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RESUMO 
 

 
 

Noble CF. Mutações de resistência aos inibidores da polimerase em pacientes 
monoinfectados pelo vírus da Hepatite C e coinfectados HCV-HIV [dissertação]. 
São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2016. 65p 
 
Nos últimos anos o tratamento da infecção crônica pelo HCV passou por 
importantes mudanças. Recentes avanços em biologia molecular 
proporcionaram o melhor conhecimento sobre a estrutura molecular do HCV e 
permitiram o desenvolvimento de moléculas que tem como alvo proteínas 
específicas integrantes do ciclo replicativo do vírus, denominados agentes 
antivirais de ação direta (DAAs). No Brasil, atualmente, os DAAs aprovados 
para o tratamento da Hepatite C são: Simeprevir (2ª geração de inibidor de 
protease), Daclatasvir (inibidor de NS5A) e o Sofosbuvir (inibidor análogo 
nucleotídeo de polimerase). A combinação dessas diferentes classes de DAAs 
permite maior eficácia no tratamento do HCV, reduz a duração do tratamento e 
o risco da emergência de resistência. Ao mesmo tempo em que o 
desenvolvimento de DAAs promete melhorar a chance de sucesso do 
tratamento dos pacientes crônicos infectados pelo HCV, a emergência de 
variantes associadas à resistência representa um grande desafio ao sucesso 
da terapia antiviral atualmente proposta e informações sobre a presença 
dessas mutações ainda são escassas. Este estudo tem como objetivo o 
mapeamento de variantes associadas à resistência (RAVs) primárias aos 
inibidores da polimerase (NS5B) do HCV em pacientes monoinfectados (HCV) 
e em pacientes coinfectados (HCV/HIV). Para tal, o rastreamento de 
substituições de aminoácidos foi realizado entre as posições 159 e 495 da 
proteína NS5B do HCV nas sequências de 244 pacientes infectados pelo HCV-
1: 133 monoinfectados [1b (n=93); 1a (n=40)] e 111 coinfectados [1a (n=93); 1b 
(n=18)]. A ocorrência natural de RAVs nos resíduos S282, L320 e P495 não foi 
observada nas sequências analisadas neste estudo. As RAVs encontradas no 
grupo de monoinfectados foram: L159F (16,1% - 1b), C316N (16,3% - 1b) e 
A421V (21,4% - 1a; 3,2 - 1b) ; e no grupo de coinfectados foram: C316N (7,1% 
- 1b), V321A (1,6% - 1a), M414V (1,3% - 1a); A421V (23,7% - 1a; 6,3% - 1b), 
A421G (1,3% - 1a); Y448H (1,3% - 1a). Entre os pacientes monoinfectados, a 
região NS5B do HCV-1a apresentou menor número de variantes associadas à 
resistência (RAVs) quando comparada ao subtipo 1b, ao contrário do 
observado nos coinfectados. A variante C316N foi a única que ocorreu em 
combinação com outras variantes. Houve a ocorrência concomitante das 
variantes L159F e C316N em 8 pacientes monoinfectados pelo HCV-1b (8/56; 
14,3%). Entre os coinfectados, foi observada a ocorrência concomitante das 
variantes C316N e A421V em apenas 1 paciente infectado pelo HCV-1b (1/14; 
7,1%). A presença de RAVs foi detectada nas duas populações estudadas 
neste estudo. Contudo, outros estudos são necessários para que se possa 
avaliar o real impacto dessas mutacões na resposta ao tratamento. 
Descritores:  mutação, vírus da hepatite C, inibidores enzimáticos, coinfecção, 
infecção por HIV, agentes antivirais, resistência a medicamentos, biologia 
molecular. 



SUMMARY 
 

 

Noble CF. Resistance mutations associated to polymerase inhibitors in HCV 
monoinfected and HCV-HIV co-infected patients [dissertation]. São Paulo: 
“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2016. 65p 
 

The treatment of chronic HCV infection has undergone important changes 
recently. Advances in molecular biology provided a better knowledge of the 
HCV molecular structure and allowed the development of molecules which 
target specific proteins that have important roles in the viral replicative cycle, 
known as direct action antiviral agents (DAAs). In Brazil, DAAs approved for 
treating hepatitis C are Simeprevir (2nd generation protease inhibitor), 
Daclatasvir (NS5A inhibitor) and sofosbuvir (nucleotide analogue NS5B 
polymerase inhibitor). The combination of these different DAAs classes leads to 
a greater efficacy in the treatment of HCV, reducing its duration and the risk of 
resistance associated variants (RAVs) emergence. DAAs increase the chance 
of successful treatment of HCV chronic infected patients. RAVs emergence 
represents a major challenge to the success of antiviral therapy. Nevertheless, 
data about the presence of these mutations are still scarce. The aim of this 
study was to verify the presence of primary RAVs associated to HCV 
polymerase inhibitors primary resistance in monoinfected (HCV) and coinfected 
(HCV / HIV) patients. For this purpose, amino acid substitutions identification 
was conducted between positions 159 and 495 of the HCV NS5B protein in the 
sequences of 244 patients with HCV-1: 133 monoinfected  [1a (n=40); 1b 
(n=93)] and 111 coinfected [1a (n=93); 1b (n=18)]. Naturally occurring RAV in 
S282, L320 and P495 residues were not observed among the sequences 
analyzed in this study. RAVs found in monoinfected patients were L159F 
(16.1% - 1b), C316N (16.3% - 1b) and A421V (21.4% - 1a; 3.2% - 1b); while in 
co-infected group, the following RAVs were identified: C316N (7.1% - 1b), 
V321A (1.6% - 1a), M414V (1.3% - 1a); A421V (23.7% - 1a; 6.3% - 1b), A421G 
(1.3% - 1a); Y448H (1.3% - 1a). Among monoinfected patients, HCV-1a NS5B 
region showed fewer RAVs when compared to HCV-1b, conversely to what was 
observed in HIV coinfected patients. Variant C316N occurred in combination 
with other ones: there was the simultaneous occurrence of L159F and C316N 
variants 8/56 (14.3%) 8 HCV-1b monoinfected patients Among the coinfected 
patients, it was observed concomitant occurrence of C316N and A421V variant 
in only 1/14 (7.1%) HCV-1b infected patient. RAVs were detected in both HCV 
and HCV/HIV infected populations in this study. Further studies are required to 
assess the real impact of these changes in response to treatment. 
 

