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RESUMO 
  A infecção pelo GBV-C é freqüente em indivíduos saudáveis e pode permanecer por 
longos períodos sem a manifestação de sinais e sintomas clínicos. O GBV-C é um 
flavivírus composto por uma única fita de RNA de polaridade positiva, intimamente 
relacionado ao HCV. Inicialmente, o GBV-C foi associado à casos de hepatite 
fulminante de etiologia desconhecida. Estudos posteriores, no entanto, falharam em 
associar o GBV-C a qualquer doença humana conhecida e o vírus foi negligenciado 
por um longo período até que estudos sugeriram um efeito benéfico da co-infecção 
em pacientes HIV soropositivos. Os estudos envolvendo a co-infecção HIV-GBV-C 
apresentam resultados controversos enquanto trabalhos avaliando a tripla infecção 
HIV-HCV-GBV-C ainda são raros. Com o intuito de avaliar o efeito do GBV-C sobre 
pacientes HIV e HIV-HCV co-infectados crônicos, incluímos uma coorte de 159 
pacientes HIV soropositivos triados a partir do CCDI-UNIFESP. Os pacientes foram 
testados para a presença de anticorpos anti-E2 e RNA do GBV-C. Dos 107 pacientes 
HIV, negativos para o HCV, 41 (38,3%) apresentaram marcadores de infecção pelo 
GBV-C, dos quais 17 (15,8%) eram virêmicos e 24 (22,4%) positivos para 
anticorpos anti-E2. Dos 52 pacientes HIV-HCV co-infectados, 24 (46,1%) 
apresentaram marcadores de infecção pelo GBV-C, dos quais 14 (26,9%) 
apresentaram viremia e 10 (19,2%) foram positivos para anticorpos anti-E2 do 
GBV-C. Foram coletados dados epidemiológicos e avaliados marcadores virológicos, 
imunológicos e de função hepática, além da produção de IFN-γ e IL-2 em células T 
CD4, T CD8 e Tγδ e da avaliação do marcador de ativação celular CD38 em células T 
CD4 e T CD8. Não foram observadas diferenças estatísticas nos níveis de CV do HIV 
e nem na contagem de linfócitos T CD4 e T CD8, de acordo com o perfil de 
infecção. A resposta imune, avaliada pela produção de citocinas IFN-γ e IL-2 e da 
expressão do marcador de ativação celular CD38 não diferiu entre os grupos 
avaliados. A análise univariada demonstrou aumento dos níveis de ALT, AST e GGT 
no grupo de pacientes HIV-HCV co-infectados e no grupo triplo infectado HIV-HCV-
GBV-C. A análise multivariada revelou a influência do GBV-C sobre o aumento da 
ALT nos pacientes com tripla infecção. Os nossos dados demonstram que o GBV-C 
não exerce influência positiva sobre a infecção pelo HIV e pode causar sobrecarga 
hepática, como demonstrado pela elevação da ALT, em pacientes com tripla 
infecção. Dessa forma, esta interação deve ser vista com cautela até que se exclua 
completamente a possibilidade de patogenicidade do GBV-C nessa situação. 
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ABSTRACT 
 
GBV-C co-infection is frequent in humans and could last for years without clinical 
symptoms. GBV-C is a flavivirus composed by a single positive RNA strain, closely 
related to HCV. Initially in its discovery GBV-C was associated with non-A-B 
hepatitis. However, subsequent studies failed to associate GBV-C with any known 
human disease and the virus became neglected until a series of studies associated 
the virus with prolonged survival in HIV infected recipients. Studies evaluating the 
co-infection presents conflicting results whereas triple HIV-HCV-GBV-C infection 
remains to be clarified. With the aim to evaluate the effect of GBV-C upon HIV and  
HIV-HCV co-infected patients, we included a cohort of 159 HIV-seropositive 
patients from CCDI-UNIFESP. The patients were tested for the presence of anti-E2 
antibodies and GBV-C RNA. Of the 107 HIV seropositive patients negative to HCV 
infection, 41 (38,3%) were positive to GBV-C infection markers, of whom 17 
(15,8%) were GBV-C viremic and 24 (22,4%) were positive to anti-E2 antibodies. 
Of the 52 HIV-HCV co-infected patients, 24 (46,1%) were positive to GBV-C 
infection markers, of whom 14 (26,9%) were viremic and 10 (19,2%) presented 
anti-E2 antibodies. Epidemiological data were collected; virological and 
immunological markers and also hepatic function were evaluated. Besides, IFN-γ 
and IL-2 production on CD4, T CD8 and Tγδ cells and CD38 activation marker on T 
CD4 and T CD8 cells were also evaluated. No significant differences on HIV viral 
load nor on T CD4 and T CD8 cell counts were observed, according to the infection 
profile. Immune response, evaluated by the IFN-γ and IL-2 production and by the 
CD38 expression did not differ among the groups studied. Univariate analysis 
demonstrated higher ALT, AST and GGT levels in the HIV-HCV co-infetced and HIV-
HCV-GBV-C triple infected patients. The multivariate analysis demonstrated that 
the GBV-C influences ALT levels on triple infected patients. Our results demonstrate 
that GBV-C does not exerts beneficial effects upon chronically HIV infected patients, 
unlike, it can cause hepatic overload, as demonstrated by the higher ALT levels in 
the HIV-HCV-GBV-C triple infected patients. In the light of these results, is 
reasonable to prudently consider this interaction until the possible pathological role 
of GBV-C on this situation is completely excluded. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Em 1967 Deinhardt e colaboradores (1) na tentativa de obter animais 

de experimentação para o estudo de hepatites virais, inocularam em saguis 
o soro de pacientes com quadro de hepatite aguda, dentre eles o de um 
cirurgião de 34 anos, cujas iniciais eram GB. O animais apresentaram teste 
de função hepática e biópsia anormais e o soro foi inoculado em passagens 
seriadas em outros saguis que, da mesma forma, desenvolveram a doença. 

Anos mais tarde, em 1995, o Virus Discovery Group da empresa 
Abbott Laboratories (2), utilizando amostras de soro originárias de um pool 
de soros de saguis que continham o então denominado “agente GB”, 
inocularam novamente em saguis que no seguimento desenvolveram 
hepatite. O grupo identificou dois genomas virais distintos nesses animais, 
os quais foram denominados GBV-A e GBV-B. A caracterização destes dois 
vírus revelou 27% de homologia nas sequências de aminoácidos e 28% de 
semelhança com o vírus da hepatite C do sorotipo 1 nas regiões NS3 e 
NS5B que codificam a helicase e a RNA polimerase RNA-dependente, 
respectivamente (3). Esta descoberta levou o grupo a desenvolver testes 
sorológicos baseados nas proteínas recombinantes do GBV-A e do GBV-B 
com o intuito de determinar a prevalência desses vírus em populações de 
risco (4). A população africana incluída nesse estudo apresentou elevada 
soroprevalência para os vírus GBV-A e GBV-B, pelo teste de ELISA. Essas 
amostras foram posteriormente testadas pela RT-PCR utilizando primers 
degenerados capazes de amplificar uma sequência da suposta helicase viral 
dos vírus GBV-A, GBV-B e HCV-1. O produto da PCR obtido a partir de uma 
amostra dessa população revelou a presença de uma seqüência de 
nucleotídeos característica dos flavivírus. Análises filogenéticas 
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demonstraram que esse novo vírus era mais proximamente relacionado ao 
GBV-A, sendo 48% idêntico na sua seqüência de nucleotídeos, e por isso os 
autores o denominaram GBV-C (5). Como o GBV-C foi identificado em 
pacientes com evidência clínica de hepatite, mas sem evidências de infecção 
pelos vírus das hepatites A, B, C, D ou E, esse vírus foi relacionado como 
agente causador de hepatite humana de etiologia desconhecida. Esta 
nomenclatura, no entanto, não parece ser a mais apropriada, uma vez que 
o vírus identificado não foi derivado de nenhuma das passagens que 
continham o “agente GB”. No mesmo ano, a Genelabs Technologies (6-7) 
anunciou a descoberta do HGV (vírus da hepatite G), um novo vírus, 
intimamente relacionado ao GBV-C, supostamente causador de hepatite em 
humanos. A posterior análise das seqüências genômicas e a análise 
filogenética revelaram que se tratava de dois isolados do mesmo vírus, com 
82% e 96% de homologia nas seqüências de nucleotídeos e no genoma 
viral, respectivamente. Desta forma, ambas as nomenclaturas, GBV-C e 
HGV, são aceitas e utilizadas na literatura. A partir desse momento a 
primeira será utilizada nesse trabalho. 

O diagnóstico laboratorial da infecção pelo GBV-C é definido pela 
detecção do RNA do vírus no plasma, feita pela amplificação do ácido 
nucléico viral, por meio de métodos moleculares como RT-PCR e nested-
PCR, utilizando preferencialmente regiões conservadas do genoma viral, 
como as regiões 5´UTR, NS3 e NS5. O RNA viral pode ser quantificado por 
qPCR (PCR em tempo real) e ensaio do bDNA (5, 8-10). Técnicas como 
hibridização in situ e RT-PCR in situ podem ser utilizadas com o intuito de 
identificar os sítios de replicação do GBV-C (11).  

O diagnóstico de resolução da infecção pode ser feito pela presença 
de anticorpos direcionados à proteína E2 do envelope viral. A porção 
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hidrofóbica localizada na região N-terminal da proteína E2 contém 2 
resíduos de asparagina glicosilados e 4 resíduos de cisteína que formam 
uma estrutura semelhante a uma alça (loop),  que fica exposta na superfície 
do vírus (12). O reconhecimento dessa região antigênica desencadeia a 
resposta imune humoral com o desenvolvimento de anticorpos anti-E2 que 
podem ser detectados por imunoensaios (13-14). O desenvolvimento de 
anticorpos específicos contra a glicoproteína E2 do envelope do GBV-C é 
responsável pela queda da viremia, eliminação da infecção e imunização 
contra infecções posteriores, na maioria dos indivíduos infectados (15). 
Cerca de 50 a 74% dos indivíduos saudáveis eliminam as infecções, 
enquanto uma pequena minoria permanece infectada por anos sem 
apresentar sinais ou sintomas clínicos (16-17). Os mecanismos pelos quais o 
GBV-C evade da resposta imune e desenvolve infecção crônica, assim como 
as taxas de progressão da infecção para a fase crônica, ainda não são 
conhecidos, embora estudos relacionem os alelos HLA DQ7, DR15 e DR8 a 
taxas mais elevadas de clearance viral (18). O vírus também pode ser 
eliminado sem o desenvolvimento de anticorpos (19), além disso, a presença 
simultânea de RNA viral e anticorpos direcionados à proteína E2 do GBV-C, 
embora rara e possivelmente um estágio de transição, também pode 
ocorrer. 

A transmissão do GBV-C ocorre pelas vias parenteral, sexual e 
materno-fetal (20-25). A transmissão sexual parece ser muito eficiente e 
especula-se que seja a responsável pela transmissão do GBV-C em 
indivíduos sem risco parenteral, já que a prevalência do GBV-C é 
semelhante entre pacientes infectados pelo HIV pela via sexual e aqueles 
que o adquiriram pela via parenteral (26-27). Por outro lado, estudos também 
relatam maior risco de exposição ao GBV-C em MSM (28). 
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 O GBV-C tem distribuição mundial e a infecção é encontrada em 
indivíduos sadios. Dados epidemiológicos demonstram a elevada 
prevalência da viremia na América do Norte e Europa, com taxas variando 
de 0.9 a 4% e da América do Sul, África e Ásia, com taxas que variam de 8 
a 15% (8, 16, 29-33). Estudos de seguimento mostram que cerca de 80% das 
pessoas sadias eliminam a viremia com concomitante desenvolvimento de 
anticorpos dirigidos à proteína E2 do GBV-C (13, 22) e dessa forma, cerca de 
20% permanecem cronicamente infectados por um longo período. Estudos 
apontam que a maior prevalência de viremia ocorre entre as populações 
com histórico de exposição a sangue e hemoderivados (34) e usuários de 
drogas injetáveis, sendo que 70% apresentam anticorpos anti-E2, 
indicativos de infecção pregressa (32).  

No Brasil, a prevalência de viremia pelo GBV-C entre doadores de 
sangue e voluntários sadios está situada entre 5% a 10%. Um estudo 
publicado em 1998 e realizado no Rio de Janeiro pelo Instituto Osvaldo Cruz 
(35) avaliou a presença de RNA do GBV-C e anticorpos anti-E2 em 268 
amostras de indivíduos sem doença hepática, com idade entre 0 e 8 anos. 
Os autores demonstraram que a soroprevalência é baixa (2,3%) entre 
crianças abaixo dos 10 anos de idade, aumenta (18%) entre adultos jovens, 
com idades entre 21 e 30 anos, e diminui nos grupos de maior idade. De 
acordo, a prevalência de anticorpos anti-E2 foi de 5,6% entre os indivíduos 
de 18 a 24 anos e aumentou para 35,5% nos indivíduos de 43 a 60 anos.  

Em São Paulo, um estudo conduzido pela equipe de Ribeiro dos 
Santos avaliou a presença de RNA do GBV-C em uma amostra de 1039 
indivíduos da população e encontrou uma prevalência de 5,1% de viremia 
em indivíduos maiores que 5 anos de idade, sendo que a viremia aumentou 
para 8,3% quando foram avaliados indivíduos de até 39 anos de idade (36). 
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Outro estudo avaliou a população de doadores de sangue de um hospital de 
São Paulo e encontrou uma prevalência de 9,7% de RNA do GBV-C nessa 
população (37).  

Dados da região central do Brasil, fornecidos por um estudo de 
Oliveira e colaboradores (38), demonstram que 7,1% da amostra avaliada 
naquela região apresentou viremia pelo GBV-C. Este estudo avaliou 241 
doadores de sangue e verificou que a maior freqüência de viremia ocorreu 
entre doadores entre 29 e 39 anos.  

Filogeneticamente, o GBV-C está classificado como membro da 
família Flaviviridae, sendo intimamente relacionado ao vírus da hepatite C. 
A comparação da seqüência de aminoácidos revelou que o GBV-C apresenta 
30% de homologia com o HCV-1. Análises das seqüências GBV-C e do HCV 
revelaram que a região de maior homologia é a que codifica a helicase viral 
(39-40). À exemplo do HCV, o GBV-C é um vírus RNA de fita simples com 
polaridade positiva. Seu genoma possui aproximadamente 9400 
nucleotídeos, contendo uma única região aberta de leitura ou ORF (open 
reading frame) que codifica uma poliproteína de aproximadamente 2844 
aminoácidos que será clivada pelas proteases celulares, dando origem às 
proteínas estruturais e não estruturais. As proteínas estruturais do GBV-C 
consistem de duas proteínas do envelope viral: E1 e E2, enquanto as 
proteínas não estruturais compreendem a NS2 (uma protease), a NS3 (uma 
serino protease semelhante à tripsina), NS4 (helicase viral), NS5A e NS5B 
(RNA polimerase RNA-dependente) (39). Experimentos realizados in vitro 
sugerem que o códon AUG imediatamente anterior à região que codifica a 
proteína E1 é preferencialmente utilizado para iniciar a tradução, atuando 
como um sítio interno de entrada do ribossomo (IRES) para a iniciação da 
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tradução da poliproteína, embora existam mais 4 códons AUG com a 
seqüência codificadora da poliproteína antes deste AUG (41-42).  

As proteínas estruturais do GBV-C são consideravelmente diferentes 
das proteínas E1 e E2 do HCV. Enquanto as proteínas do GBV-C possuem 
apenas 4 possíveis sítios de glicosilação, a E1 e a E2 do HCV possuem de 5 
a 11 sítios (43). Estudos aventam a hipótese de que o reduzido número de 
glicosilações e a falta de uma região E2 hipervariável podem contribuir para 
as maiores taxas de clearance do GBV-C em relação ao HCV (40).  

Enquanto a virologia do HCV já está bem esclarecida, questões como 
a existência de uma região codificadora da proteína do core no genoma do 
GBV-C permanecem não resolvidas. De acordo com alguns estudos, a 
existência de uma região codificadora da proteína do core tem sido 
questionada por algumas razões: a) a região aminoterminal próxima à 
região codificadora da proteína E1 é truncada e muitas vezes ausente; b) 
diferentes isolados do GBV-C revelaram que a freqüência de polimorfismos 
nas seqüências de nucleotídeos são quase igualmente distribuídas entre o 
primeiro, segundo e terceiro códons, sendo que essa  distribuição imparcial 
sugere que esta região é inviável para conter um gene que codifique a 
proteína do core; c) dados de experimentos de tradução in vitro 
demonstraram que somente o AUG na posição 552 é capaz de iniciar a 
tradução (8, 17, 44-46). Embora a seqüência e a localização da região 
codificadora do nucleocapsídeo permanecem desconhecidas, o grupo 
coordenado por Xiang (47) demonstrou a presença de uma estrutura 
semelhante a um capsídeo no interior das partículas virais do GBV-C, à 
microscopia eletrônica.  

Uma vez que ainda não existem dados acerca do ciclo de vida e das 
estratégias de replicação, presume-se que o GBV-C replica da mesma forma 
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que os outros flavivirus RNA de fita simples com polaridade positiva, ou 
seja, por meio de um intermediário de polaridade negativa (48).  

O genoma do GBV-C apresenta baixo grau de variação nas 
seqüências entre os seus genótipos, com cerca de 10% em nível de 
aminoácidos para a poliproteína inteira, ao contrário do HCV, que possui, 
por vezes, mais do que 30% de divergência (5, 49). A análise filogenética 
revela que os isolados GBV-C provenientes de várias regiões do mundo 
estão distribuídos em 5 genótipos distintos (50). A distribuição geográfica 
desses subtipos está relacionada à co-evolução dos vírus com o homem, 
sugerindo que se trata de um vírus antigo que acompanhou as migrações 
populacionais ao longo da história (51). As informações existentes até o 
momento sugerem que a maior diversidade é encontrada entre os isolados 
do GBV-C da África, sugerindo que o vírus surgiu nesse continente (52). Os 
genótipos 1 e 5 são encontrados na África, enquanto os genótipos 2, 3 e 4 
seguiram as rotas de imigração do continente Africano para a Europa e Ásia 
(52). O genótipo 2 é encontrado na Europa e EUA, enquanto os genótipos 3 e 
4 são encontrados no Norte e Sudeste Asiático, respectivamente. O 
genótipo 2 também é encontrado na América do Sul e América do Norte e 
inclui isolados provenientes do Japão, Paquistão e Leste da África (53). Além 
disso, o subtipo 2 pode ser subdividido em dois grupos, 2a e 2b (54). No 
Brasil, foi descrito predomínio do genótipo 2, responsável por cerca de 80% 
a 92% das infecções e do genótipo 1, que responde pelas demais 8 a 20% 
(38, 55). 

O GBV-C foi inicialmente considerado o possível agente etiológico dos 
casos de hepatite não-A-E e o vírus foi intensamente estudado na tentativa 
de elucidar sua fisiopatologia. Naquele momento, pelo menos dois grupos, 
um do Brasil (56) e outro da China (57) demonstraram a presença de RNA do 
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GBV-C em 10% dos casos de hepatite não-A-E. Além disso, outros estudos 
associaram a presença de RNA do GBV-C a casos de hepatite fulminante de 
etiologia desconhecida (58-60) e níveis elevados de transaminases (7, 61). Zhao 
e colaboradores (62) seguiram 8 pacientes por um intervalo de 2 anos e 
detectaram a presença de RNA do GBV-C no plasma e nas amostras de 
tecido do fígado desses pacientes, utilizando a RT-PCR; os autores 
concluíram que o GBV-C pode causar hepatite moderada e dessa forma 
pode ser considerado um agente patogênico moderado. Trabalhos 
posteriores, no entanto, demonstram que o GBV-C não está associado às 
hepatites não A-E criptogênicas, nem às hepatites não A-E pós-
transfusionais (17) e nem mesmo está associado às hepatites fulminantes (63-
68). Além disso, estudos relatam que o GBV-C não está associado à doença 
hepática pós-transplante ou à sobrevida do enxerto (69-70) e nem ao 
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (71). Estudos também 
demonstraram que não existe associação entre a infecção pelo GBV-C e 
anemia aplástica (72) ou linfoma não-Hodgkin (73-74), no entanto, um estudo 
recente associa o GBV-C à pleurocardite pós-transfusional (75).  

O sítio de replicação do GBV-C tem sido alvo de intensas pesquisas 
desde a sua descoberta, no entanto, a questão se o GBV-C é capaz de 
replicar de forma eficiente nos hepatócitos ainda permanece controversa. 
Dados de estudos in vitro demonstram que o GBV-C é capaz de replicar de 
forma transitória em algumas linhagens celulares de origem hepática como 
as células HuH-7, PH5GH e HepG2 (42, 76) enquanto estudos utilizando 
hibridização in situ foram capazes de demonstrar a presença de RNA 
genômico do GBV-C em hepatócitos (11). Estudos mais recentes apresentam 
evidências de que o GBV-C é um vírus linfotrópico e que replica 
primariamente na medula óssea e no baço (77). RNA de polaridade negativa, 
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o intermediário necessário na replicação do GBV-C, foi amplificado por PCR 
a partir de células mononucleares do sangue periférico e de linfócitos T CD4 
(42, 48, 78), indicando que o GBV-C pode replicar nessas células (79). 

Uma vez que o HBV, o HCV e o GBV-C compartilham as mesmas vias 
de transmissão, a co-infecção é encontrada em cerca de 10-25% dos 
pacientes com hepatite B ou C, dependendo da população estudada (80-83). 
Na maior parte dos estudos, os pacientes co-infectados não diferem 
clinicamente dos pacientes com infecção apenas pelo HCV. Estes estudos 
relatam que o GBV-C não influencia a doença hepática, não piora o grau de 
fibrose e nem tem influência sobre os níveis de enzimas hepáticas (84-89). Em 
um estudo recente, Claret e colaboradores (90) avaliaram a prevalência da 
viremia pelo GBV-C em uma coorte de 327 crianças saudáveis que 
apresentavam níveis normais ou elevados de transaminases, que foram 
divididas nos grupos A e B e outra coorte, de 38 crianças HCV positivas com 
transmissão materno-fetal, que constituíram o grupo C. Os autores 
concluíram que a presença do GBV-C nessas crianças estava relacionada à 
infecção pelo HCV e que a viremia não estava relacionada aos níveis 
elevados de transaminases, uma vez que a prevalência não diferiu entre os 
grupos A e B. 

