3,2(-3,7a4,1) 1,4 (-6,6 a 8,3) 0,85
Marcadores de ativacdo e senescéncia: T CD8* (valores absolutos)
CCR5 -81,2 (-94,6 a 38,6) 60,4 (-40,8 a 98,8) 0,21
PD1 -80,7 (-169,9 a -27,0) 116,3 (-209,5 a 256,6) 0,44
CD28 -77,8 (-180,2 a -49,5) -35,4 (-85,8a1,9) 0,15
CD38 -13,8 (-61,8 a 47,4) -22,6 (-208,2 2 97,5) 0,77
CD57 4,4 (-104,5 a 58,2) 100,8 (-40,5 a 181,5) 0,18
CD95 -40,6 (-146,6 a 22,8) 193,2 (-172,1a 431,0) 0,18
HLA DR -36,9 (-65,0 a -8,2) -18,2 (-97,2 2 97,6) 0,50
CCR5 PD1 -52,2 (-71,0 2 40,8) 8,1 (-47,9 a 58,8) 0,63
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CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38" HLA DR*
CCR5PD1 CD38
CCR5PD1 HLADR
CD38" HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD9 HLA DR

-10,0 (-24,0 2 3,8)
-28,9 (-40,5 a -20,6)
10,1 (-41,2 a 10,1)
-53,1(-70,2 2 32,8)
-29,2 (-43,0 a-12,2)
-13,0 (-33,82 18,2)
-2,9(-20,82a2,7)
-20,9 (-28,6 a -14,4)
5,4 (-16,3 a 4,6)
-11,5 (-23,5a 16,5)
0,7 (-19,5a7,7)
-4,4 (12,7 22,5)
-13,9 (-17,6 a-5,3)

-8,9 (-55,6 a 31,4)
7,7 (-26,2 a 40,7)
-25,2 (-129,2 a 49,3)
123,7 (-162,9 a 269,9)
-6,8 (-65,5 a 37,9)
-23,3 (-120,6 a 47,9)
-9,0 (-47,2 a 15,0)
-0,5 (-27,6 a 20,6)
-7,6 (-38,9 2 20,1)
18,1 (-72,2 2 22,1)
-6,1 (-37,3 a 14,5)
-7,2(-30,7a9,2)
4.9 (-25,3 a 16,3)

0,70
0,15
1,00
0,29
0,44
0,85
1,00
0,56
0,74
1,00
1,00
0,92
0,60

Subpopulacdes de linfocitos T CD4+ (valores absolutos)

Naive
CCR5
PD1
CD28
CD38
CD57
CD95
HLA DR
CCR5 PD1
CCR5 CD38
CCR5 HLA DR
PD1 CD38
PD1 CD95
PD1 HLADR
CD38* HLA DR*
CCR5 PD1 CD38
CCR5PD1 HLA DR
CD38* HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD95 HLA DR
Meméria central
CCR5
PD1
CD28
CD38
CD57
CD95

-38,4 (-67,1a-7,0)
0,8 (-2,6,4 a 43,8)
0,5 (-10,8 a 23,6)
-214,2 (-245,2 a -36,6)
-0,9 (-19,6 2 13,7)
1,6 (-3,3a4,4)
-4,3 (-5,2a10,3)
-1,4 (-8,0a12,9)
-2,7 (-3,9 a 24,0)
4,1(-51a11,7)
-0,9 (-5,7 a11,2)
3,3(-392a4,3)
-2,4(-3,42a1,8)
-0,8 (-2,7a7,5)
0,4 (-3,0a5,4)
54,3 (27,9 a 60,4)
-0,6 (-2,5a7,0)
1,4 (-2,2a5,0)
0,9 (0,9 a 4,5)
0,0 (-0,8a1,5)
0,9 (0,9 a 4,5)
-0,5(-1,0a1,6)
-57,9 (-67,3a-18,5)
5,4 (-23,2 a2 2,5)
-18,9 (-38,4 a 12,3)
-217,7 (-245,7 a -37,1)
-12,5 (-20,8 a 0,4)
5,4 (-84 a4,3)
-84,3 (-132,6 a-21,7)

15,5 (-20,5 a 24,4)
-6,0 (-48,1 a 60,8)
3,9 (-16,1 a 19,5)
-47,7 (124,52 -12,7)
-1,4 (-22,0210,2)
2,1(-7,3a14,1)
-1,0 (-10,3 a 6,1)
-3,2 (-6,4 a 16,5)
4,2 (-9,7a23,2)
-2,0 (-5,2 a 16,3)
-2,6 (-3,8  16,4)
08(-372a28)
2,3(-7,3a4,1)
0,1(-3,2a35)
1,7(-2,9a7,7)
72,0 (46,4 a 103,8)
0,0 (-2,82a4,9)
-0,9 (-2,6  8,2)
-0,1(-2,52a0,7)
0,1(-1,0a2,5)
-0,1(-1,520,6)
04(-1,3a17)
-7,4 (-25,420,5)
5,4 (70,0 a 69,3)
18,9 (-27,1 a2 63,0)
52,2 (-122,0 a-9,1)
27 (-145a21,7)
3,7 (-7,0222,0)
-21,0 (-81,5 a 15,4)

0,05
0,85
0,85
0,34
0,92
0,92
0,56
0,77
0,92
0,92
0,77
0,63
0,63
0,77
0,92
0,25
0,85
0,92
0,56
0,92
0,56
0,92
0,08
0,70
0,15
0,21
0,50
0,50
0,18
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HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38" HLA DR*
CCR5PD1 CD38
CCR5PD1 HLADR
CD38" HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD9 HLA DR

Memoria efetora

CCR5

PD1

CD28

CD38

CD57

CD95

HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38* HLA DR*

CCR5 PD1 CD38

CCR5 PD1 HLA DR
CD38* HLA DR CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD95 HLA DR

