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Resumo

Devido à similaridade nas rotas de trans-

missão, a co-infecção HIV/HCV é freqüen-

te, afetando em média 30 a 50% dos porta-

dores de HIV. O presente estudo visou ava-

liar uma possível associação entre os

subtipos do HIV e genótipos do HCV em

pacientes co-infectados, com base na aná-

lise das freqüências em pacientes mono e

co-infectados. Para determinação da fre-

qüência dos subtipos HIV e genótipos HCV,

foram analisados respectivamente 124 e 496

pacientes mono-infectados. O estudo da

co-infecção foi realizado num grupo de 150

pacientes HIV positivos e esteve presente

em 22 (14,7%) dos pacientes. A freqüência

dos subtipos do HIV-1 em mono-infectados

foi: subtipo B (85,5%), subtipo F (12,9%) e
recombinante B/F (1,6%), enquanto nos

genótipos HCV foi: 1a (25%), 1b (29,4%), 1a/

1b (3,6%), 3a (35%), 2 (1,8%) e 5 (0,4%). Nos
co-infectados o padrão de distribuição dos

subtipos HIV-1 é semelhante aos mono-

infectados, ou seja, subtipo B (85,0%), se-
guido do subtipo F (15,0%). A distribuição

de freqüência de genótipos HCV nos co-

infectados foi: 1a (36,3%), 1b (27,3%), 1a/1b
(9,1%) e 3a (27,3%) mostrando um aumen-

to de 10% na freqüência do genótipo 1, que-

da de 7,7% no genótipo 3 e ausência de ou-
tros genótipos. A análise estatística de as-

sociação entre os subtipos HIV e genótipos

HCV (Goodman) mostrou que no genótipo
1 (HCV) ocorreu predominância do subtipo

B, enquanto no genótipo 3 (HCV) a distri-

buição dos subtipos B e F (HIV-1) foi casu-
al. Isto aponta para a necessidade de mais

estudos desse grupo e um maior valor

amostral.
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Introdução

Devido à similaridade nas rotas de

transmissão, a co-infecção HIV/HCV é re-

lativamente freqüente, afetando 30 a 50%

dos portadores de HIV1.

O HIV, um retrovírus, e o HCV, um

flavivírus, são ambos vírus de RNA, têm

distribuição mundial, conduzem à infec-

ção subclínica crônica2, apresentam geno-

mas altamente polimórficos como conse-

qüência de altos níveis de mutações3, e

podem ser diagnosticados utilizando-se

métodos sorológicos e moleculares4-6.

A co-infecção induz a um pior prognós-

tico de ambas as infecções, dificultando a

resposta imunológica do hospedeiro. Nes-

te contexto, a debilitação imunológica cau-

sada pelo HIV acaba conduzindo à evolu-
ção da infecção pelo HCV e rápido curso

natural da infecção, reduzindo de aproxi-

madamente 30 para sete anos o compro-
metimento hepático com aparecimento de

cirrose e hepatocarcinoma, que constitu-

em causa de morte em pacientes infec-
tados com HIV7,8.

Do mesmo modo, o HCV parece dimi-

nuir o tempo para o aparecimento de aids
e morte, dificultando a reconstituição do

sistema imunológico e elevando o risco de

hepatotoxicidade. O comprometimento
hepático decorrente da infecção pelo HCV

é agravado pela utilização de drogas inte-

grantes da Terapia Anti-retroviral de Alta
Atividade (HAART)9, que são hepato-

tóxicas. O risco de hepatotoxicidade

induzida por drogas em co-infectados é de
três a quatro vezes superior aos mono-

infectados, o que parece estar diretamen-

te relacionado à severidade da doença he-
pática10.

Tanto o HCV como o HIV podem ser

subdividos em diferentes genótipos e

subtipos, que apresentam diferentes níveis

de divergência das seqüências originais do

vírus, dependendo da região genômica

estudada, resultantes de erros durante a

replicação viral causadas pela ausência de

atividade de reparo da enzima RNA poli-
merase11-13

.

Abstract

HIV/HCV co-infection is a frequent event

due to the similarity of the means of

transmission of both viruses; 30-50% of

HIV infected individuals are co-infected1.