Considerando que vários estudos falharam em associar o GBV-C a 
qualquer doença humana conhecida e levando em conta  a elevada 
prevalência da infecção entre doadores sadios, a agência americana FDA 
(Food and Drug Administration) não recomenda a triagem de sangue e 
hemoderivados para este vírus. O interesse pelas pesquisas também 
diminuiu e o GBV-C ficou esquecido até que os primeiros relatos sobre um 
possível efeito benéfico no curso da infecção pelo HIV foram publicados, a 
partir da década de 90.  
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O primeiro estudo avaliando o efeito do GBV-C sobre o curso da 
infecção pelo HIV foi publicado em 1998 (91). Outros estudos se seguiram, 
alguns demonstrando que os pacientes co-infectados evoluem melhor que 
os pacientes HIV monoinfectados (46, 92), enquanto outros não identificaram 
qualquer efeito benéfico da infecção pelo GBV-C em pacientes HIV 
soropositivos (93-94). Entre esses pacientes, a co-infecção HIV-GBV-C é muito 
freqüente e, em média, 15-39% apresentam viremia, enquanto outros 20-
47% são positivos para anticorpos dirigidos à proteína E2 do GBV-C (61, 95-
96). 

Toyoda e colaboradores (97) avaliaram a carga viral (CV) do HIV e as 
taxas de progressão para AIDS em uma coorte de 41 hemofílicos HIV 
soropositivos, dos quais, 11 (26,8%) apresentaram viremia pelo GBV-C. 
Nesse estudo, as taxas de progressão para AIDS e a CV do HIV foram 
menores no grupo de pacientes co-infectados. Embora não fossem 
estatisticamente significativos, os resultados obtidos pela equipe de Toyoda 
certamente atraíram a atenção sobre o GBV-C e inspiraram uma série de 
outros estudos que tentaram explorar essa possível interação viral. Na 
seqüência, Heringlake e colaboradores (98) também publicaram seus 
resultados demonstrando que os pacientes HIV soropositivos co-infectados 
pelo GBV-C apresentavam contagens de células T CD4 mais elevadas e 
menor taxa de mortalidade, quando comparados aos indivíduos 
monoinfectados. No mesmo ano, Sabin e colaboradores (99) falharam em 
demonstrar qualquer efeito positivo do GBV-C em pacientes HIV 
soropositivos.  No entanto, os autores não separaram o grupo de pacientes 
com viremia pelo HGV/GBV-C dos pacientes positivos para anticorpos anti-
E2. Ambos foram classificados como sendo pacientes expostos ao 
HGV/GBV-C. 
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Trabalhos posteriores demonstraram diminuição da taxa de 
mortalidade entre os indivíduos HIV soropositivos com replicação ativa do 
GBV-C, quando comparados aos indivíduos HIV soropositivos não co-
infectados, independente de terapia antirretroviral anterior, profilaxia para 
infecções oportunistas, contagem de linfócitos T CD4, sexo, idade, raça ou 
modo de transmissão da infecção (26, 100-102). De acordo com Tillmann e 
colaboradores (101), a taxa de sobrevivência é mais elevada em pacientes 
co-infectados pelo GBV-C, mesmo após o desenvolvimento de AIDS.  

O grupo de Yeo (103) acompanhou pacientes com tripla infecção HIV-
HCV-GBV-C por 12 anos e demonstrou que a mortalidade do grupo GBV-C 
negativo foi aproximadamente 40% maior, mesmo após análise 
multivariada com ajuste da análise para idade, carga viral do HIV e 
contagem de células T CD4. A taxa de sobrevivência acumulada foi de 72% 
nos pacientes com viremia pelo GBV-C, 60% nos pacientes apenas com 
anticorpos anti-E2 e 40% nos pacientes sem qualquer marcador da infecção 
pelo GBV-C. 

O grupo de Birk (104) estudou uma coorte Suíça de 157 pacientes HIV 
soropositivos, dos quais, 36 (23%) eram GBV-C RNA positivos. Os autores 
não encontraram diferenças entre os pacientes HIV e os co-infectados pelo 
GBV-C com relação ao tempo da primeira contagem de células T CD4  
abaixo de 200 células/µL, tempo de diagnóstico de AIDS ou mortalidade, 
independente de fatores prognósticos como idade, sexo, ano de 
sorocoversão, terapia antirretroviral e profilaxia para PCP.  

Estudando outra coorte Suíça, Björkman e colaboradores (105) 

seguiram 230 pacientes HIV soropositivos até o início da instituição da 
terapia antirretroviral, morte ou última visita, com uma média de 4,3 anos 
de seguimento. No momento da inclusão, 62 (27%) dos pacientes 
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apresentaram viremia pelo GBV-C e 69 (30%) tinham anticorpos anti-E2. 
Os autores concluíram que a presença de viremia pelo GBV-C não está 
associada à taxa de mortalidade global, nem à taxa de mortalidade 
decorrente de AIDS e nem mesmo à progressão para AIDS. Em um estudo 
recente, a equipe de Stapleton (106), avaliando uma coorte de supressores 
de elite – pacientes que mantém a carga viral do HIV em níveis 
indetectáveis, nesse caso, abaixo de 50 cópias/mL, sem o uso de terapia 
antirretroviral – não verificou qualquer influência do GBV-C no curso da 
infecção pelo HIV. 

Os estudos conduzidos na era pós HAART também apresentam 
resultados controversos. Alguns desses estudos também demonstraram que 
pacientes HIV soropositivos com replicação ativa do GBV-C apresentam 
melhor qualidade de vida, aumento sustentado da contagem de células T 
CD4 e melhor resposta à terapia antirretroviral, atingindo mais 
freqüentemente níveis plasmáticos indetectáveis de RNA do HIV (107-109). Em 
outro estudo, a equipe de Stapleton (110) avaliou a interação do GBV-C com 
a IL-2 no tratamento de pacientes HIV soropositivos que estavam fazendo 
uso de HAART, participantes do ACTG (AIDS Clinical Trials Group). Os 
autores sugerem que a viremia pelo GBV-C está associada ao bloqueio da 
expansão das células T CD4, após tratamento com IL-2. Dessa forma, saber 
se o paciente apresenta replicação ativa pelo GBV-C pode ser um fator 
importante na resposta ao tratamento com IL-2.  

Embora os primeiros estudos relacionando o suposto efeito benéfico 
do GBV-C sobre a progressão da doença pelo HIV sejam da década de 90, 
os mecanismos envolvidos no aumento da expectativa de vida e menor taxa 
de progressão para AIDS nos pacientes co-infectados ainda não estão 
completamente esclarecidos.  
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Xiang e colaboradores (26) avaliaram o efeito do GBV-C sobre a 
replicação do HIV in vitro. Os autores observaram que o GBV-C foi capaz de 
reduzir a replicação do HIV, sendo essa inibição mais acentuada quando as 
células mononucleares foram primeiramente infectadas pelo GBV-C. Estes 
resultados sugerem que a infecção pelo GBV-C altera as características 
celulares, tornando essas células menos susceptíveis à infecção e 
interferindo na replicação do HIV. 

Considerando que a infecção pelo GBV-C torna as células menos 
susceptíveis à infecção pelo HIV in vitro, alguns grupos passaram a estudar 
a hipótese de que este mecanismo de inibição poderia ocorrer via 
modulação dos receptores e co-receptores para o HIV, sendo este efeito 
mediado pela indução de quimiocinas. 

O HIV infecta as células que expressam o receptor CD4 em sua 
superfície. Uma vez ancorado, o HIV necessita de um segundo receptor 
para que ocorra a fusão com as células alvo. Os receptores de quimiocinas 
CXCR4 presentes em linfócitos e CCR5 em monócitos são os mais 
importantes no contexto da infecção pelo HIV (111). As β-quimiocinas MIP-1α, 
MIP-1β e RANTES são ligantes naturais para o CCR5, enquanto as 
quimiocinas SDF-1 e SDF-2 são ligantes naturais para o CXCR4. A ligação 
dessas quimiocinas aos seus respectivos receptores provoca a diminuição 
da expressão dos receptores na superfície celular, diminuindo a 
disponibilidade de co-receptores para o HIV. 

Com o objetivo de avaliar o efeito do GBV-C sobre a replicação do 
HIV, Xiang e colaboradores (26) infectaram células mononucleares com os 
vírus GBV-C e HIV, in vitro. A dosagem do antígeno p24 demonstrou 
diminuição de 23% da replicação do HIV após 3 dias e 49,4% após seis 
dias, nas culturas celulares co-infectadas. A expressão de CD4, CXCR4 e 
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CCR5 foi avaliada por citometria de fluxo, no intuito de verificar se o GBV-C 
estaria exercendo esse efeito inibidor diminuindo a expressão desses 
receptores, no entanto, nenhuma alteração foi observada. Em um estudo 
posterior, a equipe de Xiang (112) demonstrou que a expressão do RNAm 
(RNA mensageiro) para RANTES, MIP-1α, MIP-1β e SDF-1, bem como a 
secreção dessas quimiocinas, estavam aumentados nas células co-
infectadas, quando comparadas aos controles. Os autores sugerem que o 
GBV-C interfere nos mecanismos celulares induzindo a secreção de 
quimiocinas, o que possivelmente reduziria a expressão dos co-receptores 
para o HIV. A equipe de Xiang também avaliou o efeito da proteína NS5A do 
GBV-C in vitro e verificou que uma seqüência dessa proteína, contendo 85-
aa, foi capaz de diminuir a replicação do HIV em linfócitos por meio da 
indução de RANTES (113-114). 

Considerando que a proteína E2 do HCV, homóloga à proteína E2 do 
GBV-C, é capaz de interagir com o receptor CD81 (115) e alterar a função das 
células T e NK (116), Nattermann e colaboradores (117) também avaliaram a 
interação entre a proteína E2 do GBV-C com o receptor CD81. Os autores 
concluíram que esta ligação promove o aumento da secreção de RANTES e 
a diminuição da expressão do CCR5 e sugerem que este mecanismo pode 
estar envolvido na diminuição da progressão da infecção pelo HIV nos 
pacientes co-infectados, uma vez que outros grupos já demonstram que a 
internalização dos receptores de quimiocinas é um mecanismo capaz de 
bloquear a entrada do HIV na célula hospedeira (118-119). Em um estudo 
recente, Jung e colaboradores (120) demonstraram que a proteína E2 do 
GBV-C é capaz de inibir a replicação de cepas X4 e R5 do HIV in vitro, 
sendo que a pré-incubação com anti-E2 anula esse efeito inibitório. 
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Estudos também sugerem que o GBV-C é capaz de inibir a apoptose 
das células mononucleares (121). A apoptose, ou morte celular programada, 
pode ser mediada por receptores, sendo Fas (CD95) e TNFR I os mais bem 
caracterizados atualmente. Estes receptores se ligam às proteínas 
sinalizadoras Fas-L e TNF-α, respectivamente, e essa ligação induz a 
trimerização do receptor e recrutamento dos domínios de morte 
intracelulares com ativação de uma cascata envolvendo caspases, 
desencadeando a morte celular (122). A apoptose exerce um papel 
fundamental no controle das infecções virais, eliminando as células 
infectadas, sem causar inflamação, no entanto, altos níveis de apoptose 
podem contribuir para a depleção do sistema imune celular. Na infecção 
pelo HIV, além de a produção celular estar comprometida, os altos níveis de 
apoptose são responsáveis pela depleção dos linfócitos T CD4 e 
comprometimento da resposta imune (123-126). Um estudo recente 
demonstrou que a infecção pelo GBV-C está associada à diminuição da 
apoptose via Fas/FasL em indivíduos HIV soropositivos não tratados (127). O 
efeito antiapoptótico do GBV-C poderia explicar os níveis mais elevados de 
células T CD4 nos pacientes co-infectados observados em alguns estudos. 

Sathar e colaboradores (128) verificaram o aumento da contagem de 
linfócitos T CD3 e Tγδ, e a diminuição da expressão de CD30 em mulheres 
soropositivas para o HIV co-infectadas pelo GBV-C. Os linfócitos Tγδ 

apresentam potente atividade citotóxica, são capazes de produzir β-
quimiocinas e citocinas, interferindo na replicação do HIV (129). O receptor 
CD30 é membro da família TNF e está envolvido na regulação dos processos 
infecciosos virais e é utilizado como marcador que reflete a diminuição da 
ativação imune e aumento da contagem de células com o perfil Th1 (130-131). 
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Os autores, no entanto, não avaliaram a produção de citocinas nessa 
população celular. 

Estudos recentes demonstraram aumento da ativação de genes 
relacionados a cascatas celulares que levam à produção de IFN, em 
pacientes HIV co-infectados pelo GBV-C. Capobianchi e colaboradores (132) 
avaliaram a expressão dos genes 2-5-OAS, MxA, interferon AR-1 e PKR em 
pacientes HIV soropositivos com e sem viremia pelo GBV-C e demonstraram 
que a expressão desses genes estava aumentada nos pacientes co-
infectados. Outros estudos também associaram a viremia pelo GBV-C a 
níveis elevados de mRNA para IFN-γ e PKR em pacientes HIV soropositivos, 
enquanto os níveis de IFN-α não parecem ser afetados nessa situação(133-
134). Da mesma forma, Hoseini e colaboradores (135) verificaram que os 
níveis de células produtoras de IFN-α não diferem em função da viremia 
pelo GBV-C. Estudos também demonstraram que a viremia pelo GBV-C está 
associada ao aumento da freqüência de células dendríticas plasmacitóides 
(pDCs) expressando CD80, sugerindo que o GBV-C pode promover a 
maturação das pDCs, o que pode contribuir para o controle da infecção pelo 
HIV (133, 136). As pDCs são as principais células produtoras de interferons do 
tipo 1 e estão normalmente diminuídas no paciente HIV soropositivo, no 
entanto, seus níveis podem ser restabelecidos após a introdução da terapia 
antirretroviral (137). 

Mesmo depois de mais de 10 anos de pesquisas, a questão se a 
viremia pelo GBV-C está realmente associada a um melhor prognóstico da 
infecção pelo HIV em pacientes co-infectados ou se é simplesmente 
marcador de um sistema imune competente, ainda precisa ser esclarecida. 
Vários fatores, como as diferenças nas populações estudadas, o genótipo do 
GBV-C, o uso de terapia antirretroviral, podem encobrir o suposto efeito 
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benéfico da viremia e contribuir para as discrepâncias nos resultados 
encontrados por diferentes grupos de pesquisa. Além disso, a presença da 
co-infecção pelo HCV ou HBV, desconsiderada em muitos estudos, também 
pode mascarar os resultados de estudos avaliando a interação HIV-GBV-C 
(138).  

Sabe-se que a co-infecção pelo HIV acelera o curso da doença pelo 
HCV, com progressão mais rápida para fibrose e aumento significativo das 
transaminases (139-140). Estudos relatam ocorrência de carcinoma 
hepatocelular em idades mais precoces e com menor tempo de evolução em 
indivíduos co-infetados, além disso, a taxa de clearance espontâneo do HCV 
é menor no paciente co-infetado (141).  A terapia antirretroviral parece ser 
capaz de retardar a progressão para a fibrose, no entanto, também está 
associada ao desenvolvimento de hepatotoxicidade  (142).  

Até o momento, poucos trabalhos avaliaram o efeito da replicação 
ativa pelo GBV-C sobre a doença causada pelo HCV e ainda mais raros são 
os trabalhos avaliando a tripla infecção HIV-HCV-GBV-C. Dentre eles está 
um estudo multicêntrico, publicado em 2006, que procurou determinar a 
distribuição e avaliar o efeito dos genótipos do GBV-C e o efeito do 
tratamento para o HCV sobre o GBV-C (143). O genótipo 2 foi o mais 
prevalente, respondendo por 79% das infecções, seguido pelo genótipo 1, 
com 18% dos casos e pelo genótipo 3, com 3% das infecções restantes. Os 
autores verificaram que os pacientes infectados pelo genótipo 2 
apresentaram maior contagem de CD4, independente do uso de 
antirretrovirais e CV do HIV. Os autores verificaram, ainda, que o 
tratamento para hepatite C foi responsável pela perda da viremia pelo GBV-
C em 50% dos pacientes e que essa perda não ocasionou piora na evolução 
da doença pelo HIV. 
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Em um estudo publicado em 2007, Berzsenyi e colaboradores (144) 
avaliaram o efeito da viremia pelo GBV-C sobre a progressão da doença 
relacionada à hepatite C em pacientes HIV soropositivos em uso de terapia 
antirretroviral altamente potente. Em uma coorte de 158 pacientes HIV-
HCV co-infectados, 36% apresentavam viremia pelo GBV-C, 23% 
eliminaram o vírus, enquanto 21% se infectaram durante o seguimento. O 
grupo HIV-HCV co-infectado pelo GBV-C apresentou menor grau de fibrose 
e ascite quando comparado ao grupo HIV-HCV. Os autores relatam que não 
houve diferença nas taxas de mortalidade relacionada à doença hepática 
entre os grupos avaliados. Curiosamente, os autores observaram que 10 
das 25 mortes foram decorrentes de doenças hepáticas e dessas, 9 
ocorreram no grupo GBV-C negativo.  

Sabe-se que o perfil Th2 está associado ao estabelecimento de 
infecção crônica pelo HCV, sendo a IL-10 responsável pela indução das 
citocinas pró-fibróticas IL-4 e IL-13 (145). Além disso, estudos demonstraram 
que a administração de IL-10 exógena é capaz de elevar os níveis 
plasmáticos RNA do HCV, além de diminuir a resposta imune celular 
específica (146). Portanto, as citocinas do perfil Th2 parecem estar envolvidas 
na patogênese do HCV. Embora esta hipótese ainda não tenha sido 
suficientemente testada, estudos sugerem que o GBV-C possui efeito 
imunomodulador in vivo. Nunnari e colaboradores (147) demonstraram que a 
infecção pelo GBV-C está associada à manutenção da resposta Th1 em 
pacientes HIV soropositivos.  

Os níveis séricos de IL-4 e IL-10 aumentam progressivamente nos 
indivíduos soropositivos para o HIV e soronegativos para o GBV-C, 
enquanto os pacientes co-infectados mantêm intactos os níveis de IL-2 e IL-
12. Estudos recentes demonstraram que a produção de citocinas do 
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fenótipo Th2 está diminuída em linfócitos recentemente infectados pelo 
GBV-C in vitro, sendo esse efeito aparentemente mediado pela proteína 
NS5A (148). O favorecimento do perfil Th1 em detrimento do perfil Th2 
poderia exercer um efeito protetor sobre o curso da infecção pelo HCV e 
poderia explicar a diminuição da fibrose relacionada ao HCV. Estudos 
também demonstraram que a progressão para AIDS está relacionada à 
diminuição da produção de IL-2, IL-12 e IFN-γ e conseqüente aumento da 
secreção de citocinas como IL-4 e IL-10, que direcionam a resposta Th2 (149-
150), ineficiente no controle das infecções virais. O fenótipo Th2 está 
relacionado ao aumento dos níveis de RNA do HIV, bem como dano ao 
sistema imune e aumento dos níveis de apoptose, com conseqüente 
diminuição da contagem de linfócitos T CD4 e progressão acelerada para 
AIDS. Dessa forma, a viremia pelo GBV-C, favorecendo o fenótipo Th1, 
poderia exercer um efeito retardador na co-infecção HIV-HCV.  

Em um trabalho mais recente, publicado em 2008, Piroth e 
colaboradores (151) avaliaram o efeito da co-infecção pelo GBV-C sobre o 
curso da infecção e sobre o tratamento para o HCV, em uma coorte de 318 
pacientes HIV soropositivos. Além de apresentar contagem de células T CD4 
mais elevada, o grupo HIV-HCV-GBV-C não apresentou qualquer diferença 
nos demais parâmetros avaliados. 

Dessa forma, percebe-se que trabalhos que avaliam o possível efeito 
benéfico do GBV-C sobre a infecção pelo HIV apresentam resultados 
controversos, enquanto estudos de tripla infecção HIV-HCV-GBV-C ainda 
são escassos. Além disso, a resposta imune na tripla infecção ainda não foi 
abordada. Tais constatações abrem novas perspectivas para a investigação 
do possível papel benéfico da replicação do GBV-C em pacientes HIV 
soropositivos co-infectados pelo vírus da hepatite C. 
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2. OBJETIVOS 
 
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da infecção ativa, 

traduzida pela presença do RNA viral do GBV-C ou pregressa, definida pela 
positividade para anticorpos anti-E2 do GBV-C, em pacientes HIV e HIV-
HCV co-infectados crônicos.  

 
Para tanto foram investigados: 
 
O efeito da viremia e da presença de anticorpos anti-E2 do GBV-C 

sobre a produção de citocinas inflamatórias IFN-γ e IL-2 e antiinflamatórias 
IL-4 e IL-10 nas populações de linfócitos Tγδ, TCD4 e TCD8 em pacientes 
com viremia pelo GBV-C; 

 
O efeito da viremia e da presença de anticorpos anti-E2 do GBV-C 

sobre a ativação celular, por meio da quantificação do receptor CD38; 
 
O efeito da viremia pelo GBV-C sobre a carga viral do HIV e do HCV; 
 
O efeito da viremia e da presença de anticorpos anti-E2 sobre as 

enzimas hepáticas. 
 
 
 
 
 



 39 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
 
 
 
 
 



 40 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
  
3.1 Desenho do Estudo 
Trata-se de um estudo transversal de caráter observacional, com 

inclusão prospectiva de pacientes HIV soropositivos que passaram por 
entrevista e coleta de sangue para as determinações laboratoriais. 

 
3.2. Casuística 
Participaram deste estudo 159 pacientes HIV soropositivos com 

diagnóstico comprovado de infecção pelo HIV, segundo a portaria n°59 do 
Ministério da Saúde. Destes, parte era sabidamente co-infectada pelo HCV. 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo, conforme consta do processo nº 
1296/05, cujo parecer encontra-se em anexo (Anexo I). 

Após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, cada 
voluntário foi entrevistado individualmente para o preenchimento do 
questionário CAGE para definição de etilistas e não-etilistas (Anexo III) e de 
um questionário padronizado (anexo IV) para coleta dos seguintes dados: 
1) Identificação 

a) Nome completo; 
b) RH-HSP; 
c) Data da inclusão 

2) Perfil epidemiológico 
a) Sexo;  
b) Idade;  
c) Forma de exposição para aquisição do HIV: sexual, parenteral, 

ambos ou não sabe referir (desconhecido). 