Mem@ria intermediaria

CCR5
PD1

CD28
CD38
CD57

5,8 (-8,2 a 10,3)
-3,0 (-13,820,5)
-1,8 (-4,7a6,1)
-3,1(-4,9 a-2,4)
-2,7(-5,7a3,7)
-13,1 (-60,9 a 9,5)
03(-51a47)
-0,4 (-0,8a1,5)
0,6 (-2,1242)
-1,0(-3,426,8)
0,1(-0,8a2,4)
0,9 (-0,5a2,5)
2,6 (-3,0a3,9)
0,1 (0,0 a3,0)
1,9 (-2,42a8,1)
-10,8 (-27,5 a -2,9)
-28,1 (-62,0 a 14,4)
-119,8 (-207,0 a -37,0)
-173,9 (-236,6 a -68,1)
4,0 (-4,3 a 16,1)
-29,9 (-126,4 2 29,3)
-119,2 (-176,1 a -69,7)
-20,8 (-27,9 a 14.,6)
-18,1 (-53,6 2 -2,2)
-1,3 (-6,3 a 16,4)
-1,9(-21,923,2)
4,5 (-2,8 2 20,4)
-63,0 (-137,8 2 5,2)
-4,8 (-16,4a5,2)
1,2 (-2,8a7,8)
-1,8 (-4,5 a 15,4)
-1,1(-185a1,1)
0,2 (-4,92a8,7)
1,2 (-2,1a11,0)
2,6 (0,3 a 10,0)
0,0 (-4,6 29,9)
0,6 (-2,6a5,1)
1,7 (-21,328,1)
-25,7 (-64,3 a 30,2)
-47,2 (-84,6 a-1,8)
-165,7 (-184,0 a -46,5)
-30,8 (-44,6 2 4,1)
-45,9 (-68,9 a 10,2)

2,2 (-6,7212,3)
9,3 (-2,2a34,8)
1,7 (1,52 19,6)
52 (-1,429,6)
10,9 (-11,0 2 16,5)
16,7 (-31,1 2 56,8)
2,4 (-6,5a 8,6)
1,7 (-5,4a5,6)
3,6 (-5,8a11,9)
3,7(-3,0a8,4)
1,0 (-2,3a5,4)
1,9 (-59a4,3)
2,0(-3,3a10,3)
15(-39a3,7)
23(-32a6,1)
-17,8 (-26,1 a -3,6)
5,1 (-27,3a75,6)
18,9 (-73,9 2 94,4)
-143,5 (-187,6 a -53,7)
0,6 (-13,5a 13,3)
43,6 (-28,9 a 127,8)
-79,2 (-139,6 a -21,1)
9,2 (-9,0 2 26,0)
23,2 (2,3 a89,3)
2,5 (-8,5a 14,8)
14,8 (-2,6 2 19,0)
1,7 (-11,7a14,7)
-35,8 (-74,0 a 83,6)
7.6 (-11,6 2 27,5)
1,4 (-3,423,9)
3,4 (-7,3a14,6)
11,0 (-2,9 a 18,6)
0,2 (-0,92a28)
1,1 (-4,324,8)
1,8 (-2,2a137)
0,2 (-2,5a3,2)
1,2 (-2,3a14,5)
-4,6 (-7,3a5,4)
-9,0 (-48,4 a 65,2)
-0,9 (-56,6 a 47,9)
75,7 (-179,2 2 1,7)
1,00 (-22,9a5,1)
7.5(-28,2a42,1)

0,56
0,18
0,29
0,25
0,39
0,21
0,92
0,77
0,92
0,56
0,92
1,00
0,56
0,70
0,92
0,63
0,44
0,10
0,63
0,85
0,15
0,34
0,29
0,07
0,85
0,12
0,85
0,34
0,34
0,70
0,92
0,12
1,00
0,63
0,70
0,92
0,77
1,00
0,56
0,44
0,50
0,29
0,29
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CD95

HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38" HLA DR*
CCR5PD1 CD38
CCR5PD1 HLADR
CD38" HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD95 HLA DR

Memoria transitéria

CCR5

PD1

CD28

CD38

CD57

CD95

HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38* HLA DR*

CCR5 PD1 CD38

CCR5 PD1 HLA DR
CD38* HLA DR CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD95 HLA DR

Efetora terminal

CCR5
PD1

CD28
CD38

-31,6 (-53,3 2 -13,0)
-20,5 (-55,8 a -5,5)
21,2 (-44,127,3)

-3,7 (-14,6 2 3,3)
-7,8(-35,7a-3,2)
-9,1(-13,3a-0,5)
-10,5 (-33,7 a 3,4)
-13,8 (-35,2a-2,7)
-8,7 (-10,1 a -0,6)

-6,0 (-10,6 2 0,5)
-11,2 (-26,2 a -0,7)

-25(-9,8a22)
-3,7 (-10,9 a -2,5)

-1,5(-282a1,0)

-3,0 (-7,7 2 -0,4)

-3,6 (-5,2a-1,8)

-58,9 (-115,3 a -29,2)
-11,7 (-47,2 a -4,8)

-86,8 (-128,2 a 10,0)

-195,7 (-231,1 a -45,4)

-6,3(-9,6 a-3,7)
1,5(-32,1a12,6)

-140,6 (-213,7 a -44,0)

-13,0 (-15,8 a 1,5)
-9,8 (-19,3 a 4,5)
-0,7 (-3,820,6)
-4,3(-8,2a-2,2)

1,2 (-8,4 a4,5)
-38,0 (-143,6 a 31,6)

-4,0 (-11,420,0)
2,2 (-45a-1,1)
-0,4 (-3,8 2 4,8)
-1,8 (-4,320,4)
-2,6 (-4,3a1,6)
-1,8(-3,920,8)
-0,9 (-3,7 a5,0)
-1,1(-2,52a0,1)
-2,5(-4,5a5,3)
-1,2 (-6,2a-0,9)

-42,9 (-133,4 2 -32,0)

-178,9 (-266,3 a 32,6)

-47,6 (-136,5 a 71,5)
-18,8 (-41,6 2 13,6)

-17,7 (-52,0 a 29,9)
0,8 (-10,9a20,7)
8,7 (-43,4 a 28,7)
4,3 (-6,6 a 16,5)
2,6 (-11,8 2 25,5)

57 (-4,429,6)
8,1(-38,5a33,4)
2,7 (-8,3 a 14,0)
0,8 (-2,6 2 14,0)

58 (-4,52a8,1)
2,0 (-8,5a12,0)
2,6 (-4,1218,7)

2,0 (-2,627,0)

15(-3,4a5,7)
16(-25a71)

-3,0(-7,82a8.8)

-34,4 (-57,9 a -19,6)
6,0 (-50,2 a 69,9)
-5,3 (-75,5 2 93,7)

-80,4 (-124,2 a -42,2)
3,7 (-10,6 2 20,5)

