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Menos de duas décadas apds a
identificacao da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e de
seu agente etiologico, o virus HIV (Virus
de Imunodeficiéncia Humana), a epide-
mia atinge propor¢io global. Contudo, o
impacto da infeccdo nio € igual ao redor
do mundo devido a caracteristicas
socioecondmicas, culturais e
demograficas. Na verdade, cada pais
enfrenta uma epidemia com caracteristi-
cas particulares. Atualmente, 92% dos
novos casos de AIDS ocorrem nos paises
do Terceiro Mundo. O Brasil nio foge a
esta regra e apresenta, até o momento,
110.000 casos relatados, e ainda existem
aproximadamente 500.000 portadores
assintomaticos do HIV. Estes ultimos
representam um grande problema para a
Saude Publica porque, desconhecendo
sua condicdo de portador assintomdtico
e através de praticas sexuais de risco,
podem transmitir o virus para um nime-
ro ainda maior de pessoas susceptiveis.
O HIV tem como material genético o
RNA, e é classificado como retrovirus em
funcao de possuir a enzima transcriptase
reversa. Esta enzima, no estagio inicial
da replicacio viral, promove a sintese da
dupla fita de DNA viral a partir de um
molde de RNA. Devido ao fato de nio
realizar a editoracao da incorporacao de
bases durante a sintese do DNA, a
transcriptase reversa é responsavel pelo
grande acimulo de mutacdes ao longo
do genoma destes virus, gerando uma
enorme variabilidade genética, que é um
dos obsticulos para o desenvolvimento
de uma vacina anti-HIV, assim como no
tratamento a base de anti-retrovirais. A
avaliacdo de isolados virais ao longo do
tempo mostra uma grande diversidade
entre as sequéncias de nucleotideos.
Atualmente, ja sdo conhecidos cerca de
nove subtipos de HIV-1 (de A a D), além
de amostras altamente divergentes que
constituem o grupo O e de HIV-2. Os
subtipos do HIV encontram-se espalha-
dos pelo mundo, e sio classificados
com base nas seqiiéncias dos genes do
envelope ou do gag. Sendo necessiria
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uma variacio acima de 30% entre as
sequéncias para que sejam em subtipos
diferentes. Pouco ainda é conhecido em
relacdo as caracteristicas biolégicas des-
tes subtipos. Além disso, muitos traba-
lhos tém mostrado a existéncia de se-
quéncias virais em que parte do genoma
classificada como pertencente a um
subtipo e outra parte a outro subtipo
distinto seriam recombinantes. No Brasil,
o subtipo dominante é o B, porém ja
foram identificados também os subtipos
C, D e F. Estes outros subtipos podem ser
um problema para o controle da doenca,
devido a possibilidade dos mesmos apre-
sentarem novas propriedades
patogénicas, assim como novo perfil de
resisténcia aos antivirais. A histéria da
AIDS se confunde com a da
biotecnologia. Na verdade, o homem
nunca utilizou tanto desta tecnologia
para entender e combater uma doenca
humana. Esta batalha ainda nido foi
vencida, mas a comunidade cientifica
deu respostas rapidas e ajudou a com-
preender e estabelecer formas de con-
trolar esta epidemia. Neste artigo, descre-
vemos algumas aplicacoes
biotecnolégicas que estio contribuindo
para o combate a AIDS.

Diagndstico

A partir da descoberta do virus da
AIDS e da possibilidade de infeccio via
transfusdo sanguinea, o desenvolvimen-
to de um kit-diagnéstico se tornou
prioritario. Neste tocante, a engenharia
genética contribuiu para o ripido desen-
volvimento deste importante instrumen-
to de controle. Varias proteinas virais
foram expressas em sistemas bacterianos,
e gracas a este artificio pdde-se desen-
volver rapidamente um kit-diagnéstico
confidavel. Outro avanco foi a
implementacdo do teste de dosagem de
carga viral no sangue periférico, que é
essencial dentro dos protocolos de trata-
mento. Uma série de trabalhos indepen-
dentes mostraram que a quantidade de
virus circulante é o fator que prediz o