Descriptors: mutation, enzyme inhibitor, coinfection, HIV infection, antiretrovirus 
agent, drug resistence, molecular biology 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1  Características do vírus da Hepatite C 

 

O vírus da hepatite C (HCV) pertence ao gênero Hepacivirus da família 

Flaviviridae [1], é um vírus RNA de fita simples, com polaridade positiva que 

possui envelope e seu genoma tem aproximadamente 9.600 nucleotídeos. [2] 

Estes estão organizados numa região aberta de leitura (ORF – open reading 

frame) que codifica uma poliproteína de aproximadamente 3.000 aminoácidos 

que será clivada e dará origem às proteínas estruturais (core, E1 e E2) e não 

estruturais (p7, NS2 a NS5B) (Figura 1). [3] Nos extremos dessa ORF 

encontram-se regiões não codificantes: 5`UTR e 3`UTR, que têm uma 

importante função na regulação da ativação e replicação viral. [4, 5] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Organização do genoma do HCV, processamento da poliproteína e 

topologia das proteínas virais. 
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As funções das proteínas estruturais e não-estruturais do HCV estão 

resumidas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Proteínas do HCV e suas respectivas funções 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

FONTE: Mauss et al., 2013 (Adaptado) 

 

 

1.2 Diversidade viral e classificação dos genótipos do HCV 

 

A grande diversidade genômica do HCV é representada por sete 

genótipos filogeneticamente distintos, que diferem de 30 a 35% entre si. A 

figura 2 mostra a elevada diversidade genética do HCV quando comparado à 

diversidade do vírus da imunodeficiência humana (HIV do inglês, human 

immunodeficiency syndrome) e do vírus da Hepatite B (HBV). [6] 
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Figura 2 - Diversidade Genética dos vírus da Hepatite C, Hepatite B e o vírus 

da HIV. 

 

A variabilidade genética do HCV está associada à baixa fidelidade da 

enzima RNA polimerase RNA dependente e à alta taxa de replicação viral, a 

qual facilita a adaptação do vírus ao hospedeiro. Esta variabilidade genética 

ocorre devido a uma taxa de mutação espontânea de cerca de 1,5 a 2 x10-3 

substituições de nucleotídeos por sítio por ano [7, 8], que se faz mais evidente 

nos segmentos genéticos que codificam as proteínas E1, E2 e NS1. Este fato 

contrasta com o alto nível de conservação da região 5`UTR. [9]  

Estudos demonstram que os genótipos 1, 2 e 3 possuem distribuição 

mundial, já os genótipos 4 a 7 apresentam uma dispersão em áreas mais 

restritas. [10] O genótipo 4 é muito prevalente no Oriente Médio e na África 

Central. Em um estudo recente, uma alta taxa desse genótipo também foi 

relatada na Europa Meridional. O genótipo 5 é orginalmente muito prevalente 
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na África do Sul, seguido pela Bélgica. No sudeste Asiático encontramos altas 

taxas de prevalência para o genótipo 6. O genótipo 7, recentemente descrito, 

parece ter sido originário da África Central. [11] 

Entre os genótipos foram reportados mais de 100 subtipos, os quais se 

diferenciam entre si de 20 até 25% no seu genoma. [4, 7] Os subtipos são 

identificados pelas letras do alfabeto (a, b, c etc...). Nesta Classificação os 

subtipos 1a, 1b, 2c e 3a são os de maior prevalência global, sendo 

representados em todos os continentes do mundo. [8] Os subtipos 1b, 2a, 2b 

são mais prevalentes em grupos pertencentes a populações com idade mais 

avançada e estão em sua maioria ligados a transfusão de sangue.  

 

1.3  Epidemiologia da infecção pelo HCV 

 

O principal mecanismo de transmissão dessa infecção é parenteral, 

destacando-se as transfusões de sangue e seus derivados e o uso de drogas 

endovenosas ilícitas. Outros fatores de risco para essa infecção são a 

transmissão perinatal, a exposição a sangue ou secreções contaminadas em 

clínicas e hospitais, o contato com familiares e por via sexual. [12]  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que cerca de 130 a 170 

milhões de pessoas no mundo estejam infectadas pelo HCV, isso corresponde 

aproximadamente a 3% da população mundial. [2, 13, 14] O HCV é endêmico 

em vários países e se tornou motivo de preocupação crescente para a 

sociedade e seus sistemas de saúde. [15] 

De acordo com informações disponíveis em seus relatórios periódicos, a 

OMS revela que esses números refletem os dados disponíveis em literatura 

relativos à cerca de 130 países. A maior prevalência do HCV foi relatada no 
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Egito, atingindo mais de 10% da população geral, embora em números 

absolutos a China possua o maior número de infectados, cerca de 29,8 milhões 

de pessoas. [15] Ainda de acordo com a OMS, não existem dados sobre a 

prevalência dessa infecção em cerca de 60 outros países de forma que sua 

estimativa é parcial e sujeita a possíveis erros.  

A Figura 3 mostra a distribuição global dos subtipos do HCV e suas 

respectivas taxas de prevalência mundial por país observado. Alguns países 

apresentam baixa prevalência dessa infecção (<1%) como, por exemplo, 

Alemanha, Canadá, França, Bélgica, Noruega, Suécia, Reino Unido, Finlândia, 

Turquia, Venezuela e Chile. Outros apresentam prevalência um pouco mais 

elevada (1,0 – 1,9%), como os Estados Unidos da América, Portugal, Polônia, 

Síria, Japão, China, Austrália, Brasil e Argentina. Finalmente, alguns países do 

mundo, como Egito, Paquistão e Itália apresentam prevalências ainda mais 

elevadas (>2,9%). [15] 

Figura 3 - Prevalência estimada da infecção pelo HCV e a distribuição mundial 

dos genótipos e subtipos do HCV. 
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No Brasil, a maioria dos estudos avalia a prevalência dessa infecção em 

doadores de sangue ou outros grupos populacionais específicos, com 

resultados que variam nas diferentes regiões do Brasil. Um estudo de base 

populacional realizado no município de São Paulo identificou prevalência de 

1,42% (Anti-HCV +) entre as pessoas analisadas. [16] 

Em um estudo soro epidemiológico realizado em diversas capitais 

brasileiras revelou uma prevalência da presença de marcador sorológico Anti-

HCV em 0,32 % a 2,9%, dos pacientes analisados, dependendo da região 

brasileira analisada e da faixa etária envolvida (Figura 4). [17] 