 41 

A análise dos prontuários permitiu a coleta de dados adicionais como: 
a) Tempo de diagnóstico de infecção pelo HIV; 
b) Diagnóstico: infecção pelo HIV ou co-infecção HIV-HCV; 
c) Tempo de diagnóstico de infecção pelo HCV; 
d) Uso de terapia antirretroviral. Caso positivo: 

� esquema antirretroviral atual; 
� tempo de uso de terapia antirretroviral; 

e) Tratamento para o HCV. Caso positivo: 
�  esquema em uso 

 f) Ocorrência de infecções oportunistas; 
 g) Medicamentos utilizados pelo paciente, além da TARV; 

 
3.2.1. Critérios de Inclusão 

1. Ter diagnóstico comprovadamente positivo para o HIV, 
2. Estar em acompanhamento regular no CCDI – DIPA, 
3. Ter entre 18 e 70 anos, 
4. Para diagnóstico de co-infecção HIV-HCV, ter anti-HCV e PCR 

positivos; 
5. Assinar termo de consentimento livre e esclarecido (anexo II). 

 
3.2.2. Critérios de Exclusão 

1. Indivíduos HBsAg positivos; 
2. Indivíduos com diagnóstico de hepatopatia de outras etiologias; 
3. Indivíduos em uso de medicações hepatotóxicas, exceto ARV; 
4. Indivíduos em uso de corticóides; 
5. Indivíduos participando de outros protocolos de pesquisa. 
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3.3. Coleta das amostras de sangue 
Após a coleta dos dados no prontuário, foi realizada a coleta 80 mL 

de sangue para os testes laboratoriais, de acordo com a seguinte 
padronização: 

� 5 tubos de heparina sódica, de 10 mL cada para separação das 
células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) para 
realização do ensaio de detecção intracelular de citocinas e para 
avaliação do marcador de ativação CD38; 

� 1 tubo seco, de 10 mL para separação do soro para as análises 
bioquímicas: ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato 
aminotransferase) e GGT (gama glutamiltransferase); 

� 4 tubos com EDTA de 5 mL cada para contagem de linfócitos T 
CD4 e CD8, quantificação da carga viral do HIV, carga viral e anti-
E2 do GBV-C, carga viral e genotipagem do HCV (para os 
pacientes co-infectados). 

 
3.4. Alocação dos Pacientes nos Grupos 
Após os resultados dos testes laboratoriais para GBV-C, cada paciente 

foi alocado em um dos seguintes grupos: 
� HIV: HIV soropositivos e negativos para  GBV-C e HCV; 
� HIV-HCV: HIV soropositivos com anti-HCV positivo e GBV-C 

negativo; 
� HIV-GBV-C: HIV soropositivos com anti-HCV negativo e GBV-C 

RNA detectável; 
� HIV-HCV-GBV-C: HIV soropositivos com anti-HCV positivo e 

GBV-C RNA detectável; 
� HIV-E2+: HIV soropositivos com positividade para anticorpos 

anti-E2 do GBV-C; 
� HIV-HCV-E2+: HIV soropositivos com anti-HCV e anticorpos anti-

E2 do GBV-C detectáveis. 
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3.5. Testes laboratoriais 
3.5.1. Detecção e Quantificação do RNA do GBV-C 
O diagnóstico de infecção ativa, traduzido pela presença de RNA do 

GBV-C no plasma, foi realizado por meio de uma PCR qualitativa, enquanto 
a quantificação do RNA do GBV-C nas amostras de plasma foi realizada por 
técnica de PCR em tempo real. As técnicas foram padronizadas em nosso 
laboratório (152). 

A região 5´UTR do genoma viral foi escolhida para padronização da 
PCR  qualitativa e da PCR em tempo real, pois se trata de uma porção 
conservada entre todos os isolados do vírus GBV-C. As seqüências 
genômicas da região 5´UTR  depositadas no GeneBank foram alinhadas no 
programa Sequencher 4.5 (Gene Codes Corporation). O total de 119 
seqüências de vários países foram alinhadas para que se chegasse ao 
desenho dos primers utilizados na PCR em tempo real. 

A PCR qualitativa foi padronizada utilizando os primers publicados por 
Muerhoff e colaboradores (153) que amplificam uma porção da região 5´UTR 
de 452 pares de bases, que compreende a porção onde foram desenhados 
os primers da PCR em tempo real (87 pares de bases). Esses primers estão 
localizados nas seguintes posições e possuem as seguintes seqüências: 
Sense: -520 a -499 (21 oligonucleotídeos) 5´CAC TGG GTG CAA GCC CCA GAA 3´ 

Antisense: -89 a -68 (21 oligonucleotídeos) 5´CGG AGC TGG GTG GCC CCA TGC 3´ 

O limite de detecção do ensaio para a quantificação do HGV/GBV-C 
foi estabelecido entre 1010 e 102 genomas equivalentes/µL. 

 
3.5.2. Detecção de anticorpos anti-E2 do GBV-C 
A pesquisa qualitativa de anticorpos anti-E2 contra a proteína E2 do 

envelope do GBV-C foi feita por meio de ensaio imunoenzimático – ELISA, 
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utilizando o teste comercial µPLATE Anti-HGenv (lote 1036), doado pela 
empresa Roche Diagnostics GmbH. A presença de anticorpos anti-E2 do 
GBV-C indica contato anterior com o vírus e resolução da infecção, embora 
parte dos pacientes infectados elimina a infecção sem produzir anticorpos 
(154). Dessa forma, a detecção de anticorpos anti-E2, embora a única forma 
de identificar pacientes que tiveram contato com o GBV-C, não é totalmente 
eficiente em identificar esses pacientes.    

Para esse teste foi utilizado plasma coletado em EDTA estocado a -
80ºC. Inicialmente, as amostras foram pré-diluídas em tampão de diluição 
na relação 1+20 (1 mais 20). 

Após homogeneização, 20µL das amostras e controles diluídos foram 
adicionados nos poços de placas de poliestireno revestidos com antígenos 
do GBV-C e incubados em agitador de placas, em temperatura ambiente, 
por 2 horas. Posteriormente, os poços foram lavados cinco vezes com 
solução de fosfato, NaCl e tween 20 e as placas foram incubadas com 100µL 
de tampão conjugado e anticorpo anti-h-Fcγ marcado com POD-HRP 
(Horseradish peroxidase), por 1 hora. Os poços, a seguir, foram lavados por 
mais cinco vezes com a solução de fosfato, NaCl e tween 20 e as placas 
foram incubadas com o substrato-cromógeno (tampão fosfato/citrato e 
ABTS® cromógeno) por 1 hora, protegidos da luz. A absorbância foi lida em 
leitor de microplacas (Labsystems – Multiskan EX) utilizando o filtro de 
405nm. 

O CutOff do teste foi calculado por meio da fórmula: 
 
               

Onde 0,2 é o fator dado pelo kit, MA1 é a média da absorbância do 
controle positivo e MA2 é a média da absorbância do controle negativo.  

   
   CUTOFF= 0,2 x (MA1 + MA2) 
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Os valores abaixo do CutOff foram considerados negativos, enquanto 
os valores acima foram considerados positivos. 

 
3.5.3. Contagem de Linfócitos T CD4 e T CD8 
A imunofenotipagem linfocitária foi realizada no Laboratório de 

Virologia e Imunologia I - UNIFESP por meio de citometria de fluxo, em 
amostras de sangue total, utilizando anticorpos monoclonais anti-
CD4/CD3/CD8 (Becton Dickinson, San Jose, C.A., USA). 

Em resumo, 50 µL de sangue total heparinizado foram distribuídos 
em dois tubos de polipropileno contendo esferas TruCountTM (Becton 
Dickinson, San Jose, C.A.,USA). Foram adicionados 20 µL do painel de 
anticorpos anti-CD3PerCP/CD4FITC/CD8PE. Os tubos foram incubados por 
15 minutos ao abrigo da luz, em temperatura ambiente. As amostras foram 
analisadas em citômetro de fluxo modelo FACSCalibur™ (Becton Dickinson, 
San Jose, C.A.,USA) no programa MultisetTM (Becton Dickinson, San Jose, 
C.A.,USA). 

Os valores de referência para a contagem absoluta foram obtidos por 
meio de uma amostragem realizada pelo Laboratório de Imunologia I, da 
Disciplina de Doenças Infecciosas e Parasitárias – UNIFESP (dados não 
mostrados): 

� Linfócitos (CD3+): 873 – 2.524 céls/mm3 
� Linfócitos T helper (CD3+CD4+): 545 – 1.623 céls/mm3 
� Linfócitos T supressores (CD3+CD8+): 264 – 1.004 céls/mm3 

 
3.5.4. Quantificação do RNA do HIV 
A quantificação do RNA do HIV (carga viral) foi realizada pelo 

Laboratório de Retrovirologia do Hospital São Paulo - UNIFESP, utilizando a 
metodologia branched DNA HIV-1 RNA 3.0 ASSAY (bDNA – Bayer). O bDNA 
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é um ensaio de hibridização de ácidos nucléicos em fase sólida tipo 
sanduíche, utilizando moléculas de DNA ramificadas (bDNA).  

Após o tratamento da amostra com reagente de lise o material 
nucléico viral é liberado e então hibridizado em solução usando dois 
conjuntos de sondas de oligonucleotídeos. Uma das sondas serve como 
captura (localizada na superfície de cada poço da placa) que hibridiza 
especificamente com o RNA do HIV ligando-o à placa. A segunda sonda 
serve para fixar o RNA do HIV à placa e também para hibridizar com outro 
conjunto de sondas: pré-amplificadora e amplificadora (bDNA); à essa 
última se atribui a função de aumentar o nível de sinal da hibridização. 

As moléculas de bDNA atuam como amplificadoras por se ligarem a 
uma sonda marcada com fosfatase alcalina. Desta maneira, o sinal gerado 
pelo complexo HIV RNA-sondas é amplificado para detecção e quantificação 
do RNA viral. Finalmente, a adição de um substrato quimioluminescente 
reage com a última sonda e o sinal é lido em um luminômetro. A unidade 
relativa de luz (RLU) gerada é proporcional à quantidade de RNA do HIV na 
amostra. 

O número de cópias de RNA do HIV é calculado usando uma curva 
padrão gerada por um conjunto de seis calibradores e três controles HIV 
externos. A faixa de detecção de 50 a 500.000 cópias/mL apresenta boa 
linearidade em todo o intervalo. 

 
3.5.5. Quantificação do RNA do HCV 
A quantificação do RNA do HCV (carga viral) no plasma ou PCR 

quantitativo para o HCV foi realizada pelo Centro de Genomas – Laboratório 
de Biologia molecular especializado em Doenças Infecciosas e Genética 
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Humana, utilizando a metodologia de qPCR (PCR quantitativo – PCR em 
tempo real) – TaqManTM (Applied Biosystems).   

O limite de detecção é de 200 cópias/mL, sendo que um teste com 
resultado indetectável não exclui definitivamente a presença da infecção. 

 
3.5.6. Genotipagem do HCV 
A genotipagem do HCV foi realizada pelo Centro de Genomas, por 

meio do seqüenciamento genômico dos produtos de PCR, seguido de 
Análise Filogenética. 

A técnica é utilizada como parâmetro auxiliar no prognóstico e 
indicação do tratamento. O limite de sensibilidade do teste é de 600 
cópias/mL. 

 
3.5.7. Avaliação da produção de Citocinas 
A produção de IFN-γ e IL-2 foi avaliada nas populações de células T 

CD4, TCD8 e Tγδ, após estimulação inespecífica (PMA/ionomicina) e 
antígeno-específica (peptídeos de Nef do HIV e lisado viral do HIV). 

As células T CD4 e T CD8 não reconhecem antígenos não 
processados. Ao invés disso, essas células reconhecem peptídeos ligados às 
moléculas MHC de classe I, no caso das CD8 e MHC de classe II, no caso 
das CD4. Dessa forma, quando se deseja estimular essas células in vitro, 
com a intenção de avaliar a resposta antígeno específica a um determinado 
patógeno, existe a necessidade de usar peptídeos derivados da proteína de 
interesse.  

Uma questão importante e que deve ser considerada quando se 
pretende estimular essas populações celulares refere-se ao tamanho dos 
peptídeos. As células T CD4 respondem a peptídeos de 15 a 20 aminoácidos 
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de extensão (15-20 mer), enquanto as células T CD8 são adequadamente 
estimuladas com peptídeos menores, de 8 a 12 mer. Em um estudo 
publicado no Journal of Immunological Methods, a equipe de Maecker (155)  
demonstrou que ambas as populações celulares podem ser estimuladas de 
forma eficiente utilizando peptídeos de 15 mer e sobreposição (overlapping) 
de 15 aminoácidos.  

Em nosso estudo utilizamos um pool de 48 peptídeos da proteína Nef, 
que apresentava exatamente essas características, ou seja,  15mer e 
sobreposição de 11 aminoácidos (Cat# 5189 – NIH – AIDS Research and 
Reference Reagent Program - http://aidsreagent.org).  Os peptídeos foram 
recebidos liofilizados e diluídos em DMSO para uso. A concentração de 2 
µg/mL foi utilizada nesse ensaio e escolhida com base no estudo de Maecker 
e colaboradores (155). 

As células Tγδ são uma população rara no sangue periférico, 
aproximadamente 3 a 6% das células T expressam o TCR γδ (156). Essas 
células reconhecem antígenos não processados, independente do 
reconhecimento mediado pelas moléculas MHC (157-159). Neste estudo, o 
lisado viral do HIV-1 III B (ABI Advanced Technologies Inc. Columbia, USA) 
foi utilizado como estímulo específico para essas células. A dose 
intermediária de 5 µg/mL foi definida como a melhor dose nos ensaios 
prévios de padronização. A dose mínima de 1 µg/mL não foi capaz de 
induzir resposta demonstrada pela produção das citocinas IL-2 e IFN-γ, 
enquanto a dose máxima de 10 µg/mL provocou alterações na morfologia 
celular dificultando a análise. 

O reconhecimento desses antígenos pelas células T CD4, T CD8 e Tγδ 

ativa uma cascata intracelular que culmina com a produção de citocinas.  
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Neste estudo, brefeldina-A (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) foi 
adicionada para inibir a secreção das citocinas produzidas por estas células. 
As células foram marcadas com anticorpos conjugados a fluorocromos 
específicos (Anexo IV) para identificação das subpopulações de linfócitos T e 
das citocinas de interesse, que se acumulam no meio intracelular pelo efeito 
da brefeldina-A. A citometria de fluxo foi utilizada para medir a produção de 
citocinas intracelulares antígeno-específicas e identificar a população de 
células que exibem essa função efetora. 

 As etapas que envolvem a avaliação da produção de citocinas estão 
descritas a seguir. Os procedimentos foram realizados em cabine de 
segurança biológica, utilizando técnica asséptica. 

 
3.5.7.1. Separação das CMSPs 
O sangue coletado em tubos contendo heparina sódica foi 

centrifugado a 2.500 rpm (900 g) por 10 minutos a 22ºC. O anel de 
leucócitos que se forma entre a camada de plasma e de hemácias (papa de 
leucócitos) foi removido com auxílio de pipeta tipo Pasteur e transferido 
para um tubo contendo 6 mL de solução fisiológica. 

O homogeneizado foi transferido suavemente para um tubo cônico de 
15 mL contendo 2 mL de ficoll-paque (GE Bio-Science, Uppsala, Suécia), 
com o auxílio de pipeta tipo Pasteur, e centrifugado a 2.000 rpm (500 g) 
por 20 minutos a 22ºC. 

A nuvem de CMSPs (células mononucleares do sangue periférico) que 
se forma após a centrifugação foi removida com auxílio de pipeta tipo 
Pasteur e transferida para um tubo cônico de 15 mL contendo 10 mL de 
meio R10 (Anexo V) e a suspensão foi centrifugada a 1.500 rpm (300 g) por 
10 minutos a 22ºC. 
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Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado. Em seguida, 
foram adicionados 3 mL de solução de lise de hemácias (Anexo V) e a 
suspensão foi incubada por 2 minutos marcados em cronômetro.  

Foram adicionados 10 mL de R10 para neutralização da solução de 
lise. A suspensão foi centrifugada a 1.500 rpm por 10 minutos a 22ºC. 

O sobrenadante foi desprezado e as células foram lavadas por mais 1 
vez em meio R10 a 1.500 rpm por 10 minutos a 22ºC. 

O botão de células foi suspendido e foram acrescentados exatamente 
10 mL de meio R10. Uma alíquota de 10 µL foi transferida para um 
microtubo contendo 90 µL de corante de viabilidade trypan blue(Sigma, 
Saint Louis, MO, EUA), na diluição 1:10, e as células foram contadas em 
hemocitômetro. A média de viabilidade celular obtida no ensaio ficou em 
torno de 98%. 

A suspensão de células em meio R10 foi centrifugada a 1.500 rpm 
por 10 minutos a 22ºC e o sobrenadante foi descartado. O botão de células 
foi suspendido em meio de congelamento (Anexo V) no volume necessário 
para obter a concentração de 1 x 107 células por mL. 

Os criotubos identificados contendo 1 mL de suspensão foram 
colocados em uma caixa especial para congelamento celular do tipo “Strata 
Cooler”, previamente refrigerada a 2-8°C, que foi transferida para  um 
congelador -80°C.  

Após 24 horas, os criotubos contidos na “Strata Cooler” foram 
transferidos para o nitrogênio líquido onde foram armazenados para o uso 
futuro nos ensaios de estimulação in vitro para a produção de citocinas e 
avaliação de marcador de ativação.  
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3.5.7.2. Descongelamento das CMSPs 
As CMSPs previamente separadas e armazenadas em nitrogênio líquido 

foram descongeladas para a realização do ensaio de estimulação in vitro 
para produção de citocinas e para o ensaio de avaliação do marcador de 
ativação CD38. 

As células foram descongeladas rapidamente por meio de agitação 
leve em banho-maria a 37°C (+/- 1°C).  

A suspensão de células descongeladas foi transferida para um tubo 
de 15 mL, previamente identificado, por meio de pipeta de 1 mL. Utilizando 
pipeta de 10 mL, foram gotejados 10 mL de R10 em cada tubo. O 
procedimento foi repetido para cada amostra.  

Os tubos foram centrifugados a 22°C a 1300 rpm (200 g) por 10 
minutos. O sobrenadante foi descartado e o botão de células foi 
ressuspendido em 4 mL de meio R10. As células foram transferidas para 
uma placa de 24 poços e colocadas em estufa a 37°C (+/- 1°C) 5% CO2 por 
4 horas. 

 
3.5.7.3. Estimulação das CMSPs in vitro  
As CMSPs previamente mantidas em estufa de a 37°C (+/- 1°C) 5% 

CO2 por 4 horas foram transferidas da placa de cultura para tubos de 15 mL 
previamente identificados. Cada poço foi lavado com 5 mL de R10 e o 
lavado foi adicionado ao tubo correspondente contendo a suspensão de 
células. Os tubos foram centrifugados a 1300 rpm durante 10 minutos a 
22°C. 

O sobrenadante foi desprezado e as células suspendidas em 10 mL de 
R10. Uma alíquota de 10 µL foi transferida para um microtubo contendo 90 
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µL de trypan blue (diluição 1:10) e as células foram contadas em 
hemocitômetro.  

A concentração foi ajustada para 1 x 106  células por mL, desprezando 
as células mortas, coradas em azul.  

Para cada paciente, foram marcados 4 tubos de polipropileno com 
capacidade de 15 mL. Cada tubo recebeu um tratamento:  

 
1) Controle (-), sem estímulo;  
2) Controle (+), estimulado com PMA/ionomicina;  
3) Lisado Viral HIV-1 IIIB e  
4) Nef HIV-1 B 

 Dois tubos adicionais foram utilizados para compensar as 
fluorescências no citômetro de fluxo.  

 
Cada tubo recebeu um tratamento:  

 
1) 1 tubo controle (-), sem estímulo   
2) 1 tubo controle (+), PMA/ionomicina. 

 Em cada tubo foi distribuído 1 mL da suspensão de células na 
concentração de 1 x 106. 

O tubo “Controle (+)” foi tratado com 20 µL de PMA na concentração 
de 20ng/mL e 1 µL de ionomicina na concentração de 1mM. 

O tubo “Controle (-)” recebeu apenas 5 µL de DMSO (Sigma, Saint 
Louis, MO, EUA). 

O tubo “Lisado viral” foi tratado com 5 µL de lisado viral do HIV IIIB 
diluído em DMSO, na dose de 5 µg/µL.  

O tubo “Nef” foi tratado com um pool de peptídeos consenso da 
proteína Nef do HIV-1 B, diluído em DMSO, na dose de 2 µg/µL.  
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Em todos os tubos foi adicionado 1µL de cada anticorpo co-
estimulatório - CD28 e CD49d – na concentração de 100 µg/mL, conforme 
esquema a seguir: 

Controle (-) Controle (+) Lisado Viral Nef 
5 µL DMSO 20 µL PMA 

1 µL ionomicina 5 µL Lisado Viral 5 µL pool de 
peptídeos de Nef 

1 µL CD28 1µL CD28 1µL CD28 1µL CD28 
1 µL CD49d 1µL CD49d 1µL CD49d 1µL CD49d 

30 minutos de incubação em estufa a 5% de CO2 37°C 
10 µL brefeldina-A 10 µL brefeldina-A 10 µL brefeldina-A 10 µL brefeldina-A 

15-16 horas de incubação em estufa a 5% de CO2 37°C  
Após receberem os estímulos, os tubos foram tampados 

frouxamente, colocados em estante em ângulo de 5 graus e incubados por 
30 minutos a 37ºC em estufa a 5% de CO2. 

Após 30 minutos de incubação, foram adicionados 10 µL de 
brefeldina-A diluída em PBS estéril na concentração de 1 µg/µL, em cada 
tubo. Os tubos foram novamente tampados frouxamente e colocados 
novamente em ângulo de 5 graus na incubadora por mais 15-16 horas a 
37°C (+/-1°C). 

 
3.5.7.4. Detecção da produção de citocinas 
Para cada paciente foram marcados tubos de citometria 

correspondentes aos tratamentos:  
 
1) Controle (-), sem estímulo 
2) Controle (+), estimulado com PMA/ionomicina 
3) Lisado Viral HIV-1 IIIB  
4) Nef HIV B. 
 Os tubos utilizados na compensação das fluorescências foram 

marcados de acordo com o painel de anticorpos utilizado no experimento, 
além de um tubo não marcado, contendo apenas células.  
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As células anteriormente estimuladas e incubadas por 15-16 horas a 
37°C (+/-1°C) em estufa a 5% de CO2 foram transferidas para os tubos de 
citometria previamente marcados.  

Foram adicionados 3 mL de solução tamponante e os tubos foram 
centrifugados a 1.300 rpm por 10 minutos em centrífuga refrigerada a 4°C.  