-1,3 (-20,8 a 66,9)

-43,3 (-127,02-2,9)
6,9 (-11,4a19,7)
12,3 (3,6 a 47,8)
4,6 (-2,1a19,2)
7,9 (-0,6 2 19,8)
57 (-12,1 a 18,0)

-18,5 (-69,9 a 91,7)
3,8(-10,1a17,7)

0,2(-6,3a78)
3,5(-3,92a17,4)
5,6 (-2,2 a 16,3)

1,9(-1,9a7,9)

-0,5 (-5,5 a 6,5)
3,8 (-1,8 2 15,6)

2,0 (-3,425,8)
4,8 (-2,5a 12,0)
1,2 (-3,824,4)

26,7 (-40,7 a 78,5)

-7,4 (-103,6 a 74,0)

-70,0 (-120,7 a 13,5)

27,3 (-20,5 a 31,9)

0,85
0,12
0,44
0,29
0,15
0,29
0,56
021
0,12
0,29
0,12
0,15
0,18
0,50
0,12
0,85
0,39
0,44
0,18
0,34
0,63
0,56
0,21
0,25
0,10
0,21
0,08
0,70
0,25
0,63
0,63
0,56
0,29
0,25
0,85
0,44
0,70
0,34
0,50
0,10
0,18
0,63
0,39
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CD57

CD95

HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38" HLA DR*
CCR5PD1 CD38
CCR5PD1 HLADR
CD38" HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLADR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD9 HLA DR

-211,0 (-232,9 a 42,4)
77,6 (-142,9 a -12,9)
-36,1 (-92,6 a 9,4)
75,7 (-145,5 a 2,6)
-12,6 (-30,2 2 28,7)
-24,8 (-61,9 2 23,3)
-17,7 (-28,4 2 33,9)
-49,1 (-85,7 a -7,8)
-33,7 (-67,9 2 6,0)
-6,8 (-38,6 a 23,5)
-11,9 (-14,1a 24.8)
-11,1 (-56,0 a 17,5)
-3,6 (-26,0 a 13,1)
-7,7(-350a9,1)
2,8 (-7,8a19,6)
2,8 (-17,7 a 23,0)
-6,4 (-11,5 a 18,6)

17,2 (-40,9 a 89,8)
42,1 (-134,928,7)
16,6 (-20,2 a 51,6)
4.8 (-33,1a65,1)
20,4 (-5,1 a 30,9)
31,2 (-13,6 2 62,9)
4.5 (-24,4 a 28,5)
10,5 (-90,7 a 33,8)
10,7 (-14,3 a 32,6)
12,8 (-3,1 a 24,9)
6,3 (-16,7 a 26,3)
15,7 (-7,7 a 39,0)
10,2 (-0,7 a 19,3)
7.9 (-7,8 a15,5)
1,0 (-10,1 a 10,2)
8,1 (-10,0 a 22,2)
7.8 (-6,5 a 14,6)

0,25
0,63
0,08
0,25
0,56
0,12
1,00
0,44
0,25
0,44
0,92
0,21
0,29
0,50
0,63
0,77
0,56

Subpopulacdes de linfocitos T CD8+ (valores absolutos)

Naive
CCR5
PD1
CD28
CD38
CD57
CD95
HLA DR
CCR5PD1
CCR5 CD38
CCR5 HLA DR
PD1 CD38
PD1 CD95
PD1 HLA DR
CD38*" HLA DR*
CCR5 PD1 CD38
CCR5PD1 HLADR
CD38" HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5PD1 CD95 HLA DR
Meméria central
CCR5
PD1

-30,4 (-62,1 a -8,0)
-102,9 (-122,2 a 37,0)
-123,9 (-251,4 a 18,6)
-223,7 (-234,0 a -48,1)

-2,5(-13,9210,3)

-39,4 (-100,8 2 20,2)

14,8 (-17,0 2 21,1)

-11,0 (-26,1 a 6,5)

-59,9 (-81,4 a -13,8)

-1,9 (-6,7  3,0)
-3,2 (-33,7 2 10,4)
-1,3(-10,2 2 6,2)
6,1 (-11,1a16,1)
-6,4 (-20,0 2 12,3)

1,5 (-4,4 2 4,8)

0,6 (-3,422,9)

-1,3(-23,9220,1)

6,5(-1,7a17,8)

1,0 (-3,1a4,7)

1,5 (-1,5a10,9)

-0,3(-2,8a7,7)

3,1(-1,4a5,9)

-3,6 (-6,1a-0,1)

-105,1 (-116,0 a 44,2)
-196,2 (-245,3 a -83,4)

0,8 (-15,7 a 33,9)
66,5 (-31,7 2 279,3)

-16,3 (-125,7 a 217,6)
184,5 (-112,8 2 230,8)

9,1(-22,5a36,1)
44,5 (-7,2 2 67,9)
11,6 (-39,1 a 44,1)
15,9 (-5,2 a 30,3)
-23,8 (-69,7 a 195,3)
11,3 (-9,9 a 23,3)
15,2 (-4,5 2 29,7)
-1,2 (-28,6 2 19,0)
0,2 (-26,3 2 28,9)
5,6 (-14,2 a 11,0)
-1,4 (-11,7 a 11,6)
5,3 (-25,3 a 15,0)
4,2 (-13,6a11,7)
10,7 (-3,4 2 18,2)
-0,4 (-13,1 2 3,8)
-2,2(-9,4 2 4,8)
-0,7 (-12,8a3,1)
1,7 (-9,525,8)
-3,8(-7,4a35)
226,6 (-96,8 a 358,3)

133,1 (-280,6 a 431,6)

0,02
0,12
0,21
0,03
0,56
0,29
0,85
0,25
0,39
0,77
0,25
0,92
1,00
0,77
1,00
1,00
0,85
0,77
0,63
0,10
0,50
0,63
0,56
0,08
0,29
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CD28

CD38

CD57

CD95

HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38" HLA DR*
CCR5PD1 CD38
CCR5PD1 HLADR
CD38" HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLADR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD95 HLA DR

Memoria efetora

CCR5

PD1

CD28

CD38

CD57

CD95

HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38* HLA DR*

CCR5 PD1 CD38

CCR5 PD1 HLA DR
CD38* HLA DR CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD95 HLA DR