 
Figura 4 - Prevalência de base populacional da infecção pelo HCV no Brasil 

 

O HCV e o HIV são transmitidos principalmente pelo contato com 

sangue contaminado, ou seja, pela via parenteral. Por compartilharem essa 

importante via de transmissão, a infecção pelo HCV é frequente entre os 

pacientes portadores do HIV. Nos Estados Unidos da América, Europa e 
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Austrália, avalia-se que a prevalência ocorra em 25-30% dos pacientes 

infectados pelo HIV. [18, 19] 

A prevalência da coinfeccao pelo HCV varia dependendo das vias de 

transmissão do HIV, sendo mais baixa em indivíduos com elevado risco de 

exposição sexual (1% a 12% dos heterossexuais e 9% a 27% dos homens que 

possuem relação sexual com outros homens – MSM) e mais alta entre usuários 

de droga que compartilham seringas e agulhas (70% a 95%). [20-23] Durante a 

ultima década, a incidência de novas infecções pelo HCV tem diminuído 

drasticamente, todavia, casos de hepatite C aguda continuam a incidir em 

alguns cenários populacionais, bem como usuários de drogas injetáveis, MSM, 

indivíduos com comportamento sexual de risco e procedimentos ligados a 

serviços de saúde. [24, 25] Consequentemente, tem sido reportado a 

emergência de endemias de infecção aguda pelo HCV em portadores de HIV, 

principalmente entre MSM, na Europa, Australia e Estados Unidos. [24], 

No Brasil, as taxas de coinfecção do HCV/HIV variam de acordo com a 

distribuição geográfica e de fatores de risco (tipo de exposição para aquisição 

da doença). Diferentes estudos identificaram a presença de Anti-HCV entre os 

portadores do HIV e entre doadores de sangue e as taxas variam de 4,1 a 

53,8%. [26-28]  

 

1.4  História natural da Hepatite C 

 

A evolução da infecção pelo vírus da hepatite C pode ser bastante 

variável, pois a progressão da doença esta diretamente relacionada a fatores 

virais, tais como, genótipo, carga viral, e também a características do indivíduo 
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como o tempo de infecção, idade, sexo, coinfecção pelo HIV e HBV. Estudos 

mostram que em 20% a 50% dos indivíduos infectados pelo HCV, o sistema 

imune consegue eliminar o vírus resolvendo a infecção na fase aguda, mas a 

maioria das pessoas desenvolve uma infecção crônica que, ao longo dos anos, 

pode progredir para uma doença grave com desenvolvimento de cirrose e em 

alguns casos poderão evoluir para carcinoma hepatocelular (Figura 5). [15, 29-

31]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – História natural da Hepatite C. CHC – carcinoma hepatocelular; DHT – doença 
hepática terminal  

 

A coinfecção com outros vírus pode exercer uma grande importância 

nesse cenário, como por exemplo, a coinfecção com HIV. A presença do HIV 

altera a evolução da hepatite C levando ao aumento da persistência viral apos 

a infecção aguda, elevação da viremia e acentuada progressão para cirrose 

hepática, assim como o surgimento de hepatocarcinoma, tais fatores 

http://www.hepatitisc.uw.edu/go/evaluation-staging-monitoring/natural-history/core-concept/all 
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determinam um impacto negativo na evolução da própria infecção pelo HIV. 

[22, 23, 32, 33] 

 

1.5  Tratamento da Hepatite C 

 

Nos últimos anos o tratamento da infecção crônica pelo HCV passou por 

importantes mudanças. Até 2011, o tratamento era baseado na combinação de 

interferon alfa peguilado (PegIFNa) e ribavirina (RBV), este tratamento oferecia 

uma chance de resposta virológica sustentada de aproximadamente 40%-50% 

em indivíduos infectados pelo HCV genótipo 1 e de 60%-80% em indivíduos 

infectados pelos genótipos 2 e 3. [34, 35] 

Recentes avanços em biologia molecular proporcionaram o melhor 

conhecimento sobre a estrutura molecular do HCV, assim como, o 

estabelecimento de culturas celulares e sistema de replicação robusto 

permitiram o desenvolvimento de moléculas que tem como alvo proteínas 

específicas integrantes do ciclo replicativo do vírus, denominados antivirais de 

ação direta (DAAs – do inglês, direct acting antivirals). Os DAAs têm como alvo 

as proteínas não estruturais do HCV: a protease NS3/4A, a proteína NS5A e a 

RNA-polimerase RNA-dependente (RdRp) codificada pela região NS5B do 

genoma. [36] 

Em 2011, dois inibidores de protease (PIs) o Boceprevir e o Telaprevir 

foram aprovados para o tratamento de pacientes infectados pelo genótipo 1 do 

HCV (GT-1). Esses medicamentos, associados à terapia com Peg-Interferon e 

Ribavirina (PR), aumentam a chance de cura em pacientes virgens de 

tratamento em 30%. [37-40]. Contudo, devido à baixa eficácia antiviral e ao 
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rápido desenvolvimento de resistência (devido à baixa barreira genética), esses 

dois medicamentos só puderam ser utilizados em combinação com interferon 

alfa peguilado e ribavirina (terapia tripla). 

Entre 2014 e 2015, novos DAAs associados a elevadas taxas de 

resposta virológica sustentada foram aprovados para o tratamento da Hepatite 

C em esquemas livres de Interferon. Três classes de DAAs estão aprovadas: 

inibidores da protease (NS3), inibidores de NS5A, inibidores da polimerase 

(NS5B): não-nucleosídeos e análogos núcleotídeos. [41]  

No Brasil, atualmente, os DAAs aprovados para o tratamento da 

Hepatite C são: Simeprevir (2ª geração de inibidor de protease), Daclatasvir 

(inibidor de NS5A) e o Sofosbuvir (inibidor de NS5B análogo nucleotídeo). A 

combinação dessas diferentes classes de DAAs permite maior eficácia no 

tratamento do HCV, reduz o risco da emergência de resistência e também a 

duração do tratamento. O Sofosbuvir (SOF) é um potente inibidor de 

polimerase com elevada barreira genética, age como um terminador de cadeia 

dentro do sitio catalítico da NS5B, esse DAA é a base terapêutica para todos 

os genótipos do HCV. [42-44] 