O sobrenadante foi desprezado e procedeu-se a marcação de 
superfície para Tγδ, CD3, CD8, conforme esquema a seguir: 

  
Controle (-) Controle (+) Lisado Viral Nef 

10 µL anti-T γδ FITC 10 µL anti-T γδ FITC 10 µL anti-T γδ FITC 10 µL anti-T γδ FITC 
5 µL CD3 APC-Cy7 5 µL CD3 APC-Cy7 5 µL CD3 APC-Cy7 5 µL CD3 APC-Cy7 
5 µL CD8 PerCP 5 µL CD8 PerCP 5 µL CD8 PerCP 5 µL CD8 PerCP 

 
Os tubos foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente ao 

abrigo da luz. 
Decorridos os 30 minutos de incubação, foram adicionados 3 mL de 

solução tamponante e os tubos foram centrifugados a 1.300 rpm por 10 
minutos a 4ºC. 

O sobrenadante foi desprezado, foram acrescentados 750µL de 
tampão de permeabilização (Anexo V) em todos os tubos e incubados por 
10 minutos ao abrigo da luz.  

Após a incubação, foram adicionados 3 mL de solução tamponante e 
os tubos foram centrifugados a 1.300 rpm por 10 minutos a 4ºC. 

O sobrenadante foi desprezado e as células suspendidas para a 
marcação intracelular, conforme segue: 

 
Controle (-) Controle (+) Lisado Viral Nef 
3 µL IL-2 APC 3 µL IL-2 APC 3 µL IL-2 APC 3 µL IL-2 APC 

2,5 µL IFN-γ PE-Cy7 2,5 µL IFN- γ PE-Cy7 2,5 µL IFN- γ PE-Cy7 2,5 µL IFN- γ PE-Cy7 
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Os tubos foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente ao 
abrigo da luz. 

Após a incubação, as células foram lavadas com 3 mL de solução 
tamponante a 1.300 rpm por 10 minutos a 4ºC, para remoção do excesso 
de anticorpos monoclonais não ligados. 

O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 300 µL de PBS 
contendo 1% de paraformaldeído. A leitura das amostras foi realizada em 
citômetro de fluxo FACSCantoTM (BD-Biosciences). 

 
3.5.7.5. Citometria de Fluxo - FACSCantoTM 
A avaliação da resposta imune específica contra antígenos do HIV foi 

realizada em citômetro de fluxo modelo FACSCantoTM por meio da 
mensuração da produção de citocina intracelular nas populações celulares T 
CD4, T CD8 e Tγδ. 

A leitura das amostras foi realizada em citômetro de fluxo FACSCanto 
equipado com dois lasers, com emissão de comprimentos de onda de 
488nm e 633nm. O primeiro laser possibilita a excitação de quatro 
fluorocromos, FITC, PE, PerCP ou PerCP-Cy5.5 e PE-Cy7, e o segundo excita 
dois fluorocromos, APC e APC-Cy7. A detecção das fluorescências foi feita 
em escala logarítmica, enquanto a detecção de FSC e SSC (dispersão frontal 
e lateral de luz) foi feita em escala linear. A detecção de cada parâmetro e a 
compensação entre os canais de fluorescências foram acertados para 
aperfeiçoar a aquisição dos eventos. O citômetro é acoplado à unidade 
constituída por um microcomputador HP Workstation XW4200, que permite 
controle sobre o citômetro e armazenamento dos dados em arquivo. A 
aquisição dos dados foi feita por meio do Software BD FACSDiva™, 
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enquanto a análise foi feita utilizando-se o Software FlowJo™ (Tree Star, 
Ashland, OR). 

Enquanto o FACSCalliburTM permite a análise de 4 fluorescências, 
tamanho (SSC-Side Scatter) e complexidade celular (FSC-Forward Scatter), 
o FACSCantoTM permite a análise de até 6 fluorescências ao mesmo tempo, 
além dos parâmetros de tamanho e complexidade. Esta característica do 
FACSCantoTM viabiliza a avaliação de mais parâmetros (8 no total) na 
mesma célula, o que pode significar economia de tempo e de reagentes, 
além de uma melhor correlação dos resultados.  

A Figura 1 mostra a região de aquisição correspondente à região de 
linfócitos, identificados por apresentarem menor tamanho e baixa 
complexidade, definidos pela baixa dispersão frontal (FSC) e lateral (SSC) 
de luz, respectivamente.  

Foram adquiridos 70.000 eventos na região P1. Os dados foram 
armazenados no computador para análise posterior. 

 
 
 
 
 
 

Figura 1. Estratégia de aquisição de linfócitos em CMSPs. O gráfico mostra a região 
de aquisição correspondente à região de linfócitos (P1).  

 
Para análise dos resultados arquivados construiu-se um gráfico de 

dispersão frontal e lateral de luz onde foi desenhada a região P1, 
característica da morfologia de linfócitos (Figura 2-A).  
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Em outro gráfico de dispersão lateral de luz (SSC) versus expressão 
do TCR Tγδ-FITC foi delimitada a região que separa os eventos positivos 
para este receptor, com o objetivo de identificar a população de linfócitos 
Tγδ (Figura 2-B).  

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Estratégia de análise para identificação da população de células Tγδ. (A) O 
gráfico mostra a região de análise correspondente à região de linfócitos, identificados por 
menor tamanho e baixa complexidade, definidos pela baixa dispersão frontal (FSC) e lateral 
de luz (SSC), respectivamente. (B) O gráfico mostra a identificação das células positivas 
para o receptor de superfície Tγδ (3,37%). 

 
Após a delimitação das células positivas para o TCR Tγδ conforme 

descrito na Figura 2 foi possível analisar a produção de IL-2 e IFN-γ nessa 
população (Figura 3). 

Observa-se na Figura 3-A que a maior parte dos eventos (97,2%) 
está contida em Q4, região negativa para os fluoróforos utilizados para 
marcar as citocinas de interesse, um resultado esperado, uma vez que o 
controle negativo não recebe estímulo.  

Após estimulação com PMA/Ionomicina observa-se intensa produção 
de IFN-γ e IL-2, enquanto apenas 33,8% das células, localizadas no 
quadrante negativo (Q4), não estão produzindo citocinas (Figura 3-B). Já na 
Figura3-C/D, observam-se os tubos que foram estimulados com lisado viral 
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e pool de peptídeos de Nef, sendo que a maior parte dos eventos, senão 
quase que a totalidade, está contida no quadrante negativo (Q4). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Estratégia de análise para avaliação da produção de IL-2 e IFN-γ na 
população de células Tγδ. (A) Controle Negativo, (B) PMA/Ionomicina; (C) Lisado Viral, (D) 
Pool de peptídeos de Nef. Em Q1 observa a porcentagem de células produtoras de IL-2; em 
Q2 estão contidas as células que produzem IL-2 e IFN-γ simultaneamente; em Q3, a 
porcentagem de células produtoras de IFN-γ, enquanto as células não produtoras de citocinas 
estão contidas em Q4. 

 
Outro gráfico foi utilizado para identificar as populações T CD4 e T 

CD8, a partir do gráfico de dispersão frontal (FSC) versus lateral (SSC) de 
luz (Figura 4).  

A população de células T CD8 foi definida pela dupla positividade 
CD3-APC-Cy7/CD8-PerCP, enquanto a população T CD4 foi positiva para o 
receptor de superfície CD3 marcado com o fluoróforo APC-Cy7 e negativa 
para o fluoróforo PerCP que marca o receptor CD8 (CD3+CD8-). A utilização 
do PMA diminui a expressão dos receptores CD4, o que impossibilita a 
marcação direta desta população. 
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Figura 4. Estratégia de análise para identificação da população de células T CD4 e T 
CD8. (A) O gráfico mostra a região de análise correspondente à região de linfócitos, 
identificados por menor tamanho e baixa complexidade celular, definidos pela baixa 
dispersão frontal (FSC) e lateral de luz (SSC), respectivamente. (B) O gráfico mostra a 
população de células T CD8 (46,9%) e T CD4 (27,9%).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Estratégia de análise para avaliação da produção de IL-2 e IFN-γ na 
população de células T CD4. (A) Controle negativo, (B) PMA/Ionomicina, (C) Lisado Viral, 
(D) Pool de peptídeos de Nef. Em Q1 observa a porcentagem de células produtoras de IL-2; 
em Q2 estão contidas as células que produzem IL-2 e IFN-γ simultaneamente; em Q3, a 
porcentagem de células produtoras de IFN-γ, enquanto as células não produtoras de citocinas 
estão contidas em Q4. 
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A estratégia de análise da produção de IL-2 e IFN-γ na população de 
células T CD4 está representada na Figura 5, enquanto a estratégia de 
análise dessas citocinas na população de células T CD8 pode ser vista na 
Figura 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Estratégia de análise para avaliação da produção de IL-2 e IFN-γ na 
população de células T CD8. (A) Controle negativo, (B) PMA/Ionomicina, (C) Lisado Viral, 
(D) Pool de peptídeos de Nef. Em Q1 observa a porcentagem de células produtoras de IL-2; 
em Q2 estão contidas as células que produzem IL-2 e IFN-γ simultaneamente; em Q3, a 
porcentagem de células produtoras de IFN-γ, enquanto as células não produtoras de citocinas 
estão contidas em Q4. 

 
 
3.5.8. Avaliação da Ativação Imune Celular  
A avaliação quantitativa da expressão do marcador de ativação 

celular CD38 em células T CD4 e T CD8 foi realizada por citometria de fluxo 
em citômetro FACSCalliburTM, utilizando o sistema QuantiBRITETM PE.  
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3.5.8.1. Sistema QuantiBRITETM PE 
O QuantiBRITETM PE (BD Biosciences) é um sistema de partículas 

utilizado no ensaio, para calibrar o eixo FL2, com relação ao número de 
moléculas de PE ligadas por partícula, por meio do software BD 
QuantiQuestTM.  

As partículas são diluídas em 1 mL de tampão PBS contendo 0,1% de 
azida e 2% de soro bovino fetal inativado. A Figura 7 mostra a região de 
aquisição das partículas (R1), identificadas por meio do tamanho (FSC) e da 
complexidade (SSC). Foram armazenados 10.000 eventos em R1. 

 
 
 
 
 
 

 
 
                
                  Figura 7. Região de aquisição das partículas QuantiBRITETMPE. 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Histograma das partículas QuantibriteTMPE, de acordo com os quatro 
níveis de intensidade de fluorescência. 
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O sistema QuantiBRITETM (BD Biosciences) utiliza um conjunto de 
partículas liofilizadas, pré-calibradas e conjugadas com 4 intensidades 
diferentes de fluorescência de PE: Low (baixo); Med-Low (intermediário 
baixo); Med-High (intermediário alto); High (alto), no FACSCalliburTM 
(Figura 8). 

A Tabela 1 apresenta as médias geométricas de intensidade de 
fluorescência (GMFI) obtidas para cada um dos 4 níveis de intensidade de 
fluorescência das partículas e sua equivalência em número de moléculas de 
PE por partícula. O número de moléculas de PE/partícula é fornecido pelo 
fabricante e varia de acordo com o lote utilizado, enquanto a GMFI é 
calculada por meio do programa CellQuestTM.  
 
Tabela 1. Equivalência entre média geométrica de intensidade de fluorescência e 
moléculas de PE por partícula (específico para o lote): 
 

 Média Geométrica Moléculas de PE/partícula 
Low 45,34 515 
Med-Low 595,08 5956 
Med-High 2575,64 26653 
High 6715,24 69045 

 
3.5.8.2. Quantificação do número de moléculas CD38 
O cálculo do número de moléculas CD38 por célula foi obtido por 

meio da equação da reta, calculada no programa Excel. A quantidade de 
moléculas de PE por partícula, 
fornecida na bula do lote em 
uso versus os valores de GMFI 
obtidos no histograma (Figura 
8) é  usada para construir o 
gráfico, que fornece a equação 

da reta e o valor de R2. A partir dessa equação foi possível projetar os 
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valores de GMFI da amostra em média do número de moléculas de PE por 
célula. 

 
3.5.8.3. Marcação de Superfície para CD38 
As células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) 

previamentente separadas e armazenadas em nitrogênio líquido (conforme 
descrito no item 3.4.7.1), foram descongeladas de acordo com o item 
3.4.7.2. 

Após o ajuste da concentração para 2 x 106 células/mL, foram 
acrescentados 3mL de tampão de lavagem (PBS suplementado com 0,1% 
de azida sódica e 2% de soro bovino fetal inativado) e a suspensão foi 
centrifugada a 1.300 rpm (200 g) por 10 minutos.  

Após a centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e foram 
adicionados 20µL do pool de anticorpos monoclonais 
CD8FITC/CD38PE/CD3PerCP. A suspensão de células foi homogeneizada em 
vórtex e as células foram incubadas em temperatura ambiente, ao abrigo 
da luz, por 15 minutos. Após a incubação, foram adicionados 3 mL de 
tampão de lavagem e as células foram centrifugadas a 1.300 rpm (200 g) 
por 10 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e 
foram adicionados 300 µL de paraformaldeído 1%, para fixar as células.  

 
3.5.8.4. Citometria de Fluxo – FACSCaliburTM 

A análise da expressão de CD38 na população de linfócitos T CD4 e T 
CD8 foi realizada em citômetro de fluxo, modelo FACSCalliburTM (BD 
Biosciences), por meio do software BD CellQuestTM. 

A detecção de cada parâmetro e compensação entre os canais de 
fluorescência foram acertadas para aperfeiçoar a aquisição dos eventos por 
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meio do software BD FACSCompTM, utilizando partículas CaliBRITE (BD 
Biosciences) nas cores: FITC, PE, PerCP e não marcadas. 

Uma vez calibrado o citômetro e salvas as configurações, as amostras 
são adquiridas para posterior análise. Foram armazenados 70.000 eventos 

na região de linfócitos (R1) (Figura 9).  
 

 
 
 
Figura 9. Região de aquisição e análise de 
linfócitos. 

 
 A partir das células adquiridas em R1 (Figura 9) foi construído um 

gráfico separando as células CD3+CD8+ e CD3+CD8-, contidas em R2 e 
R3, respectivamente (Figura 10-A).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 10. (A) Separação das populações de células CD8 (CD3+CD8+) e CD4 
(CD3+CD8-); (B) Expressão de CD38 na população de linfócitos T CD8; (C) 
Expressão de CD38 na população de linfócitos T CD4. 
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A população T CD4 foi definida por exclusão, ou seja, pela 
positividade do marcador CD3, sendo negativa para o marcador CD8. 

A figura 10-B mostra a intensidade de fluorescência do marcador 
CD38 na população T CD8. A GMFI é utilizada para calcular a média do 
número de moléculas CD38 expressas na superfície dessa população 
celular. A média geométrica de CD38 nessa amostra foi de 110,31.  

A figura 10-C apresenta a intensidade de fluorescência do marcador 
CD38 na população T CD4. A GMFI é utilizada para calcular a média do 
número de moléculas CD38 expressas na superfície dessa população 
celular. A média geométrica de CD38 nessa amostra foi de 121,14.  

A média do número de moléculas expressas na população T CD4 e T 
CD8 é calculada conforme detalhado no item 3.4.9.2. 

 
3.5.9. Enzimas Hepáticas 
As transaminases de interesse clínico e mais frequentemente 

associadas ao dano hepatocelular são as enzimas ALT (alanina 
aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase), que constituem um 
grupo de enzimas que catalisam a transferência reversível de um 
grupamento amina entre um aminoácidos e um α-cetoácido. Já a GGT (γ-
glutamil transferase) está frequentemente aumentada nas doenças 
hepatocelulares e hepatobiliares. 

O sangue coletado em tubo seco foi encaminhado ao Laboratório 
Central do Hospital São Paulo e analisado no AU640™ (Chemistry Immuno 
Analyzer - OLYMPUS®). Segue abaixo as metodologias e valores de 
referência dos testes. 

 O procedimento AST da OLYMPUS utiliza uma modificação da 
metodologia recomendada pela Federação Internacional da Química Clínica. 
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Nesse método, a AST catalisa a transaminação do aspartato e α-
oxoglutarato, formando L-glutamato e oxalacetato. O oxalacetato é então 
reduzido a L-malato pela desidrogenase de malato, ao passo que o NADH é 
simultaneamente convertido em NAD+. A diminuição na absorção devida ao 
consumo do NADH é medida em 340/380nm e é proporcional à atividade da 
AST na amostra. Valores até 32 U/L são considerados normais, para os 
testes realizados no Laboratório Central do Hospital São Paulo - UNIFESP. 

O procedimento ALT da OLYMPUS é baseado na metodologia 
recomendada pela IFCC (International Federation of Clinical Chemistry). A 
ALT transfere o grupo amino da alanina para o α-oxoglutarato para formar 
piruvato e glutamato. O piruvato entra em uma reação catalisada de 
desidrogenase lactato com NADH para produzir lactato e NAD+. A 
diminuição na absorção devida ao consumo do NADH é medida em 
340/380nm e é proporcional à atividade dessa enzima na amostra. Valores 
até 31 U/L são considerados normais, para os testes realizados no 
Laboratório Central do Hospital São Paulo - UNIFESP. 

O procedimento GGT da OLYMPUS é baseado na modificação do 
procedimento de Szasz. A enzima GGT catalisa a transferência do grupo 
gama-glutamil do substrato, gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida, para 
glicilglicina, resultando em 5-amino-2-nitrobenzoato. A mudança na 
absorção em 410/480nm é devida à formação de 5-amino-2-nitrobenzoato 
e é diretamente proporcional à atividade da enzima na amostra. Valores 
entre 1 – 24 U/L estão dentro da faixa de normalidade, para os testes 
realizados no Laboratório Central do Hospital São Paulo - UNIFESP. 
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3.5.10. Análise Estatística 
Todas as variáveis foram testadas quanto à sua normalidade pelo 

teste Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram apresentados como 
média±desvio padrão quando as variáveis apresentaram distribuição normal 
e como mediana quando apresentaram distribuição não-normal. A diferença 
entre as médias foi testada pela ANOVA, nos casos em que as variáveis 
apresentaram distribuição normal. O teste não paramétrico Kruskal-Wallis 
foi aplicado quando as variáveis apresentaram distribuição não-normal. As 
diferenças entre as proporções foram testadas pelo teste χ2. O grau de 
associação entre as variáveis contínuas foi avaliado aplicando-se Correlação 
de Pearson, quando as duas variáveis apresentaram distribuição normal e 
Correlação de Spearman, quando pelo menos uma das variáveis apresentou 
distribuição não-normal. A análise de Regressão Linear foi utilizada para 
verificar a influência de múltiplos fatores sobre uma determinada variável. 
O valor de P<0,05 foi adotado como nível de significância estatística. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Perfil geral da Coorte 
Foram incluídos 159 pacientes HIV soropositivos no estudo; destes, 

98 (61,6%) são do gênero masculino, com média de idade de 43±9 (com 
idade mínima de 23 e máxima de 67 anos) e tempo de infecção pelo HIV de 
9,7±4,8 anos (com tempo mínimo de 2 e máximo de 22 anos). Do total de 
pacientes incluídos, 15 (9.4%) faziam uso de drogas injetáveis e 38 
(23.8%)  eram etilistas (definição feita por meio do questionário CAGE – 
Anexo III). Dos 159 pacientes, 136 (85,5%) estavam em uso de terapia 
antirretroviral, com uma média de 7±3 anos. A média de anos entre o 
diagnóstico de infecção pelo HIV e o início da terapia antirretroviral foi de 
2±2,41 anos, sendo que a duração média do esquema antirretroviral em 
uso no momento da inclusão foi de 2,8±1 anos. Do total da coorte, 52 
(32,7%) apresentavam co-infecção pelo HCV. Os dados gerais da coorte 
estão resumidos na tabela 2. 
       
       Tabela 2. Características principais da coorte incluída no estudo: 
 

N = 159 
Variável 
Idade (Média±DP) 43±9 
Tempo de Infecção pelo HIV (Média±DP) 9,7±4,8 
Gênero (N [%]) 
       Masculino 
       Feminino 

 
98 (61,6) 
61 (38,4) 

Fatores de Risco (N [%]) 
       UDI 
       MSM 
       Heterossexual 
       Bissexual 

 
15 (9.4) 
40 (25.1) 
116 (72.9) 
3 (2.0) 

Etilismo (N [%]) 38 (23.8)   
Doença definidora de AIDS (N [%]) 10 (6,2) 
Infecção pelo HCV (N[%]) 52 (32,7) 
Terapia Antirretroviral (N[%]) 136 (85,5) 
Tempo de uso de ARV (Média±DP) 7±3 
Tempo de uso do esquema ARV em uso (Média±DP) 2,8±1 
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4.2. Perfil dos pacientes HIV-HCV 
Dos 52 pacientes HIV-HCV incluídos no estudo, 44 (84,6%) estavam 

em uso de terapia antirretroviral e 9 (17,3%) estavam em uso de interferon 
e ribavirina. Os indivíduos HIV-HCV apresentaram média de idade de 
43,7±7,5 anos, 38 (73%) eram do gênero masculino, 15 (29%) eram 
usuários de drogas injetáveis e 13 (25%) eram etilistas. O tempo de 
infecção pelo HIV nesses pacientes variou de 3 a 22 anos (11,2±5,1), 
enquanto o tempo de diagnóstico de infecção pelo HCV foi de 4,8±4,06 
anos. As principais características dos pacientes HIV-HCV co-infectados 
incluídos no estudo estão resumidamente apresentadas na Tabela 3. 
         
         Tabela 3. Principais características dos pacientes HIV-HCV. 
 

N = 52 
Variável 
Idade (Média±DP) 43,7±7,5 
Tempo de Infecção pelo HIV (Média±DP) 11±5,1 
Tempo de Diagnóstico da Infecção pelo HCV (Média±DP) 4,8±4,06 
Doença crônica (N [%]) 50 (96) 
Cirrose (N [%]) 4 (7,7) 
Gênero (N [%]) 
       Masculino 
       Feminino 

 
38 (73) 
14 (27) 

Fatores de Risco (N [%]) 
       UDI 
       MSM 
       Heterossexual 

 
15 (28,8) 
18 (34,6) 
 34 (65,4) 

Etilismo (N [%]) 13 (25) 
Doença definidora de AIDS (N [%]) 3 (5,7) 
Terapia Antirretroviral 41 (78,8) 
Interferon e Ribavirina 9 (17,3) 
Genótipo do HCV (N [%]) 
         1a 
         1b 
         2b 
         3a 
         4a 
         1a/1b 
         Ignorado 

 
14 (26,9) 
9 (17,3) 
3 (5,7) 
1 (1,9) 
1 (1,9) 
1 (1,9) 
23 (44,2) 
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4.3. Marcadores de Infecção pelo GBV-C 
Os 159 pacientes incluídos no estudo foram testados para a presença 

de RNA do GBV-C, que indica infecção viral ativa, e para a presença de 
anticorpos anti-E2 do GBV-C, indicativos de infecção prévia.  
 A detecção da infecção ativa pelo GBV-C foi realizada para todos os 
indivíduos por meio da PCR qualitativa, enquanto a quantificação da carga 
viral do GBV-C foi feita utilizando a PCR em tempo real, ambas as técnicas 
padronizadas em nosso laboratório (152). A detecção de anticorpos anti-E2 foi 
realizada em todas as amostras, por meio da técnica de ELISA, conforme 
descrito na seção Materiais e Métodos.  