desencadeamento da imunodeficiéncia,
ou seja, pacientes que na fase
assintomatica apresentam carga viral ele-
vada tendem a evoluir para a AIDS muito
mais rapidamente quando comparados
com 0s outros com cargas virais baixas.
Mais uma vez a medicina pdde lancar
mio da biotecnologia para que pudesse
desenvolver um método confidvel de
dosagem da carga viral através da técni-
ca de PCR quantitativo. Esta técnica se
baseia na amplificacio de quantidades
infimas de RNA viral a partir da utilizacao
de DNA sintético (primers) que catalizam
reacdo de sintese. Esta reacdo é repetida
dezenas de vezes, e a amplificacido
exponencial do dcido nucléico pode ser
medida através de técnicas
imunoquimicas e quantitativas. Foi pos-
sivel desenvolver kits quantitativos de
carga viral que estio a disposicio dos
clinicos para ajudar a decidir as bases do
tratamento com drogas anti-retrovirais.
Neste tocante, o Ministério da Saude,
através do Programa Nacional de DST/
AIDS, organizou, a nivel nacional, uma
rede publica de laboratérios para dosa-
gem de carga viral. A continuidade desta
rede é de suma importincia para o
controle da resisténcia viral as drogas.
Outros métodos foram desenvolvidos
para o controle da resisténcia viral as
drogas. Através da técnica de hibridizacao
molecular, foi possivel criar uma abor-
dagem simples para identificacio de mu-
tacdes no genoma viral que levam a
resisténcia aos inibidores da transcriptase
e protease. Assim, da mesma forma que
o antibiograma ¢ feito para avaliar a
sensibilidade de bactérias aos antibioti-
cos e, desta forma, eleger aquele ideal
para o tratamento, é possivel analisar as
regides-alvo do virus, o que permite
tomar decisdes precoces em relacio a
troca de medicamentos, a fim de manter
a viremia do paciente em um nivel basal
muito baixo.

Vacina

A vacina anti-HIV seria uma arma



eficaz para impedir o avanco desta epi-
demia. A engenharia genética e outras
técnicas biotecnolégicas possibilitaram
a producdo em larga escala de antigenos
virais importantes para o desenvolvi-
mento de uma vacina. Hoje em dia, ja
existem protétipos de vacinas com varias
composicoes antigénicas em fase de tes-
tes clinicos. Infelizmente, o teste de uma
vacina anti-AIDS é um processo longo e
muito dispendioso, inibindo assim os
investimentos privados nesta drea. Outro
fator que ameaca o sucesso da vacina é
a grande taxa de mutacio que o virus
apresenta nas regides importantes para a
ativacdo do sistema imunolégico huma-
no. Virias estratégias foram desenhadas
para criacao de uma vacina anti-HIV e
alguns grupos se dedicaram a producio
da proteina de envelope (gp160) na ten-
tativa de inducdo de anticorpos
neutralizantes contra o HIV. Esses gru-
pos utilizaram virios sistemas de expres-
sdo de proteinas, tais como baculovirus,
levedura e células de mamifero. A em-
presa americana Genetec Inc. desenvol-
veu a expressio da gpl60 em células de
hamster (CHO), o que possibilitou a
producio de grandes quantidades do
antigeno para testes clinicos da vacina.
Outra induastria americana adotou o
baculovirus como sistema de expressio,
e desenvolveu também o antigeno gp160
neste virus de inseto. Ambos os sistemas
mostraram-se eficazes. Uma outra estra-
tégia ¢é a utilizacio de vetores vivos, ou
seja, virus humanos atenuados, tais como
da vaccinia, que foi manipulado geneti-
camente a fim de se induzir a expressio
da gpl160 quando inoculados. A fim de
diminuir o risco biolégico desta estraté-
gia, foram manipulados geneticamente
para atuarem como veiculos (vetores) de
vacina¢io. Um exemplo cldssico é o
virus da variola de canarios (canaripox),
que foi utilizado como vetor vivo para
expressar a gp160 do HIV-1. Outra abor-
dagem se baseia em introduzir nas célu-
las da derme um DNA que, uma vez em
contato com o nucleo celular, expressa
antigenos virais, e assim induz a imuni-
dade nos individuos inoculados. Esta
abordagem foi batizada de vacinacio a
DNA ou vacinas a DNA, e uma gama
imensa de construcoes genéticas expres-
sando diferentes antigenos de HIV-1 esta
sendo testada em animais. A manipula-
¢io em tubo de ensaio (in vitro) do
genoma do HIV destruindo genes aces-
sérios tais como vpu ou nef constitui
outra possibilidade, uma vez que geram
virus com menor potencial patogénico.
O virus com o gene nef inativado apre-
senta um baixo potencial patogénico.
Em experimentos de vacinacio utilizan-
do mutantes nef de SIV (virus parente do
HIV que infecta macaco), estes impedi-
ram a superinfeccio com a cepa virulen-

ta letal. Obviamente existem vdrias ques-
tdoes de biosseguranca relativas a este
tipo de vacina, principalmente no que
concerne ao potencial de reversio des-
ses virus e formacado, através de
recombinac¢ao de virus selvagens, indu-
zindo assim a doenca nas pessoas vaci-
nadas. De uma forma geral, houve um
certo desinteresse das grandes industrias
biotecnolégicas no desenvolvimento de
uma vacina preventiva contra a AIDS.
Este desinteresse foi causado, em parte,
pela geracio de novas drogas potentes
contra o HIV e a dificuldade na organi-
zacao dos testes clinicos para vacina.