Na era dos DAAs, as diretrizes atuais sugerem regimes de tratamento 

semelhantes tanto para os pacientes co-infectados HCV/HIV como para os 

doentes monoinfectados com HCV. [45] Todavia, interações de entre DAAs e 

antirretrovirais (ARV) utilizados no tratamento da infecção pelo HIV precisam 

ser consideradas antes de iniciar qualquer tratamento. A principal interação 

entre drogas observada é a do Simeprevir (inibidor de protease NS3) com os 

ARV inibidores de protease e inibidores não análogos de nucleosídeo. [19] 
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1.5.1 Mecanismo de ação dos Inibidores de polimerase (NS5B) e 

variantes associadas à resistência 

 

As enzimas polimerase são essenciais no ciclo de vida dos vírus, pois 

participam do processo de replicação e da transcrição do genoma viral, e como 

consequência do papel chave que elas desempenham, são os principais alvos 

para as terapias antivirais. [46] O genoma do vírus da Hepatite C transcreve a 

sua própria polimerase, a qual é designada de RNA-polimerase RNA-

dependente (RpRd). [47] 

A estrutura da polimerase se assemelha a uma mão direita em forma de 

concha composta por 3 domínios: a palma (Palm), os dedos (Fingers) e o 

polegar (Thumb). O domínio Palm é o mais conservado entre os diferentes 

tipos de polimerase, além disso, é onde está localizado o sítio ativo dessa 

enzima. Em contraste, o domínio Thumb é o mais variável (Figura 6). [48, 49] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Estrutura cristalográfica da RNA-polimerase RNA-dependente 
(NS5B do HCV). Domínios fingers (vermelho) e thumb (azul) envolvendo o sítio 
ativo dentro do domínio palm (verde). [49] 
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Atualmente existem duas principais classes de inibidores da polimerase 

NS5B do HCV: os inibidores nucleosídeos (NIs, do inglês nucleoside inhibitors) 

e os não-nucleosídeos (NNIs, do inglês non-nucleoside inhibitors).  

Os NIs mimetizam substratos naturais da polimerase NS5B ligam-se ao 

sítio ativo da enzima e atuam como terminadores de cadeia. As vantagens 

desses inibidores é que eles são capazes de inibir diferentes genótipos do 

HCV, tem atividade antiviral mais forte e uma maior barreira genética para o 

surgimento de variantes resistentes aos medicamentos. [49-51] No entanto, 

esses inibidores podem também afetar o sítio ativo das polimerases do 

hospedeiro uma vez que compartilham características com diversos tipos de 

polimerases. O Sofosbuvir pertence a esta classe de drogas.[51]  

Em ensaios pré-clínicos do Sofosbuvir foi observado que a substituição 

de uma Serina por uma Treonina na posição 282 (S282T) conferia resistência 

ao Sofosbuvir. In vitro, a RpRd portando a S282T apresentou uma afinidade 

reduzida ao análogo nucleosídeo. [52] Em uma análise recente envolvendo 

vários ensaios do Sofosbuvir, substituições na posição C316N/Y também foram 

associadas à resistência, especialmente em pacientes infectados pelo HCV-1b. 

[53] O mesmo estudo também identificou as variantes L159F e V321A como 

associadas à falta de resposta ao tratamento com o Sofosbuvir.[54-59] 

Os NNIs são inibidores que se ligam a sítios alostéricos da polimerase, 

ou seja, fora do sítio ativo da enzima. Pelo menos quatro diferentes sítios de 

alostéricos de inibição da polimerase foram identificados, dois no Thumb (NNI-

1 e NNI-2) e dois na Palm (NNI-3 e NNI-4). Os NNI-3 e NNI-4 parecem inibir o 

início do processo de replicação enquanto os NNI-1 e NNI-2 inibem a etapa 

inicial da replicação antes da etapa de elongação ser iniciada. O medicamento 
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Dasabuvir é o primeiro inibidor de Palm a ser aprovado para o tratamento de 

pacientes infectados pelo HCV genótipo 1. Substituições de aminoácido nas 

posições C316, M414, G554, S556 e D559 já foram associadas à resistência 

ao Dasabuvir. [60-62] 

Ao mesmo tempo em que o desenvolvimento destas novas drogas 

antivirais promete melhorar a chance de sucesso do tratamento dos pacientes 

crônicos infectados pelo HCV, a emergência de variantes associadas à 

resistência representa um grande desafio ao sucesso da terapia antiviral 

atualmente proposta. [63] Informações sobre a presença dessas mutações em 

pacientes coinfectados pelo HIV-HCV são escassas. [61, 64-66] 

Conhecer a população viral que circula em nosso meio antes da 

introdução dos novos fármacos é de extrema importância para que seja 

possível avaliar a real prevalência das mutações primárias e melhor 

compreender a evolução da dinâmica da infecção do HCV após a introdução 

destes inibidores. No sentido de melhor esclarecer essas questões é que foi 

realizado o presente estudo. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Objetivo 
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2. OBJETIVO 

 

 

Mapeamento de mutações de resistência primária aos inibidores da 

polimerase (NS5B) do vírus da Hepatite C em pacientes monoinfectados pelo 

HCV e em pacientes coinfectados HCV/HIV. 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Métodos 
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3. MÉTODOS 

 

3.1.  Casuística 

O presente estudo foi submetido à Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo e foi aprovado por 

esta comissão (protocolo: 0704/11) (Apêndice I), posteriormente foi 

desmembrado para a execução do presente Mestrado sob aprovação da 

comissão supracitada (Apêndice II). O procedimento de coleta, manipulação de 

materiais biológicos e reagentes, além da utilização de equipamentos, 

estiveram em conformidade com as normas de biossegurança.  

Foram selecionados 290 pacientes infectados pelo vírus da hepatite C 

genótipo 1, e estes pacientes foram distribuídos em dois grupos distintos: 

Grupo 1 (n=147): pacientes monoinfectados pelo HCV, regularmente 

acompanhados no ambulatório da Divisão de Moléstias Infecciosas e 

Parasitárias do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da USP – MI – 

HCFMUSP.  

