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Prefácio 

 

O volume aqui apresentado intitulado Coinfecção pelos Vírus da Hepatite C (VHC) 

e Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV): Progressão da fibrose e 

Polimorfismo dos Sistemas HPA -1, -3 e -5, constitui mais um estudo, de caráter 

inédito, na linha de pesquisa Associação de Polimorfismos dos Antígenos Plaquetários 

Humanos (HPA) em infecções virais iniciada no Laboratório de Biologia Molecular, do 

Hemocentro de Botucatu, Faculdade de Medicina, Unesp, com a publicação, em 2009, 

do primeiro artigo do grupo intitulado “Allelic Frequencies of HPA-1 to -5 Human Platelet 

Antigens in Patients Infected With Hepatitis C Virus”, inédito na literatura científica 

mundial. 

 

Biomédica de formação, minha vida acadêmica foi iniciada com a Iniciação 

Científica, ainda na graduação, ocasião em que tive a oportunidade de trabalhar com a 

investigação dos polimorfismos HPA em pacientes coinfectados com os vírus VHC/HIV.  

Seguindo a mesma linha de pesquisa, com pacientes coinfectados VHC/HIV e 

Antígenos Plaquetários Humanos (HPA) ingressei no Mestrado e, os capítulos 

apresentados aqui constituem o produto destes anos de trabalho. 

 

Capítulo I: Constitui uma introdução com subsídios necessários ao entendimento dos 

temas abordados nos artigos científicos que se seguem. 

 

Capítulo II: “Human Platelet Polymorphism can be a genetic marker associated 

with HIV/HCV coinfection.”, artigo submetido ao periódico “Journal of Medical 

Virology 

 

Capítulo III: “Avaliação do polimorfismo HPA dos sistemas HPA-1, -3 E -5, na 

progressão da fibrose em pacientes coinfectados VHC/HIV.” 

 

Natália Picelli 
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Introdução 

 

            A hepatite C crônica constitui um grave problema de saúde pública devido ao 

seu grande potencial de evolução para cirrose e hepatocarcinoma (STRAUSS, 

2001). A doença é resultante da infecção por um vírus do gênero Hepacivirus e da 

família Flaviviridae, denominado vírus da hepatite C (VHC) ou, do inglês, Hepatitis C 

Vírus (HCV) (SIMMONDS et al., 2005).  Segundo a Organização Mundial de Saúde 

(OMS) há cerca de 180 milhões de pessoas infectadas no mundo (WHO, 2008), 

constituindo a causa mais comum de doença hepática crônica assim como a mais 

freqüente indicação para transplante hepático (COELHO, 2001).  No Brasil, segundo 

o Ministério da Saúde, do total de casos de hepatite C registrados entre 1999 e 

2011, 55.222 foram na região Sudeste e 18.307, na Sul. Juntas, a região Sul e 

Sudeste representam 90% dos casos confirmados de Hepatite C nesse periodo no 

país (BRASIL, 2012).  

O VHC é um vírus de RNA de aproximadamente 50nm de diâmetro, com 

genoma em fita simples de 9,7 kb, flanqueado por duas regiões não traduzidas (3’ e 

5’ – untranslated region UTR). Com uma única região aberta de leitura (ORF), o RNA 

viral codifica uma poliproteína precursora de 3.000 aminoácidos, a qual é clivada por 

proteases celulares e virais, originando várias proteínas estruturais e não-estruturais. 

As proteínas estruturais são representadas pela proteína C (proteína do core) e 

glicoproteínas do envelope, denominadas E1 e E2/NS1. As proteínas não-estruturais 

são classificadas como: NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a e NS5b (SIMMONDS et al., 

2005).  
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Figura 1: Esquema representativo da estrutura do Vírus da Hepatite C, evidenciando RNA viral, 

capsídio e envelope. (Adaptado de CARNEIRO, 2005). 

Das regiões genômicas virais, a 5’UTR e 3’UTR apresentam menor 

diversidade entre os diferentes isolados virais por serem essenciais no processo de 

síntese da poliproteina e na replicação viral (LINDERBACH; RICE, 2001). Esta 

região apresenta mais de 90% de similaridade entre as diferentes sequências 

(BUKH et al., 1992).  

A região 5’ UTR é constituída de, aproximadamente, 341 nucleotídeos, 

possuindo uma estrutura secundária complexa com configuração em alças (stem – 

loops), a qual constitui importante sítio de entrada ribossomal durante a síntese 

protéica (CLARKE, 1997; MAJOR; FEINSTONE, 1997; PURCELL, 1997; FLINT; 

MCKEATING, 2000; ROINGEARD  et al., 2004). 

A região 3’ UTR, é composta por uma região variável de aproximadamente 80 

nucleotídeos, seguida de uma sequência de resíduos de uracila e, uma região 

conservada de 98 nucleotídeos, importante na replicação viral (LINDENBACH; 

RICE, 2005). 

As proteínas estruturais, proteína C (core), E1 e E2 (envelope) e 

possivelmente a proteína p7 são resultantes da clivagem na região amino-terminal 

da poliproteína, por ação de uma protease celular (FLINT; MCKEATING, 2000; 

LANDFORD; BIGGER, 2002). 
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A proteína C é a segunda região mais conservada do genoma viral e constitui 

o nucleocapsídeo do vírus (SIMMONDS et al., 1993; ZEIN, 2000) sendo codificada 

pelo gene core. É imunogênica e regula a apoptose das células infectadas, além 

disso, pode interferir no metabolismo de lipídeos e na supressão da resposta 

imunológica do hospedeiro (LAI; WARE, 2000; MCLAUCHLAN, 2000). 

Diferente da proteína C, as glicoproteinas do envelope E1 e E2 são 

glicosiladas e possuem regiões extremamente variáveis (SIMMONDS et al., 1993; 

ZEIN, 2000), formando um complexo não covalente responsável pela formação do 

envelope (DUBUISSON et al., 2002). São importantes no processo de ligação ao 

receptor celular e da fusão do envelope viral com a membrana da célula do 

hospedeiro (BARTOSH; DUBUISSON; COSSET, 2003). 

O peptídio p7, é uma proteína hidrofóbica pequena composta por 63 

aminoácidos, provavelmente envolvida na replicação do VHC. Embora sua função, 

ainda, não esteja totalmente esclarecida (LINDENBACH; RICE, 2005), pode 

funcionar como um canal iônico na membrana celular (PAVILOVIC et al., 2003) e, 

estudos mostram que a p7 pode ter um importante papel na maturação e liberação 

do vírus (GRIFFIN et al., 2003). 

A porção carboxi-terminal da poliproteina codifica as proteínas não- 

estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B, as quais estão envolvidas 

basicamente na replicação viral (GERMER; ZEIN, 2001), exercendo funções 

enzimáticas essenciais nesse processo (SUZUKI et al., 1999). 

A proteína NS2 é uma proteinase zinco dependente e tem como única função 

conhecida a participação na clivagem proteolítica na junção NS2/NS3 (YAMAGA; 

OU, 2002). 

A NS3 é uma proteína multifuncional, com função serina protease, 

responsável, principalmente, pelos eventos de clivagem que ocorrem na porção não 

estrutural da proteína precursora (ROINGEARD et al., 2004).  

A NS4A é um co-fator essencial da proteína NS3, formando o complexo 

NS3/NS4A, necessário para o processamento da poliproteina (CLARKE, 1997; 

OKAMOTO, 1997). A região NS3/NS4A vem sendo considerada um alvo para a 
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terapia antiviral, uma vez que sua inibição poderia estar relacionada com o bloqueio 

da replicação do VHC (FRANCO; CLOTET; MARTINEZ, 2008). 

A NS4B organiza o denominado complexo de replicação que promove 

estabilidade das proteínas do vírus e do RNA durante a replicação (EINAV, 2004). 

A proteína NS5A é uma fosfoproteína, que apresenta uma forma basal de 

56kDa e, uma hiperfosforilada de 58kDa (REED; GORBALENYA; RICE, 1998).  