Mem@ria intermediaria

CCR5

-146,9 (-259,1 a -38,6)
-93,4 (-144,1 2 63,8)
-64,8 (-200,9 a 11,6)
-123,6 (-318,4 a 60,4)
-78,9 (-156,5 a 12,3)
-89,6 (-112,4 a 65,5)
-30,1 (-65,3 2 29,7)
-39,9 (-98,0 a -24,1)
-81,7 (-162,8 a 45,8)
-139,7 (-257,6 2 56,7)
71,2 (-115,8 a -1,8)
-59,6 (-126,7 a 52,3)
-28,3 (-65,3 a 22,0)
-38,7 (-64,0 a -26,8)
-23,8 (-72,7 2 16,0)
-57,6 (-135,8 2 42,7)
-27,8 (-63,2 2 25,2)
-22,1 (-72,7 2 13,0)
-445 (-78,8a-7,7)
18,1 (-1,1a79,7)
-55,0 (-79,4 a 65,6)
-175,8 (-248,3 a -62,4)
-31,8 (-145,7 a -26,5)
14,0 (-47,8 2 82,5)
-104,4 (-158,6 a 1,8)
34,3 (-234,8 a 47,4)
-28,6 (-75,3 a -8,9)
-59,7 (-78,4 a 68,2)
1,8 (-13,1a 16,5)
-10,0 (-27,4 2 4,2)
17,3 (-48,2 2 60,2)
56,8 (-202,4 a 77,4)
231,9 (89,2 a 266,8)
1,5 (-33,3a 31,6)
2.8 (-12,4 2 18,3)
11,3 (-23,1a7.,9)
-2,5(-8,526,2)
1,8 (-30,6 a 16,4)
10,3 (-8,5 a 15,2)
-0,6(-9,1a7,2)
-3,5(-11,9 2 6,6)
-62,4 (-67,9.211,9)
-88,6 (-98,4 a 90,8)

87,6 (-122,2 a 151,5)
63,4 (-207,1 a 204,4)
155,2 (-133,2 2 330,0)
1458 (-276,2 a 404,3)
20,1 (-151,3 a 199,1)
171,0 (-195,6 a 362,4)
83,2 (-156,6 a 187,3)
94,2 (-98,4 2 177,1)
34,1 (-213,6 a 216,9)
78,6 (-284,7 a 439,8)
34,2 (-169,9 a 204,2)
-13,9 (-147,9 a 119,0)
66,3 (-170,1 a 199,2)
73,6 (-119,3 a 170,0)
45,7 (-110,9 a 110,3)
-12,8 (-149,2 a 127,5)
53,2 (-147,3 a 191,6)
34,9 (-115,7 a 115,6)
40,9 (-104,0 a 175,0)
46,0 (-2,8 a 73,4)
119,6 (-37,4 2 309,2)
154.6 (-244.8 a 429,8)
-32,3(-101,5a-19,7)
-22,0 (-125,9 a 117,0)
169,6 (-100,0 a 169,6)
163,3 (-102,5 a 486,2)
5,6 (-63,2 2 117,3)
95,1 (-107,9 a 236,6)
-13,3 (-75,3 a 88,8)
0,6 (-34,5 2 87,2)
-17,8 (-93,1 a 83,2)
117,9 (-119,2 a 408,7)
-0,3 (-196,2 a 244,2)
-16,3 (-76,6 a 60,9)
-2,4 (-55,3 a 62,2)
2,7 (-33,2a55,3)
-8,1(-34,2 a 42,8)
-16,1 (-56,1 a 37,7)
6,9 (-42,1a77,3)
-7,3(-37,3228,2)
10,8 (-27,3 2 50,1)
14,5 (-5,4 a 85,6)
108,0 (-54,6 a 244,7)

0,04
0,44
0,29
0,25
0,44
0,34
0,25
0,33
0,50
0,34
0,44
0,39
0,39
0,34
0,29
0,50
0,29
0,29
0,25
0,85
0,12
0,25
0,85
0,92
0,10
0,18
0,50
0,34
0,92
0,56
0,92
0,21
0,18
0,85
1,00
0,63
0,85
0,92
0,77
0,70
0,56
0,04
0,18
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PD1

CD28

CD38

CD57

CD95

HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38" HLA DR*

CCR5 PD1 CD38
CCR5PD1 HLADR
CD38" HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD9 HLA DR

Memoria transitéria

CCR5

PD1

CD28

CD38

CD57

CD95

HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38* HLA DR*

CCR5 PD1 CD38

CCR5 PD1 HLA DR
CD38* HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD95 HLA DR

Efetora terminal

-143,5 (-253,1 a -103,8)

-39,9 (-111,3 a -24,3)
-8,2 (-45,6 a 55,2)
-138,6 (-172,7 a 5,0)
-26,7 (-193,1 2 22,2)
-35,0 (-52,9 a -16,8)
-80, (-91,9 a 11,5)
-10,1 (-13,7 a -0,6)
-21,2 (-32,8a32,1)
-25,4 (-47,2 2 57,9)
-26,8 (-147,929,3)
-29,9 (-55,4 a -22,2)
-6,6 (-22,1a8,8)
-7,5(-10,4 2 0,5)
-22,7 (-26,3 2 26,2)
-5,9 (-10,0 a -4,5)
-5,0 (-19,5a 12,7)
2,0 (-13,829,6)
20,9 (9,2 a 55,6)
-10,6 (19,7 a 30,4)
-51,2 (-165,6 a 71,0)
-78,0 (-92,7 2 11,8)

-201,5 (-297,3 a -88,9)

-98,7 (-272,6 a -43,6)
-42,2 (-86,5 a 42,6)
-36,4 (-217,4 2 43,7)
-61,0 (-251,1 a -5,9)
-68,2 (-100,2 a 4,0)
-82,0 (-89,9 a 11,9)
-18,7 (-57,2 2 10,2)
-31,1 (-50,6 a -28,2)
-55,2 (-85,6 a 45,5)
-21,0 (-258,5a -1,3)
-65,9 (-102,9 a -8,3)
-36,0 (-54,9 a 15,9)
-18,1 (-55,7 a 11,5)
-31,6 (-51,8 2 -23,4)
-12,4 (-39,9 2 7,6)
-36,7 (-59,8 a 17,0)
-16,4 (-52,4 a 18,8)
-12,0 (-37,328,9)
-28,5(-36,7 a -11,4)
-23,3(-29,3a11,2)