Grupo 2 (n=143): pacientes coinfectados pelo HCV e pelo vírus da 

imunodeficiência humana genótipo 1 (HIV-1). Estes pacientes foram 

provenientes de cinco centros de referência de doenças infecciosas no Brasil, 

são eles: Unidade de Referência de Tratamento de Doenças Infecciosas e 

Preveníveis da Faculdade de Medicina do ABC – URDIP, a Clínica de 

Especialidades de São Bernardo do Campo, o Serviço de Extensão ao 

Atendimento de Pacientes (HIV/AIDS) do Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo – SEAP, o Centro de Referência e 
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Treinamento DST/AIDS – CRTAIDS-SP e, por fim, o Ambulatório de 

Infectologia do Município de Caxias do Sul - RS.  

Todos os pacientes selecionados para o presente estudo foram 

atendidos entre 2011 e 2013, eram virgens de tratamento para os agentes 

antivirais de ação direta (DAAs) e assinaram o Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecimento (Apêndice III). 

Critérios de Inclusão 

 Diagnóstico de infecção crônica pelo HCV  

 Diagnóstico de infecção pelo HIV-1 (Grupo 2) 

 HCV-RNA detectável no soro.  

 

Critérios de exclusão 

 Diagnóstico de infecção crônica pelo vírus da hepatite B;  

 Presença de quaisquer outras doenças hepáticas;  

 Tratamento prévio com inibidores de protease ou qualquer outra droga 

Anti-HCV em investigação.  

 

3.2. Amostras  

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos com gel (sem 

aditivos) e posteriormente armazenadas no Laboratório de Gastroenterologia e 

Hepatologia Tropical-IMT/USP.  
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3.3. Quantificação do HCV-RNA 

Uma alíquota de amostra foi enviada ao Laboratório de Biologia Molecular 

(LATE) do Hospital Israelita Albert Einstein para a quantificação do HCV-RNA. 

O teste COBAS AmpliPreP/COBASTaqman HCV da Roche versão 2.0 foi 

utilizado, a faixa de linearidade de quantificação foi 43 a 19.100.000 UI/mL e o 

limite inferior de detecção para esse teste com faixa de positividade de 63% é 

de 2,5 UI/mL. 

 

3.4. Amplificação da região NS5B do HCV 

O HCV-RNA foi extraído a partir de 140 L de soro utilizando-se o QIAamp® 

Viral RNA Kit (QIAGEN, Brasil – SP), foram seguidas as instruções do 

fabricante. Após a extração, o RNA foi submetido à reação de transcrição 

reversa (síntese do cDNA – DNA complementar) e 1ºPCR em uma única 

reação (PCR-OneStep) com volume total de 25 L utilizando-se: 12,5 L de 2X 

Reaction Mix e 0,5 L da enzima SuperScript III High Fidelity One-Step – 

ambos pertencentes ao RT-PCR kit (InvitrogenTM, Thermo Fisher Brand, 

Carlsbad, USA), 5 L de cada um dos primers (Tabela 2), 5 L de água e por 

fim, 5 L de RNA. As condições da reação foram: 50 °C por 30 minutos (min); 

94 °C por 2min, seguidos de 40 ciclos a 94 °C por 15 segundos (s), 55 °C por 

30s e 68 °C por 3min e 20s, e uma extensão final a 68 °C por 5 min.  

O produto obtido na primeira reação de amplificação foi submetido a 

uma segunda etapa de amplificação (nested-PCR), nessa etapa foram gerados 

dois fragmentos, um de 1200 pares de bases (pb) e outro de 570pb, 

parcialmente sobrepostos. Os primers utilizados nessas reações estão 
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descritos na Tabela 2. As reações de nested-PCR foram realizadas em volume 

final de 50 L nas seguintes condições: 5 L de 10X High fidelity Buffer, 1,5 L 

de MgSO4 e 0.5 L de Taq Platinum High Fidelity (5U/L) (InvitrogenTM, 

Thermo Fisher Brand, Carlsbad, USA), 35 L de água DEPC, 0,2 mM de cada 

dNTP (InvitrogenTM, Thermo Fisher Brand, Carlsbad, USA), 1 L de cada 

primer (20 M) e 5 L do produto da 1ª PCR.  

 

Tabela 2 – Sequência de primers utilizados para a amplificação da região 

NS5B do HCV 

 

 

3.5. Identificação e quantificação dos produtos de PCR 

A identificação dos produtos amplificados na PCR foi realizada por 

eletroforese em gel de agarose com adição do corante SYBR Safe 

(InvitrogenTM Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para tal foram misturados 

4 L do produto final da PCR com 1 L do tampão 10X BluejuiceTM Gel Loading 

Reação Primers# Sequência 
Posição de 

nucleotídeos
*
  

cDNA + 1ª PCR 
6076_F 5’-CTGTGCARTGGATGAACMG-3’ 6076-6094 

9192_R 5’-GGAGTCAGTTTGAGCTTGGT-3’ 9195-9214 

 
   

Nested PCR e 
sequenciamento 

7498_F 5’-TCCTCCATGCCCCCCCTNG-3’ 7498-8718 

8718_R 5’-CGACGGACACRTTKGAGGAGCA-3’ 8718-7498 

8619_F 5’-TTCACGGAGGCTATGACYAG-3’ 8619-9192 

 9192_R 5’-GGAGTGAGTTTGAGCTTGGT-3’ 9192-8619 

#
descritos por Gaudieri (2009) [61] 

F: forward (senso); R: reverse (anti-senso); 
*
referente à sequência H77 (número de acesso 

GenBank: NC004102) 
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Buffer (InvitrogemTM, Thermo Fisher Brand, Carlsbad, CA, USA), a mistura foi 

aplicada em gel de agarose 2% preparado com tampão TAE 1X e 4,5 L do 

corante SYBR Safe para cada 100 mL de gel. A identificação e quantificação 

da banda específica foi realizada a partir da comparação com o padrão de 

tamanho (100 pb) e com o padrão de massa (Low DNA Mass Ladder Invitrogen 

TM, Thermo Fisher Brand, Carlsbad, CA, USA), respectivamente, conforme 

orientação do fabricante. 

 

3.6. Purificação dos produtos de PCR 

Os produtos de PCR da região NS5B passaram por uma etapa de 

purificação a partir da recuperação da banda específica no gel. Este 

procedimento mostrou-se necessário, pois a reação de amplificação desta 

região gerou produtos inespecíficos que interferem na qualidade do 

sequenciamento. Para tal, a banda que correspondia ao tamanho exato do 

produto amplificado foi cortada do gel e em seguida prosseguiu-se com a 

purificação que consistiu em diversas lavagens de centrifugações para a 

remoção do gel de agarose. Nesta etapa foi utilizado o kit MinElute® Gel 

Extraction kit (QIAGEN, Biotecnologia Brasil Ltda., São Paulo), conforme 

instruções do fabricante. 