Dos 107 pacientes HIV soropositivos, negativos para o HCV, 41 
(38,3%) apresentaram marcadores de infecção pelo GBV-C, sendo 17 
(15,8%) virêmicos, com média de CV em Log10 do GBV-C de 3,55±0,63 
cópias/mL (mínimo de 1,64 e máximo de 4,28)  e 24 (22,4%) positivos 
para anticorpos anti-E2. 

Dos 52 pacientes HIV-HCV co-infectados, 24 (46,1%) apresentaram 
marcadores de infecção pelo GBV-C, dos quais 14 (26,9%) apresentaram 
viremia, com média de 3,81±0,63 cópias/mL (mínimo de 2,65 e máximo de 
5,00) e 10 (19,2%) foram positivos para anticorpos anti-E2 do GBV-C. Após 
a realização destes testes, os 159 pacientes incluídos no estudo foram 
alocados em 6 grupos, conforme Figura 11. 

Dessa forma os pacientes foram comparados dentro desses grupos 
para os marcadores imunológicos (contagem de linfócitos T CD4 e T CD8, 
produção de citocinas e marcador de ativação CD38), virológicos (Carga 
viral do HIV) e perfil de enzimas hepáticas (ALT, AST, GGT). 
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      Figura 11. Distribuição dos pacientes de acordo com o perfil de infecção 
 
 
4.4. Contagem de Linfócitos T CD4 e T CD8 
A contagem de linfócitos T CD4 e T CD8 foi realizada para todos os 

pacientes no momento da inclusão no estudo.  
A média da contagem de linfócitos T CD4 foi elevada (489±267) e 

variável (4 a 1.280 células/mm3), produzindo um intervalo de confiança 
[CI: 95% 447,37; 531,81], quando a coorte completa foi avaliada.  

A exemplo da média da contagem de linfócitos T CD4, a média da 
contagem de linfócitos T CD8 para a coorte completa também foi elevada 
(862±442) e variável (117 a 2.507 células/mm3), com intervalo de 
confiança [CI: 95% 788; 937]. 

Não foi observada diferença estatística entre as médias da contagem 
de linfócitos T CD4 e T CD8 quando os grupos foram avaliados de acordo 
com o perfil de infecção (P=0,089 e P=0,210). 

Os resultados de contagem de células T CD4 e T CD8 para os 
diferentes grupos são apresentados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. 
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Tabela 4. Resultados da contagem de linfócitos T CD4 de acordo com o perfil de 
infecção. 
 

Linfócitos T CD4 (células/mm3) (N=159) 
Perfil de Infecção (N) Média DP Mínimo Máximo C.I. (95%) 
HIV (66) 441 255 15 946 377; 504 
HIV-E2 (24) 544 329 17 1.116 405; 683 
HIV-GBV-C (17) 610 247 295 1.043 483; 738 
HIV-HCV (28) 514 251 182 1.280 417; 612 
HIV-HCV-E2 (10) 543 256 4 841 360; 726 
HIV-HCV-GBV-C (14) 382 220 101 893 254; 509 

 
 
Tabela 5. Resultados da contagem de linfócitos T CD8 de acordo com o perfil de 
infecção. 
 

Linfócitos T CD8 (células/mm3) (N=159) 
Perfil de Infecção Média DP Mínimo Máximo C.I. (95%) 

HIV (66) 802 425 130 1.980 677; 926 
HIV-E2 (24) 905 434 227 1.727 721; 1.088 
HIV-GBV-C (17) 893 377 428 1.668 684; 1.101 
HIV-HCV (28) 798 481 121 2.507 611; 985 
HIV-HCV-E2 (10) 1.011 529 117 1.867 632; 1.390 
HIV-HCV-GBV-C (14) 983 446 189 1.786 725; 1.241 

 
 

4.5. Quantificação do RNA do HIV 
A quantificação do RNA do HIV (carga viral - CV) foi realizada para 

todas as amostras, no momento da coleta. Dos 136 pacientes em uso de 
terapia antirretroviral, 106 (77,9%) apresentaram CV indetectável, sendo 
que a média da CV em Log10 dos indivíduos com RNA plasmático detectável 
foi de 3,9±1,19 cópias/mL (variando entre 1,83 e 5,84 cópias/mL).  
Tabela 6. Resultados da quantificação do RNA do HIV, para os casos com níveis 
plasmáticos detectáveis, de acordo com o perfil de infecção. 
 

RNA do HIV (Log10 cópias/mL) (N=53) 
Perfil de Infecção (N) Média DP Mínimo Máximo C.I. (95%) 
HIV (25) 4,01 1,16 2,06 5,84 3,53; 4,49 
HIV-E2 (10) 4,38 0,62 2,5 4,92 3,38; 5,38 
HIV-GBV-C (5) 4,30 1,09 2,09 5,72 3,57; 5,14 
HIV-HCV (4) 3,90 0,39 3,45 4,20 2,91; 4,89 
HIV-HCV-E2 (4) 4,30  0,74 3,60 5,03 3,15; 5,52 
HIV-HCV-GBV-C (4) 2,89 1,15 1,83 4,20 1,05; 4,73 
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A Tabela 6 apresenta os resultados dos 53 indivíduos que 
apresentaram CV detectável, assumindo o limite mínimo de detecção de 80 
cópias/mL. Os pacientes com CV indetectável não estão representados 
nessa tabela. 

Não houve diferença estatística quando as médias de CV do HIV 
foram avaliadas nos diferentes grupos, de acordo com o perfil de infecção 
(P=0,075). 

Não houve correlação entre a CV do HIV e a CV do GBV-C (P=0,709). 
Também não houve diferença estatística na proporção de pacientes 

com CV do HIV indetectável nos diferentes grupos, de acordo com o perfil 
de infecção (χ2=8,11; P=0,150). A proporção de pacientes com CV 
indetectável distribuída entre os grupos permaneceu inalterada quando os 
pacientes sem terapia antirretroviral foram incluídos na análise (χ2=8,71; 
P=0,121). 

 
4.6. Quantificação do RNA do HCV 
A quantificação do RNA do HCV (CV) foi realizada para todas as 

amostras provenientes dos indivíduos HIV-HCV co-infectados incluídos no 
protocolo. Dentre os 52 pacientes HCV positivos, apenas 4 apresentaram 
níveis indetectáveis de RNA do HCV. Todos os pacientes que estavam em 
tratamento com interferon e ribavirina apresentaram níveis detectáveis de 
RNA do HCV.  
Tabela 7. Resultados da quantificação do RNA do HCV, para os casos com níveis 
plasmáticos detectáveis, de acordo com o perfil de infecção. 
 

RNA do HCV (Log10 cópias/mL) (N=48) 
Perfil de Infecção (N) Média DP Mínimo Máximo C.I. (95%) 
HIV-HCV (26) 5,23 1,02 2,38 6,49 4,72; 5,74 
HIV-HCV-E2 (9) 4,65 0,34 4,17 5,07 4,21; 5,08 
HIV-HCV-GBV-C (13) 5,60 1,08 4,31 7,20 4,60; 6,60 
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A Tabela 7 apresenta apenas os resultados dos 48 indivíduos com CV 
do HCV detectável, assumindo o limite mínimo de detecção de 200 
cópias/mL. Os pacientes com CV indetectável não estão representados 
nessa tabela. 

As médias de CV do HCV em Log10 não apresentaram diferença 
estatística quando se procedeu a análise após a estratificação dos pacientes 
de acordo com o perfil de infecção (P=0,260).  

Não houve correlação entre a CV do HCV e a CV do GBV-C 
(P=0,238). 

 
4.7. Avaliação da produção de Citocinas 
Foram realizados testes preliminares com o intuito de padronizar o 

ensaio de detecção de citocina intracelular. O estímulo inespecífico produziu 
os resultados esperados, com intensa produção de IL-2 e IFN-γ nas três 
populações avaliadas.  

A produção de IL-4 e IL-10 não foi satisfatoriamente detectada, 
confirmando as dificuldades encontradas anteriormente em outros 
experimentos do nosso grupo (dados não publicados), assim como de 
outras equipes de pesquisa (160). Discute-se o motivo pelo qual essas 
citocinas não produzem resultados satisfatórios em citometria de fluxo, 
sendo que a grande maioria dos pesquisadores atribui esse problema à má 
qualidade dos anticorpos anti-IL-4 e anti-IL-10 disponíveis no mercado.  

Os resultados da produção de IL-4 e IL-10 não foram incluídos na 
análise. Uma Figura representativa está disponível na seção de Anexos.  

Dos 159 pacientes incluídos no estudo, 135 foram desafiados com 
peptídeos de Nef e seus respectivos controles, enquanto a resposta imune 
específica ao lisado viral foi avaliada em 80 desses pacientes.  
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Não foi possível incluir o total da coorte devido ao limite de reagentes 
doados pelo NIH no período de um ano, para o mesmo pesquisador, no caso 
dos peptídeos de Nef e devido ao elevado custo para aquisição de mais um 
frasco de reagente, no caso do lisado viral.  

Considerando que inicialmente, em nosso Projeto pretendíamos 
incluir um total de 100 pacientes para todas as análises, e incluímos 159, 
acreditamos que a impossibilidade de fechar pelo menos 100 pacientes para 
a avaliação da resposta imune específica com lisado viral não tenha sido 
prejudicada. 

 
4.7.1. Controle Negativo e Estímulo Inespecífico 
A porcentagem de células TCD4, TCD8 e Tγδ produtoras de interferon-

γ (IFN-γ) aumentou significativamente após a estimulação inespecífica com 
PMA/ionomicina (36,83±16,78; 65,75±16,09; 67,93±18,22) quando 
comparada aos controles negativos (0,58±0,69; 0,77±0,86; 0,89±1,01), 
que receberam apenas DMSO (P=0,0001; P=0,0001 e P=0,0001).  

A exemplo da produção de IFN-γ, a produção de interleucina-2 (IL-2) 
também foi significativamente superior após a estimulação com 
PMA/ionomicina (46,32±15,5; 22,7±12,47; 13,61±10,94), quando 
comparada à produção nos controles negativos (1,05±1,13; 0,78±0,74; 
1,52±1,21)  (P=0,0001; P=0,0001 e P=0,001), nas populações de células T 
CD4, T CD8 e Tγδ, respectivamente. 

Quando a produção de IFN-γ e IL-2 foi avaliada nas diferentes 
populações celulares, considerando-se o perfil de infecção, não se verificou 
diferença estatística entre os grupos (P=0,524; P=0,684; P=0,228 e 
P=0,683; P=0,983; P=0,227, para IFN-γ e IL-2) nas populações T CD4, T 
CD8 e Tγδ , respectivamente (Tabelas 8, 9 e 10; Figuras 12, 13 e 14). 
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Tabela 8. Produção de IFN-γ e IL-2 na população de células TCD4, de acordo com o 
perfil de infecção, para o Controle Negativo e após estímulo inespecífico 
PMA/ionomicina. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População T CD4 

N = 135 
IFN-γ 

Perfil de Infecção Média DP Mínimo Máximo C.I. (95%) 
Controle Negativo 

HIV (45) 0,52 0,48 0,04 2,04 0,37; 0,66 
HIV-E2 (24) 1,03 1,16 0,07 4,84 0,56; 1,50 
HIV-GBV-C (16) 0,50 0,40 0,01 1,87 0,33; 0,68 
HIV-HCV (27) 0,30 0,34 0,01 1,11 0,11; 0,48 
HIV-HCV-E2 (9) 0,35 0,50 0,00 1,29 0,02; 0,73 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,51 0,56 0,00 2,38 0,18; 0,84 

PMA/Ionomicina 
HIV (45) 41,94 19,20 5,46 80,00 36,23; 47,64 
HIV-E2 (24) 33,88 16,54 9,39 86,63 27,20; 40,56 
HIV-GBV-C (16) 31,22 17,84 5,21 79,10 23,51; 38,94 
HIV-HCV (27) 35,95 10,87 18,74 53,20 30,15; 41,75 
HIV-HCV-E2 (9) 32,10 8,39 23,37 45,80 25,65; 38,56 
HIV-HCV-GBV-C (14) 38,75 13,15 23,04 60,40 31,15; 46,35 

IL-2 
Controle Negativo 

HIV (45) 1,04 1,26 0,13 6,74 0,64; 1,43 
HIV-E2 (24) 1,31 1,10 0,15 4,29 0,82; 1,78 
HIV-GBV-C (16) 0,98 0,77 0,12 2,98 0,59; 1,36 
HIV-HCV (27) 0,71 1,15 0,04 4,79 0,06; 1,35 
HIV-HCV-E2 (9) 1,20 0,68 0,36 2,50 0,67; 1,73 
HIV-HCV-GBV-C (14) 1,05 1,35 0,04 4,29 0,26; 1,83 

PMA/Ionomicina 
HIV (45) 45,75 18,50 5,70 76,70 39,98; 51,52 
HIV-E2 (24) 46,50 15,39 11,6 72,70 38,25; 54,06 
HIV-GBV-C (16) 46,15 15,89 22,00 72,70 38,25; 54,91 
HIV-HCV (27) 49,47 9,83 35,00 71,70 44,02; 54,91 
HIV-HCV-E2 (9) 50,90 14,91 27,80 75,60 39,43; 62,36 
HIV-HCV-GBV-C (14) 41,65 10,69 15,00 57,80 35,48; 47,82 
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Tabela 9. Produção de IFN-γ e IL-2 na população de células TCD8, de acordo com o 
perfil de infecção, para o Controle Negativo e após estímulo inespecífico 
PMA/ionomicina. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
(N=135) 

População T CD8 
IFN-γ 

Perfil de Infecção Média DP Mínimo Máximo C.I. (95%) 
Controle Negativo 

HIV (45) 1,03 1,12 0,01 3,86 0,70; 1,36 
HIV-E2 (24) 1,01 0,89 0,05 3,17 0,66; 1,37 
HIV-GBV-C (16) 0,58 0,44 0,06 1,93 0,38; 0,77 
HIV-HCV (27) 0,26 0,27 0,03 0,94 0,11; 0,40 
HIV-HCV-E2 (9) 0,52 0,47 0,02 1,39 0,16; 0,88 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,49 0,44 0,05 1,73 0,24; 0,75 

PMA/Ionomicina 
HIV (45) 70,71 15,18 32,79 95,70 66,20; 75,22 
HIV-E2 (24) 62,39 15,05 26,60 85,45 56,31; 68,47 
HIV-GBV-C (16) 60,37 15,64 28,87 87,78 53,61; 67,13 
HIV-HCV (27) 64,43 12,98 45,29 87,80 57,51; 71,35 
HIV-HCV-E2 (9) 65,43 21,09 29,42 86,10 49,22; 81,65 
HIV-HCV-GBV-C (14) 66,22 19,28 34,90 88,97 55,08; 77,35 

IL-2 
Controle Negativo 

HIV (45) 0,58 0,56 0,02 2,61 0,40; 0,76 
HIV-E2 (24) 0,95 0,66 0,12 2,50 0,66; 1,25 
HIV-GBV-C (16) 0,87 0,66 0,21 2,69 0,55; 1,20 
HIV-HCV (27) 0,69 0,75 0,10 3,04 0,28; 1,11 
HIV-HCV-E2 (9) 1,11 1,01 0,19 3,31 0,33; 1,89 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,84 1,12 0,02 3,9 0,65; 0,91 

PMA/Ionomicina 
HIV (45) 18,06 10,09 5,76 39,70 14,87; 21,24 
HIV-E2 (24) 25,17 9,98 8,78 45,93 20,74; 29,59 
HIV-GBV-C (16) 26,40 14,30 9,57 58,58 19,29; 33,51 
HIV-HCV (27) 26,22 12,64 13,15 60,70 19,22; 33,22 
HIV-HCV-E2 (9) 25,05 17,06 4,23 57,40 11,93; 38,17 
HIV-HCV-GBV-C (14) 22,38 14,29 6,23 51,20 14,12; 30,63 
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Figura 12. Porcentagem de células T CD4 produtoras de IFN-γ e IL-2, nas condições 
Controle Negativo e Estímulo Inespecífico. Observa-se a que a média da porcentagem de 
células está aumentada na condição PMA (estímulo inespecífico PMA/ionomicina), quando 
comparada à condição Controle Negativo (CTL), sem estímulo. P<0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Porcentagem de células T CD8 produtoras de IFN-γ e IL-2, nas condições 
Controle Negativo e Estímulo Inespecífico. Observa-se a que a média da porcentagem de 
células está aumentada na condição PMA (estímulo inespecífico PMA/ionomicina), quando 
comparada à condição Controle Negativo (CTL), sem estímulo. P<0,05. 

HIV-HCV-GBV-CHIV-HCV-E2HIV-GBV-CHIV-E2HIV-HCVHIV

Perfil de Infecção

70

60

50

40

30

20

10

0

Po
rc
en
ta
ge
m 
de
 cé

lul
as
 T 
CD

4 p
ro
du
to
ra
s d

e c
ito

cin
as

IL-2 CD4 PMA
IL-2 CD4 CTL
IFN CD4 PMA
IFN CD4 CTL

HIV-HCV-GBV-CHIV-HCV-E2HIV-GBV-CHIV-E2HIV-HCVHIV

Perfil de Infecção

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00

Po
rc
en
ta
ge
m 
de
 cé

lul
as
 T 
CD

8 
pr
od
ut
or
as
 de

 ci
to
cin

as

IL-2 CD8 PMA
IL-2 CD8 CTL
IFN CD8 PMA
IFN CD8 CTL



 80 

Tabela 10. Produção de IFN-γ e IL-2 na população de células Tγδ, de acordo com o 
perfil de infecção, para o Controle Negativo e após estímulo inespecífico 
PMA/ionomicina. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
(N=135) 

População T γδ 
IFN-γ 

Perfil de Infecção Média DP Mínimo Máximo C.I. (95%) 
Controle Negativo 

HIV (45) 0,83 0,71 0,00 0,30 0,62; 1,05 
HIV-E2 (24) 1,24 1,64 0,00 5,00 0,77; 1,71 
HIV-GBV-C (16) 1,05 1,18 0,00 5,00 1,52; 1,57 
HIV-HCV (27) 0,81 1,52 0,00 6,00 0,00; 1,62 
HIV-HCV-E2 (9) 0,48 0,49 0,00 2,00 0,07; 0,89 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,43 1,01 0,00 6,00 0,71; 1,07 

PMA/Ionomicina 
HIV (45) 67,11 19,31 3,00 89,00 61,17; 73,06 
HIV-E2 (24) 67,34 19,07 16,00 90,00 59,64; 75,05 
HIV-GBV-C (16) 71,43 11,34 44,00 93,00 66,40; 76,46 
HIV-HCV (27) 70,54 24,49 9,00 90,00 57,49; 83,60 
HIV-HCV-E2 (9) 60,18 11,27 46,00 82,00 50,75; 69,61 
HIV-HCV-GBV-C (14) 67,38 18,10 33,00 87,00 55,88; 78,88 

IL-2 
Controle Negativo 

HIV (45) 1,07 0,81 0,00 4,00 0,80; 1,34 
HIV-E2 (24) 1,95 1,43 1,00 5,00 1,31; 2,58 
HIV-GBV-C (16) 1,85 1,62 0,00 7,00 1,01; 2,68 
HIV-HCV (27) 1,50 1,20 0,00 5,00 0,83; 2,16 
HIV-HCV-E2 (9) 2,12 0,97 1,00 4,00 1,30; 2,93 
HIV-HCV-GBV-C (14) 1,38 1,01 0,00 3,00 0,73; 2,02 

PMA/Ionomicina 
HIV (45) 11,40 6,78 2,00 33,00 9,17; 13,63 
HIV-E2 (24) 13,88 8,77 3,00 30,00 9,99; 17,76 
HIV-GBV-C (16) 13,38 8,39 6,00 38,00 9,06; 17,69 
HIV-HCV (27) 19,14 20,96 4,00 69,00 7,53; 30,76 
HIV-HCV-E2 (9) 16,48 13,85 2,00 45,00 4,90; 28,06 
HIV-HCV-GBV-C (14) 11,64 7,35 3,00 31,00 6,96; 16,32 

 
 
 

Quando os 9 pacientes co-infectados pelo HCV que estavam em uso 
de Interferon e ribavirina foram excluídos da análise, também não foram 
observadas diferenças significativas na produção de IFN-γ e IL-2 nas 
diferentes populações celulares, de acordo com o perfil de infecção (dados 
não mostrados).  
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Figura 14. Porcentagem de células T γδ produtoras de IFN-γ e IL-2, nas condições 
Controle Negativo e Estímulo Inespecífico. Observa-se a que a média da porcentagem 
de células está aumentada na condição PMA (estímulo inespecífico PMA/ionomicina), quando 
comparada à condição Controle, sem estímulo. P<0,05. 
. 
 
 

4.7.1. Estímulos Específicos: Peptídeos Nef e Lisado Viral  
Conforme esperado, a produção de citocinas antígeno-específicas foi 

menos exuberante quando comparada à produção após estimulação 
inespecífica. Além disso, a produção basal, obtida no respectivo controle 
negativo foi descontada para cada indivíduo e, dessa forma, as médias 
refletem apenas a produção real de citocinas após estimulação específica. 

