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RESUMO

A sindrome da Imunodeficiéncia Humana € uma doenca causada por
um virus com alto poder de mutacdo e essas mutagoes afetam o tratamento,
pois causam resisténcia aos medicamentos usados, os anti-retrovirais e com o
uso do exame da genotipagem podemos identificar o padrdo da mutacdo e
indicar um melhor tratamento para o paciente.

ABSTRACT

The human immunodeficiency syndrome is a disease caused by a virus
with high power of changing and these changes affect the freatment because
it causes resistance to drug use, the anfi-refrovirais and with the use of
genotyping of the examination can identify the pattern of change and
indicate better freatment for the patient.
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INTRODUCAO

Com o advento da AIDS, Paster de Paris e simultaneamente
muito foi estudado sobre o virus um grupo de pesquisadores no
causador desta sindrome, o HIV, Centers for disease control and

que foi isolado em 1983 no Instituto preventiona CDC dos Estados




Unidos relatou o isolamento de um
virus linfotrépico de célula T
humana (LEVY et al; 1996;
CUNNINGHAM et al. 1996.).

O HIV é um retrovirus nao-
oncogénico, um lentivirus, membro
da familia Retroviridae. Sua
complexidade genbmica e sua
heterogeneidade  explicam  sua
patogenicidade. Como um virus
pertencente a familia dos lentivirus
estd associado a infeccdes
persistentes com longos periodos
de laténcia clinica.

Em 1986 um novo virus
muito semelhante a este foi
descoberto e assim a AIDS passou
a estar relacionada a mais de um
tipo de virus, e o primeiro virus a
ser isolado passou a ter a
denominagéo de HIV-1 e 0 segundo
de HIV-2, esses dois virus apesar
de relacionados tem diferencas
significativas em sua estrutura
genbmica e também na patogenia.

Nesse trabalho abordaremos
apenas o HIV-1
ESTRUTURA VIRAL

O  HIV-1 €  retrovirus
complexo de formato esférico, com
aproximadamente, 10nm de

didmetro, constituido de uma
membrana lipidica ou envelope, que
envolve o nucleocapsideo viral de
formato cénico (LUCIW, 1996).
Apresenta  um  genoma  de,
aproximadamente, 10kb (LUCIW,
1996), que codifica diversas

proteinas. As proteinas do envelope
sdo codificadas pelo gene env, as
proteinas do core sdo codificadas
pelo gene gag e as proteinas com
atividade enzimatica sao
codificadas pelo gene pol As
proteinas estruturais do HIV sao
importantes, uma vez que é contra
elas que se produz a maior parte
dos anticorpos detectados pelas
técnicas laboratoriais rotineiras. Ja
as proteinas com  atividade
enzimatica, tém a funcdo de
transcriptase reversa, ligase e
endonuclease e sao responsaveis
pela diversidade genotipica do HIV-
1.

O HIV-1 é um virus com uma
alta taxa de mutacdo, e isso faz
com que praticamente cada
particula viral contenha um genoma
diferente das demais. A diversidade
do HIV é em torno de 6% num
mesmo individuo podendo chegar a
50% entre a populagdo no geral,
com esta alta taxa de variacao é
esperado que o0 virus tenha
caracteristicas bioldgicas diferentes
e também essa variacdo dificulta
uma classificagdo coerente das
cepas.

O HIV — 1 é prevalente nas
Américas, Europa Ocidental, e
Africa. A classificagdo das variantes
do HIV 1 em nove subtipos
filogenicos é baseada nas analises
das seqliéncias dos genes env (que
codifica a sintese do envelope do
retrovirus) e gag (que codifica as
proteinas estruturais do HIV). Esses
subtipos sao classificados de A, B,
C,D,E, F, G, Hel e pertencem ao



grupo M (major). O outro grupo
chamado de O abriga as linhagens
altamente divergentes do HIV 1. Um
novo virus designado N de novo, foi
recentemente descrito.