A proteína NS5B é uma RNA polimerase RNA dependente, e é indispensável 

para a replicação do VHC (BEHRENS; TOMEI; FRANCESDO, 1996). Esta enzima 

não apresenta atividade de reparo e, o que se relaciona com a diversidade genética 

do VHC (SIMMONDS et al., 1993). A figura 2 mostra a organização genômica e, as 

proteínas resultantes da expressão gênica do VHC. 

Figura 2: Esquema representativo do genoma do VHC, evidenciando os genes codificadores das 

proteínas estruturais e não estruturais e, seus produtos protéicos com suas respectivas funções. 

(ROE AND RALL, 2008) 

A variabilidade genética do genoma viral distingue vários genótipos e 

subtipos. A classificação utilizada, até então, é a de seis genótipos (1 a 6) os quais 

divergem em aproximadamente 25 a 35% nas sequências de nucleotídeos, vários 

subtipos (SIMMONDS et al., 2004), divergindo entre si de 15 a 20% na sequência de 

nucleotídeos sendo que essa diferença varia de acordo com a região do genoma 

(PAWLOTSKY, 2004). Recentemente um novo genótipo foi descrito sendo 
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designado genótipo 7a (MURPHY et al., 2007), embora ainda existam poucos 

relatos de sua ocorrência (GOTTWEIN et al., 2009; KUIKEN; SIMMONDS, 2009). No 

Brasil, os genótipos 1, 2 e 3 são os mais frequentes, com predominância do genótipo 

1 na maioria dos estados (BRASIL, 2005).  

A ausência de atividade de reparo das enzimas virais conduz a uma alta taxa 

de mutações, responsável pela elevada variabilidade genética e, sob pressão do 

sistema imunológico do hospedeiro, populações heterogêneas são selecionadas. As 

populações virais com pequenas diferenças em sua sequência genômica, mas 

estritamente relacionadas, são designadas quasispecies e, podem surgir 

simultaneamente no mesmo individuo (FARCI; PURCELL, 2000; LYRA; FAN; 

BISCEGLIE, 2004). As quasispecies podem estar presentes no inicio da infecção ou 

surgir no ao longo dela decorrente de mecanismos de adaptação e escape as 

defesas do organismo (HONDA et al., 1994; NAITO; HAYASHI; KAMADA, 1995).   

  

Figura 3: Árvore Filogenética representando a distribuição os genótipos e subtipos do VHC, incluindo 

o genótipo 7. (Adaptado de CHAYAMA; HAVES, 2011).  

Embora as células alvo do VHC sejam os hepatócitos, estudos mostraram a 

presença do RNA viral em outros tipos celulares como os linfócitos T e B, (PAVIO; 
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LAI, 2003), monócitos, macrófagos, (BOOTH; WATERS; THOMAS, 1996; MULLER 

et al., 1995) e células dendríticas (NAVAS et al., 1998). Além disso, já foi 

demonstrado que o VHC pode ser transportado na corrente sanguínea de um 

indivíduo infectado pelas plaquetas (HAMAIA et al., 2001). 

As plaquetas humanas, fragmentos citoplasmáticos anucleados presentes na 

circulação resultantes da fragmentação de megacariócitos na medula óssea 

(ITALIANO; HARTWING, 2002; RELOU et al., 2003), expressam vários tipos de 

antígenos em sua superfície, dentre os quais os antígenos plaquetários humanos ou 

HPA (Human Platelet Antigens) (SCHOROEDER; RAYNER, 1993). Existem cinco 

sistemas de antígenos mais estudados denominados HPA -1, -2, -3, -4 e –5. Estes 

antígenos são formados por segmentos protéicos polimórficos situados no interior de 

glicoproteínas da membrana plaquetária. O polimorfismo, na maioria destes 

antígenos, é devido à substituição de um único aminoácido na proteína, em 

consequência da substituição de um nucleotídeo no DNA (METCALFE et al., 2003; 

LUCAS; METCALFE, 2000). Há mais de trinta tipos diferentes de glicoproteínas 

ligadas à membrana plaquetária, porém, aquelas relacionadas aos HPAs são os 

complexos GPIa-IIa, GPIIb-IIIa e GPIb-IX (SANTOSO, 2000). A figura 2 ilustra 

algumas glicoproteínas da superfície da membrana plaquetária, nas quais residem 

os HPA mais estudados. 

O complexo GPIa-IIa é uma integrina, constituída pela associação não 

covalente de uma subunidade α2 e outra β1. Existem aproximadamente de 800 – 

2.800 cópias desse heterodímero por plaqueta, que também está presente em 

linfócitos T ativados e outras células (ELENA, 2007). 

O GPIIb-IIIa é, também, uma integrina, exerce um papel importante na 

agregação plaquetária. Com aproximadamente de 50 – 80.000 cópias por plaquetas, 
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exige Ca+ para exercer sua função (CHARO; KIEFFER; PHILLIPS, 1994). A GPIIb 

(CD41) apresenta uma cadeia extracelular pesada de 116KDa associada 

covalentemente a uma ponte disulfito e uma cadeia transmembrana de 25KDa. Já a 

GPIIIa (CD61), é uma proteína glicosilada de 100kDa, que contém três domínios, um 

grande extracelular com 28 pontes disulfuro, um domínio transmembrana e um 

segmento citoplasmático no C- terminal (LEFKOVITS; PLOW; TOPOL, 1995; 

ELENA, 2007) 

O complexo glicoprotéico GPIb-IX, está envolvido nas etapas iniciais da 

agregação plaquetária. Há aproximadamente 25.000 copias desse complexo por 

plaqueta (ELENA , 2007). 

 

 

Figura 4: Representação esquemática das glicoproteínas da membrana plaquetária, evidenciando os 

principais Antígenos Plaquetários Humanos (HPA). Sistemas HPA -1, -3, -4 e -5 residem em 

glicoproteínas da família das integrinas (Adaptado de TORALLES-PEREIRA, 2001). 
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Os cinco sistemas HPA de maior relevância clínica, já associados a doenças 

plaquetárias são HPA -1, -2, -3, -4 e -5, dos quais o -1, -3, -4 e -5 residem nas 

proteínas GPIa-IIa e GPIIb-IIa, da família das integrinas. 

Embora, o RNA do VHC já tenha sido encontrado em plaquetas 

(HERNANDEZ et al., 1998) e, estas sejam carreadoras do vírus in vivo (HAMAIA; LI; 

ALLAIN , 2001; ALMEIDA et al., 2004), estes fragmentos citoplasmáticos não 

apresentam o CD81 em sua membrana, principal receptor utilizado pelo vírus para 

entrada nos hepatócitos (HAMAIA; LI; ALLAIN, 2001). Dessa forma, deve existir 

outra molécula envolvida na interação do VHC com plaquetas. 

          Estudos têm sugerido a participação de outras proteínas neste processo, uma 

das quais a fibronectina, uma proteína de adesão celular (PUGLIESE et al, 2004). 

No mesmo sentido, outras proteínas de adesão celular já foram associadas à 

entrada do VHC no hepatócito (AGNELLO et al., 1999; CORMIER et al., 2004; 

EVANS et al., 2007; LIU et al., 2009;). Desta forma, outras proteínas de adesão 

celular presentes na membrana plaquetária poderiam estar envolvidas na ligação do 

VHC com as plaquetas como as proteínas da família das integrinas, nas quais 

residem alguns HPA (BERGELSON et al. 1992; WICKHAM et al., 1993). Além disso, 

as integrinas são frequentemente encontradas associadas à tetraspaninas, como o 

CD81 (BERGELSON et al., 1992; BERDITCHEVSKI, 2001) e, estas proteínas já 

foram associadas à entrada de alguns echovírus e adenovírus (WICKHAM et al., 

1993) a suas células alvo. 

Um estudo recente demonstrou uma associação entre o aumento da 

freqüência alélica do HPA-5b em portadores de VHC quando comparados ao grupo 

controle, sem o vírus, sugerindo uma associação entre a presença deste alelo e o 

VHC (VERDICHIO-MORAES et al., 2009). Nesta mesma linha, um recente estudo 
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demonstrou uma associação do HPA -1a/1b com a evolução da fibrose em 

pacientes monoinfectados pelo VHC (SILVA et al., 2012). 