This paper assesses the possible associ-

ation among HCV and HIV genotypes in

co-infected patients based on frequency

distribution in mono and co-infected

patients. To determine HIV and HCV

genotype frequency 124 and 496 respec-

tively, mono infected patients were analy-

zed. The study of co-infection was per-

formed in 150 HIV positive patients and 22

(14.7%) patients were found. The frequen-

cy of HIV-1 subtypes was 106 B subtype

(85.5%), 16 F (12.9%), and 2 B/F recom-

binant (1.6%); HCV genotypes were 1a
(25%), 1b (29.4%), 1a/1b (3.6%), 3a (35%),

2 (1.8%) and 5 (0.4%). The HCV genotype

could not be determined in 6.3% of sam-
ples using the technique. The HIV-1

subtype distribution standard was B

subtype (85.0%) and F subtype (15.0%) in
mono-infected as in co-infected. The

frequency distribution of HCV genotypes

in co-infected was 1a (36.4%), 1b (27.3%),
1a/1b (9.1%) and 3a (27.3%). These results

showed a 10% increase in frequency of 1a

genotype, 7.7% decrease in 3 genotype and
lack of other genotypes. The statistical

analysis of association of HCV genotypes

and HIV-1 subtypes (Goodman Test)
showed a predominance of the B HIV

subtype among HCV genotype 1, and

among HCV genotype 3 the distribution of
B and F HIV subtypes was casual. These

results suggest the need for further studies

in this group and larger samples.

Keywords:Keywords:Keywords:Keywords:Keywords: Co-infection HIV/HCV. Geno-
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O efeito dos diferentes genótipos do

HCV na co-infecção é controverso. Alguns

autores afirmam que a infecção por deter-

minados ou múltiplos genótipos do HCV

constitui um obstáculo ao tratamento pela

HAART14,15, enquanto outros referem não

existir nenhuma influência dos genótipos

do HCV na progressão da doença16,17.

O presente estudo visou avaliar uma pos-

sível associação entre os subtipos do HIV e

genótipos do HCV em pacientes co-infec-

tados, com base na análise das freqüências

em pacientes mono e co-infectados.

Material e Métodos

Critérios de inclusãoCritérios de inclusãoCritérios de inclusãoCritérios de inclusãoCritérios de inclusão

Para determinação da freqüência dos
genótipos HIV e HCV foram analisados res-

pectivamente 124 e 496 pacientes mono-

infectados, de ambos os sexos, maiores de
18 anos, de maneira aleatória, acompanha-

dos rotineiramente nos ambulatórios: 1)

Doenças Tropicais e Diagnóstico por Ima-
gem e 2) Hepato-Hemocentro, da Facul-

dade de Medicina de Botucatu, Unesp.

O estudo da co-infecção foi realizado
num grupo de 150 pacientes HIV positivos

de Botucatu e região, escolhidos também

de maneira aleatória, dos mesmos ambu-
latórios.

Este estudo teve aprovação do Comitê

de Ética em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP.

MetodologiaMetodologiaMetodologiaMetodologiaMetodologia

O RNA viral do HCV foi detectado pela

metodologia RT-PCR, utilizando-se Kit di-
agnóstico Amplicor da Roche®, seguindo

as especificações do fabricante.

A genotipagem do HCV foi realizada

analisando-se a região ultraconservada 5’

UTR com o Kit LiPA (Line Probe Assay –
Versant HCV Genotype – Bayer TM), segun-

do instruções do fabricante.

A subtipagem para o HIV-1 foi realizada

pela metodologia de seqüenciamento au-

tomático de DNA in house abaixo descrita.

Extração de DNA: Kit QIAmp DNA
Blood (Quiagen) segundo as especificações

do fabricante.

A amplificação foi realizada por Nested
PCR da região C2 da gp120 do envelope viral.

A primeira reação em Cadeia da Polimerase

(PCR) foi realizada utilizando uma mistura

contendo 1X Buffer, 2,5 mM de MgCl
2
,

0,4mM dNTP, 0,2pmol dos primers ED5 (5’

– ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG –

3’), e ED12 (5’ – AGTGCTTCCTGCTGCT

CCCAAGAACCCAAG – 3’)18, 2,5U de Taq
Recombinant DNA polimerase (Invitrogen)

e 150-200ng de DNA, num volume total de

reação de 50µL. A reação procedeu-se com

uma desnaturação inicial a 95°C por 10 mi-

nutos, 35 ciclos de 94°C-45 segundos, 55°C-

30 segundos, 72°C-30 segundos, e 1 ciclo para

extensão final de 72°C por 7 minutos. A Nested
– PCR foi realizada utilizando uma mistura de

reação contendo 1X Buffer, 2,5mM de MgCl
2

, 0,4mM dNTP , 0,2pmol dos primers ED31
(5’ – CCTCAGCCATTACACAGGCCTG

TCCAAAG – 3’), e ED33 (5’ – TTACAGTA

GAAAAATTCCCCTC – 3’)18, 2,5U de Taq
Recombinant DNA polimerase (Invitrogen)

num volume total de reação de 50µL. Adici-

onou-se, a seguir, 5 µL do produto amplifi-
cado na primeira reação. A reação procedeu-

se com uma desnaturação inicial a 95°C por

10 minutos, 35 ciclos de 94°C-45 segundos,
56°C-30 segundos, 72°C-30 segundos, e 1 ci-

clo para extensão final de 72°C por 7 minu-

tos. O produto da PCR foi purificado utilizan-
do-se o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega), obedecendo as

especificações do fabricante.

A reação de marcação fluorescente foi

realizada em microplaca de 96 poços, utili-

zando o Kit Big Dye (kit ABI Prisms™), se-
gundo especificações do fabricante. Foram

realizadas duas reações para cada amostra,

utilizando os primers ED31 e ED33. O pro-
duto da reação de marcação fluorescente

foi precipitado e lavado utilizando-se uma

solução de isopropanol a 65% seguida de

etanol 60% gelado. O DNA foi desnaturado

a 94ºC por dois minutos e as amostras fo-

ram ressuspensas com uma solução de

Loading Buffer e formamida e submetidas
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a uma eletroforese em gel de poliacrilamida

5% desnaturante conduzida no aparelho

ABI Prims™ 377 DNA Sequencer (Applied
Biosystems) para seqüenciamento.

A seqüência consenso foi submetida a

análise de subtipagem utilizando-se a fer-

ramenta genotyping disponível on line
pelo National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.

nih.gov/projects/genotyping/ formpage.

cgi). A análise dos resultados obtidos foi

realizada através de medidas descritivas

(percentual) e teste estatístico de qui-qua-

drado (X2)19. O estudo de associações en-

tre os genótipos do HCV e subtipos do HIV-

1 foi realizado utilizando-se o teste de

Goodman para contrastes entre e dentro

de populações multinomiais20,21.

Resultados

A freqüência de co-infecção HIV/HCV
no grupo de 150 pacientes analisados foi

de 14,7%.

A distribuição de freqüência dos genó-

tipos e subtipos virais em pacientes mono

e co-infectados pelo HIV / HCV está repre-

sentada na Tabela 1.

Em virtude de limitações das técnicas

empregadas não foi possível a determina-

ção dos subtipos HIV em 18,6 % em mono-

infectados e 9,1% dos co-infectados, o

mesmo ocorrendo com o HCV, onde não

foi possível a determinação dos subtipos

em 6,3% dos mono-infectados.

O estudo de associações entre os

genótipos do HCV e subtipos do HIV-1 esta

resumido na Tabela 2.

Discussão

A co-infecção HIV/HCV nas amostras
estudadas foi de 14,7%. Estimativas mun-

diais segundo alguns autores variam, en-

tre 4% e 90% dependendo da via de trans-
missão22.

Tabela 1 - Distribuição dos genótipos e subtipos virais em pacientes mono e co-infectados por
HIV –1/ HCV em Botucatu e região
Table 1- Genotype and subtype virus distributions in patients mono and co-infected by HIV-1 / HCV
in Botucatu and neighboring areas

Tipos do HIV Subtipos do HIV Mono-Infectados Co-Infectados

M B 106 (85,5%) 17 (85,0%)
F 16 (12,9%) 3 (15,0%)

B/F 2 (1,6%) 0
Total 124 (100%) 20 (100%)

Genótipos do HCV Subtipos Mono-Infectados Co-Infectados

1 1a 124 (25%) 8 (36,3%)
1b 146 (29,4%) 6 (27,3%)

1a/1b 18 (3,6%) 2 (9,1%)
não definido 24 (4,9%) 0

Total 312 (62,9%) 16 (72,7%)
2 2a/2c 0 0

2b 3 (0,6%) 0
não definido 6 (1,2%) 0

Total 9 (1,8%) 0
3 3a 173 (34,9%) 6 (27,3%)