O GENOMA DO ViRUS HIV-1
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O HIV-1 apresenta DNA
genbmico composto por genes
estruturais gag, pol e env, que sao
comuns a todos os retrovirus
(ROSEN & PAVLVIKS, 1990), além
de dois genes regulatorios, tat e rev,
e de quatro acessorios, nef, vif, vpr
e vpu, que regulam a replicacdo do
HIV através da producdo de suas
proteinas caracteristicas.
(CUNNINGHAM et al. 1996). Nas
terminacbées 3 e 5, ha longas
sequéncias repetidas denominadas
long terminal repeats - LTRs.
(WIGG et al., 2002).

BIOSSINTESE VIRAL

O ciclo de replicagdo do HIV
— 1 possui as seguintes etapas:

No Brasil encontramos os
subtipos: B, que ¢é o0 mais
expressivo, e os subtipos C, D, e F.
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ADSORCAO E FUSAO

A primeira etapa € a
interacao de proteinas do envelope
viral com receptores da superficie
da célula. Por intermédio de um
segundo receptor ou co-receptor o
HIV-1 realiza o processo de
adsorcdo e consequente fusdo do
seu envelope com a membrana
citoplasmatica da célula infectada.

DESNUDAMENTO

Ap6s a fusdo do envelope
viral com a membrana da célula a
ser infectada, o complexo
nucleoproteico € liberado no
citoplasma.

Durante a adsorcéo, fusdo e
desnudamento ocorrem uma Ssérie
de  alteracbes  estruturais e
conformacionais com as proteinas
componentes do virus, essas



alteracbes sao disparadas pela
ligacdo aos receptores e se
propagam de proteina a proteina
através dos pontos de associagao
entre elas na estrutura viral. As
alteracdes conformacionais
possuem dois objetivos. O primeiro
€ agir como um sinal para o inicio
da transcriptase reversa e o0 outro é
o de promover a desmontagem do
nucleocapsideo para a liberacdo do
genoma viral no citoplasma.

TRANSCRICAO REVERSA

No citoplasma, pela acédo da
enzima transcriptase reversa ocorre
a transcricao das fitas de RNA em
uma fita complementar negativa de
DNA. A transcrigdo reversa também
atua como ribonuclease H
degradando a fita de RNA e, a
sequir, sintetizando uma fita positiva
de DNA, originando um duplo
filamento. Durante a sintese do
DNA, ocorre a duplicacdo das
sequéncias de cada extremidade do
genoma (U3 e US5) que fixam os
LTRs em ambas as extremidades.
Dessa maneira, o DNA sintetizado €
maior do que o RNA viral.

INTEGRAGCAO

A fita de DNA de duplo
filamento € transportada para o
nucleo da célula, onde pode ocorrer
a integragcao (provirus) no genoma
da célula, através da enzima viral
integrase, ou a permanéncia na
forma circular ndo integrada.

EXPRESSAO GENICA

O provirus € transcrito em
RNAs mensageiros virais, que vao

para o citoplasma. Eles daréao
origem a proteinas ndo estruturais
que serdo responsaveis pela
regulagdo da transcricdo de outros
RNAs mensageiros, para a sintese
das proteinas estruturais dos virus.
O transcrito primario do HIV-1 é um
RNA mensageiro idéntico ao RNA
viral que é traduzido em proteinas

gag e gag-pol.

EMPACOTAMENTO E
BROTAMENTO

Produtos de outros RNAs
mensageiros processados originam
varias proteinas regulatérias e
acessorias que podem afetar a
replicacdo do HIV em diferentes
tipos de células. No citoplasma,
ocorre a reuniao das poliproteinas
estruturais, que sao sintetizadas por
ribossomas livres, com os RNAs
virais € migram para a membrana,
em locais onde ha acumulo de
glicoproteinas virais, saindo das
células pelo mecanismo de
brotamento.

MATURACAO

No momento em que as
particulas virais estdo sendo
liberadas no meio extracelular, elas
sao imaturas e nao infecciosas, mas
logo apdés a sua liberagcdo, a
protease viral sofre auto-ativacao,
passando a clivar as poliproteinas
geradas pelos genes gag e gag-pol,
de modo que a particula viral
apresenta o0 nucleocapsideo em
forma de cone, sendo entdo
considerada infecciosa.