           A infecção crônica pelo vírus da hepatite C apresenta diferentes evoluções 

em cada paciente, a cirrose hepática (CH) ocorre em cerca de 20% dos casos, 

geralmente após 15 a 20 anos de infecção (TONG et al., 1995; SEEFF, 1997; 

CORROA et al., 1998).  

          Um longo período de hepatite crônica, com graus variados de fibrose 

antecede a evolução para a cirrose. A fibrose apresenta uma progressão gradual ao 

longo do curso da doença evoluindo para o desarranjo arquitetural do fígado 

caracterizado por acumulo de matriz extracelular, perda de microvilosidades e 

alterações na função dos hepatócitos e na microcirculação. (POYNARD et al., 1997).  

Esse processo é o resultado da cicatrização de repetidas lesões (FRIEDMAN, 2003). 

Embora vários elementos celulares sejam capazes de sintetizar e depositar 

componentes da matriz extracelular (colágeno, elastina, proteoglicanos e proteínas 

de constituição) como os fibroblastos e hepatócitos, as principais células envolvidas 

no processo de fibrogênese são as células estreladas do fígado, que são 

responsáveis pela maior produção dos elementos dessa matriz no fígado lesionado 

(GABELE et al., 2003; FRIEDMAN, 2003).  

   No fígado normal essas células encontram-se inativas, e localizadas no 

espaço de Disse, e é um dos principais locais de armazenamento de vitamina A e de 

gordura. Após uma lesão crônica essas células sofrem ação de citocinas 

fibrogênicas como TGF-B, TNF-α, PDGF entre outras e são ativadas, se 

diferenciando fenotipicamente para miofibroblastos, adquirindo propriedades 

inflamatórias, de proliferação, motilidade, fibrogênicas e contratilidade, exercendo 

então seu papel na evolução da fibrose (MILANI et al., 1990; MARRA, 1999; 
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PINZANI & MARRA, 2001, FRIEDMAN, 2004; PINZANI & ROMBOUTS, 2004; 

ANDRADE, 2005; TILLAMAN et al., 2005; GUYOT et al., 2006 TSUKADA et al., 

2006). 

No processo de fibrose hepática todos os componentes da matriz extracelular 

se encontram em grande concentração no tecido hepático, e essas modificações na 

matriz auxiliam na evolução do processo fibrótico, (PARISE, 2001) o qual conduz a 

diversas alterações progressivas que comprometem a atividade hepática com o 

passar do tempo a medida que a fibrose evolui. 

        Desta forma, é importante avaliar o estadiamento da fibrose hepática 

(POYNARD et al., 1997) o que, atualmente é realizado pela  biópsia hepática. Esta 

avaliação hepática considera as alterações clássicas das hepatites crônicas e 

agregados linfóides proeminentes nos espaços-porta, além da lesão de ductos 

biliares e esteatose (POYNARD et al., 2000; POYNARD et al. 2003). A biópsia 

hepática é um procedimento invasivo, que na maior parte das situações é essencial 

para estadiamento da hepatite crônica e para definição da necessidade de 

tratamento (SCHUER, 1991). Com base no resultado obtido na biópsia hepática o 

grau de fibrose pode ser caracterizado e, atualmente, a classificação mais utilizada é 

o escore do sistema METAVIR, no qual F0 significa ausência de fibrose, F1 fibrose 

portal sem septos, F2 expansão fibrosa com poucos septos, F3 numerosos septos 

podendo visualizar esboços de nódulos e F4 cirrose (POYNARD et al., 1997). Em 

algumas situações a biópsia hepática percutânea é contraindicada. Em caso de 

pacientes com obesidade mórbida, com possibilidade de lesões hepáticas 

vasculares, coagulopatias graves, infecções no parênquima hepático e obstrução 

biliar extrahepática (BRASIL, 2011).  
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     Também não é necessária a realização da biópsia hepática em pacientes 

portadores de coagulopatias congênitas e em pacientes coinfectados com o vírus 

HIV a realização da biópsia é facultativa. A biópsia hepática também não é 

necessária para indicação de tratamento em pacientes com sinais clínicos e 

evidência ecográficas de cirrose (BRASIL, 2011). 

Embora a progressão da fibrose já tenha sido relacionada com sexo, idade à 

infecção, consumo de álcool, coinfecção com o Vírus da Imunodeficiência Humana 

(HIV) e/ou Vírus da Hepatite B (POYNARD et al., 2000; FREEMAN et al., 2001; 

SEEFF et al., 2002) fatores genéticos do hospedeiro vêm sendo relacionados à esta 

progressão. Estes fatores genéticos podem explicar tantas respostas diferentes 

relacionadas ao mesmo agente etiológico (AFDHSL E NUNES, 2004). Estes fatores 

incluem antígeno leucocitário humano (HLA), polimorfismos genéticos no gene da 

interleucina 10 (IL-10), no fator de necrose tumoral (TNF-α), angiotensinogênio, fator 

de crescimento transformante β1 (TGF-β1) (POWELL et al., 2000), interleucina 28 

(IL-28), que foi associada ao clareamento espontâneo do Vírus da Hepatite C 

independente dos fatores virais (DI JULIO et al, 2011) e recentemente o HPA (SILVA 

et al., 2012). 

A influência deste mesmo fator genético (HPA) também foi recentemente 

associada a não respondedores em tratamento antiviral independente do esquema 

terapêutico utilizado (SILVA et al., no prelo). O tratamento visa uma resposta 

virológica sustentada (RVS) que corresponde à persistência de viremias 

indetectáveis seis meses após o tratamento (ZEUZEM et al., 2004), o aumento na 

expectativa de vida e melhora na qualidade de vida e a diminuição da taxa de 

transmissão da doença.  A terapia inicialmente utilizada para hepatite C crônica foi o 
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Inferferon alfa recombinante (IFN-α) com eficácia limitada (POYNARD et al., 1996; 

LIN et al, 1995). A associação com a Ribavirina (RBV) elevou o efeito do IFN-α 

(POYNARD et al., 1998; LAI et al., 1996; MCHUTCHISON et al., 1998), no entanto, 

formas modificadas de interferon, como o Interferon Peguilado foram desenvolvidas 

e, elevaram significativamente a porcentagem de RVS (MANNS et al., 2001; FRIED 

et al., 2002 ).  

Os genótipos estão muito relacionados ao sucesso do tratamento com 

antivirais. A taxa de RVS nos pacientes infectados com o genótipo 1, principalmente 

o 1b, é significantemente inferior à que se observa em pacientes infectados com os 

outros genótipos, principalmente o 2 e o 3 (POYNARD et al., 2000).  Desta forma, no 

Consenso Internacional sobre Hepatite C de 1999 foi estabelecido que a duração do 

tratamento de infecções por genótipos não-1 do VHC deve ser de seis meses 

enquanto que para pacientes infectados com o genótipo 1 a duração pode ser 

prolongada por até 1 ano dependendo da carga viral apresentada antes do 

tratamento (EASL, 1999). 

             No Brasil, os esquemas terapêuticos até o ano de 2011 seguiam a Portaria 

34/SVS/MS. Segundo esta portaria pacientes com hepatite C crônica virgens de 

tratamento, portadores do genótipo 1 do VHC  deveriam receber a combinação 

interferon peguilado e ribavirina por até 48 semanas segundo monitoramento da 

carga viral plasmática por metodologias moleculares quantitativas, enquanto que, 

aqueles infectados pelos genótipos não-1 do VHC deveriam ser tratados com 

Interferon convencional associado à Ribavirina por 24 semanas (BRASIL, 2007). Em 

julho de 2011, uma nova portaria foi aprovada. Nessa portaria foi estabelecido que, 

pacientes com hepatite C crônica portadores do genótipo 2 e 3 seriam  tratados com 

interferon convencional  associado a Ribavirina por 24 semanas.  No caso da 
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existência de fatores preditores de baixa resposta ao tratamento com o interferon 

convencional como F3, manifestações de cirrose hepática e carga viral superior a 

600.000UI/mL, os pacientes seriam tratados com interferon peguilado associado a 

ribavirina com duração de 24 a 48 semanas. Os pacientes portadores de genótipo 1, 

seria considerado a duração do tratamento até 72 semanas, aos  que apresentarem 

uma boa adesão com RVS parcial  na semana 12 e RNA indetectável na semana 24 

(BERG et al., 2006; PEARLMAN et al., 2007; SANCHEZ et al., 2007). Além disso, a 

nova portaria prevê a introdução dos inibidores de protease, Boceprevir e Telaprevir, 

em indivíduos que não responderam ao esquema terapêutico convencional, e que 

obedecerem alguns critérios para o tratamento. (BRASIL, 2012). 