121,6 (-255,9 a 310,3)
-1,4 (-34,7 a53,7)
-23,2 (-205,4 2 89,8)
140,6 (-124,2 a 276,0)
166,4 (-180,6 a 446,8)
-21,7 (-45,0 a 88,3)
73,7 (-100,9 a 213,3)
-11,4 (-106,9 a 70,4)
3,3 (-30,6a 60,8)
-32,2 (-157,2 2 65,0)
97,3 (-156,4 a 325,6)
-19,7 (-34,0 a 39,0)
-18,4 (-64,5 a 38,7)
-14,3 (-103,0 a 45,0)
-2,6 (-39,4 a 27,0)
-6,9 (-39,1 a 32,8)
-17,5 (-59,1 a 20,2)
-8,0 (-50,3 a 42,4)
32,5 (10,6 a 74,7)
-1,0 (-30,5 a 27,4)
100,2 (-167,3 a 156,4)
133,1 (-76,8 a 321,0)
214,0 (-228,4 a 421,7)
-38,7 (-145,3 2 -22,6)
-32,4 (-257,2 2 120,4)
225,7 (-93,9 a 293,3)
203,3 (-166,8 a 452,9)
-27,7 (-133,3 2 107,3)
125,0 (-100,7 a 305,7)
-8,8 (-134,0 a 90,4)
-1,2 (-87,1 2 82,0)
-30,9 (-216,0 a 94,6)
187,2 (-162,6 a 464,9)
-21,0(-113,1 2 85,7)
-31,5 (-161,6 a 61,7)
08,1 (-104,4 a 72,3)
0,2 (-77,4a61,7)
-9,6 (-100,7 a 47,0)
-28,8 (-139,4 a 46,3)
-6,4 (-71,2 2 69,0)
-8,9(-100,5 a 35,9)
2,5 (-69,1 a 59,6)
46,4 (11,7 a 104,5)

0,39
0,18
1,00
0,18
0,25
029
0,63
0,92
0,56
0,85
0,34
0,34
0,92
0,92
0,85
0,85
0,85
0,77
0,50
0,70
0,44
0,10
0,18
0,15
0,63
0,15
0,10
0,39
0,18
0,92
0,56
0,63
0,12
0,39
0,63
0,77
0,50
0,77
0,63
0,63
0,77
0,50
0,03
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CCR5

PD1

CD28

CD38

CD57

CD95

HLA DR

CCR5 PD1

CCR5 CD38
CCR5HLADR

PD1 CD38

PD1 CD95

PD1 HLA DR

CD38" HLA DR*
CCR5PD1 CD38
CCR5PD1 HLADR
CD38" HLA DR* CCR5*
PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD38 CD95
CCR5 PD1 CD38 HLA DR
CCR5 PD1 CD95 HLA DR

-56,7 (-85,2 2 92,7)
-450,6 (-722,2 a -343,0)
-8,4 (-12,1a -0,4)
1,7 (-49,2 a 100,2)
-91,4 (-173,4 a 110,6)
-52,1 (-127,9 a 34.,6)
-27,8 (-73,0 a-14,9)
-59,4 (78,2 a 86,4)
1.6 (-11,8 a31,8)
-13,6 (-15,7 a 8,4)
16,1 (-41,5a 67,7)
7,0 (-168,5 a 66,5)
-15,1 (-23,4a5,7)
-2,1(-26,7 a21,6)
1,2 (-9,5 a 28,9)
-10,7 (-22,8 2 22,0)
-2,5 (-4,6 2 11,6)
3,4 (-19,6 a 20,2)
-17,0 (-17,9a-1,8)
-0,5 (-4,5a 10,4)
-3,8 (-8,9 a 15,0)

80,3 (-50,3 a 228,2)

-240,6 (-515,1 a 103,6)

-11,0 (-16,3a6,1)
19,2 (-121,3 a 108,0)
39,1 (-150,3 a 237,2)
226,0 (-84,4 a 432,2)

26,6 (-13,6 a 80,6)
28,9 (-70,8 2 183,2)

0,9 (-28,7 a 63,6)

16,9 (-2,9 a 47,6)

16,9 (-90,4 a 66,2)
126,7 (-71,0 a 282,7)

27,8 (-3,2 a 44,7)

-8,2 (-31,4 a 41,4)

11,3 (-26,1 a 41,7)

10,3 (-4,9 2 19,6)

2,1(-13,3a27,2)

-2,7 (-17,6 2 17,4)

12,5 (-66,1 a2,7)

0,7 (-10,8 a12,7)

6,2 (-4,1a21,1)

0,12
0,21
0,85
0,85
0,29
0,12
0,03
0,77
0,85
0,10
0,92
0,25
0,12
1,00
0,85
0,63
0,63
0,92
0,77
0,92
0,63

*Varidveis continuas apresentadas como medianas e intervalos interquartis; comparagdes realizadas com o

teste da soma dos postos de Wilcoxon (Ranksum test)

Varidveis categéricas apresentadas como frequéncias e porcentagens; comparacgdes realizadas com teste

exato de Fisher
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ABSTRACT

Background: Human pegivirus (HPgV) belongs to the Flaviviridae family, although it
is not credibly linked to any clinical condition. Among HIV-infected individuals,
persistent HPgV coinfection has been associated with favorable outcomes, including
delayed progression to AIDS and survival. In this study we analyzed the immune

activation, immunosenescence and cellular ontogeny.
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Methods: Patients recently infected with HIV were screened for the presence of HPgV
infection. Patients with persistent HPgV+ for at least one year (group 1, 9 subjects) and
patients HPgV- (group 2, 8 subjects) were analyzed in two time points.
Immunophenotyping was performed to investigate in the two groups regarding cellular
activation (CCR5, CD38 and, HLA-DR), and senescence/exhaustion (PD-1, CD95,
CD28, and CD57).

Results: Two groups presented similar CD4+ and CD8+ T cells, CD4/CD8 ratio, and
HIV viral load at the baseline, and some differences were observed at the follow-up
visit. Persistent HPgV infection was associated with overall reduction in
immunosenescence markers in both CD4+ and CD8+ T cells. The data demonstrate that
HPgV infection results in reduced immune stimulation cellular senescence, and cell
exhaustion.

Conclusions: Our results suggest that persistent HPgV infection is involved in immune
senescence since it can modulate pathways that lead to immunosenescence to AIDS
progression.