Não houve diferença estatística entre as médias da porcentagem de 
células produtoras de IFN-γ (P=0,209; P=0,117 e P=0,531) e IL-2 
(P=0,090; P=0,080 e P=0,511) após a estimulação com peptídeos de Nef 
nas populações celulares T CD4, TCD8 e Tγδ, de acordo com o perfil de 
infecção. Da mesma forma, não houve diferença significativa na produção 
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de IFN-γ (P=0,857; P=0,826 e P=0,658) e IL-2 (P=0,330; P=0,136 e 
P=0,541) nos diferentes perfis de infecção, após a estimulação com lisado 
viral do HIV-1, nas populações celulares T CD4, TCD8 e Tγδ (Tabelas 11, 12 
e 13; Figuras 15 a 20).  
Tabela 11. Produção de IFN-γ e IL-2 na população de células TCD4, de acordo com o 
perfil de infecção, após estimulação específica com Lisado Viral e Peptídeos de Nef. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População T CD4 

IFN-γ 
Perfil de Infecção (N) Média±DP Mediana Mínimo Máximo C.I. (95%) 

Lisado Viral 
N=80 

HIV (21) 0,33±0,76 0,07 0,00 3,00 -0,02; 0,67 
HIV-E2 (14) 0,35±0,47 0,15 0,00 2,00 0,14-0,56 
HIV-GBV-C (6) 0,30±0,55 0,11 0,00 2,00 -0,04; 0,63 
HIV-HCV (22) 0,11±0,17 0,00 0,00 0,00 -0,11; 0,33 
HIV-HCV-E2 (7) 0,15±0,14 0,09 0,00 0,00 0,01; 0,28 
HIV-HCV-GBV-C (10) 0,27±0,43 0,02 0,00 1,00 -0,04; 0,59 

Peptídeos de Nef 
N=135 

HIV (45) 0,34±1,12 0,1 0,00 7,61 0,001; 0,67 
HIV-E2 (24) 0,17±0,29 0,04 0,00 1,12 0,058; 0,29 
HIV-GBV-C (16) 0,43±0,61 0,06 0,00 2,19 0,16; 0,69 
HIV-HCV (27) 0,13±0,13 0,09 0,00 0,38 0,06; 0,20 
HIV-HCV-E2 (9) 0,03±0,036 0,04 0,00 0,09 0,006; 0,06 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,29±0,31 0,22 0,00 1,21 0,11; 0,47 

IL-2 
Lisado Viral 

N=80 
HIV (21) 0,72±1,25 0,00 0,00 4,00 0,16; 1,27 
HIV-E2 (14) 1,80±4,03 0,21 0,00 16,00 0,01; 3,59 
HIV-GBV-C (6) 0,63±1,29 0,03 0,00 5,00 -0,15; 1,41 
HIV-HCV (22) 0,04±0,074 0,00 0,00 0,00 0,05; 0,14 
HIV-HCV-E2 (7) 2,08±2,31 0,90 0,00 6,00 0,06; 4,22 
HIV-HCV-GBV-C (10) 1,35±4,2 0,00 0,00 13,00 -1,66; 4,36 

Peptídeos de Nef 
N=135 

HIV (45) 0,82±1,60 0,26 0,00 9,00 0,32; 1,33 
HIV-E2 (24) 1,51±2,75 0,34 0,00 12,00 0,29; 2,73 
HIV-GBV-C (16) 2,01±4,96 0,01 0,00 22,00 0,19; 4,22 
HIV-HCV (27) 0,71±0,75 0,54 0,00 3,00 0,29; 1,13 
HIV-HCV-E2 (9) 0,55±0,57 0,33 0,00 2,00 0,11; 0,99 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,03±0,04 0,00 0,00 0,50 0,00; 0,05 
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Tabela 12. Produção de IFN-γ e IL-2 na população de células TCD8, de acordo com o 
perfil de infecção, após estimulação específica com Lisado Viral e Peptídeos de Nef. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População T CD8 

IFN-γ 
Perfil de Infecção Média± DP Mediana Mínimo Máximo C.I. (95%) 

Lisado Viral 
N= 80 

HIV (21) 0,03±0,81 0,00 0,00 0,36 0,00; 0,067 
HIV-E2 (14) 0,09±0,33 0,00 0,00 1,59 -0,058; 0,24 
HIV-GBV-C (6) 0,08±0,21 0,00 0,00 0,77 -0,04; 0,21 
HIV-HCV (22) 0,05±0,07 0,00 0,00 0,17 -0,04; 0,15 
HIV-HCV-E2 (7) 0,07±0,11 0,00 0,00 0,32 -0,03; 0,18 
HIV-HCV-GBV-C (10) 0,04±0,05 0,01 0,00 0,15 0,00; 0,08 

Peptídeos de Nef 
N=135 

HIV (45) 0,45±0,82 0,07 0,00 4,00 0,21; 0,70 
HIV-E2 (24) 0,32±0,56 0,09 0,00 2,00 0,09; 0,55 
HIV-GBV-C (16) 0,79±1,12 0,32 0,00 5,00 0,31; 1,27 
HIV-HCV (27) 0,32±0,41 0,15 0,00 1,00 0,10; 0,54 
HIV-HCV-E2 (9) 0,37±0,59 0,10 0,00 2,00 -0,09; 0,83 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,43±0,39 0,27 0,00 1,00 0,20; 0,66 

IL-2 
Lisado Viral 

N=80 
HIV (21) 0,54±0,92 0,00 0,00 3,00 0,13; 0,95 
HIV-E2 (14) 1,68±3,48 0,29 0,00 14,00 0,13; 3,32 
HIV-GBV-C (6) 0,63±0,90 0,00 0,00 3,00 0,08; 1,17 
HIV-HCV (22) 0,03±0,05 0,00 0,00 0,50 0,05; 0,10 
HIV-HCV-E2 (7) 1,44±2,83 0,01 0,00 8,00 -0,74; 3,62 
HIV-HCV-GBV-C (10) 0,68±2,45 0,00 0,00 9,00 2,31; 0,25 

Peptídeos de Nef 
N=135 

HIV (45) 0,45±1,53 0,00 0,00 10,00 -0,04; 0,93 
HIV-E2 (24) 1,41±2,11 0,45 0,00 9,00 0,47; 2,35 
HIV-GBV-C (16) 2,49±5,69 0,12 0,00 24,00 -0,34; 5,33 
HIV-HCV (27) 0,63±1,23 0,10 0,00 4,00 -0,06; 1,31 
HIV-HCV-E2 (9) 0,59±1,08 0,10 0,00 3,00 -0,24; 1,43 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,04±0,06 0,00 0,00 0,50 0,00; 0,08 
  

Não houve correlação entre a CV do HIV e a produção de IFN-γ e IL-2 
na população de células T CD4 (P=0,269; P=0,079) e T CD8 (P=0,292; 
P=0,995) após estimulação com lisado viral. Foi observada correlação 
positiva entre a CV do HIV e a produção de IFN-γ na população de células T 
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CD4 e T CD8, após estimulação com peptídeos de Nef do HIV (P=0,007; 
P=0,002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Porcentagem de células TCD4 produtoras de IFN-γ, após estimulação 
específica com Lisado Viral e Peptídeos de Nef. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 16. Porcentagem de células TCD4 produtoras de IL-2, após estimulação 
específica com Lisado Viral e Peptídeos de Nef. 
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Figura 17. Porcentagem de células TCD8 produtoras de IFN-γ, após estimulação 
específica com Lisado Viral e Peptídeos de Nef. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Porcentagem de células TCD8 produtoras de IL-2, após estimulação 
específica com Lisado Viral e Peptídeos de Nef. 
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Tabela 13. Produção de IFN-γ e IL-2 na população de células Tγδ, de acordo com o 
perfil de infecção, após estimulação específica com Lisado Viral e Peptídeos de Nef. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População Tγδ 

IFN-γ 
Perfil de Infecção (N) Média± DP Mediana Mínimo Máximo C.I. (95%) 

Lisado Viral 
N=80 

HIV (21) 0,06±0,15 0,00 0,00 1,00 -0,01; 0,14 
HIV-E2 (14) 0,33±0,54 0,00 0,00 2,00 0,09; 0,57 
HIV-GBV-C (6) 0,31±0,64 0,00 0,00 2,00 -0,10; 0,72 
HIV-HCV (22) 0,32±0,63 0,05 0,00 2,00 -0,47; 1,11 
HIV-HCV-E2 (7) 0,00±0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 
HIV-HCV-GBV-C (10) 0,00±0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Peptídeos de Nef 
N = 135 

HIV (45) 0,26±0,41 0,08 0,00 1,73 0,13; 0,39 
HIV-E2 (24) 0,46±1,12 0,18 0,00 5,80 0,01; 0,92 
HIV-GBV-C (16) 0,19±0,54 0,00 0,00 2,60 -0,047; 0,43 
HIV-HCV (27) 0,16±0,21 0,09 0,00 0,65 0,04; 0,43 
HIV-HCV-E2 (9) 0,37±0,63 0,19 0,00 1,90 -0,15; 0,90 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,70±1,86 0,10 0,00 6,59 -0,47; 1,89 

IL-2 
Lisado Viral 

N=80 
HIV (21) 0,83±1,83 0,00 0,00 7,00 -0,06; 1,71 
HIV-E2 (14) 1,87±4,23 0,00 0,00 16,00 -0,01; 3,74 
HIV-GBV-C (6) 0,44±1,04 0,00 0,00 4,00 -0,22; 1,10 
HIV-HCV (22) 0,15±0,32 0,00 0,00 1,00 0,26; 0,55 
HIV-HCV-E2 (7) 0,88±0,75 0,84 0,00 2,00 -0,32; 2,09 
HIV-HCV-GBV-C (10) 6,53±15,96 0,00 0,00 39,00 -10,23; 23,28 

Peptídeos de Nef 
N=135 

HIV (45) 1,15±2,39 0,29 0,00 13,00 0,36; 1,94 
HIV-E2 (24) 2,09±3,66 0,61 0,00 16,00 0,46; 3,71 
HIV-GBV-C (16) 3,19±7,46 0,39 0,00 26,00 -1,56; 7,93 
HIV-HCV (27) 1,61±1,63 1,57 0,00 4,00 -0,42; 3,63 
HIV-HCV-E2 (9) 0,52±0,60 0,46 0,00 1,00 -0,44; 1,48 
HIV-HCV-GBV-C (14) 0,23±0,46 0,00 0,00 1,00 -0,20; 0,66 

 
 
Não houve correlação entre a CV do HIV e a produção de IFN-γ (P= 

0,057; P=0,523)e IL-2 (P=0,259; P=0,123) na população de células Tγδ  
após estimulação com lisado viral ou peptídeos de Nef. 
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Figura 19. Porcentagem de células Tγδ produtoras de IFN-γ, após estimulação 
específica com Lisado Viral e Peptídeos de Nef. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Porcentagem de células Tγδ produtoras de IL-2, após estimulação 
específica com Lisado Viral e Peptídeos de Nef. 
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À exemplo dos resultados obtidos com estimulação inespecífica, 
quando os 9 pacientes co-infectados pelo HCV que estavam em uso de 
interferon e ribavirina foram excluídos da análise, também não foram 
observadas diferenças significativas na produção de citocinas nas diferentes 
populações celulares, de acordo com o perfil de infecção (dados não 
mostrados).  

Os resultados obtidos após a estimulação com lisado viral e peptídeos 
de Nef confirmam a dificuldade de detectar as respostas antígeno-
específicas, que dependem de memória imunológica preservada e variam de 
indivíduo para indivíduo. Indivíduos com resposta antígeno-específica 
superior ou igual a 1% (descontada a produção basal do controle negativo) 
foram considerados bons respondedores e analisados como um grupo 
diferenciado, dentro de cada perfil de infecção.  

Dos 135 indivíduos testados para Nef, 66 (48,8%) apresentaram 
resposta antígeno específica para pelo menos uma das populações celulares 
(CD4, CD8, Tγδ), sendo 24 (17,7%) indivíduos HIV monoinfectados, 14 
(10,3%) HIV-HCV, 13 (9,6%) HIV-E2 – positivos para anticorpos anti-E2 do 
GBV-C, 8 (5,9%) HIV co-infectados pelo GBV-C, 5 (3,8%) HIV-HCV-E2 e 2 
(1,5%) com tripla infecção HIV-HCV-GBV-C.  

Não houve diferença estatística entre as médias da produção de IFN-γ 
(P=0,141; P=0,161 e P=0,234) e IL-2 (P=0,138; P=0,406 e P=0,447) , nas 
populações celulares T CD4, T CD8 e Tγδ, quando a estatística não 
paramétrica foi aplicada.  

Não houve diferença significativa nas proporções de indivíduos 
respondedores aos peptídeos de Nef, de acordo com o perfil de infecção 
(P=0,765). 
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Os resultados dos bons respondedores ao desafio com peptídeos da 
proteína Nef do HIV-1 são apresentados nas Tabelas 14 a 16 e nas Figuras 
21 e 22.  

 
Tabela 14. Resposta antígeno específica ao desafio com peptídeos de Nef do HIV-1 
na população T CD4, de acordo com o perfil de infecção. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População T CD4 

IFN-γ 
Perfil de Infecção 

Bons 
respondedores 

(N) 
Média±DP Mediana 

 
Mínimo 

 
Máximo 

HIV 1 - - - 7,61 
HIV-HCV 2 1,07±0,06 1,07 1,03 1,12 
HIV-E2 4 1,52±0,48 1,38 1,13 2,19 
HIV-GBV-C - - - - - 
HIV-HCV-E2 - - - - - 
HIV-HCV-GBV-C 1 - - - 1,21 

IL-2 
HIV 10 2,7±2,39 1,86 1,03 8,91 
HIV-HCV 6 4,49±4,01 3,45 1,34 11,87 
HIV-E2 6 6,95±7,93 3,79 1,37 22,07 
HIV-GBV-C 4 1,72±0,61 1,62 1,15 2,51 
HIV-HCV-E2 3 1,25±0,33 1,09 1,04 1,64 
HIV-HCV-GBV-C - - - - - 

 
Tabela 15. Resposta antígeno específica ao desafio com peptídeos de Nef do HIV-1, 
na população T CD8, de acordo com o perfil de infecção. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População T CD8 

IFN-γ 
Perfil de Infecção 

Bons 
respondedores 

(N) 
Média±DP Mediana 

 
Mínimo 

 
Máximo 

HIV 8 1,97±0,92 1,51 1,27 3,67 
HIV-HCV 3 1,77±0,40 1,69 1,42 2,21 
HIV-E2 7 1,93±5,23 1,52 1,03 5,23 
HIV-GBV-C 2 1,24±0,07 1,24 1,19 1,29 
HIV-HCV-E2 1 - - - 1,85 
HIV-HCV-GBV-C 2 1,08±0,06 1,08 1,04 1,13 

IL-2 
HIV 3 4,57±4,31 2,27 1,9 9,56 
HIV-HCV 9 3,18±2,38 2,22 1,16 8,78 
HIV-E2 5 7,72±9,23 4,56 2,15 24,11 
HIV-GBV-C 2 3,52±1,22 3,52 2,66 4,39 
HIV-HCV-E2 2 2,24±1,49 2,24 1,18 3,30 
HIV-HCV-GBV-C - - - - - 
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Figura 21. Resposta antígeno específica ao desafio com peptídeos de Nef do HIV-1, 
com produção de IFN-γ e IL-2 (% de células produtoras), nas populações de células 
T CD4 (A e B) e T CD8 (C e D), de acordo com o perfil de infecção.  
 
 
Tabela 16. Resposta antígeno específica ao desafio com peptídeos de Nef do HIV-1, 
na população T γδ, de acordo com o perfil de infecção. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População T γδ 

IFN-γ 
Perfil de Infecção 

Bons 
respondedores 

(N) 
Média±DP Mediana 

 
Mínimo 

 
Máximo 

HIV 3 1,44±0,26 1,38 1,21 1,73 
HIV-HCV 1 - - - 5,8 
HIV-E2 1 - - - 2,6 
HIV-GBV-C - - - - - 
HIV-HCV-E2 1 - - - 1,90 
HIV-HCV-GBV-C 1 - - - 6,59 

IL-2 
HIV 12 3,20±3,52 1,77 1,00 12,8 
HIV-HCV 9 4,79±4,59 2,79 1,00 15,57 
HIV-E2 5 7,48±10,6 2,46 1,38 26,36 
HIV-GBV-C 3 2,68±1,00 2,93 1,57 3,54 
HIV-HCV-E2 1 - - - 1,14 
HIV-HCV-GBV-C 1 - - - 1,23 
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Figura 22. Resposta antígeno específica ao desafio com peptídeos de Nef do HIV-1, 
com produção de IFN-γ e IL-2 (% de células produtoras), na população de células 
Tγδ, de acordo com o perfil de infecção.  
 

 
Dos 80 pacientes desafiados com lisado viral, 35 (43,7%) 

apresentaram pelo menos uma resposta antígeno específica para uma das 
populações celulares avaliadas. Desses 35 indivíduos respondedores, 8 
(10%) pertenciam ao grupo de pacientes infectados apenas pelo HIV, 14 
(17,5%) eram HIV-HCV co-infectados, 6 (7,5%) eram HIV-E2, 1 (1,25%) 
era HIV-GBV-C co-infectado, 4 (5%) eram HIV-HCV-E2 e 2 (2,5%) 
apresentavam tripla infecção.  

Não houve diferença estatística entre as médias da porcentagem de 
células T CD4 e Tγδ produtoras de IFN-γ (P=0,345; P=0,361, 
respectivamente). O teste estatístico não pode ser aplicado para essa 
citocina na população T CD8, devido ao número insuficiente de indivíduos 
respondedores. Também não foi observada diferença estatística para a 
média de células produtoras de IL-2 (P=0,345; P=0,297 e P=0,498) nas 
populações celulares T CD4, T CD8 e Tγδ.  

Não houve diferença significativa nas proporções de indivíduos 
respondedores ao lisado viral, de acordo com o perfil de infecção 
(P=0,456). Os resultados dos bons respondedores ao desafio com lisado 
viral do HIV-1 são apresentados nas Tabelas 17 a 19 e nas Figuras 23 e 24. 
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Tabela 17. Resposta antígeno específica ao desafio com lisado viral do HIV-1, na 
população T CD4, de acordo com o perfil de infecção. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População T CD4 

IFN-γ 
Perfil de Infecção 

Bons 
respondedores 

(N) 
Média±DP Mediana Mínimo Máximo 

HIV 2 2,37±1,43 2,37 1,36 3,39 
HIV-HCV 3 1,30±0,28 1,33 1,01 1,57 
HIV-E2 1 - - - 2,01 
HIV-GBV-C - - - - - 
HIV-HCV-E2 - - - - - 
HIV-HCV-GBV-C 1 - - - 1,17 

IL-2 
HIV 6 2,51±1,13 2,20 1,28 4,32 
HIV-HCV 7 5,51±2,17 3,46 1,30 15,94 
HIV-E2 3 2,39±1,95 1,47 1,07 4,63 
HIV-GBV-C - - - - - 
HIV-HCV-E2 3 4,37±1,30 4,19 3,18 5,76 
HIV-HCV-GBV-C 1 - - - 13,32 

 
 
 
Tabela 18. Resposta antígeno específica ao desafio com lisado viral HIV-1, na 
população T CD8, de acordo com o perfil de infecção. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População T CD8 

IFN-γ 
Perfil de Infecção 

Bons 
respondedores 

(N) Média±DP Mediana Mínimo Máximo 
HIV - - - - - 
HIV-HCV 1 - - - 1,59 
HIV-E2 - - - - - 
HIV-GBV-C - - - - - 
HIV-HCV-E2 - - - - - 
HIV-HCV-GBV-C - - - - - 

IL-2 
HIV 5 2,05±0,79 2,43 1,13 2,9 
HIV-HCV 7 4,89±4,95 2,25 1,02 14,03 
HIV-E2 4 1,81±0,64 1,64 1,25 2,72 
HIV-GBV-C - - - - - 
HIV-HCV-E2 2 6,1±2,55 6,17 4,37 7,98 
HIV-HCV-GBV-C 1 - - - 9,19 
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Figura 23. Resposta antígeno específica ao desafio com lisado viral do HIV-1, com 
produção de IFN-γ e IL-2 (% de células produtoras), nas populações de células T 
CD4 (A e B) e T CD8 (C e D), de acordo com o perfil de infecção.  
 
Tabela 19. Resposta antígeno específica ao desafio com lisado viral do HIV-1, na 
população Tγδ , de acordo com o perfil de infecção. 
 

Produção de Citocinas (% de células produtoras) 
População T γδ 

IFN-γ 
Perfil de Infecção 

Bons 
respondedores 

(N) 
Média±DP Mediana 

 
Mínimo 

 
Máximo 

HIV - - - - - 
HIV-HCV 4 1,35±0,37 1,24 1,05 1,89 
HIV-E2 2 1,63±0,39 1,46 1,35 1,91 
HIV-GBV-C - - - - - 
HIV-HCV-E2 - - - - - 
HIV-HCV-GBV-C - - - - - 

IL-2 
HIV 4 3,38±2,09 3,34 1,98 6,88 
HIV-HCV 5 7,58±6,38 6,66 1,54 15,94 
HIV-E2 1 - - - 3,65 
HIV-GBV-C - - - - 1,84 
HIV-HCV-E2 1 - - - 1,84 
HIV-HCV-GBV-C 1 - - - 39,12 
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Figura 24. Resposta antígeno específica ao desafio com lisado viral do HIV-1, com 
produção de IFN-γ, na população de células Tγδ, de acordo com o perfil de infecção.  
 
 4.8. Avaliação da Ativação Imune Celular 

De acordo com o esperado, a expressão do marcador de ativação 
CD38 na população de células T CD8 apresentou correlação positiva com a 
CV do HIV (r=391; P=0,001). Da mesma forma, houve correlação positiva 
entre a CV do HIV e a expressão de CD38 na população de células T CD4 
(r=0,197; P=0,017). 
 
Tabela 20. Expressão do marcador de ativação CD38 nas populações celulares T 
CD4 e T CD8, de acordo com o perfil de infecção. 
 

Marcador de ativação CD38  
(Média do número de moléculas expressas por célula) 

N=159 
T CD4 

Perfil de Infecção Média±DP Mínimo Máximo C.I. (95%) 
HIV (66) 2.054±1.704 467 11.330 1.625; 2.483 
HIV-HCV (28) 2.610±2.365 641 11.460 1.674; 3.546 
HIV-E2 (24) 2.225±1.705 638 6.748 1.505; 2.945 
HIV-GBV-C (17) 2.200±1.045 584 4.265 1.663; 2.737 
HIV-HCV-E2 (10) 2.467±2.867 962 10.448 416; 4.518 
HIV-HCV-GBV-C (14) 2.147±1.360 1.021 5.212 1.325; 2.970 

T CD8 
HIV (66) 2.704±2.903 270 17.624 1.973; 3.435 
HIV-HCV (28) 3.190±3.340 731 17.010 1.869; 4.512 
HIV-E2 (24) 3.053±3.719 655 13.478 1.404; 4.702 
HIV-GBV-C (17) 2.112±1.470 456 6.280 1.356; 2.868 
HIV-HCV-E2 (10) 3.583±4.079 1.284 14.628 665; 6.502 
HIV-HCV-GBV-C (14) 2.854±3.063 650 11.586 1.129; 4.783 

  

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0

10

20

30

40

50

HIV-HCV

HIV

HIV-E2

HIV-HCV-E2

HIV-GBV-C

HIV-HCV-GBV-C

IF
N-
γ 

IL
-2

 

Perfil de Infecção 



 95 

A expressão de CD38, tanto na população de células T CD8, quanto 
na população de células T CD4, não apresentou correlação com a CV do 
GBV-C (r=-133; P=0,588 e r=-0,77; P=0,753). 