        No caso de pacientes coinfectados, a portaria 221 do ministério da saúde, 

indica o uso de PEG-IFN associado a RBV durante 48 a 72 semanas independente 

do genótipo (diretrizes). Em casos de pacientes assintomáticos que apresentarem a 

contagem de linfócitos T-CD4+ acima de 500 células/mm3, recomenda priorizar o 

tramento para Hepatite C(BRASIL, 2010), Já em pacientes assintomáticos que 

apresentarem contagem de linfócitos T-CD4+ entre 350 e 500 células/mm3, início do 

tratamento antirretroviral (TARV) deve ser considerado, lembrando que o início 

concomitante de ambos os tratamentos pode acarretar acúmulo de toxicidade e 

comprometimento da adesão (WSC et al., 2009), detalhes que devem ser discutidos 

com profissionais especializados em coinfecção. Em pacientes que apresentarem 

contagem de linfócitos T-CD4+ inferior a 350 células/mm3 há indicação de iniciar 

TARV (KITAHAKA et al., 2009) a introdução do tratamento para hepatite C deve ser 

individualizada e iniciada após a estabilização clínica e imunológica em pacientes 

com indicação de tratamento para o VHC. 
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 Embora, a influência dos fatores genéticos do hospedeiro já tenha sido bem 

documentada na infecção pelo VHC, na evolução da fibrose hepática e, na resposta 

ao tratamento, a maioria dos estudos apresenta como foco, pacientes 

monoinfectados pelo VHC. Assim, pouco se conhece sobre a influência destes 

fatores em indivíduos coinfectados VHC/HIV. Recentemente, um estudo mostrou 

uma maior freqüência do genótipo HPA -1a/1b em coinfectados VHC/HIV (PICELLI 

et al., no prelo). 

A coinfecção VHC/HIV é um evento freqüente atualmente. Na população 

mundial, cerca de 10 a 30% das pessoas que são infectadas pelo HIV, são 

coinfectadas pelo VHC, devido ao fato de compartilharem algumas rotas de 

transmissão. (DIETERICH, 1999). Esta porcentagem pode variar dependendo dos 

diferentes grupos de risco, sendo elevada entre usuários de drogas injetáveis 

chegando a 75% (SULKOWSHI, 2008) e hemofílicos (ZYLBERBERG; POL, 1996; 

DODIG; TAVILL, 2001). No Brasil, a importância epidemiológica da coinfecção 

VHC/HIV reflete-se na grande porcentagem de indivíduos infectados com variações 

regionais. Estudos de prevalência realizados apontam índices de 14,3% em Belo 

Horizonte, MG (CARMO et al., 2002) 17,7% em São Paulo, SP (MENDES-CORREA 

et al., 2000) e Vitória, ES (MOTTA, 2013), 37,0% em Santos, SP (SEGURADO et al, 

2004), 53,8% em Campinas, SP (PAVAN et al., 2003) e 58,3% em Florianópolis, SC 

(TREITINGER et al., 1999).  

A coinfecção com o HIV agrava as manifestações causadas pelo VHC, 

elevando a velocidade de progressão para cirrose, insuficiência hepática, e 

Carcinoma Hepatocelular, conduzindo a um pior prognóstico de ambas as doenças 

em razão do aumento da morbidade e mortalidade (PUOT et al., 2004).  
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Desde 1980, o ano do início da viremia do HIV no Brasil, foram registrados 

até o mês de junho de 2011, 608,230 caso de HIV, sendo que a maioria desses 

casos é do sexo masculino, embora a razão de sexo vem diminuindo ao longo dos 

anos. (BRASIL, 2004). Em relação às regiões do país, no ano de 2010 a uma taxa 

de incidência de 14,3/100.000 habitantes na Região Sul, 12,8 no Norte, 9,2 no 

Sudeste, 7,9 no Centro-Oeste, e 6,9 no Nordeste (BRASIL, 2012). 

O HIV é um retrovírus envelopado lipoprotéico, com 10nm de diâmetro, com 

genoma constituído de duas fitas simples idênticas de RNA, (MORROW; PARK; 

WAKEFIELD, 1994) de 9,2 kb envoltos por um núcleo protéico (CONNOR; HO, 

1992). O genoma viral é constituído por nove genes, sendo três estruturais (gag, 

env, pol) e seis regulatórios (vif, vpr, tat, rev, vpu, nef) flanqueados por duas 

seqüências análogas denominadas LTR (long terminal repeat) (DEWHURST, 1999).       

O gene gag codifica uma poliproteina, a qual após clivagem origina as 

proteínas virais da matriz, do capsídio e do núcleocapsídio viral (CONNOR e HO, 

1992). 

O gene pol codifica uma poliproteina gag-pol de 16KDa que após clivagem 

proteolítica origina as enzimas virais protease, transcriptase reversa e integrase  A 

atividade da transcriptase reversa é fundamental ao ciclo replicativo do HIV uma vez 

que é responsável pela síntese de DNA a partir do RNA viral, sendo uma DNA 

polimerase RNA-dependente. Do mesmo modo que para o VHC, a ausência de 

atividade de reparo da transcriptase reversa impede a correção de possíveis erros 

que possam ocorrer durante a síntese de DNA, o que conseqüentemente leva a uma 

elevada taxa de mutações (CONNOR e HO, 1992). 
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O gene env codifica uma poliproteina de 160 KDa que sofre clivagem 

originando a glicoproteina de superfície gp120 e a glicoproteina transmembrana 

gp41(CONNOR e HO, 1992). 

                

Figura 5: Esquema representativo da estrutura do Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), 

evidenciando RNA viral, capsído, envelope, glicoproteinas de membrana e a enzima transcriptase 

reverá.. (Adaptado de amorporenfermagem.blogspot.com) 

 

Enquanto intensas variações nas sequências gag e pol podem conduzir a 

formação de vírus inviáveis, as sequências env aceitam maior número de variações, 

muitas das quais auxiliam no escape do sistema imunológico do hospedeiro 

(STARCICH et al., 1986).  

 Foram identificados dois tipos de HIV, HIV-1 e HIV-2, (BICUDO, 2006), sendo 

que o HIV-1 é subdividido em três grupos: M, O, e N. O grupo mais freqüente, M, é 

ainda subdividido em vários subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K), além de formas 

recombinantes circulatórias (CRFs) (APETREI, 2004). 
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O HIV-1 e o HIV-2 estão envolvidos em diferentes padrões da doença, sendo 

que a infecção pelo HIV-2 é caracterizada por muito mais tempo assintomático, 

menor carga viral plasmática, mais lento declínio de células T CD4 e menor taxa de 

mortalidade por aids (SIMON et al., 1993; KANKI et al., 1994; MARLINK et al., 1994; 

POPPER et al., 1999; GOTTILIEB et al., 2002). 

Assim, a diferença fundamental entre dois tipos de HIV reside no grau de 

replicação viral, e presume-se que a imunidade do hospedeiro contribui muito para o 

controle bem sucedido da infecção (ZHENG et al., 2004). 

A coinfecção VHC/HIV acelera a velocidade de progressão de ambas as 

doenças, dificultando a resposta imunológica do hospedeiro. A infecção pelo VHC e 

o rápido curso natural da infecção, juntamente com a imunossupressão debilitação 

imunológica causada pelo HIV, reduz o comprometimento hepático da doença de 30 

para sete anos, e aumenta o risco de evolução de cirrose e hepatocarcinoma, que é 

uma das causas de óbito dos pacientes com HIV (MAIER; WU, 2002; ROSADO et 

al., 2001). 