3.7. Reação de sequenciamento  

A técnica de sequenciamento utilizada foi derivada da metodologia de 

Sanger e colaboradores, 1977, utilizando-se dideoxinucleotídeos (ddNTPs) 

contendo marcadores fluorescentes. Os produtos de PCR purificados foram 

submetidos a uma reação de sequenciamento com volume final de 20 L nas 
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seguintes condições: 4 L do reagente Big Dye® Terminator v3.1 (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Brand Foster City, CA, EUA), 4 L do tampão 5X, 2 

L de primer (1,6 M), 2 L de DNA (20ng/L) e H2O q.s.p. 20 L. As amostras 

foram submetidas a 25 ciclos de variação de temperatura: 96ºC por 30 

segundos, 50ºC por 15 segundos e 60ºC por 4 minutos. Para cada amostra 

foram geradas sequências a partir das fitas de DNA senso e anti-senso.  

Após a reação de sequenciamento, as amostras foram purificadas para 

remover resíduos de ddNTPs não incorporados ao DNA. Foram adicionados 80 

L de isopropanol 65% (Merck S.A) ao produto da reação, com posterior 

incubação por 15 minutos à temperatura ambiente (TA) e centrifugação a 

13.000 rpm por 45 min (TA). Após esta etapa, o isopropanol foi removido com o 

cuidado de não aspirar o precipitado. Em seguida foram realizadas duas 

lavagens por centrifugação com 150 L de etanol 60% (Merck S.A), durante 15 

min também a 13.000 rpm (TA). Após as lavagens, todo o etanol foi retirado, e 

as amostras colocadas em termobloco por aproximadamente 2 min a 94º C, 

para a evaporação completa do etanol. 

As amostras foram então ressuspensas em 10 L de formamida deionizada 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), incubadas a 95ºC por 4 min para 

denaturação das fitas de DNA, em seguida foram colocadas em banho de gelo 

(choque térmico) e então levadas ao sequenciador ABI 3500 (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Brand Foster City, CA, EUA). 
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3.8. Análise das sequências  

As sequências obtidas (senso e antisenso) foram analisadas inicialmente 

utilizando o programa Electropherogram quality analysis disponível no site 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/, esse programa permite avaliar a 

qualidade das sequências e também montar uma sequência consenso, foram 

consideradas apenas as sequências que apresentaram qualidade maior do que 

20 (score de qualidade do site). 

A partir da sequência consenso de cada paciente foi realizado o 

alinhamento com todas as sequências utilizando o programa Clustal X [67] 

dentro do programa Bioedit (versão 7.2.5). O alinhamento deste estudo foi 

realizado com referencia à sequência de referência H77 (NC_004102 – nº de 

acesso GenBank). As sequências de nucleotídeos alinhadas foram convertidas 

em sequência de aminoácido no programa MEGA (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis versão 6.06) [68].  

A partir do alinhamento da sequência de aminoácidos de cada amostra foi 

realizado o rastreamento de substituições associadas à resistência aos 

inibidores de polimerase (NS5B). Na tabela 3 estão listadas as principais 

substituições descritas na literatura. A posição 556 não pode ser analisada por 

estar fora da região de anelamento dos primers utilizados neste estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
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Tabela 3 – Substituições na NS5B associadas à resistência ao tratamento com 

inibidores de polimerase. 

 

 Classe de medicamentos 
Substituições associadas à 

resistência 
Referências 

Inbidor nucleotídeo  

 

Sofosbuvir L159F [53, 59, 69-73] 

 S282T/R [69, 73-78] 

 C316N/Y [66, 71, 77, 79, 80] 

 L320F [53, 69, 73] 

 V321A [53, 59, 72] 

Inibidores não-nucleosídeo  

 

Dasabuvir C316N/Y [81] 

 M414T/I [82, 83] 

 Y448C/H [82] 

 S556G/N/R [82] 

   

Beclabuvir A421V [79, 84, 85] 

 P495A/L/S/T [86] 

   

 

 

3.9. Análise estatística 

Para a análise estatística foi utilizado o programa GraphPad Prism 5 

(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). As análises descritivas foram 

realizadas de acordo com a natureza das variáveis. O valor de P<0,05 foi 

considerado para indicar uma diferença estatisticamente significante.  
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4. RESULTADOS 

4.1. Caracterização das amostras 

Ao todo foram incluídos 290 pacientes, entretanto a análise e o 

rastreamento de substituições na proteína NS5B foram realizados em 244 

amostras de pacientes infectados pelo HCV genótipo 1 para os quais foram 

obtidas sequências com qualidade adequada, conforme mostrado na Figura 7. 

Destes, 133 eram pacientes monoinfectados e 111 pacientes coinfectados 

HCV-HIV (Figura 7).  

 

 

Figura 7: Fluxograma das etapas de processamento das amostras e seus 

respectivos resultados. 

 

Considerando os subtipos do HCV, a maioria dos pacientes 

monoinfectados estava infectada pelo subtipo 1b (70%; n=93) e 30% (n=40) 

infectados pelo subtipo 1a. Contrariamente, entre os pacientes coinfectados, a 
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maioria estava infectada pelo subtipo 1a 83,8% (n=93) e 16,2% (n=18) 

infectados pelo subtipo 1b. A comparação entre os valores do HCV-RNA (log 

UI/ml) apresentou significância estatística (P=0,025; 6,17 vs 6,28, mono e 

coinfectados, respectivamente). 

No grupo de pacientes coinfectados também foram avaliados quais 

antiretrovirais foram utilizados para o tratamento da infecção pelo HIV (Tabela 

4).  