Keywords: immune activation; exhaustion; HIV; HPgV coinfection; AIDS.

INTRODUCTION

The HPgV (Human Pegivirus) known as GBV-C/Hepatitis G belongs to
Flaviviridae family, which also includes Yellow fever, Dengue fever, Japanese
encephalitis, West Nile virus, and Zika virus. HPgV was described for the first time in
1995 by two independent labs in patients with acute hepatitis from unknown etiology
(15, 31). Until now no study has shown association the presence of HPgV with any
disease (18, 20, 109).

The major relevance of HPgV infection was found in individuals infected with
HIV. Prevalence of HPgV infection in the whole population is low, thereabout 10% (20,
110). However in HIV+ individuals, prevalence can reach 40% (10, 51, 111), probably
due to similar routes of transmission. HPgV viremia can persist for at least one year or
more in these individuals. Several studies have shown the favorable association in the
coinfection suggesting new tools to combat the HIVV/AIDS epidemic (10, 13, 91).

It has been previously described that this coinfection involves mechanisms of

cellular response. But until now, it is not fully understood. And it is known that cellular



95

activation remains been key hallmark of HIV infection and is implicated in
immunodeficiency progression and development of AIDS. Multiple features can drive
the evolution to more aggressive or less aggressive clinical disease. HPgV coinfection
has been associated with slower disease progression (11, 26). Considering the HIV
infection as an inflammatory disease, the exhaustion of the immune system
characterized by an exacerbation and persistent cellular activation, lead to apoptosis of
both CD4 + and CD8 + T cells resulting in immunosuppression (112).

Thus the majorities of the benefits induced by HPgV infection has been
associated in decrease the cellular activation status, leading to favorable levels of the
Thl related Th1/Th2 cytokine profile, beyond the decreased expression of CCRS5,
CXCR4 and interferons levels, resulting in changes in the cellular responses followed by
decrease HIV viral load (113-116).

Several studies exploring CD38, HLA-DR and CCR5 expression and the
survival capacity in HIV patients have shown that the presence of HPgV alter the
mechanisms that lead to further progression to AIDS (64, 91). Parameters related to
exhaustion and immunosenescence like PD-1, CD95/Fas and CD57 have been well
characterized in the HIV infection (82, 117). However, in the presence of HPgV it is not
yet characterized. Although some studies show that there are diminished expression of
exhaustion markers was also observed in the presence that virus (118).

This study aimed to explore the effect of HPgV presence of the activation,
senescence, exhaustion mechanisms and the cellular differentiation, in HIV infection
patients. Perhaps, clarifying the understanding of this coinfection may help thousands of
people living with HIV in the world.

METHODS
Study participants Design of Study

For this study, Individuals diagnosed with HIV recent infection enrolled in a
Brazilian‘s cohort were analyzed firstly with respect to be patients recently HIV
seroconversion diagnosed (STARHS), absence of antiretroviral treatment, follow up
clinical for at least 3 years and availability of PBMC and plasma samples and laboratory
data (CD4 + and CD8 + T cells counts and viral load (HIV-VL). This study received
approval by the Ethics Committee (Process no. 279.139/2013).
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After this initial screening, 185 patients were selected to investigate HPgV
coinfection, the presence of HPgV was screened at the initial visit (V1, first visit after
diagnosis of HIV infection), and at four subsequent visits performed between intervals
of approximately 3 months each visit, covering the first year of HIV infection (V2, V3,
V4 and V5). Samples negatives for HPgV infection during the first year of HIV
infection were submitted to additional analyses, the screening for the HPgV infection in
a third year visit after HIV infection diagnosis.

In order to better monitor the presence and the effects of HPgV throughout the
infection, we considered the incident visit of HPgV as baseline (V1) and the samples
who remain positive for HPgV for minimal one year after diagnoses for coinfection was
considered Vn, follow-up visit (persistent HPgV). Finally nine patients with persistent
HPgV were allocated to group 1 and eight patients who remained negative HPgV
infection during the same period that other group were allocated in group 2.

Process for obtaining viral load of HPgV by quantitative real time-PCR (qRT-PCR)
The plasmid was constructed with HPgV virus gene segment from 120 bp of the 5’NCR
(Non Coding Region) region of the virus. The amplicon was cloned into pUC57 and the
strain of Escherichia coli DH5 alpha was used as the receptor for transformation. Then,
the plasmid was extracted with the protocol of the Midi Prep Kit (Qiagen). The plasmid
containing the HPgV sequence has 2830 bp including the ampicillin antibiotic resistance
gene (2710 bp of the plasmid and 120 bp of the insert).

The plasmid was linearized using Sall enzyme and plasmid DNA transcription
performed using the T7 Kit (Qiagen). The resulting plasmid RNA was stored in a later
RNA solution and the RNA recovery and purification was performed using the RNeasy
kit (RNA clean up, Qiagen), according to the manufacturer's instructions. In order to
evaluate the integrity and quality, the plasmidial RNA samples were submitted to 1%
agarose gel electrophoresis in the presence of Syber Safe (1. 10,000 uL agarose) and
Blue Juice (1: 4). Viewing and photo documentation were performed using the Alpha
Imager System (Alpha Innotech, USA) under ultraviolet light.

RNA extraction was performed by the QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) according
to the manufacturer's instructions. The protocol was changed in this step: cDNA
synthesis and gRT-PCR were performed in a single reaction using the SuperScrip 1lI
Platinum Kit (One-Step gRT-PCR with Rox) (Invitrogen).
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Flow Cytometer
Frozen PBMCs were thawed rapidly in 37°C water bath, and 10° cells were re-
suspended to stained using the following fluorochromes - conjugated antibodies: PE
CF594- CD3 (clone UCHT1); APCH7- CD4 (clone RPA-T4); BV510- CD8 (clone
SK1); FITC- CD45RA (HI100); PECy7- CCR7 (3D12); PE- CD27 (clone L128);
PerCPCy5.5- CD38 (clone HIT2); Alexa Fluor 700- HLA-DR (clone G46-6); APC-
CD28 (clone CD28.2); Bv421- CD297/PD-1 (clone EH 12.1); BV 605- CD57 (clone
NK-1), PECy5- CD95 (clone DX2) and the viability marker (a live dead blue
fluorescent reactive dye). Cells were incubated with antibodies for 20 minutes at room
temperature and protected from light. After labelling two washes were performed with
the MACS buffer to remove unstained antibodies. Cells were then fixed with 4%
paraformaldehyde (PFA) for 10 minutes, washed and then permeabilized (4 mL H20, 1
mL FACS Lise and 2.5 ul Tween 20%) for 10 minutes followed by centrifugation and
then intracellular labelling with the anti-CCR5 conjugated with BV711 for 30 minutes,
washes were performed with the MACS buffer and the cells were fixed with 1%
paraformaldehyde and acquired on a FACS LSRFortessa™ X-20 flow cytometry
(Becton Dickinson-BD Biosciences).