Ainda não existem estudos que correlacionem o polimorfismo dos sistemas 

HPA e a coinfecção VHC/HIV, bem como, se existe influência deste polimorfismo na 

progressão da fibrose e na resposta ao tratamento em indivíduos coinfectados. 
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ABSTRACT    

 

AIM: To evaluate the associations of Human Platelet Antigen (HPA) 

polymorphisms -1, -3 and -5 with HIV/HCV coinfection. MATERIALS AND 

METHODS: In this study were included 60 HIV/HCV-coinfected patients from the Sao 

Paulo State health service centers. Data reported by Verdichio-Moraes et al (2009) 

were used as the non-infected and HCV monoinfected groups to evaluate the 

association of HPA -1, -3 and -5 in HIV/VHC coinfected patients. HPA genotyping 

was performed in 60 HIV/HCV coinfected patients by PCR-SSP or PCR-RFLP. HIV 

subtyping and HCV genotyping was performed by RT-PCR followed sequencing. The 

data analyses were performed using the χ2 test or Fisher’s Exact Test and the 

logistic regression model. RESULTS: HIV/HCV coinfected patients presented HCV 

either genotype 1 (78.3%) or non-1 (21.7%) and HIV either subtype B (85.0%) or 

non-B (15%). The HPA-1a/1b genotype was more frequent (p<0.05) in HIV/HCV 

coinfection than in HCV monoinfection and the allelic frequency of HPA-5b in the 

HIV/HCV coinfected patients was lower (P<0.05) than in HCV monoinfected cases 

and non-infected individuals. These data suggest that HIV presence may have 

influenced the interaction of HCV with platelets. On the other hand, HPA-5a/5b was 

more frequent (p<0.05) in HIV/HCV coinfected and HCV monoinfected groups than in 

the non-infected individuals, suggesting that this platelet genotype is related to HCV 

infection, regardless of HIV presence. CONCLUSION: Results suggest that the HPA 

profile in HIV/HCV coinfected individuals differs from the one of both HCV 

monoinfected and non-infected population. So, the HPA polymorphism can be a 

genetic marker associated with HIV/HCV coinfection. 
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INTRODUCTION       

 

           Hepatitis C is currently one of the most relevant health problems in the world, 

and its pathogen, Hepatitis C Virus (HCV) is known to be infecting approximately 170 

million people [Lauer and Walker, 2005] of which 40% are coinfected with Human 

Immunodeficiency Virus (HIV) [Dieterich, 1999]. In Brazil, the HIV/HCV coinfection 

ranges from 16 to 50% [Mendes-Correa et al., 2001; Pavan et al., 2003; Monteiro et 

al., 2004; Pereira et al., 2006] of all cases. 

HIV/HCV coinfection leads to a faster evolution of both infections including more 

rapid progression of hepatic fibrosis [Soto et al., 1997; Benhamou et al., 1999; 

Graham et al., 2001] and advanced immunosuppression due to HIV disease [Fleming 

et al., 2003; Rauch el al., 2007].  

Although different viral and environmental factors influence the HIV and HCV 

infections, the host’s genetic polymorphisms have already been found as associated 

to both infections [Andrade and Andrade, 2004; Fellay, 2009]. Apart from HLA genes, 

other genetic polymorphisms were already described in HCV monoinfection and 

some of them are the alterations in TNF-α promoter [Hohler et al., 1998], 

hemochromatosis gene (HFE)  [Gehrke et al., 2003], modifying growth factor-beta 1 

(TGF-β1) [Powell et al., 2000]  and several other genes that encodes cytokines 

[Turner et al., 1997; Ge et al., 2009]. However, genetic polymorphisms associated to 

Hepatitis C is not exclusively found in genes that encode proteins that are expressed 

in the liver tissue [Powell, 2000], which is the major target of the virus. 

Despite the fact that the liver is considered the major target of the HCV 

infection , other cells such as B- and T-lymphocytes [Pavio and Lai, 2003] 

monocytes/macrophages [Muller et al., 1995] and dendritic cells [Goutagny et al., 

2003] have already been seen infected by the virus.  It has been reported that 

platelets can carry both HCV [Hamaia et al., 2001] and HIV [Lee et al., 1993]. Since 

platelets do not have HCV receptors, other proteins on their surface could be 

involved in this process. Possible candidates include the adhesion molecules 

denominated integrins because they have already been associated with the entry of 

other viruses into their target cells [Bergelson et al., 1992].  

Integrins are proteins found on the platelet surface that express polymorphic 

segments called Human Platelet Antigens (HPA) [Bussel and Kaplan, 1998]. There 
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are several HPA systems but the HPA-1 to -5 [Metcalfe, 2004] have been associated 

with platelet diseases (Muller-Eckhardt et al., 1990), myocardial infarction [Zotz et al., 

2005], stroke [Reiner et al., 2000] and arterial thrombotic disease [Gonzalez-

Conejero et al., 1998]. These HPA systems are biallelic [Muller-Eckhardt et al., 1990] 

and the polymorphism of these antigens is due to the single nucleotide substitution in 

the gene which, in turn, leads to the substitution of a single amino acid in the protein 

on the platelet surface [Metcalfe et al., 2003]. The HPA -1 (bp T196C, amino acid 

Leu33Pro), -3 (bp T2622G, amino acid Ile843Ser), -4 (bp G526A, amino acid 

Arg143Gln) and -5 (bp G1648A, amino acid Glu505Lys) systems reside in integrins 

[Lucas and Metcalfe, 2000]. 

Recently, a study demonstrated an association between allele HPA -5b and 

HCV infection in monoinfected patients [Verdichio-Moraes et al., 2009], but the role 

of genetic factors in HIV/HCV coinfection and the role of these factors are still little 

known.  

In this context, the association between HPAs and HCV/HIV coinfected 

patients can determine the existence of the most frequent HPA profile in coinfection. 

The aim of this study was to determine the frequency of HPA-1, -3 and -5 (the HPA -

4b allele is very rare in Brazil) [Toralles-Pereira et al., 2005] in patients coinfected 

with HIV and HCV.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Study Population 

Aliquots of EDTA-anticoagulated peripheral venous blood were collected from 

60 HIV/HCV-coinfected patients from the Sao Paulo State health service centers. 

Inclusion criteria were the presence of HIV and HCV infections confirmed by RT-

PCR. This study was approved by the Research Ethics Committee of Botucatu 

School of Medicine, UNESP. Data reported by Verdichio-Moraes et al. [2009] were 

used as the non-infected and HCV monoinfected groups [Verdichio-Moraes et al., 

2009]. The characteristics of the subjects included in this study are summarized in 

Table I.  
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HIV and HCV detection 

To confirm HIV and HCV infection and to perform the HCV genotyping and 

HIV subtyping, viral RNA was isolated from plasma using QIAamp RNA Viral Mini Kit 

(Qiagen, Valencia, CA, USA) and used as input in RT-PCR followed sequencing. HIV 

infection was confirmed using V3 loop gene according to the method of Delwart et al. 

[1995] while HCV infection was verified using the 5’UTR genomic region as 

described by Garson et al. [1990]. Samples with HCV RNA undetected in serum 

could not be genotyping. 

HPA Genotyping 

Genomic DNA was isolated from whole blood using a commercial Brasilica kit 

(LGC Biotecnologia, Brazil). HPA-1 and -3 were genotyped by PCR sequence-

specific primers according to Klüter et al. [1996], using the C-reactive protein gene 

(CRP) as the internal positive control in all reactions. The HPA -5 was genotyped by 

PCR-restriction of fragment length polymorphism according to Kalb et al. [1994]. A 

negative control was performed in all PCR assays. 

Data Analysis 

The Hardy–Weinberg equilibrium test was carried out to evaluate the 

distribution of allelic frequencies of HPA-1, -3 and -5 in HIV/HCV coinfected, HCV 

monoinfected and healthy groups. Inicially, for the univariate analysis, it was used the 

χ
2 test or Fisher’s Exact Test to investigate possible associations regarding HPA 

genotypes, alleles and HIV/HCV coinfection (software SAS for Windows v. 9.2). Later 

on, it was adjusted using logistic regression model when p-value in the univariate 

analysis was lower than 0.20. The level of significance for all statistical tests was set 

at 0.05. 