 

Tabela 4 – Antiretrovirais em uso por pacientes coinfectados (HCV-HIV) 

 

 

ITR – inibidores da transcriptase reversa ; TARV – terapia antiretroviral 

 

Antiretroviral n (%)

ITR análogos núcleos(t)ídicos

Abacavir 1 0,76

Zidovudina 47 35,61

Lamivudina 122 92,42

Didanosina 1 0,76

Estavudina 3 2,27

Tenofovir 75 56,82

ITR não análogos 

núcleosídicos

Efavirenz 63 47,73

Nevirapina 1 0,76

Inibidores da protease

Lopinavir / Ritonavir 38 28,79

Atazanavir 4 3,03

Atazanavir / Ritonavir 16 12,12

Fosamprenavir / Ritonavir 2 1,52

Darunavir / Ritonavir 3 2,27

Inibidor da integrase

Raltegravir 4 3,03

Sem TARV 7 5,3
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Observou-se que dentre as quatro classes de antiretrovirais utilizadas 

durante o tratamento desses pacientes, os análogos núcleos(t)dicos estiveram 

presentes na maioria das amostras avaliadas, sendo que a Lamivudina 

(92,42% das amostras) e o Tenofovir (56,82%) foram os medicamentos 

encontrados em um maior número de amostras, seguidos pelo Efavirenz 

(47,73%), um análogo não-núcleos(t)dico. Os Inibidores de protease estiveram 

presentes em 47,73% das amostras, sendo o Lopinavir/Ritonavir os 

antiretrovirais mais representativos desta classe (28,79%). A classe de 

antiretrovirais com menor representação dentre as amostras avaliadas foi a de 

Inibidores de integrase. Observou-se a presença do Raltegravir em apenas 

3,03% das amostras. Sete pacientes foram diagnosticados como sem 

tratamento prévio para HIV com utilização de antiretrovirais (Tabela 4). 

 

4.2. Análise da frequência das mutações presentes na região NS5B do 

HCV 

O rastreamento de substituições de aminoácidos foi realizado entre as 

posições 159 e 495 da proteína NS5B do HCV (Tabela 5). A ocorrência natural 

de variantes nos resíduos S282, L320 e P495 não foi observada nas 

sequências analisadas neste estudo. As mutações encontradas no grupo de 

monoinfectados foram: L159F (16,1% - 1b), C316N (16,3% - 1b), V321I (1,2% - 

1b) e A421V (21,4% - 1a; 3,2% - 1b), e no grupo de coinfectados foram: C316N 

(7,1% - 1b), V321A (1,6% - 1a), M414V (1,3% - 1a); A421V (23,7% - 1a; 6,3% - 

1b), A421G (1,3% - 1A); Y448H (1,3% - 1a).  
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Entre os pacientes monoinfectados, a região NS5B do HCV-1a 

apresentou menor número de RAVs quando comparada ao subtipo 1b, 

enquanto nos pacientes coinfectados foi observado o contrário. 

 

Tabela 5 – Mutações encontradas na região NS5B do HCV 

 

Posições de 
aminoácidos da 

NS5B 

HCV monoinfectados   HIV-HCV coinfectados 

1a (n=41) 1b (n=92)  1a (n=93) 1b (n=18) 

      

L159F  -  F (9/56; 16,1%)*   -  - 

      

C316  -  N (14/86; 16,3%)  - N (1/14; 7,1%) 

      

V321  -  I (1/85; 1,2%)  A (1/62; 1,6%) - 

      

M414  -  -  V (1/76; 1,3%) - 

      

A421 V (6/28; 21,4%) V (2/63; 3,2%)  V (18/76; 23,7%) V (1/16; 6,3%) 

    G (1/76; 1,3%) - 

      

Y448  - -  H (1/76; 1,3%) - 

      

      

*número de variantes/total de sequências analisadas 

 

Além das mutações descritas na Tabela 5, foi observada a ocorrência 

concomitante das variantes L159F e C316N em 8 pacientes monoinfectados 

pelo subtipo 1b do HCV (8/56; 14,3%). Entre os coinfectados foi observada a 

ocorrência concomitante das variantes C316N e A421V em apenas 1 paciente 

coinfectado pelo HCV subtipo 1b (1/14; 7,1%). A variante C316N foi a única 

que ocorreu em combinação com outras variantes na região analisada na 

proteína NS5B do HCV.  
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5. DISCUSSÃO 

 

Nos últimos anos, avanços significativos foram alcançados em relação 

ao tratamento da hepatite C crônica. Devido a grandes esforços em busca da 

melhoria da eficácia do tratamento da hepatite C tem sido observado um 

grande aprimoramento na segurança e tolerabilidade dos medicamentos. O 

maior avanço na resposta terapêutica envolve o uso de inibidores de 

polimerase (Sofosbuvir e Dasabuvir), estudos clínicos utilizando os antivirais de 

ação direta têm demonstrado a importância dessa nova classe de 

medicamentos no manejo dos pacientes infectados pelo HCV. [87, 88]  

O presente estudo apresenta achados relevantes frente ao atual cenário 

mundial do tratamento da hepatite C no qual o inibidor de polimerase tornou-se 

a base das novas terapias antivirais. Dentre os principais resultados obtidos no 

rastreamento de mutações de resistência na região NS5B do HCV estão: a 

ausência da ocorrência natural das mutações S282T, L302F e P495A/L/S em 

ambos os grupos de pacientes analisados (mono e coinfectados); a ocorrência 

concomitante das mutações L159F e C316N em pacientes monoinfectados 

pelo subtipo 1b do HCV; e a ocorrência da variante A421V nos dois grupos de 

pacientes analisados. 

Em estudos pré-clínicos do Sofosbuvir foi observado que a substituição 

do aminoácido Serina (S) pelo aminoácido Treonina (T) na posição 282 da 

proteína NS5B conferiu resistência a este medicamento. Análises in vitro 

revelaram que esta substituição de aminoácidos reduz a afinidade desta 

proteína aos análogos nucleosídeos e também resulta em uma significativa 

redução da replicação viral. [89] Em estudo envolvendo pacientes 
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monoinfectados tratados com sofosbuvir (ELECTRON), a substituição S282T 

foi detectada em apenas um paciente infectado com o subtipo 2 do HCV que 

teve recaída na quarta semana pós-tratamento. [90] A mutação S282T é 

gerada através de uma transversão, o que a torna muito menos frequente do 

que as mutações geradas por transição [75] e também tem sido demonstrada 

como de baixa prevalência em diversos estudos. No presente estudo, realizado 

antes desta droga estar disponível em nosso país, não foi observada a 

ocorrência da mutação S282T nos pacientes avaliados (mono e coinfectados).  

Tendo em vista que a ação do Sofosbuvir é alterada pela variante 

S282T, e que a posição L159 interage potencialmente com a posição S282, 

presume-se que substituições na posição 159 alteram as interações entre as 

cadeias de aminoácidos levando a redução da inibição pelo Sofosbuvir. 