Apos a destruicao de varias
células T, o individuo é considerado



com AIDS. Ele desenvolverda uma
ou mais infeccbes oportunistas,
devido a fragilidade do sistema
imune, podendo ir a ébito por causa
de tais infecgdes.

MANIFESTAGOES CLINICAS:

A infeccao pelo HIV pode ser
dividida nos seguintes estagios:
Infecgdo aguda, fase assintomatica
ou laténcia clinica, fase sintomatica

inicial, fase sintomatica
intermediaria, fase sintomatica
tardia e infeccdo avancada

(www.aids.gov.br, site acessado em
15/02/2008).

A classificagdo da infeccéo
pelo HIV baseia-se em parametros
clinicos e imunolégicos e o Centers
for Disease Control and Prevention
(CDC), em 1994, propb6s as
seqguintes categorias:

Categoria N - Assintomatica,
ou seja, auséncia de sinais e/ou
sintomas, ou com apenas uma das
condi¢cdes da categoria A.

Categoria A - Sao aqueles
pacientes que apresentam sintomas
e/ou sinais leves, podendo
apresentar duas ou mais
manifestagcbes abaixo listadas,
porém sem nenhuma das
categorias B e C: linfonodopatia;
hepatoesplenomegalia;

esplenomegalia; parotidite;
infecgdes persistentes ou
recorrentes de vias  aéreas

superiores (otite média ou sinusite).

Categoria B - Pacientes que
apresentam sinais e/ou sintomas
moderados, como, por exemplo:
anemia, neutropenia ou
trombocitopenia; meningite
bacteriana, pneumonia ou sepse;
candidiase oral; miocardiopatia;
infeccao por  Citomegalovirus;
diarréia recorrente ou cronica;
hepatite; estomatite pelo virus
Herpes simplex; pneumonite ou
esofagite por HSV; nefropatia;
herpes zoster; pneumonia
intersticial linfocitica (LIP);

nocardiose;  febre  persistente;

toxoplasmose e varicela

disseminada ou complicada.
Categoria C - AIDS -

Pacientes que apresentam sinais
e/ou sintomas graves, exceto LIP,
como, por exemplo: infeccdes
bacterianas graves, multiplas ou
recorrentes: septicemia, pneumonia,
meningite, infeccoes osteo-
articulares, abscessos de 06rgaos
internos; candidiase esofagica ou
pulmonar; coccidioidomicose
disseminada; criptococose extra-
pulmonar; criptosporidiase  ou
isosporiase com diarréia; CMV em
locais além do figado, baco ou
linfonodos; infeccdo por HSV,
leucoencefalopatia multifocal
progressiva; Ulceras mucocutaneas,
pneumonite ou esofagite; sarcoma
de Kaposi; linfoma primario do

cérebro e  outros linfomas;
histoplasmose disseminada;
Mycobacterium tuberculosis

disseminada ou extra-pulmonar;
Mycobacterium avium ou M. kansaii
disseminados; Mycobacterium ou
outras  espécies disseminadas;



pneumonia  por  Pneumocystis
Jeroveci; salmonelose disseminada
recorrente; toxoplasmose cerebral,
encefalopatia pelo HIV.

OS ANTI-RETROVIRAIS.

A nova geracdao de drogas
antiretrovirais contra o HIV causou
grandes mudangas no tratamento
da AIDS (CARIDE et al. 2000). A
terapia para o controle do HIV inclui:

- Inibidores analogos nucleosideos
da transcriptase reversa (INRTs),
sdo a eleszidovudina (AZT),
didanosina (ddl), zalcitabina (ddC),
lamivudina (3TC), estavudina (d4T)
e abacavir (ABC), que agem de
forma similar, como terminadoras
da cadeia da reagdo da
transcriptase reversa apdés a
fosforilacao pelas quinases
intracelulares, impedindo a adicéo
de novos nucleotideos a cadeia de
DNA que esta sendo sintetizada
(TANTILLO et al. 1994).