 

RESULTS 

There was no significant difference in allelic and genotypic frequencies of HPA 

-1 system when HIV/HCV coinfected patients were compared to both HCV 

monoinfected patients and non-infected individuals (Table II and III). However, when 

comparing just the HIV/HCV coinfected group and the HCV monoinfected one by 
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logistic regression model, the HPA -1a/1b genotype was found to be significantly 

more frequent in HIV/HCV coinfection (P=0.0237) (Table III).  

There was a deviation from Hardy–Weinberg equilibrium in the HPA-5 system. 

The allelic frequency of HPA-5b in the HIV/HCV coinfected patients was found to be 

significantly higher (P<0.05) than both HCV monoinfected ones and non-infected 

individuals (Table II and III). Although the genotypic frequency of HPA 5a/5b was 

found to be significantly more frequent in HIV/HCV coinfection than in the non-

infected individuals, there was no significant difference in the frequency of this 

genotype between HIV/HCV coinfected and HCV monoinfected patients (data not 

shown). 

 

DISCUSSION 

 Despite the fact that genetic polymorphisms have already been described for 

both HCV and HIV infection [Andrade and Andrade, 2004], most studies have been 

done with monoinfected individuals, and the role of such polymorphism in HIV/HCV 

coinfected patients are still little known. 

The knowledge of genetic polymorphisms in HIV/HCV coinfected patients is of 

utmost importance since HIV/HCV coinfection is quite common and when it occurs, 

the prognostic of both infections is worsened [Soto et al., 1997; Benhamou et al., 

1999; Graham et al., 2001; Fleming et al., 2003; Rauch et al., 2007]. Hence, 

understanding the genetic factors related to this condition may contribute to the 

improvement in the assistance and/or follow-up of coinfected individuals. 

The relation between HPA system polymorphism and HCV monoinfection has 

already been described previously [Verdichio-Moraes et al., 2009]. HPA is expressed 

in platelets [Metcalfe et al., 2003], that may carry the HCV in the bloodstream 

[Hamaia and Allain, 2001]. Taking into consideration that fibronectin, which are 

adhesion molecules, have already been associated to the bonding of HCV to the 

platelet [Pugliese et al., 2004]. Proteins of the integrin family may as well be related 

to this bonding process once integrins in which HPA reside have already been 

described as viral receptors [Bergelson et al., 1992; Wickham et al., 1993)]  

In this study, HPA -1a/1b genotype was more frequent in the HIV/HCV 

coinfection than in the HCV monoinfection, thus suggesting that the HIV presence 
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may have altered the interaction of HCV and platelets that had such genotype since 

this frequency standard was not seen in HCV monoinfected individuals when 

compared to non-infected individuals. 

When the HPA-5 system allele frequency was evaluated, it was noticed that 

there was a higher frequency of HPA-5b allele in HIV/HCV coinfected patients if 

compared to both HCV monoinfected group and non-infected. Bearing in mind that 

the study of HPA polymorphism in other diseases have already shown that changes 

in the allele frequency may lead to protein structural changes and, hence, change its 

function [Santoso et al., 1998], the frequency change found in this study may, on the 

same way, suggest that HPA polymorphism may change the virus interaction with the 

platelets and change the transportation process. This result suggests that the HIV 

presence may have influenced the HCV interaction with the platelets. It still remains 

unknown the mechanisms through which this virus-platelet interaction change may 

have occurred.  

On the other hand, results concerning HPA-5a/5b genotype showed no 

frequency difference between HCV monoinfected individuals and HIV/HCV 

coinfected ones. However, both groups presented higher frequency of such genotype 

when compared to non-infected. These data suggest that this platelet genotype may 

be connected to the HCV infection, regardless of HIV presence. 

In conclusion, the HPA polymorphism can be a genetic marker associated with 

HIV/HCV coinfection. 
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Tables: 

Table I: Demographic and virological characteristics of HIV/HCV coinfected 

patients, HCV monoinfected patients and Non-infected. 

Characteristics 

HIV/HCV Coinfected 

patients 

(N = 60) 

HCV Monoinfected 

patients[34] 

(N = 191) 

Non-infected [34] 

 

(N=257) 

Age, years  [median 

(IQR)] 

38.1 (35-41.25) 44.8 (36-52) 34.0 (27-40) 

Sex, Male [N (%)] 40 (66.67) 134 (70.16) 191 (74.32) 

HCV Genotype   [N (%)] 

     Genotype 1 

     Genotype non-1 (2 or 3) 

Non-genotyped**  

 

47 (78.3) 

13 (21.7) 

0 (00.0) 

 

110 (57.6) 

69 (36.1) 

12 (6.3) 

 

Non applicable 

Non applicable 

Non applicable 

HIV Subtype [N (%)] 

     Subtype B (B pure) 

     Subtype non-B 

 (F or BF recombinant) 

 

51 (85.0) 

09 (15.0) 

 

Non applicable 

Non applicable 

 

Non applicable 

Non applicable 
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Table II:  Allelic and Genotypes Frequencies for HPA-1, -3 and -5 in HIV/HCV 

coinfected patients (n=60) compared with HCV monoinfected patients (n=191) and 

Non-infected (n=257). 

 

 

  

HIV/HCV-coinfected (%) 

 

HCV-infected (%) 

 

 Non-infected (%) 

 

p value 

 

Alleles     

1a 101 (84.17) 337 (88.21) 436 (84.82) 0.2839 

1b 19 (15.83) 45 (11.78) 78 (15.18) 

3a 89 (74.17) 268 (70.15) 340 (66.14) 0.1687 

3b 31 (25.83) 114 (29.84) 174 (33.86) 

5a 101 (84.17) 329 (86.12) 467 (90.85) 0.0266 

5b 19 (15.83) 53 (13.88) 47 (9.14) 

 

Genotypes 

    

1a/1a 42 (70.00) 154 (80.63) 188 (73.20) 0.1165 

1a/1b 17 (28.33) 29 (15.18) 60 (23.20) 

1b/1b 01 (1.67) 8 (4.19) 9 (3.50) 

3a/3a 35 (58.33) 103 (53.93) 119 (46.30) 0.3472 

3a/3b 19 (31.67) 62 (32.46) 102 (39.70) 

3b/3b 06 (10.00) 26 (13.61) 36 (14.00) 

5a/5a 41 (68.33) 139 (72.77) 212 (82.50) 0.0211 

5a/5b 19 (31.77) 51 (26.7) 43 (16.70) 

5b/5b 0 (00.00) 1 (0.53) 2 (0.80) 
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Table III: Influence of the HPA -1a/1b genotype and HPA -5b allele in HIV/HCV 

coinfected patients in relation to HCV monoinfected and Non-infected – Binomial 

Logistic Regression Model, confidence interval of 95%. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HPA -1a/1b genotype χχχχ2 p-value 

HIV/HCV Coinfected versus   Non-infected 0.66 0.4182 

HIV/HCV Coinfected  versus   HCV Monoinfected 5.11 0.0237 

HPA -5b allele   

HIV/HCV Coinfected  versus    Non-infected 11.10 0.0009       

   

HIV/HCV Coinfected  versus  HCV Monoinfected 14.72 0.0001 
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AVALIAÇÃO DO POLIMORFISMO HPA DOS SISTEMAS HPA-1, -3 E -5,  

NA PROGRESSÃO DA FIBROSE EM PACIENTES COINFECTADOS VHC/HIV. 