Terapéutica

Como citado anteriormente, o HIV é
um retrovirus, e, portanto, utiliza uma
enzima que transforma o seu material
genético de RNA em DNA. Esta transfor-
macdo (transcricdo reversa) pode ser
inibida por varias drogas, sendo as mais
utilizadas o AZT, 3TC, DDI e DDC. Estas
sao derivadas de nucleotideos (blocos
que constituem o RNA e DNA) que quan-
do incorporados 2 transcriptase reversa
viral (‘TR) na cadeia de DNA, inibem a
reacdo, o que impede a infeccdo celular.
Infelizmente, a resisténcia a estas drogas
¢é adquirida rapidamente pelo virus atra-
vés de mutacdes estratégicas na seqiién-
cia que codifica a TR. Assim, a vantagem
terapéutica obtida com este tratamento é
rapidamente perdida apds o apareci-
mento dos virus resistentes que sobre-
pdem a populacio viral sensivel. Outro
alvo de ataque das dro-
gas anti-HIV é a enzima 1@.
proteinase, que é fun- \
damental no processo
de maturacio das prote-
inas virais durante o
brotamento da particu-
la. Sem sua atividade,
particulas defeituosas,
que nao conseguem
infectar novas células,
sdo geradas. A partir de
técnicas de modelagem
molecular, foram desen-
volvidas drogas poten-
tes que conseguem ini-
bir a acao desta enzima

antivirais, nado somente os IP, mas tam-
bém os inibidores de transcriptase que
constituem o coquetel de drogas que
pode levar a uma queda duradoura da
carga viral. Devido ao alto custo dos
medicamentos, este tratamento ainda nao
pode ser disponibilizado para toda a
populacio mundial infectada; contudo,
no Brasil, o Ministério da Saude, através
do seu Programa Nacional de DST/AIDS,
vem disponibilizando o coquetel de dro-
gas para um grande numero de doentes.
O alto custo deste programa e a possibi-
lidade de aparecimento de resisténcia
viral fazem com que deva ser
implementado um sistema de vigilancia.
Este sistema identificaria virus resistentes
e aconselharia a melhor combinac¢ao de
antivirais para o controle da infeccio em
diferentes areas do pais. Novos alvos
moleculares estao sendo pesquisados a
fim de bloquear o ciclo viral, um deles é
a enzima integrase que é responsivel
pela integracio do genoma viral no nu-
cleo da célula infectada. Outros alvos
terapéuticos potenciais que vém sendo
pesquisados sdo os receptores celulares
para betaquimiocinas (CCR5 e CXCR4, ou
fusina), responsaveis pela entrada do
virus na célula, bem como as préprias
betaquimiocinas, que sio mediadores
imunolégicos capazes de bloquear tanto
a entrada viral por competicio pelo seu
receptor, quanto a producio de novos
virus pela célula ja infectada, por pro-
cesso ainda ndo bem conhecido. Portan-
to, quanto mais alvos disponiveis para a
terapéutica anti-AIDS, maior a probabili-
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em concentracoes
baixissimas. Estas sao chamadas
inibidores de protease (IP) e entraram no
mercado had poucos anos, causando uma
grande revolucio no tratamento da do-
enca. Pela primeira vez, pacientes com-
pletamente desenganados puderam se
recuperar e levar suas vidas normalmen-
te. Infelizmente, existem relatos de muta-
coes virais que levam a resisténcia aos
IP. Na tentativa de impedir o apareci-
mento de virus resistentes o tratamento
clinico atual utiliza a associacio de

dade de sucesso.

As caracteristicas peculiares desta
pandemia faz com que seja fundamental
o engajamento das comunidades cienti-
ficas locais para um melhor entendimen-
to dos problemas peculiares de cada
pais onde o HIV circula.

A contribuicao da biotecnologia no
controle efetivo desta epidemia tem sido
decisiva, quer seja nos métodos diag-
noésticos, producio de anti-retrovirais ou
no desenvolvimento de novas vacinas.
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