Análises realizadas durante a fase 3 dos estudos clínicos do Sofosbuvir 

identificaram o surgimento das variantes L159F e V321A [59, 72] associadas à 

resistência em pacientes infectados pelo HCV genótipo 3 após o início do 

tratamento. [70] Antes do início do tratamento, a variante L159F foi detectada 

em alguns pacientes infectados pelo HCV genótipo 1b e os mesmos 

apresentaram falha terapêutica.  

Em outro estudo de mutações de resistência de ocorrência natural, 

Paolucci e colaboradores (2013) [71], relatou que dos 30 pacientes com 

genótipo 1b analisados, 7 carregavam a variante L159F, sendo que desses 7, 1 

indivíduo carregava também a mutação C316N. A combinação das variantes 

L159F e L320F ou C316N foi descrita por possuir grande efeito na eficácia do 

Sofosbuvir.[53, 73] Sabe-se que a posição C316 é altamente conservada no 

subtipo 1a do HCV e as substituições C316N e C316H têm menos chances de 
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ocorrerem neste genótipo, pois cada uma delas precisa de duas mutações no 

códon para que essas substituições ocorram. [53] Além disso, ocorrência de 

mutações nessa posição pode afetar a ação de inibidores não nucleosídeos 

(NS5B-NNIs) da polimerase que tem como alvo a região Palm da NS5B. [91] 

No presente estudo, a variante L320F não foi encontrada, no entanto a 

variante L159F foi identificada entre os indivíduos monoinfectados pelo HCV 

genótipo 1b, o mais interessante foi observar que 8 dos 9 pacientes com essa 

variante também apresentaram a variante C316N, ou seja, a combinação 

L159F + C316N foi observada em nossa casuística, o que representa 

ocorrência natural de resistência aos inibidores de polimerase (Sofosbuvir e 

Dasabuvir) sendo um importante achado para pacientes virgens de tratamento. 

Adicionalmente, a mutação V321A foi encontrada em 1 paciente coinfectado 

pelo subtipo 1a do HCV e não respondedor ao tratamento prévio para HIV, 

outras variantes V321I e V321N também foram identificadas, mas em pacientes 

monoinfectados pelo HCV genótipo 1b. A posição 321 da proteína NS5B está 

localizada próxima ao sítio catalítico da polimerase viral e mudanças de 

aminoácido nesta região podem impedir o acesso dos inibidores de polimerase 

ao sítio de catálise interferindo assim no seu mecanismo de ação.[48, 49]  

Substituições nos resíduos de aminoácidos localizados nas posições 

M414, A421, Y448, P495 e S556 também foram associadas com altos níveis 

resistência aos NS5B-NNIs. [92-94] No presente estudo não foram observadas 

substituições nos resíduos 414 e 495 da NS5B. A variante A421V é 

comumente observada entre os indivíduos infectados pelo HCV genótipo 1a e 

foi associada com resistência ao medicamento Beclabuvir. Nossos resultados 

revelaram que a mutação A421V foi observada em maior frequência nos 
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indivíduos infectados pelo HCV subtipo 1a (mono e coinfectados), no entanto 

também foi observada em pacientes infectados pelo HCV genótipo 1b. A 

importância desse achado é questionável, pois o medicamento Beclabuvir foi 

recentemente descontinuado durante a fase III do estudo clínico. [79, 94, 95] 

Paolucci e colaboradores (2013) [71] observou a variante Y448H em 

apenas um indivíduo coinfectado HIV-HCV em um estudo que avaliou a 

ocorrência natural de mutações na região NS5B. Todavia, neste estudo não foi 

observada uma maior ocorrência de mutações de resistência em coinfectados 

do que em monoinfectados. Nosso estudo apresentou um resultado similar, no 

qual apenas 1 paciente coinfectado pelo subtipo 1a apresentou a variante 

Y448H. Esta é uma mutação de resistência ao Dasabuvir, uma droga que faz 

parte de um esquema de tratamento já aprovado em muitos países do mundo. 

Atualmente no mundo a aplicação de testes para o rastreamento de 

mutações de resistência antes do início do tratamento não é recomendada [96], 

ao menos que o paciente já tenha apresentado falha terapêutica aos DAAs. 

Nesse caso o rastreamento de mutações de resistência é indicado para auxiliar 

no re-tratamento, pois permitirá a escolha da melhor opção terapêutica e o 

acompanhamento do perfil viral. Estas diretrizes estão sendo cogitadas por 

muitos pesquisadores especialmente para os inibidores de NS5A e para 

algumas RAVs importantes para alguns inibidores de NS3, em especial, a 

Q80K, que tem um efeito importante para o Simeprevir. Para as RAVs que 

atuam sobre os inibidores de NS5B, não existe nenhuma diretriz que proponha 

sua detecção rotineira antes do início do tratamento [63]. 

O impacto real da presença das variantes virais na resposta ao 

tratamento aqui no Brasil ainda será avaliado, uma vez que a aprovação e 
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utilização dos novos DAAs ocorreu no final de 2015. Na era dos DAAs, as 

diretrizes atuais sugerem regimes de tratamento semelhantes tanto para os 

pacientes co-infectados HCV/HIV como para os doentes monoinfectados com 

HCV. [45] 

Apesar do rastreamento de variantes não ser recomendado antes do 

início do tratamento, os resultados aqui apresentados demonstram que a 

ocorrência natural de variantes existe e o uso dos novos medicamentos na 

prática clínica permitirá compreender a dinâmica da infecção e o real impacto 

dessas variantes na resposta ao tratamento. Esse conhecimento de “vida real“ 

é fundamental para o estabelecimento de estratégias terapêuticas que 

minimizem a seleção de variantes resistentes. 
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6. CONCLUSÃO  

 

 A mutação S282T não foi encontrada entre os pacientes avaliados no 

presente estudo; 

 

 Outras variantes associadas à resistência (L159F, C316N e A421V) 

foram observadas tanto no grupo de coinfectados como no grupo de 

monoinfectados;  

 

 A região NS5B do HCV-1a dos pacientes coinfectados apresentou maior 

número de RAVs quando comparada à dos monoinfectados; 

 
 O o real impacto dessas variantes na resposta ao tratamento aos DAAs 

ainda precisa determinado. 
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