Fluorescence-minus-one (FMO) controls were used (CD45RA, CCR7, HLA DR,
CD38, CCR5, CD57, CD28, CD279 and CD95, to determine positive and negative
boundaries. The analysis was processed using FlowJo software (Tree Star Inc., v9.8.3).
Statistical analysis

Data were generated using FlowJo software, version 9.8.3 (TreestarInc, Ashland,
OR), Pestle and SPICE. The generated values were analyzed in a spreadsheet of data
analysis of the programs Excel (Microsoft Corporation, Seathe, WA, USA), and
statistical programs used were Graphpad Prism (version 6.0), and Stata (Version 13.0
StataCorp College Station, TX: StataCorp LP). Differences between each group in both
visits were analysed, but to evaluate the HPgV effect in the coinfected group was
choosed to analyze the difference (AVn-V1) within the group by making the difference.

P-values were considered statistically significant when <0.05.

RESULTS
Study cohort
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9 patients belonging from HIV newly infected cohort were selected with
persistent infection and 8 without viremia samples were matched for follow up time. At
the baseline, the HPgV coinfected patients and controls had similar age (31,6 and 31,7;
p=0.89), CD4+ T cell count (594 and 603; p=0,77), CD8+ T cell count (972 and 1060;
p=1,00), CD4/CD8 ratio (0,61 and 0,72; p=0,92), and HIV viral load (4,32 and 3,91;
p=0,38) and the one year persistent HPgV infection showed a difference (A) of the
CD4+ T cell count (-207 and -46,5, p=0,25), CD8 +T cell count (-154 and 163, p=0,21)
CD4/CDS8 ratio (-0,11 and -0,16, p=0,85) and HIV viral load (average 1821 and -675,
p=0,56), the data represents the median. All data are described in Table 1.

Differences in the expression of the cell activation and senescence markers in CD4 +
and CD8 + T lymphocytes.

Was compared both groups in relation to CD4 +, and CD8 + T lymphocytes and
with classic markers of activation and senescence. In baseline visit, CD4, and CD8 T
cells was no statistical difference between the groups showing that initially the patients
did not present differences in relation to the activation and senescence. The CCRS5,
CD38, and HLA-DR data did not show any significant difference at the baseline and
follow-up visits, we performed a variation analysis regarding the HPgV viremia. In the
analysis of the PD-1, CD57, CD95, and CD28 also did not also present statistical
difference in the baseline visits. In this analysis there was no difference in relation to the
markers of cellular activation and senescence, which are characterized and that in the
evolution of the progression to AIDS are used as markers of a worse prognosis. Figure 2

and Figure 3

In the analysis of difference (A), there was difference in CD4 and CD8 T cells
between the two groups, where the presence of HPgV viremia promoted a decrease in
the expression of activation and senescence markers, despite the lack of statistical

difference due to the number of samples with viremia.

Differences in the expression of the cell activation and senescence profile in subsets
of the CD4 + and CD8 + T lymphocytes.
At baseline CD4+ T cell differentiation profiles differ somewhat between the two

groups. About the ontogeny data there was in the baseline visit in two groups not similar
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regarding to naive the data were seen a greater amount in non-viremic patients (p=0.04),
expressing CCR5+CD38+, both are well established markers of cellular activation in
HIV patients. About the central memory also expressing less CCR5+CD38+ in viremic
patients (p=0.02). Showing that there was a lesser expression in the group with viremia.

Analysis of difference (A) showed that the evolution the activation and
senescence was dissimilar, although not statistically significant. The naive T cells
presented a decrease in HPgV viremia group (p=0.05). As with in the markers of the
activation and senescence in CD4+ T subsets. Regarding the analysis of CD8 + T
lymphocytes, there was no statistical difference in the baseline analysis. In the difference
analysis the profiles of CD8+ T cells not were unlike between groups, with significant
differences seen in subsets lymphocytes. The naive T cells, there was a decrease in the
viremic group (p=0.02) and expressing the CD28 molecule (p=0.03). There was also a
decrease in this central memory viremic group also expressing this molecule CD28
(p=0.04).
Analysis of CD8 T lymphocytes cells in intermediate memory and terminal effector also
showed that the differences in viremic group for HPgV, may be associated with less
differentiation (p=0.04) and (p=0.03), respectively. And the analysis of the expression of
HLA-DR expression in this terminal effector population also showed that there was a
decrease in this classic activation marker in the group with the presence of HPGV
(p=0.03).

The other markers of activation and senescence also presented a different profile
in CD8+ T cells, with decrease in the group with the presence of viremia, although not

statistically significant.

DISCUSSION

Several studies showed that immune activation is associated with worse
prognostic in HIV patients, leading to faster progression, AIDS and death (85-88).
Exacerbated activation leads to changes that may compromise the immune response,
which is compromised in HIV infection (REF).

Studies on chronic immune activation with the CD38 +, HLA-DR and CCR5 +
markers are already well established and are used as predictors for the promotion of

chronicity and a worse prognosis (89). In order to clarify the mechanisms involved in
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the cellular activation process leading to a process of cellular senescence and exhaustion
in the progression to AIDS in the HPgV coinfected was analyzed in a cohort the HIV
recent infected. Like other findings, our results also suggest the protective role of the
pegivirus in the period infection. Although the number of samples limit statistical data,
it is notable that there is a difference in relation to these data in the groups.

In this study, was observed HIV and HPgV coinfection in relation to cellular
activation associated with senescence and cellular exhaustion. Cellular activation is
essential in the immune response and is indispensable for the promotion of an efficient
defense against invasion of the organism, becoming essential for cellular survival and
maintenance of homeostasis (91, 92).