3b 0 0
3c 0 0

Total 173 (34,9%) 6 (27,3%)
5 5a 1 (0,2%) 0

não definido 1 (0,2%) 0
Total 2 (0,4%) 0

Total 496 (100%) 22 (100%)
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A subtipagem do HIV pôde ser concluí-

da em 124 das 150 amostras analisadas, por

limitação da técnica empregada. A ausên-

cia de amplificação pode ser explicada pela

intensa taxa de mutação do HIV a cada ci-

clo replicativo, as quais não são corrigidas

pela ausência de atividade de reparo. Mui-
tas vezes, estas mutações têm lugar no sítio

de anelamento dos primers, impossibilitan-

do assim a amplificação por PCR. As se-
qüências de má qualidade ocorrem pela

coexistência de populações virais, o que

impossibilita seu seqüenciamento na au-
sência de outras abordagens técnicas capa-

zes de isolar as diferentes cepas, como a

clonagem.
A distribuição dos subtipos HIV em pa-

cientes mono-infectados na região de

Botucatu é semelhante aos relatados em
outros trabalhos brasileiros, mostrando

que o subtipo B ainda é o prevalente se-

guido pelo F23-25. Nos co-infectados o pa-
drão de distribuição de subtipos do HIV-1

é semelhante aos mono-infectados, ou

seja, predominância do subtipo B (85,0%),
seguido do F (15,0%). A ausência de

recombinantes B/F pode estar relaciona-

da à sua baixa freqüência na população e/
ou ao reduzido número de co-infectados

encontrados neste estudo. A análise esta-

tística aponta para uma tendência de au-

mento do subtipo F no grupo dos co-

infectados.

A distribuição dos genótipos HCV em

mono-infectados da região de Botucatu se-

gue o mesmo padrão do Estado de São Pau-

lo26 e de outros estados brasileiros27-29, ou
seja, uma maior freqüência do genótipo 1

seguido pelos 3 e 2, observando-se também

a presença dos genótipos 5 26,27,30. Compa-

rando-se a freqüência dos genótipos HCV

entre pacientes mono e co-infectados veri-

ficamos que nos co-infectados houve um

aumento de 10% no genótipo 1, uma que-

da de 7,7% do genótipo 3 e ausência de ou-

tros genótipos. Outros autores encontraram
em co-infectados HIV/HCV uma freqüên-

cia entre 40-55% do genótipo 1, 0,4 -1,7%

do genótipo 2, 20-30% do genótipo 3, 9-19%
do genótipo 415,16,31. No entanto, a análise

estatística pelo método de qui-quadrado

(X2) mostrou que o genótipo 2 sofreu maior
influência das duas variáveis (mono-infec-

ção e co-infecção)

O aumento na freqüência do genótipo
1 em co-infectados é motivo de preocupa-

ção, pois o tempo de tratamento preconi-

zado para este genótipo é mais prolonga-
do (12 meses) apresentando também uma

pior resposta terapêutica5.

Quando se considera a freqüência dos
subtipos do HCV em co-infectados, os

achados atuais são contraditórios. Alguns

autores15 encontraram uma freqüência
para o subtipo 1a (36,3%) semelhante à

obtida neste estudo enquanto outros au-

tores vêm descrevendo freqüências infe-
riores para os subtipos 1a (24,1%), 1b

(11,2%), 1a/1b (6,9%)16.

O estudo de associação entre parâmetros
constantes de Goodman não mostrou dife-

renças significativas entre os genótipos do

HCV, pois numa comparação entre os gru-
pos todas as categorias refletem uma situa-

ção de igualdade. Por outro lado, o compor-

tamento dos subtipos do HIV-1 não foi seme-
lhante, ou seja, no genótipo 1 (HCV) ocorreu

predominância do subtipo B (HIV-1) e no

Tabela 2 - Associação entre os subtipos do HIV e genótipos do HCV em pacientes co-infectados
HIV/HCV
Table 2 - Association between HIV subtype and HCV genotype in HIV/HCV co–infected patients

Subtipos HIV-1(Subtypes)(n=20)
Genótipos HCV (Genotypes)(n=20) B (%) F (%) Total

1 13 (92,86) a B 1 (7,14) a A 14
3 4 (66,67) a A 2 (33,33) a A 6

Letras minúsculas representam comparações entre grupos (subtipos HIV-1 e genótipos HCV); letras maiúsculas representam
comparações de respostas dentro de um mesmo grupo. A letra “B” indica predominância em relação a “A”
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genótipo 3 (HCV) a distribuição dos subtipo

B e F do HIV-1 foi casual; no entanto, o tama-

nho da amostra limita de certa forma as con-
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