Não houve diferença estatística entre as médias da expressão de 
CD38 nas populações celulares T CD4 e T CD8, de acordo com o perfil de 
infecção (P=0,833; P=0,861). Os resultados são apresentados na Tabela 20 
e na Figura 25. 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Expressão do marcador de ativação CD38, nas populações celulares T 
CD4 e T CD8, de acordo com o perfil de infecção.  

 
4.9. Enzimas Hepáticas 
Os níveis séricos de ALT, AST e GGT foram avaliados em todos os 

pacientes incluídos no estudo, na data da coleta.  
Em uma primeira análise, considerando todos os pacientes incluídos 
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das enzimas hepáticas ALT, AST e GGT, de acordo com o perfil de infecção 
(P=0,0001; P=0,001 e P=0,022, respectivamente).  

Os resultados dessa primeira análise para todos os pacientes estão 
compilados na Tabela 21 e na Figura 26. 

 
Tabela 21. Avaliação das enzimas hepáticas ALT, AST e GGT, de acordo com 
o perfil de infecção. 
 

Enzimas Hepáticas 
N=157* 
ALT (U/L) 

Perfil de Infecção Média DP Mínimo Máximo C.I. (95%) 
HIV (64) 25,68 16 9 87 21,7; 29,66 
HIV-HCV (28) 67,37 58 12 258 44,4; 90,37 
HIV-E2 (24) 32,67 18 12 84 24,88; 40,45 
HIV-GBV-C (17) 21,88 9 10 43 17; 26,77 
HIV-HCV-E2 (10) 87,10 96 12 344 17,7; 156 
HIV-HCV-GBV-C (14) 152 173 20 593 52,85; 253 

AST (U/L) 
HIV (64) 25,45 13,7 12 93 22,04; 28,85 
HIV-HCV (28) 62,93 56,87 18 242 40,43; 85,42 
HIV-E2 (24) 31 21 14 125 22,16; 40 
HIV-GBV-C (17) 20,41 6,63 10 35 17; 23 
HIV-HCV-E2 (10) 60 58 13 215 18,66; 101,74 
HIV-HCV-GBV-C (14) 175 364 26 1.410 34; 385 

GGT (U/L) 
HIV (64) 97 232 10 1.362 39,9; 155 
HIV-HCV (28) 212 293 20 1.200 95,82; 328 
HIV-E2 (24) 65 118 6 611 14,8; 46,9 
HIV-GBV-C (17) 32,47 28 9 109 17,98; 46,96 
HIV-HCV-E2 (10) 128 189 12 656 7,01; 264 
HIV-HCV-GBV-C (14) 227 215 6 1.362 83,98; 153,55 

 
* as amostras de dois pacientes não foram processadas por motivos técnicos.  

Em um segundo momento, os pacientes HIV-HCV co-infectados em 
uso de interferon e ribavirina foram excluídos da análise, uma vez que o 
tratamento para o HCV poderia interferir na avaliação da função hepática. 

A análise univariada demonstrou que existe diferença significativa 
entre as médias das enzimas hepáticas AST e ALT (P=0,0001; P=0,001, 
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respectivamente), enquanto a diferença entre as médias da GGT se 
transformou em tendência estatística (P=0,056).  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 26.  Avaliação das enzimas ALT, AST e GGT, de acordo com o perfil de 
infecção. (ANOVA) * P<0,05 quando comparado aos grupos HIV, HIV-HCV e HIV-E2. # 
P<0,05 comparado ao grupo HIV. 
 

 
A análise multivariada, considerando idade, sexo dos pacientes, uso 

de terapia antirretroviral, etilismo, tratamento para tuberculose, contagem 
de células T CD4 e T CD8 e CV do HIV e o perfil de infecção, demonstrou 
que existe associação entre a ALT e a presença de co-infecção pelo HCV e 
pelo GBV-C (P=0,0001).   
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5. DISCUSSÃO 
 
Estudos epidemiológicos conduzidos a partir da década de 90 

associaram a presença de RNA do GBV-C à progressão mais lenta para 
AIDS, diminuição das taxas de mortalidade e maior sobrevida do paciente 
HIV soropositivo após o desenvolvimento da AIDS (46, 98, 101, 161). Para 
ilustrar, Williams e colaboradores (92) avaliaram uma coorte de 271 homens 
que faziam parte de um estudo multicêntrico (Multicenter Acquired 
Immunodeficiency Syndrome Cohort Study-MACS) e demonstraram que 
pacientes HIV-GBV-C co-infectados apresentaram aumento significativo da 
sobrevida, com relação aos indivíduos HIV monoinfectados. Os autores 
sugerem que esse incremento é dependente do tempo e da manutenção da 
replicação do GBV-C, uma vez que os pacientes que perderam a viremia 
apresentaram pior prognóstico. Nesse estudo, a presença de anti-E2 
também parece ter conferido certo grau de proteção, uma vez que 
pacientes HIV com positividade para esses anticorpos também 
apresentaram melhores resultados, embora sem significância estatística, 
quando comparados aos pacientes HIV monoinfectados ou àqueles que 
eliminaram a infecção sem o desenvolvimento de resposta específica.  

Os fatores pelos quais os pacientes HIV soropositivos eliminam a 
infecção e a razão pela qual a perda da viremia está relacionada a um pior 
prognóstico nesses pacientes ainda não estão esclarecidos. Alguns autores 
especulam que a eliminação do GBV-C está relacionada à progressão da 
infecção pelo HIV e à diminuição do número de células T CD4, alvos da 
replicação tanto do HIV, quanto do GBV-C (162). Dessa forma, o GBV-C não 
seria necessariamente um fator protetor e sim o indício de um sistema 
imune mais competente. 
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Estudos desenvolvidos por outras equipes apresentam resultados 
contraditórios e relatam que nenhum efeito protetor do GBV-C sobre a 
infecção pelo HIV foi observado (104, 163-164). Como exemplo, Brust e 
colaboradores (165) concluíram que a infecção pelo GBV-C parecia piorar, ao 
invés de melhorar, a sobrevida dos pacientes HIV soropositivos.  

De acordo com os estudos publicados, percebe-se que desde o 
desenvolvimento dos primeiros trabalhos até o presente momento, existem 
controvérsias sobre o papel do GBV-C sobre o curso da infecção pelo HIV e 
o possível efeito benéfico dessa interação viral ainda é amplamente 
discutido.  

Nossos resultados demonstraram que nem a viremia pelo GBV-C e 
nem a presença de anticorpos anti-E2 exercem influência sobre os 
parâmetros imunológicos e virológicos avaliados, tanto em pacientes HIV 
soropositivos, quanto nos pacientes HIV-HCV co-infectados crônicos. 

Devido às vias comuns de transmissão, a infecção pelo GBV-C em 
pacientes HIV soropositivos é comum, ocorrendo entre 15-40% dos 
indivíduos soropositivos, dependendo da população avaliada (166-170). Neste 
estudo, 28,9% dos pacientes HIV, negativos para o HCV, apresentaram 
replicação ativa pelo GBV-C e 22,4% foram positivos para anticorpos anti-
E2, corroborando os dados da literatura.  

A infecção pelo GBV-C também ocorre com frequência entre 
indivíduos HIV-HCV co-infectados e também varia de acordo com a coorte 
avaliada (171-173). Em nosso estudo, 46,1% dos pacientes HIV-HCV co-
infectados apresentavam também co-infecção pelo GBV-C, enquanto 26,9% 
apresentavam anticorpos anti-E2 circulantes. Pelo menos um estudo relata 
que o tratamento com interferon em pacientes HCV é capaz de eliminar a 
infecção pelo GBV-C sem o desenvolvimento de anticorpos (174). 
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Considerando que a eliminação da infecção em indivíduos 
imunocomprometidos ou que fizeram uso de tratamento com interferon 
pode ocorrer sem o desenvolvimento de anticorpos (92), a validade da 
pesquisa de anticorpos anti-E2 do GBV-C para identificar pacientes que já 
tiveram contato com o vírus em pacientes HIV e HIV-HCV co-infectados é 
questionável. 

Estudos anteriores demonstraram contagens superiores de linfócitos 
T CD4 e menores níveis plasmáticos de RNA do HIV em indivíduos HIV com 
replicação ativa pelo GBV-C, quando comparados aos indivíduos infectados 
somente pelo HIV (26, 92, 101, 175). Os nossos resultados, no entanto, 
contrariam esses achados, pois não foram observadas diferenças 
significativas entre os grupos com relação à contagem de células T CD4, T 
CD8 e níveis plasmáticos de RNA do HIV, quando os grupos foram 
comparados considerando o perfil de infecção. Outros estudos, porém, 
apresentam resultados semelhantes aos encontrados no nosso estudo, 
demonstrando que o GBV-C não está relacionado a níveis mais elevados de 
células T CD4 ou mesmo menor CV do HIV (104, 176). 

Diferente da grande maioria dos estudos anteriores, que incluíram 
pacientes com pouco tempo de infecção pelo HIV, o nosso estudo se propôs 
a avaliar pacientes cronicamente infectados. A média de tempo de 
diagnóstico de infecção na nossa coorte foi de 9,7 (4,8) anos para o HIV e 
de 4,8 (4,06) para o HCV. Em uma avaliação mais cuidadosa percebe-se 
que os estudos que verificaram o efeito do GBV-C sobre o curso da infecção 
pelo HIV incluíram populações consideravelmente diferentes. Alguns 
estudos não reportam o tempo de infecção pelo HIV, enquanto outros 
avaliaram coortes de indivíduos recém infectados ou em vários estágios da 
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infecção. Dessa forma, se existe um efeito protetor da viremia, esse pode 
não se estender a todos os pacientes, em todos os estágios de infecção. 

 O uso de antirretrovirais interfere diretamente nos parâmetros 
avaliados e poderia ser um fator gerador de confusão caso fosse ignorado. 
No entanto, no nosso estudo, a grande maioria (85,5%) dos pacientes 
incluídos estava em uso de terapia antirretroviral, sendo que a proporção de 
pacientes em tratamento não foi significativamente diferente entre os 
grupos, quando estratificados para análise de acordo com o perfil de 
infecção (P=0,568). O perfil de prescrição de antirretrovirais também não 
foi diferente entre os pacientes incluídos. Resultados de estudos 
observacionais sugerem que o GBV-C influencia a resposta à terapia 
antirretroviral. A equipe de Rodriguez (177) demonstrou que os pacientes HIV 
soropositivos com viremia pelo GBV-C atingem mais frequentemente níveis 
plasmáticos indetectáveis de RNA do HIV. A equipe de Brumme (178) 
também avaliou o efeito do GBV-C sobre a terapia antirretroviral em uma 
coorte de 441 indivíduos HIV soropositivos iniciando a terapia 
antirretroviral, dos quais 90 (20%) eram co-infectados pelo GBV-C. Os 
autores verificaram níveis diminuídos de RNA do HIV no início do 
seguimento nos pacientes que apresentavam replicação pelo GBV-C, no 
entanto, não observaram influência da viremia sobre o tempo em que os 
pacientes atingiram sucesso virológico e nem mesmo no tempo em que 
ocorreu falência imunológica e virológica após o início do tratamento. Em 
um trabalho posterior, a equipe de Antonucci (109) avaliou o efeito da viremia 
pelo GBV-C na resposta à terapia antirretroviral altamente potente em 
indivíduos HIV co-infectados pelo HCV. Corroborando, pelo menos em parte, 
os resultados obtidos pela equipe de Brumme (178), os autores 
demonstraram que o GBV-C não interfere no tempo em que os pacientes 
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atingem o sucesso virológico, traduzido pelos níveis indetectáveis de RNA 
do HIV no plasma, entretanto, sugerem que os pacientes co-infectados pelo 
GBV-C apresentam taxas reduzidas de rebote viral. Neste estudo não 
encontramos diferença significativa nas proporções de pacientes com CV do 
HIV indetectável, de acordo com o perfil de infecção, e, dessa forma, 
sugerimos que o GBV-C não exerceu influência sobre a resposta à terapia 
antirretroviral nessa coorte.  

A questão central desse estudo foi avaliar o efeito da viremia do GBV-
C e da presença de anticorpos anti-E2 sobre a resposta imune em pacientes 
HIV e em pacientes HIV-HCV. Para tanto, avaliamos a produção de citocinas 
IL-2 e IFN-γ nas populações celulares T CD4, T CD8 e, de forma inédita 
nesse perfil de co-infecção, nas células Tγδ.  

Não observamos diferenças significativas na produção das citocinas 
IL-2 e IFN-γ de acordo com o perfil de infecção, tanto após estimulação 
inespecífica, quanto após a estimulação com peptídeos de Nef e lisado viral, 
nas três populações avaliadas. 

Em meados da década de 80 vimos surgir um novo paradigma 
referente à produção de citocinas pelas células Th, que exibiriam dois 
padrões exclusivos de resposta, Th1 e Th2, sendo citocinas como IL-2 e 
IFN-γ produzidas pelas células do tipo Th1 e IL-4 e IL-10 produzidas pelas 
células Th2, in vitro (179-181). Embora atraente, esse paradigma foi mais 
dificilmente aplicável às células humanas, uma vez que as células de 
indivíduos saudáveis, quando submetidas à estimulação antigênica, 
produziam tanto citocinas do perfil Th1, quanto do perfil Th2 (182). No 
entanto, outros estudos conduzidos nessa época demonstraram a 
diminuição da produção de citocinas do perfil Th1, como IFN-γ e IL-2, em 
detrimento da resposta Th2 em pacientes HIV soropositivos, acompanhando 
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a progressão da doença para AIDS (183-187). De fato, citocinas como IFN-γ e 
IL-2 são citocinas pró-inflamatórias e direcionam a resposta imune celular 
(188), enquanto citocinas antiinflamatórias como IL-4 e IL-10 direcionam a 
resposta imune humoral, ineficiente no controle da infecção pelo HIV  (189). 
Consistente com essas afirmações, estudos demonstraram que a produção 
de IL-2 está diminuída nos estágios mais avançados da infecção e que a 
administração de IL-2 exógena em pacientes HIV soropositivos melhora a 
resposta imune, aumentando os níveis circulantes das células T CD4 (190-191). 
Da mesma forma, a IL-2 exógena aumenta a proliferação de células T CD4 
HIV específicas, in vitro (192). No entanto, os estudos avaliando os níveis 
plasmáticos de IFN-γ demonstram que não ocorre uma definição tão clara 
no perfil Th1 ou Th2 na infecção pelo HIV. Ullum e colaboradores (193) 
demonstraram que os níveis de IFN-γ, avaliados por ELISA, estavam 
aumentados naqueles indivíduos com contagens de células T CD4 
superiores a 200 células/mm3 e diminuíam de acordo com a progressão da 
doença. Já a equipe de Akerele (160) demonstrou que mesmo em estágios 
avançados da infecção, a produção dessa citocina não está diminuída. Estes 
dois estudos, no entanto, utilizaram metodologias distintas para avaliar a 
produção de citocinas. Enquanto Ullum e colaboradores (193) avaliaram a 
produção de IFN-γ por ELISA, técnica que não permite a identificação da 
população celular envolvida na resposta, a equipe de Akerele (160) avaliou a 
produção de IFN-γ e IL-2 por citometria de fluxo, em células T CD4.  

Em nosso estudo verificamos intensa produção de IFN-γ e IL-2 após a 
estimulação inespecífica com PMA/ionomicina, demonstrando que esses 
pacientes, mesmo crônicos, estavam com sua atividade responsiva 
preservada, independente do perfil de infecção, ou seja, independente da 
presença de co-infecção pelo HCV, GBV-C ou mesmo de anticorpos anti-E2. 



 105 

A equipe de Nunnari (147) avaliou o perfil Th1 e Th2 em pacientes HIV co-
infectados pelo GBV-C. Os autores sugerem que neste contexto o GBV-C 
retarda a progressão para AIDS preservando o perfil Th1. Contrariando os 
resultados de Nunnari e colaboradores (147), Gimenez-Barcons e 
colaboradores (194) avaliaram os níveis plasmáticos de citocinas e 
quimiocinas em uma coorte de 161 indivíduos HIV soropositivos (13,6±3,55 
anos de tempo de diagnóstico), dos quais 44 (27%) eram co-infectados 
pelo GBV-C e 18 (21%) apresentavam anticorpos anti-E2 do GBV-C e não 
encontraram diferenças nos níveis plasmáticos de citocinas entre os 
diferentes grupos avaliados. Os autores sugerem que o GBV-C não 
influencia a resposta imune de maneira clinicamente significativa.  

Mesmo que não se possa fazer uma comparação direta entre o nosso 
estudo e os trabalhos de Nunnari (147) e Gimenez-Barconz (194), devido às 
diferenças metodológicas, nossos resultados são discordantes dos obtidos 
pela primeira equipe, enquanto são consonantes com os obtidos pela 
segunda. 

A resposta imune mediada pelas células T desempenha um papel 
importante no controle da infecção pelo HIV e, quando eficiente, pode 
retardar a progressão para AIDS. Estudos demonstram que o repertório de 
células T antígeno-específicas sofre modificações ao longo do curso da 
infecção pelo HIV (195), sendo mais drásticas no repertório de células T CD8 
(196). Existem evidências de que a constante estimulação antigênica e a 
ativação imune crônica favorecem a disfunção das células T, o que pode ser 
corrigido com a introdução de terapia antirretroviral, nos estágios iniciais da 
infecção (197). Além disso, dados obtidos de estudos com coortes de 
indivíduos cronicamente infectados demonstram que as respostas 
específicas contra antígenos do HIV declinam com a progressão da doença e 
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estão diretamente relacionadas aos níveis de replicação viral (198). Os nossos 
dados demonstram que existe correlação positiva entre a CV do HIV e a 
produção de IFN-γ após a estimulação com peptídeos de Nef, nas 
populações T CD4 e T CD8, demonstrando certo grau de preservação da 
resposta imune específica aos antígenos do HIV. Essa preservação, no 
entanto, foi independente da viremia pelo GBV-C ou da presença de 
anticorpos anti-E2, uma vez que não houve diferença no padrão de resposta 
entre os grupos quando se considerou o perfil de infecção. Também não 
houve diferença entre as proporções de indivíduos respondedores de acordo 
com o perfil de infecção, o que demonstra que o GBV-C não influencia a 
produção das citocinas avaliadas.  

As respostas imunes específicas são geralmente de menor 
magnitude, quando comparadas às respostas obtidas com estimulação 
inespecífica (199). A resposta das células Tγδ, a exemplo da resposta das 
células T CD4 e T CD8, demonstrou que parte dos pacientes respondeu de 
forma eficiente ao estímulo específico lisado viral, embora respostas 
específicas também tenham sido observadas após estimulação dessas 
células com peptídeos de Nef. À exceção do estudo conduzido pela equipe 
de Sathar (128), que avaliou a frequência dessas células em indivíduos HIV 
co-infectados pelo GBV-C, nenhum outro trabalho publicado até o momento 
avaliou a população Tγδ no contexto da co-infecção HIV-GBV-C ou mesmo 
da tripla infecção HIV-HCV-GBV-C. Neste estudo, verificamos que estas 
células também podem ser eficientes produtoras de IL-2, tanto após a 
estimulação com mitógenos, quanto após a estimulação antígeno-específica. 
Não observamos, no entanto, a influência do GBV-C sobre a resposta 
dessas células. 
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Ainda como parte da avaliação da resposta imune, avaliamos o efeito 
da viremia do GBV-C e da presença de anticorpos anti-E2 sobre a expressão 
do marcador de ativação celular CD38 nas populações T CD4 e T CD8.  

O CD38 é uma glicoproteína transmembrana de 45kDa, composta por 
uma única alfa hélice. O CD38 foi identificado em 1980 por Reinherz e 
colaboradores (200) e inicialmente utilizado como marcador na caracterização 
de leucemias de células T, B e da linhagem mielóide. Estudos posteriores 
demonstraram que o CD38 é um marcador de superfície encontrado na 
maior parte das células do sangue periférico, incluindo células T, B, NK e 
monócitos e em menor nível de expressão, em plaquetas e eritrócitos (201-
203). A molécula CD38 também é expressa nas células imaturas da 
linhagem hematopoiética e sua expressão diminui com o processo de 
maturação celular (204). Existem evidências de que essa molécula 
desempenha funções distintas em diferentes tipos celulares, sendo que nas 
células T a sinalização via CD38 desencadeia a produção de citocinas 
inflamatórias como IL-2 e GM-CSF, este último, um fator estimulador do 
crescimento de colônias, importante na proliferação celular (205-208). Esse 
marcador pode ser fracamente expresso em células T naive e não é 
expresso em células T de memória (CD45RA), no entanto, a expressão do 
CD38 aumenta drasticamente quando essas células são ativadas (209). Na 
infecção pelo HIV, os elevados níveis de expressão do marcador de ativação 
CD38 estão correlacionados com a CV do HIV, diminuição da contagem de 
células T CD4 e aumento dos níveis de apoptose (210-211). A expressão do 
CD38 está elevada desde os estágios iniciais da infecção pelo HIV e 
aumenta com a progressão da doença (212). Estudos sugerem que a 
expressão de CD38 pelas células T CD8 pode ser utilizado como marcador 
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prognóstico da infecção, independente da contagem de células T CD4 e da 
CV do HIV (213).  

Em um estudo recente, Maidana e colaboradores (214), avaliando uma 
coorte brasileira de pacientes HIV com infecção recente, demonstraram que 
a expressão de CD38 estava diminuída naqueles co-infectados pelo GBV-C. 
Em nosso estudo, contudo, não encontramos associação entre a viremia 
pelo GBV-C e a diminuição da ativação celular, independente do perfil de 
infecção. Da mesma forma, a presença de anticorpos anti-E2 não foi 
importante no contexto da ativação imune celular em pacientes HIV ou HIV-
HCV co-infectados. Esses resultados discordantes podem ser justificados 
pela diferença na população avaliada, pois, enquanto Maidana e 
colaboradores (214) avaliaram indivíduos com infecção recente pelo HIV, o 
nosso estudo avaliou pacientes com infecção crônica pelo HIV. Os nossos 
dados, quando avaliados em conjunto com os dados da equipe de Maidana 
(214), sugerem que essa proteção encontrada no início da infecção não se 
mantém ao longo do curso da doença e por isso pacientes crônicos co-
infectados pelo GBV-C não diferem significativamente dos pacientes sem 
viremia. Corroborando os dados da literatura (215), o nosso estudo 
demonstrou que existe correlação positiva entre a expressão do marcador 
de ativação CD38, tanto em células T CD4, quanto em células T CD8, com a 
CV do HIV. Complementando os nossos achados, não observamos 
correlação entre a CV do GBV-C e a expressão desse marcador. Outra 
diferença importante diz respeito à metodologia empregada nos dois 
estudos. Enquanto a equipe de Maidana avaliou a porcentagem de células 
expressando o marcador CD38, ou seja, realizou uma análise qualitativa, o 
nosso estudo apresenta dados quantitativos, ou seja, a média do número de 
moléculas de CD38 expressas em cada célula, para cada indivíduo. Essa 
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análise, mais sensível, demonstra que a ativação celular não diminui em 
pacientes co-infectados pelo GBV-C. De acordo com Hultin e colaboradores 
(216), a quantificação da expressão de CD38, ao invés da avaliação da 
porcentagem de células positivas para CD38, aumenta o valor preditivo 
dessa análise. Da mesma forma, Soriano e colaboradores (215) pontuam que 
a avaliação quantitativa da expressão de CD38 elimina a subjetividade e a 
variabilidade das análises. 