- inibidores nao-nucleosideos da
transcriptase reversa (INNRTs) séo
a delavirdina (DLV), efavirenz (EFV)
e nevirapina (NVP) e agem inibindo
alostericamente a replicacdo do
HIV-1 pelo deslocamento dos
residuos cataliticos relativos de
aspartato do sitio de ligacao da
polimerase (TANTILLO et al. 1994;
SIMONETTI et al.; 2003).

- inibidores da protease (IP) sao
indinavir (IDV), amprenavir (APV),
nelfinavir (NFV), ritonavir (RTV),
saquinavir (SQv) e

lopinavir/ritonavir. Eles nao
necessitam uma ativacao
intracelular e sim de uma ligacédo
forte ao sitio ativo da protease
competindo com o substrato natural
e produzindo virions inativos e néo-
infecciosos prevenindo a divisdo de
poliproteinas virais precursoras Gag
e Gag-Pol em proteinas estruturais
e enzimas virais (SIMONETTI et al.
2003).

O Tratamento Antiretroviral
Altamente Ativo (HAART) é uma
combinacdo de vérias drogas
incluindo dois inibidores analogos
da transcriptase reversa ou dois
inibidores analogos nao-
nucleosideos e uma ou mais drogas
inibidora da protease.

Com esse tipo de tratamento
a morbidade e a mortalidade nos
casos de AIDS tem diminuido muito.

O objetivo deste tipo de
terapia é que a replicacao viral fique
a niveis indetectaveis e essa
redugdo permite que o sistema
imune seja reconstruido o que ajuda
clinicamente o paciente (CARIDE et
al. 2000; STINGELE et al. 2001). A
diminuicdo da carga viral também
reduz o risco de transmissao, pois
reduz a quantidade de virus tanto
no sangue quanto nas secrecdes
(WAINBERG& FRIEDLAND, 1998).
A combinacdo de trés ou mais
drogas demonstrou ser a melhor
opcao para pacientes virgens de
tratamento e para pacientes ja
tratados, pois nesses conseguiu-se
reduzir a quantidade de RNA viral
no sangue abaixo dos limites de
deteccdo, ou seja, menos de 20



copias/ml. E rara a completa
supressao da replicacdo do HIV-1
apenas com o0 uso de mono e
biterapias, por esta razdo ¢é
recomendavel combinacdo de trés
ou mais drogas no minimo
(WAINBERG &FRIEDLAND, 1998).

MECANISMOS DE VARIAGAO
VIRAL

As variacbes  genéticas
existem em todos os virus RNA,
mas tem sido mais bem
caracterizadas para o HIV-1 pela
alta taxa de replicacdo viral e
elevada taxa de substituicdes
incorretas de correcado, que resulta
em mutacdes, outro fato para o
surgimento das variantes é a rapida
selecdo de virus com capacidades
replicativas diferentes devido a
pressdao imune, selecao de co-
receptores e/ou de drogas anti-
retrovirais.

As mutagdes podem ser
definidas em diversas classes e
cada uma delas envolve alteracao
em um Unico ou em multiplos
nucleosideos.

- substituicoes:

Sao mutacbes pontuais que
resultam na substituicdo de um
unico nucleosideo. Podem ser na
porcdo codificante do gene que
criariam coédons prematuros de
parada, resultando num
polipeptideo truncado e fendtipo
mutante, ou em regides nao
codificantes, que alterariam

seqliéncias regulatérias funcionais,
levando ao aumento ou diminuicéo
da expressao génica.

- Insercoes:

Sao mutacdes decorrentes
da adicdo ou remocado de um ou
mais nucleosideos. Podem ser na
regido codificante e envolver
multiplos de trés nucleosideos
resultando na  producdo de
polipeptideos com comprimento
incorreto, ou insercoes e delecdes
nao envolvendo multiplos de trés
nucleosideos o que resulta em
mutacdées com deslocamento do
quadro de leitura, levando a
alteragdo efetivamente do caodigo.
Tanto inser¢des como delecdes
podem também afetar a expressao
do gene se alteram seqléncias
regulatérias associadas do gene.