 

RESUMO  

 

Além de fatores virais e do hospedeiro a progressão da fibrose hepática resultante 

da infecção pelo Vírus da Hepatite C (VHC) tem sido relacionada a polimorfismos 

genéticos do hospedeiro. Nesta linha, recentemente polimorfismos dos Antígenos 

Plaquetários Humanos (HPA) foram associados à progressão para fibrose em 

pacientes monoinfectados pelo VHC. Alguns destes antígenos HPA residem em 

proteínas da família das integrinas, cuja expressão, também, já foi associada à 

progressão da fibrose hepática. No entanto, estudos relacionando polimorfismos 

genéticos do hospedeiro em pacientes coinfectados com o VHC e o Vírus da 

Imunodeficiência Humana (HIV) são raros e, não há nenhum estudo relacionando  

polimorfismos HPA com progressão para fibrose. Assim, o objetivo deste estudo foi 

avaliar possíveis associações dos polimorfismos dos sistemas HPA-1, -3 e -5, que 

residem em integrinas, na progressão da fibrose hepática em indivíduos 

coinfectados VHC/HIV. DNA Genômico de 56 pacientes coinfectados VHC/HIV foi 

utilizado como fonte para genotipagem dos sistemas HPA -1 e -3 por PCR-SSP, e 

HPA -5 por PCR-RFLP. Progressão da fibrose foi avaliada utilizando o escore de 

METAVIR, sendo constituídos dois grupos: Grupo 1 (G1): pacientes coinfectados 

VHC/HIV com baixo grau de fibrose (F1, fibrose portal sem septos ou F2, com 

poucos septos) e Grupo 2 (G2): pacientes coinfectados VHC/HIV com fibrose 

avançada (F3, numerosos septos ou F4, cirrose). Um grupo controle, do estudo de 

Silva e colaboradores (2012), constituído por pacientes monoinfectados pelo VHC 

com baixo grau de fibrose (F1 ou F2) e fibrose avançada (F3 ou F4) foi utilizado para 

as análises realizadas neste estudo. O Teste Exato de Fisher foi utilizado para 

avaliar possíveis associações entre o polimorfismo dos sistemas HPA -1, -3 e -5 e a 

progressão para fibrose, utilizando um nível de significância de 5%. Não houve 

desvio do equilíbrio de Hardy–Weinberg em todos os sistemas HPA avaliados. Não 

foram encontradas diferenças estatisticamente significativas na distribuição de 

freqüências alélicas e genotípicas dos sistemas HPA estudados entre G1  e G2, 

mostrando que, na coinfecção VHC/HIV, a associação do polimorfismo HPA com 
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progressão para fibrose, observada no monoinfectado VHC, é perdida, sugerindo 

que a presença do HIV afeta, de alguma forma, esta associação. 

 

INTRODUÇÃO 

A infecção pelo Vírus da Hepatite C (VHC) constitui um problema de saúde 

pública e, o (STRAUSS, 2001) comprometimento hepático pode ocorrer 

gradativamente a medida que a fibrose evolui, caracterizada pelo acúmulo 

progressivo de matriz extracelular (MEC) no fígado (FATTOVICH, et al. 1997).  

A progressão da fibrose se encontra na dependência de diferentes fatores 

virais e, do hospedeiro. Sexo, idade à infecção, consumo de álcool, coinfecção com 

o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) e Vírus da Hepatite B (VHB) já foram 

associados à progressão da fibrose (POYNARD et al., 2001, FREEMAN et al., 2001; 

SEEF, 2002). Da mesma forma, fatores genéticos do hospedeiro também vêm 

sendo relacionados a esta progressão. Além do Antígeno Leucocitário Humano 

(HLA), outros polimorfismos genéticos como no gene da interleucina 10 (IL-10), fator 

de necrose tumoral (TNF-α), angiotensinogênio, fator de crescimento transformante 

β1 (TGF-β1) já foram associados à progressão da fibrose em pacientes 

monoinfectados pelo VHC (POWELL et al., 2000). Na mesma linha a expressão de 

algumas integrinas também tem sido relacionada à evolução da fibrose (NEJARI et 

al., 2001; POPOV et al., 2008).  

As integrinas são proteínas transmembranas heterodiméricas (CARLONI, et 

al., 1996), que estão presentes em vários tipos celulares, incluindo as plaquetas 

(TAKADA, 2007) e células estreladas do fígado (RACINE-SAMSON et al., 1997. 

GAO; BRIGSTOCK, 2004).  

As integrinas presentes na membrana plaquetária, expressam vários tipos de 

antígenos em sua superfície, dentre os quais tem recebido considerável destaque os 

antígenos plaquetários humanos, do inglês, Human Platelet Antigens (HPA) 

(SCHOROEDER; RAYNER, 1993).  Existem vários sistemas HPA, dentre os quais 

os mais estudados que residem em integrinas são o HPA -1, -3, -4 e -5 (METCALFE 

et al., 2003). 
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Os antígenos HPA são polimórficos na população e, o polimorfismo, na 

maioria destes antígenos, é devido à substituição de um único aminoácido na 

proteína, em conseqüência da substituição de um nucleotídeo no DNA (LUCAS; 

METCALFE, 2000; METCALFE et al., 2003). O polimorfismo de alguns sistemas 

HPA já foi associado a doenças envolvendo plaquetas (MULLER-ECJHARDT et al., 

1990) e, também a desordens que não envolvem distúrbios plaquetários como 

anemia falciforme (CASTRO et al., 2004), infarto do miocárdio (ROSENBERG et al., 

2002), e trombose venosa (RIDKER et al., 1997). Nos últimos anos, o polimorfismo 

HPA, também, tem sido associado a infecções virais como infecção pelo vírus da 

dengue (SOUNDRAVALLY; HOTI, 2007) e, pelo Vírus da Hepatite C em 

monoinfectados (VERDICHIO-MORAES et al., 2009) e coinfectados VHC/HIV 

(PICELLI, et al., no prelo). 

Nesta mesma linha, um estudo recente demonstrou uma associação do 

genótipo HPA -1a/1b com a evolução da fibrose em pacientes monoinfectados pelo 

VHC (SILVA et al., 2012). No entanto, não existem, ainda, na literatura científica 

mundial estudos que avaliem a associação do polimorfismo HPA com a progressão 

para a fibrose em pacientes coinfectados VHC/HIV e, embora, a influência dos 

fatores genéticos do hospedeiro já tenha sido bem documentada na infecção pelo 

VHC e na evolução da fibrose hepática, esses estudos apresentam como foco 

principal, pacientes monoinfectados pelo VHC.  

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar possíveis associações dos 

polimorfismos dos sistemas HPA-1, -3 e -5 [o alelo HPA -4b é raro no Brasil 

(TORALLES-PEREIRA et al., 2005)], na progressão da fibrose hepática em 

indivíduos coinfectados VHC/HIV. 

CASUÍSTICA E MÉTODOS 

Participaram deste estudo 36 pacientes coinfectados VHC/HIV, atendidos no 

SAE de Infectologia “Domingos Alves Meira” – FAMESP, e no Ambulatório de 

Hepatites da Disciplina de Gastroenterologia Clínica do Departamento de Clínica 

Médica, da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.  
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Foram incluídos nesse estudo pacientes maiores de 18 anos, que tenham 

realizado biópsia hepática, com coinfecção VHC/HIV comprovada por técnicas de 

Biologia Molecular, não portadores de doenças hepáticas e qualquer outra etiologia, 

e que forneceram seu consentimento livre e esclarecido por escrito. Também foram 

incluídos pacientes já falecidos que possuíam material excedente da rotina 

armazenado no repositório do Laboratório de Biologia Molecular do Hemocentro, 

procedimento autorizado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Faculdade de Medicina 

de Botucatu, Unesp. 

Para as análises foram utilizados dois grupos de acordo com o grau de fibrose 

determinado pela biópsia hepática, a qual foi realizada utilizando agulha Menghini ou 

Tru-Cut. Os fragmentos foram analisados quando pelo menos oito espaços portais 

estavam presentes. O tecido foi submetido a coloração hematoxilina-eosina, tricromo 

Masson e reticulina. As biópsias foram analisadas por um patologista, utilizando o 

sistema METAVIR de classificação (POYNARD et al., 1997).  Os grupos constituídos 

foram Grupo 1 (G1): pacientes coinfectados VHC/HIV com baixo grau de fibrose (F1, 

fibrose portal sem septos ou F2, com poucos septos) e Grupo 2 (G2): pacientes 

coinfectados VHC/HIV com fibrose avançada (F3, numerosos septos ou F4, cirrose).  

Os pacientes também foram classificados de acordo com o genótipo VHC 

circulante em genótipo 1 e não 1 (genótipo 2 ou 3) e; subtipo HIV em B e não B 

(qualquer outro subtipo diferente de B). Parâmetros como idade, sexo, tempo de 

infecção, definido como tempo entre a provável data da infecção e a data da biópsia 

(parâmetro avaliado para 27 dos 36 pacientes estudados), consumo de álcool, 

definido como superior a 40g/dia para mulheres e 80g/dia para homens (parâmetro 

avaliado para 29 dos 36 pacientes). Todos estes dados foram retirados dos 

prontuários médicos dos pacientes incluídos no estudo. 