Much effort has been done to understand the HPgV and HIV coinfection.
Previous studies showed that this coinfection has been involved in the slower
progression to AIDS. According with this studies the viraemia is related with decrease
T-cell activation and better immune system profile (61, 64). Here, we showed
association of CD38, HLA-DR and CCRS5 with the coinfection in HIV coinfection with
HPgV. Several works shows that this markers are better to characterized of the
progression to AIDS. Although not statistically significant, the data show a difference
between the two groups, both in CD4 + and CD8+ T lymphocytes.

In the analysis of cellular activation associated with senescence markers, mainly
CCR5 and PD-1 there was a difference between the two groups. So, the presence of
HPgV was beneficial for patients with viremia. These findings in the analysis of
difference in cell activation data in naive and memory cells in HPgV viremic patients
demonstrate that this activation may confer protection for these individuals about the
senescence and exhaustion. Since persistent activation promotes a depletion of these
cells of the immune system compromising the integrity and responsiveness of these
cells.

The analysis of senescence and exhaustion analysis also showed a beneficial
profile for the viremic group for HPgV compared to controls. Perhaps, this decrease can
be seen in this population coinfected by the protection mediated by HPgV, described in
several works recently (64). This exaggerated activation leading to senescence of the

immune system is one of the major concerns in the HAART era, since the treatment
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does not eliminate other problems related to cardiovascular diseases, cancer, liver and
kidney diseases and neurocognitive decline and other comorbidities (104, 105, 119).

Until now, the consequences of the presence of the HIV virus in the homeostasis
of the immune system have not yet been fully elucidated. And the understanding of
molecules involved in the aging of the immune system can help in this process. Can be
the high expression of CD95/Fas, the presence of PD1 and CD57 is being related to an
apoptotic profile in patients infected with HIV (117). Westendorp and colleagues
showed that the pathways involved in the apoptosis involve CD95 with TCR
involvement (107) The CD57 is associated with loss of CD4 T lymphocytes in HIV
patients with death by apoptosis (82). As predictors of an exaggerated immune response,
cellular aging and also the exhaustion of the immune response are associated with loss
CD4 and a worse prognosis for AIDS.

Despite the small numbers and the small number in this cohort, no significant
differences were founding. But the impact of the study on coinfection in HIV
coinfection is important in the current context of new approaches to combating the HIV/
AIDS epidemic.

CONCLUSIONS

Persistent HPgV infection was associated with overall greater reduction in
activation and senescence markers on both CD4+ and CD8+ T cells. However the effect
did not reach statistical significance for all the variables. Similar trend was observed for
subpopulations of CD4+ and CD8+ T cells. Despite sample size limitation, our study
suggests that persistent HPgV infection is associated with reduction in immune
activation and exhaustion in CD4+ and CD8+ T cells. These findings help elucidate the
mechanisms by which HPgV prevents detrimental outcomes in HIV-infected patients.

In this study we observed that there are differences in the profile of cellular
activation and senescence in the presence of HPgV and Persistent HPgV infection was
associated with better prognosis for coinfected individuals.
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Table 1- HIV patient characteristics in both HPgV coinfected and uninfected groups.

Group 1 Group 2 P value
Characteristics HPgV(+) HPgV(-)
(n=9) (n=8)
Age in years (median, 1Q) 31,6 (29,6-40,6) 31,7 (28,7-35,5) 0,89
MSM 8 (88,8) 8 (100) 1,0
Viral load (HIV, log)
Baseline (V0) 4,32 (2,72-4,91) 3,91 (2,60-4,66) 0,38
Difference (A-V1 and Vn) * -0,18 (-0,5-0,75) -0,05 (-0,56 to 0,32) 0,70
CD4+ Counts (median, 1Q)
Baseline (V0) 594,0 (585-698) 603 (503-761) 0,77
Difference (A) -207,0 (-251,5-37)  -46,5 (-1155-12,5)  0:25
CD8+ Counts (median, 1Q)
Baseline (V0) 972,0 (610-1203) 1060 (625-1255) 1,0
Difference (A) -154,0 (-256 to 144) 163 (-198 to 344,5)  0.21
CD4/CD8 Ratio VO 0,61 (0,38-1,02) 0,72 (0,58-0,83) 0,92
CD4/CD8 Difference of ratio 0,85

e -0,11 (-0,41-0,07)  -0,16 (-0,31 t0 0,02)

*Vn refers to the one-year visit after HPgV infection for HPgV+ group and, for HPgV-, the mean number of days corresponding to

the positive group (~ 800 days)
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Figure 1- Analysis strategy used for the characterization of the cells T CD4 + and CD8+. Data
were analyzed in zebraplot graphics and gates were based on the FMO. Quality criteria were
used (A), then CD3+, CD4+, and CD8+ T cell populations were identified (B). Cellular
ontogeny was identified through the combined expression of CD27, CD45RA and CCR7
classifying the following subpopulations: naive (Nv = CD45RA + CCR7 + CD27 +); central
memory (CM = CD45RA-CCR7 + CD27 +); transient memory (TM = CD45RA-CCR7-CD27
+); intermediate memory (IM = CD45RA + CCR7-CD27 +); effector memory
(Ef.M=CD45RA- CCR7-CD27-); terminal effector (Ef. T= CD45RA+CCR7-CD27-) (C),
cellular activation was investigated by the expression of CCR5+, CD38+, HLA-DR+, CD28+
markers (D), and the exhaustion and senescence profile were characterized by expression f the
PD-1, CD95, and CD57 markers (E).
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Figure 2. Profile of the coexpression of PD1+, CD57+ and CD95+ on the cells T CD4+ and
CD8+(A). Gating scheme for determination of T-cells. Pies illustrate the expression the
senescence and exhaustion markers. (B) Comparative analysis between the HPgV + and HPgV-
(without viremia) groups in relation to PD-1 +, CD95 + and CD57 data at the baseline and
follow-up visit. Data in pie charts were evaluated using SPICE program.
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Figure 3- Differences (JVn-V1) in counting into CD8+ T cells subsets. Differences between
HIV-1+/HPgV+ coinfected group compared to HIV-1+/HPgV- uninfected group were explored.
Grafics scatter dot plot showed median as interquartile (25-75%) values.
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Figure 4- Differences ([1Vn-V1) in counting CD8+ T cells. Changes into CD8+ T cells subsets
and their specific activation markers were analysed between HIV-1+/HPgV+ coinfected group
compared to HIV-1+/HPgV- uninfected. Graphics bars showed median values.