A interação viral HIV-HCV-GBV-C, a exemplo da co-infecção HIV-
GBV-C, também permanece controversa. Estudos relatam que não existe 
associação entre os marcadores prognósticos da infecção pelo HCV na tripla 
infecção (93, 151), enquanto outros sugerem que existe um efeito protetor do 
GBV-C nessa situação (108, 144). 

Estudos demonstram que a presença do HCV está associada à 
progressão acelerada para AIDS e morte, principalmente devido à 
diminuição da contagem de células T CD4 e conseqüente deterioração 
imunológica (217-218). Da mesma forma, a presença de co-infecção pelo HIV 
acelera o curso da doença pelo HCV (219).  

Neste estudo, a média da CV do HCV foi de 4,29±2,17 em Log10 e, 
dos 52 pacientes HCV positivos incluídos, apenas 6 apresentaram níveis 
indetectáveis. Do total da coorte HIV-HCV, 9 pacientes estavam em 
recebendo interferon peguilado e ribavirina e nenhum deles apresentou 
níveis indetectáveis de CV do HCV. Os resultados obtidos quando os 
pacientes HIV-HCV foram avaliados considerando a presença de RNA (HIV-
HCV-GBV-C) e anticorpos anti-E2 do GBV-C (HIV-HCV-E2) ou ausência de 
marcadores (HIV-HCV), não demonstraram qualquer influência do GBV-C 
sobre a replicação do HCV, uma vez que não houve diferença significativa 
entre as médias de CV do HCV nos três grupos. Não houve correlação entre 



 110 

a CV do GBV-C e a CV do HCV, demonstrando que o GBV-C não interferiu 
na replicação do HCV (P=0,238).  

Em um estudo publicado em 1997, a equipe de Bralet (220) avaliou as 
características histopatológicas de pacientes HCV monoinfectados e co-
infectados pelo GBV-C e concluiu que a interação entre os dois vírus não 
afetou a gravidade da doença causada pelo HCV. 

Em um estudo mais recente, Berzsenyi e colaboradores (144) 

verificaram redução da doença avançada relacionada ao HCV, mas não na 
mortalidade, em pacientes HIV soropositivos co-infectados pelo GBV-C, em 
vigência de terapia antirretroviral altamente potente. Em nosso estudo, 
quando avaliamos o perfil das enzimas hepáticas ALT, AST e GGT por meio 
da análise univariada (ANOVA), observamos níveis plasmáticos mais 
elevados no grupo de pacientes com tripla infecção, quando comparados ao 
grupo de pacientes HIV-HCV e ao grupo de pacientes infectados somente 
pelo HIV. De forma interessante, observa-se um incremento na produção e 
liberação dessas enzimas a cada “acréscimo” viral. Assim, o grupo infectado 
apenas pelo HIV apresenta valores próximos aos limites normais, o grupo 
HIV-HCV, conforme esperado, duplica esses valores, enquanto no grupo 
com tripla infecção esses níveis estão triplicados. Avaliando as 
características demográficas, observamos que os grupos são muito 
semelhantes no que se refere à idade, etilismo, uso de drogas injetáveis, 
tempo de diagnóstico de infecção pelo HIV, sendo todos os pacientes 
incluídos no estudo classificados como crônicos. Também não houve 
diferença estatística entre a contagem de células T CD4 e níveis plasmáticos 
de RNA do HIV entre esses grupos, demonstrando que não existe maior 
deterioração imunológica ou maior freqüência de falha terapêutica entre os 
grupos. Em concordância, a ocorrência de doença definidora de AIDS não 
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diferiu entre os grupos. Dessa forma, o único fator que parece influenciar na 
elevação das enzimas hepáticas parece ser a presença da replicação pelo 
GBV-C, uma vez que a presença de anticorpos anti-E2 não interferiu nesses 
resultados. 

Existem evidências de que a terapia antirretroviral é um fator de risco 
adicional nos pacientes HIV soropositivos co-infectados pelo HCV. Estudos 
sugerem que inibidores de protease como o ritonavir (221-222) e o inibidor da 
transcriptase reversa não nucleosídico nevirapina (223-224), assim como os 
inibidores da transcriptase reversa análogos de nucleosídeos didanosina e 
estavudina (225-226) estão relacionados à maior toxicidade hepática, quando 
comparados aos demais antirretrovirais. Nossos resultados, no entanto, 
parecem ser independentes do perfil e tempo de prescrição de 
antirretrovirais, uma vez que não houve variação significativa de 
tratamento entre os grupos. Para eliminar outras possíveis interferências na 
avaliação das enzimas hepáticas, os 9 (17,3%) pacientes HIV-HCV que 
estavam em uso de interferon e ribavirina foram excluídos para que se 
procedesse a uma segunda análise dos resultados. Essa exclusão teve como 
objetivo deixar os grupos mais homogêneos, já que este seria o único fator 
de heterogeneidade entre os grupos. Quando se procedeu a análise 
estatística, excluindo esses pacientes, observamos que os níveis de ALT e 
AST permaneceram significativamente mais elevados no grupo HIV-HCV e 
no grupo HIV-HCV-GBV-C, enquanto a significância da GGT se transformou 
em tendência estatística. Procedendo a análise multivariada, considerando o 
possível efeito de fatores como idade, sexo, tratamento para tuberculose e 
uso de estatinas, terapia antirretroviral, etilismo, contagem de células T 
CD4 e T CD8, CV do HIV, CV do HCV e o perfil de infecção, foi possível 
identificar a influência do perfil de infecção sobre os níveis séricos de ALT. 
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Avaliando os resultados da dosagem de enzimas hepáticas, observa-se um 
aumento gradativo a partir do grupo HIV monoinfectado, seguido 
imediatamente pelo grupo HIV-HCV e com níveis ainda mais elevados, no 
grupo com tripla infecção HIV-HCV-GBV-C (25,68±16; 67,37±58; 
152±173). A análise multivariada associou o RNA do GBV-C como o único 
fator responsável pelo aumento da enzima ALT nessa coorte de pacientes 
co-infectados, sendo que a AST perdeu sua significância nessa análise. 
Ainda que AST e ALT sejam ambas consideradas enzimas hepáticas em 
razão de suas elevadas concentrações nos hepatócitos, somente a ALT é 
específica para o fígado, sendo a AST abundantemente presente no 
miocárdio, músculo esquelético, cérebro e rins. A AST é liberada em maior 
grau nos distúrbios de caráter crônico, onde ocorre dano progressivo, 
enquanto a ALT é liberada mais rapidamente pelos hepatócitos nas 
condições agudas. Uma vez que a questão se o GBV-C replica nos 
hepatócitos permanece por ser respondida, esse aumento pode estar 
refletindo uma sobrecarga dos hepatócitos e poderia ser considerado 
indicativo de dano hepático. Para melhor avaliar essa questão, um estudo 
de seguimento, que avaliasse outros marcadores de função hepática, como 
por exemplo, a produção de proteínas, além da avaliação das biópsias 
hepáticas desses pacientes, poderia esclarecer essa questão. Recentemente 
nosso grupo estudou 20 pacientes HIV-HCV com indicação de biópsia 
hepática, dos quais 15% eram triplo infectados (227). Não foram 
observadas alterações significativas nos resultados de biópsia hepática de 
acordo com o perfil de infecção (HIV-HCV versus HIV-HCV-GBVC) e nem a 
presença de RNA do GBV-C foi detectada nessas amostras, seja nos 
hepatócitos ou mesmo nos leucócitos do infiltrado. No entanto, o estudo 
sugere que o número limitado de amostras tenha interferido na comparação 
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entre os grupos, já que apenas 3 pacientes apresentaram RNA do GBV-C no 
plasma. Os resultados de PCR in situ, técnica que foi utilizada para detectar 
a presença de RNA do GBV-C nas amostras de biópsia, talvez tenham sido 
influenciados pela preservação inadequada dessas amostras, para esse tipo 
de estudo, uma vez que não foi utilizado formol tamponado e isso tenha 
favorecido a degradação do RNA viral. Dessa forma, o estudo não permitiu 
excluir a presença de RNA do GBV-C no fígado dos pacientes com RNA 
plasmático. Considerando que inicialmente em sua descoberta, o GBV-C foi 
associado a casos de hepatite fulminante não-A-E (56-57) e que pelo menos 
dois estudos identificaram a presença do RNA do GBV-C em hepatócitos 
humanos (11, 228), a possibilidade de causar dano hepático não deve ser 
ignorada antes que se afastem todas as evidências nesse sentido.  
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6. Conclusões 
 
Após a análise dos resultados obtidos nesse estudo, concluímos que o 

GBV-C não exerce qualquer efeito benéfico sobre o curso da infecção pelo 
HIV ou em pacientes HIV-HCV co-infectados crônicos. Pontuando nossos 
achados, podemos afirmar que: 

 
� A presença de RNA ou anticorpos anti-E2 do GBV-C não interfere 

nos parâmetros virológicos como CV do HIV e CV do HCV ou 
imunológicos como contagem de células T CD4 e T CD8, em 
pacientes HIV co-infectados ou na tripla infecção; 

 
� A presença de RNA ou anticorpos anti-E2 do GBV-C não 

influenciam a resposta imune no que se refere à produção de 
citocinas IL-2 e IFN-γ pelas células T CD4, T CD8 e Tγδ em 
pacientes HIV monoinfectados ou co-infectados pelo HCV 
crônicos; 

 
� A expressão do marcador de ativação CD38 pelas células T CD4 e 

T CD8 não é influenciada pela presença de RNA ou de anticorpos 
anti-E2 do GBV-C; 

 
� A replicação do GBV-C pode causar sobrecarga hepática, como 

demonstrado pela elevação dos níveis séricos das enzimas 
hepáticas, em pacientes com tripla infecção e esta interação deve 
ser vista com cautela até que se exclua completamente a 
possibilidade de patogenicidade do GBV-C nessa situação.  
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ANEXO I. PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO II. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

Você está sendo convidado (a) para participar da pesquisa “Importância 
Clínica e Impacto Clínico e Imunológico da co-infecção HIV/HCV/GBV-C-HGV”. O 
vírus da hepatite G foi descoberto em 1995 e acredita-se que não cause doenças. 
Porém, recentemente alguns pesquisadores descobriram que nas pessoas com 
infecção pelo HIV, o vírus da hepatite G poderia atrasar a evolução para AIDS. 

Logo, os objetivos desta pesquisa são: 
1. Estimar quantos pacientes tem hepatite G entre os pacientes com infecção pelo 
HIV e co-infecção pelo HIV e pelo vírus da hepatite C atendidos na Unidade 
Ambulatorial da DIPA (CCDI) do Hospital São Paulo.  
2. Estudar a relação da hepatite G com a imunidade, com a carga viral do HIV, 
com o estado do fígado e com as características do vírus da hepatite C nas pessoas 
que tenham também esta infecção. 

Caso você participe, será entrevistado (a) para conhecermos seus hábitos 
de vida e seu histórico médico. A entrevista é individual, com privacidade e sigilo 
das informações.  

Será necessário colher sangue para pesquisarmos o vírus da hepatite G, a 
carga viral do HIV, a contagem de CD4 e de exame para sabermos se o fígado está 
inflamado (ALT). Também faremos exame de triagem para hepatite B. A coleta de 
sangue será feita por punção de veia do antebraço, o que pode causar um pouco de 
dor, ficar roxo (hematoma) no local ou até causar tontura passageira. No total 
serão precisos 100 mL de sangue, o que corresponde a aproximadamente 10 
colheres de sopa de sangue. 

 Se você tem hepatite C, será necessário colher sangue adicional para 
exames que vão estudar o vírus da hepatite C. Será necessário mais 20mL de 
sangue, o que corresponde a aproximadamente 2 colheres de sopa de sangue. 
Caso os resultados destes exames mostrem que você é um (a) candidato (a) 
potencial ao tratamento da hepatite C, será necessário fazer uma biópsia do fígado. 
Este exame consiste em retirar um pequeno pedaço do fígado por punção com uma 
agulha especial, com auxílio de ultrassom e anestesia local. Pode haver dor durante 
ou depois do exame e pode acontecer sangramento no fígado que, se for grande, 
pode levar à necessidade de operação (isto acontece em cerca de 1% das biópsias). 
Outra complicação possível é a agulha atingir outros órgãos como o pulmão, a 
vesícula biliar, o intestino ou rim. Se isto acontecer pode ser necessário operar 
também. Por causa destes riscos você ficará em observação por pelo menos 6h 
após a biópsia. Caso você já tenha feito biópsia do fígado a um ano da data de 
hoje, usaremos os resultados desta biópsia na pesquisa. 
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Em caso de dúvida você pode procurar o investigador principal, Dr. Celso F. 
H. Granato, na Rua Loefgreen 1588 ou no tel. 55735081. Você também pode 
procurar o Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP: Rua Botucatu, 572, 1º 
andar/cj 14, tel.: 11 5571-1062. Fax: 11 5539-7162. e-mail: cepunifesp@epm.br 

Sua participação não é obrigatória e se você não quiser participar não 
haverá nenhum prejuízo no seu acompanhamento e na sua relação com o 
pesquisador ou com a instituição. Caso decida participar, está garantido que o (a) 
Senhor (a) poderá desistir a qualquer momento, sem motivo ou aviso prévio, 
também sem prejuízo no seu acompanhamento.  

Os dados referentes ao (à) Senhor (a) serão sigilosos e privados, sendo que 
o (a) Senhor (a) poderá solicitar informações durante todas as fases da pesquisa, 
inclusive após a publicação da mesma.  

Não haverá nenhum gasto e você também não receberá nenhum pagamento 
com a sua participação. Se existir qualquer despesa adicional, ela será paga pelo 
orçamento da pesquisa. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos 
procedimentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), você terá direito 
a tratamento médico na Instituição, bem como às indenizações legalmente 
estabelecidas.  

Os dados e o material coletado serão utilizados somente para esta pesquisa. 
Após ter sido esclarecido (a) sobre a pesquisa, no caso de aceitar fazer parte 

do estudo, assine ao final deste documento, que está em duas vias. Uma delas é 
sua e a outra é do pesquisador responsável. 

Acredito ter sido suficientemente esclarecido (a) a respeito das informações 
que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Importância Clínica e 
Impacto Clínico e Imunológico da co-infecção HIV/HCV/GBV-C-HGV”. Eu discuti 
com o pesquisador sobre a minha decisão em participar deste estudo. Ficaram 
claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem 
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de 
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta 
de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando 
necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 
o meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuízo ou perda 
de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste 
Serviço. 
         
            Nome Legível e assinatura do                                 Assinatura do Voluntário 
            Pesquisador que obteve o TCLE 
 
 São Paulo, _____ de ______________ de 200___. 
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ANEXO III. QUESTIONÁRIO CAGE 
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Questionário CAGE: 
 
O CAGE é composto por quatro questões que admitem respostas do tipo sim 

ou não: 
A - Alguma vez o Senhor(a) sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida ou 
parar de beber? 
B - As pessoas o (a) aborrecem porque criticam o seu modo de beber? 
C - O Senhor(a) se sente culpado pela maneira com que costuma beber? 
D - O Senhor(a) costuma beber pela manhã para diminuir o nervosismo ou a 
ressaca? 
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ANEXO IV. PAINEL DE MONOCLONAIS PARA CITOMETRIA 
DE FLUXO - FACScantoTM 
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Painel de monoclonais para citometria de fluxo - FACSCantoTM: 
 

Descrição dos Monoclonais 
Reagente imunológico anti IL-2 humano, marcado com APC, clone 5344.111, 
IgG1 de camundongo, RR-001-14997. 
Reagente imunológico anti IL-10 humano, marcado com PE, clone JES3-
19F1, IgG2a de rato, RR-002-00605. 
Reagente Imunológico anti-TCR1 γδ humano, marcado com FITC, clone 
11F2, IgG1, RR-001-07347. 
Reagente imunológico anti CD3 humano, marcado com APC-Cy7, clone SK7, IgG1 kappa de camundongo, RR-001-11963. 
Reagente imunológico anti-CD8  humano, marcado com PerCP, clone SK1, 
RR-001-00375. 
Reagente imunológico anti IFN-γ humano, marcado com PE-Cy7, clone B27, 
IgG1 de camundongo, RR-002-11723. 
Reagente imunológico anti-CD28 humano purificado, clone L293, IgG1 de 
camundongo, RR-001-04195. 
Reagente Imunológico anti CD49d humano, purificado, clone L25, IgG2b de 
camundongo, RR-001-04194. 
Pool de anticorpos (Sistema quantibrite PE) anti-CD8 humano, marcado com 
FITC (CD8 FITC clone SK1), anti-CD38 humano, marcado com PE (CD38 PE, 
clone HB7) anti-CD3 humano, marcado com PerCP (CD3 PerCP, cloneSK7) 
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ANEXO V. APÊNDICES:  
REAGENTES UTILIZADOS NO PROJETO 
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Reagentes 
 
1. Solução corante trypan blue 0,1%  

• 50mL de PBS 
• 0,05g de trypan blue 
• Diluir o trypan blue no PBS e deixar descansar por 3 horas. 
• Filtrar em papel de filtro 
• Identificar com o nome do reagente e a data de preparo. 
• Armazenar em geladeira. 

 
2. Cloreto de Amônio pH 7,4 10x concentrado (solução de lise) 
 Solução estoque: 

• 8,29 g de NH4Cl 
• 1,00 g de KHCO3 
• 0,0379g de Na2EDTA 
• Diluir em 100mL de água destilada e guardar em geladeira, 

identificar com o nome do reagente e a data de preparo. Válido por 
um mês. 

Solução de uso:  
o Diluir a solução estoque 1:10 em água destilada. 
o Filtrar com seringa e filtro 0,22. Identificar com o nome do 

reagente e a data de preparo. 
o Armazenar em geladeira. 

 
3. Meio de Congelamento (FCS 10% DMSO) 

• 45mL de soro fetal bovino (FCS - Soralis) 
• 5mL de dimetilssulfóxido (DMSO) 
• Acrescentar o DMSO ao FCS. Homozeneizar 
• Identificar com o nome do reagente e a data de preparo 
• Armazenar em freezer -20ºC 
 

4. Solução de Permeabilização 
• 2 ml de solução de lise (BD Biosciences) 
• 8 ml de água destilada 
• 5 µl de Tween 20 (0,05%) 
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• Identificar com o nome do reagente e a data de preparo 
• Armazenar em temperatura ambiente. 
 

5. Solução de Fixação 4% (Fixation buffer) 
 Solução estoque 

• 500 ml de PBS 
• 20 g de paraformaldeído 
• Aquecer a 56ºC overnight 
• pH 7,4 – 7,6 
• Armazenar a 4ºC embrulhado em papel alumínio, protegido da luz, 

identificado com o nome do reagente e a data de preparo. 
Solução de Fixação uso 
o A partir do paraformaldeído 4% 
o 1 parte de formaldeído em 3 partes de PBS 
o Armazenar em geladeira a 4°C por 6 meses, embrulhado em 

papel alumínio, protegido da luz, identificado com o nome do 
reagente e a data de preparo. 

 
6. FACS Buffer 

• 500 ml de PBS 
• 10 ml de SBF 
• 0,05 g de azida sódica 
Armazenar em geladeira 4°C por no máximo 3 meses, identificado com o 
nome do reagente e a data de preparo. 
 

7. Meio R10 
• 500 mL de meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO 11875-093) 
• 50 ml de soro bovino fetal inativado (45 minutos no banho-maria à 

56 o C) (Soralis) 
• 5 mL de tampão HEPES (GIBCO 15630-080) 
• 5 mL de L-glutamine 200 mM (GIBCO 25030-081) 
• 5 mL de piruvato de sódio 100 mM (GIBCO 11360-070) 
• 5 mL de penicilina/estreptomicina 100X (GIBCO 5140-122) 
• 0,5 mL de 2 mercaptoetanol 55 mM (GIBCO 21985-023) 
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• Homogeneizar os reagentes no frasco e identificar com o nome 
do reagente e a data de preparo. Válido por dois meses a partir 
da data de preparo. 
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ANEXO VI.   
Resultados IL-10 

Figura Demonstrativa 
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Produção de IL-10 
 
As Figuras A-1 e A-2 mostram a produção de IFN-γ e IL-10 na 

população T CD8, definidas pela positividade aos marcadores de superfície 
CD3 e CD8. Na Figura 35, observa-se que a maior parte dos eventos 
(99,2%) está contida em Q3-3, a região duplo-negativa, ou seja, células 
que não produzem citocinas. Este resultado está de acordo com o esperado, 
uma vez que se trata do Controle Negativo. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura A-1. Avaliação da produção de IL-10 e IFN-γ na população T CD8 
(CD8+CD3+), na condição controle negativo (paciente 30 – Figura  
representativa).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura A-2. Avaliação da produção de IL-10 e IFN-γ na população T CD8 
(CD8+CD3+), na condição PMA/ionomicina (paciente 30 – Figura 
representativa). 

 
A Figura 36 mostra a produção de IFN-γ e IL-10 na população T CD8 

após o estímulo inespecífico PMA/ionomicina. Observa-se que 34,5% das 
células são negativas para ambos marcadores (IL-10 PE e IFN-γ PE-Cy7) e, 
portanto, não são produtoras dessas citocinas. Conforme esperado, em Q4-
3, observam-se as células T CD8 produtoras de IFN-γ (63,1% do total de 
eventos adquiridos em P1 – Figura 1 e Figura 4 da Seção Materiais e 
Métodos). Já em Q1-3, onde se espera a positividade para IL-10, não se 
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observam células positivas para esta citocina, quando comparado com o 
mesmo quadrante na condição Controle Negativo. Conforme relatado 
anteriormente, esses resultados são decorrentes da qualidade inadequada 
dos anticorpos monoclonais para detecção de IL-10 e não à ausência de 
produção. Os resultados foram semelhantes nas populações celulares TCD$ 
e Tγδ. Dessa forma, os experimentos avaliando a produção de IL-10 por 
citometria de fluxo foram descontinuados no início do projeto, uma vez que 
poderiam conduzir a conclusões equivocadas. A análise desses 
experimentos foi feita por meio do programa FACSDivaTM (BD Biosciences).  
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