Para confirmar a coinfecção dos vírus do HIV e VHC foram realizadas 

genotipagem do VHC e subtipagem do HIV. RNA viral foi isolado do plasma usando 

QIAamp RNA Viral Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) e utilizado como fonte para 

RT-PCR seguida de seqüenciamento. A infecção pelo HIV foi confirmada usando o 

gene da alça V3 de acordo com o método de Delwart et al. 1995, enquanto anti-VHC 

foi verificada usando a região genomica 5'UTR conforme descrito por Garson et al. 

1990.  
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DNA genômico foi isolado a partir de sangue total usando o kit comercial Axy 

Prep Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Scientific,Inc, Union City, CA, USA) 

e, utilizado para genotipagem HPA-1 e -3 por PCR-SSP de acordo com Kluter et al 

(1996), e HPA -5 por PCR-RFLP de acordo com Kalb et al  (1994).  

Equilíbrio de Hardy-Weinberg foi usado para verificar a distribuição das 

frequências alélicas dos HPA -1, -3 e -5 de acordo com o grau de fibrose. O Teste 

Exato de Fisher foi utilizado para investigar possíveis associações entre as 

freqüências alélicas e genotípicas dos HPA -1, -3 e -5 de acordo com o grau de 

fibrose entre pacientes coinfectados VHC/HIV e monoinfectados VHC. O nível de 

significância estatístico utilizado em todos os testes foi de 0,05.  

RESULTADOS  

Dos 36 pacientes incluídos neste estudo, 26 (72,22%) eram do sexo 

masculino, com idade média de 44,19 anos e média de tempo de infecção de 13,4 

anos (parâmetro avaliado para 27 dos 36 casos devido à ausência de informações 

sobre a data provável da infecção para nove pacientes). Dos 36 pacientes incluídos 

no estudo, 33 (91,66%) eram portadores de genótipo 1 do VHC, 03 (8,34%) não 1 (2 

ou 3). Quanto ao subtipo HIV, 32 (88,90%) eram do subtipo B e 02 (5,55%) não B (F 

ou recombinante BF), 02 amostras não foram subtipadas para o HIV devido a 

limitações da técnica empregada (Tabela I).  

 Quanto ao grau de fibrose, 23 (63,89%) dos pacientes foram incluídos em G1 

(F1 ou F2) e, 13 (36,11%) em G2 (F3 ou F4). O uso abusivo de álcool foi observado 

em 15 (31,91%) dos 47 pacientes avaliados para este parâmetro (dado não 

mostrado) 
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Tabela I: Características demográficas e virológicas dos pacientes coinfectados VHC/HIV 

incluídos no estudo (n=36). 

 
VHC: Vírus da Hepatite C; HIV: Vírus da Imunodeficiência Humana; IQR: Intervalo Interquartil 

 

 

Não houve desvio do equilíbrio de Hardy–Weinberg em todos os sistemas 

HPA avaliados. Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas na 

distribuição de freqüências alélicas e genotípicas dos sistemas HPA estudados entre 

G1 (F1 ou F2) e G2 (F3 ou F4) entre pacientes coinfectados VHC/HIV (Tabela II).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Características Pacientes Coinfectados VHC/HIV (N = 36) 

Idade, anos  [média (IQR)] 44,19 (38,75-49,25) 

Sexo, Masculino [N (%)] 26 (72,22) 

                         Genótipo  VHC [N (%)] 

Genótipo 1 

Genotipo não-1 (2 ou 3) 

 

33 (91,66) 

03 (08,34) 

Subtipo HIV [N (%)] 

Subtipo B (B puro) 

Subtipo não-B (F ou BF recombinantes) 

Não subtipados 

 

Fibrose [N (%)] 

G1 (F1-F2) 

G2 (F3-F4) 

 

32 (88,90) 

02 (05,55 ) 

02 (05,55) 

 

 

23 (63,89) 

13 (36,11) 
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Tabela II: Frequência Alélica e Genotípica dos HPA-1, -3 e -5  em pacientes coinfectados 

VHC/HIV (n=36) nos grupos G1 (F1 e F2) , e G2 (F3 e F4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Nenhum genótipo HPA -5a/5b foi encontrado na população estudada. Análise realizada pelo Teste 
Exato de Fisher. 

 
 

 

 

 

Fibrose 

 

G1 (n=23) 

 

G2 (n=13) 

 

p- value 

 

Alelos    

1a                             36 22 p= 0,5129 

1b                             10 04 

3a                             28 20 p= 0,1652 

3b                             18 06 

5a                             42 25 p= 0,4369 

5b                             04 01 

Genótipos    

1a/1a                                  14 10 p= 0,4296 

 
 
 

1a/1b                                               08 02 

1b/1b                      01 01 

3a/3a                      08 08 p=0,4262 

3a/3b                      12 04 

3b/3b                      03 01 

5a/5a                      19 12 p= 0,6336 

5a/5b                     04 01 
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DISCUSSÃO 

          A progressão da fibrose hepática na infecção pelo Vírus da Hepatite C (VHC) 

já foi associada a fatores como, sexo, ingestão de álcool, idade e idade à infecção 

(POYNARD et al., 2000; FREEMAN et al., 2001; SEEF et al., 2002). Fatores 

genéticos também já foram relacionados a evolução do processo fibrótico no fígado 

infectado pelo vírus (POWELL, 2000). 

 O desenvolvimento da fibrose ocorre, principalmente, pela atividade das 

células estreladas do fígado (GABELE et al., 2003; FRIEDMAN, 2003) e, a ativação 

destas células já foi relacionada a regulação por proteínas da família das integrinas 

(NEJARI et al., 2001; POPOV et al., 2008), algumas das quais são expressas nas 

células estreladas hepáticas (RACINE-SAMSON et al., 1997. GAO; BRIGSTOCK, 

2004).  Desta forma, modificações conformacionais em integrinas podem alterar o 

desenvolvimento e a progressão da fibrose. 

 Nas integrinas residem alguns antígenos polimórficos, os HPA -1, -3 e -5 e, o 

polimorfismo destes antígenos pode modificar a estrutura tridimensional da proteína 

e, dessa forma interferir na progressão para fibrose. 

 Nesta linha, um estudo já demonstrou que, em pacientes monoinfectados pelo 

VHC, o genótipo HPA -1a/1b se relaciona a progressão mais rápida para fibrose e, 

consequentemente menor é o tempo para o processo fibrótico atingir níveis F3 ou F4 

(SILVA et al., 2012). 

 No entanto, este estudo, bem como outros estudos que correlacionam outros 

fatores genéticos à progressão para fibrose foram realizados em pacientes 

monoinfectados pelo VHC, sendo que este estudo é pioneiro na investigação da 

associação do polimorfismo HPA e progressão para fibrose em coinfectados 

VHC/HIV. Os resultados aqui obtidos diferem do obtido por Silva e colaboradores 

(2012) e sugerem que o polimorfismo HPA não se correlaciona à progressão da 

fibrose em coinfectados VHC/HIV. 

 Os resultados aqui obtidos mostram que, de alguma forma, na coinfecção 

VHC/HIV a associação do polimorfismo HPA é perdida, sugerindo que a presença 

do HIV pode afetar esta associação. 

Arthos e colaboradores (2008) demonstraram que o HIV interage com 

integrinas na superfície celular do linfócito T no inicio da infecção, evidenciando que 

o HIV apresenta afinidade com proteínas da família das integrinas.  Nesta linha de 
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raciocínio, pode-se sugerir que o HIV tendo afinidade por integrinas, poderia 

associar-se a estas moléculas, constituindo um obstáculo a interação VHC com 

integrinas nas células estreladas do fígado e, a associação do HPA com a 

progressão para fibrose observada em monoinfectados VHC pode ter sido perdida 

pela presença do HIV, hipótese que deve ser investigada com a realização de novos 

estudos nesta linha de pesquisa. 
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