TERAPIA E RESISTENCIA AOS
ANTIRETROVIRAIS

Desde 1996 vem se usando
a terapia anti retroviral (TARV) e
com ela estamos combatendo a
evolucao do quadro clinico da AIDS
(BAXTER et al. 2000). O sucesso
da terapia anti-HIV depende da
habilidade das drogas em suprimir a
replicagdo viral (HERTOGS et al.
1998; WEGNER et al. 2000).
Porém, o aparecimento da
resisténcia viral aos agentes
antiretrovirais usados para no
tratamento da infeccéo pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana é uma



causa importante de faléncia
terapéutica e limita as opcdes dos
esquemas antiretrovirais
alternativos. Essa resisténcia pode
ser consequéncia da falha
terapéutica o anti retroviral deixa de
atuar devido a falta de boa adesao
ao tratamento, mas também o anti
retroviral pode parar de funcionar
porque o virus fica resistente,
depois de muito contato com a
droga. A resisténcia entao é causa
da falha terapéutica.

Existem trés tipos de falha
terapéutica:

- a clinica: que é quando o paciente
passa a apresentar sintomas

- a imunolégica: que é caracterizada
pela queda dos linfécitos CD4

- a virologica: que € caracterizada
pelo aparecimento do virus no
sangue.

Carga viral indetectavel é a
prova de que o HIV esta sendo
destruido eficazmente pelo
esquema adotado. Assim, sempre
que o HIV comeca a ser detectado
de novo num paciente usando
TARV, estamos diante de uma falha
virolégica.

Foram descritas mais de cem
mutacdes associadas a resisténcia,
abrangendo as regides
codificadoras da protease e da
transcriptase reversa. Mutacdes
resistentes a estes inibidores tem
sido identificadas até em pacientes
nao tratados, e a resisténcia a
drogas aparece antes da falha do
tratamento (HERTOGS et al. 1998).

A maior preocupacdo da
saude publica estd em determinar
até quando a terapia esta,
realmente, reduzindo a carga viral,
nao somente no sangue, mas
também nos fluidos genitais, que
sdo o0s principais veiculos de
transmissao do HIV em todo mundo
(WAINBERG &FRIEDLAND, 1998).

A incompleta supressao da
replicagdo viral causada pelo
regime inicial inadequado de drogas
pode diminuir os beneficios clinicos
do paciente e pode promover o
desenvolvimento de resisténcia a
drogas que podem inativar o
proximo tratamento. O wuso do
regime com diversas drogas e 0
aumento da prevaléncia de
resisténcia entre o HIV-1 em
pacientes infectados tem
aumentado a probabilidade de
resistentes ao HIV-1 a uma ou mais
classes de drogas antiretrovirais
serem transmitidas (WEGNER et al.
2000).

No Brasil, pesquisa realizada
com 500 pacientes da Rede
Nacional de Genotipagem
(Renageno) demonstrou que
somente 7% nao apresentavam
resisténcia a nenhum dos
antiretrovirais. Outro estudo feito na
Escola Paulista de Medicina, com
791 pacientes, revelou que 94,7%
eram resistentes aos inibidores
analogos nucleosidicos da
transcriptase reversa (INRTs), 58%
aos inibidores da protease e 48%
aos inibidores analogos nao
nucleosidicos da  transcriptase
reversa (INNRTs). Na Europa e na



América do Norte, a prevaléncia da
resisténcia primaria a zidovudina é
variavel e oscila entre 0% e 10%
das cepas isoladas (HIRSCH et al.
2000).

Num paciente infectado por
virus RNA, a populacéo viral pode
ser descrita como uma “semi-
espécie”, 0 que pressupbe a
existéncia de variantes virais
geneticamente  diferentes, que
evoluiram a partir do virus inoculado
de inicio. Essas variantes sao
geradas porgue 0s mecanismos de
revisdo do DNA, que preservam a
composicao genética dos
organismos com genomas de DNA
de fita dupla, ndo existem nos virus
de RNA. Desse modo, a medida
que os virus RNA de fita simples
replicam-se, cada genoma recém-
copiado difere do virus primitivo em
média por um nucleotideo (HIRSCH
et al. 2000).

Quando a pressao seletiva
dos agentes antivirais for aplicada
contra as “semi-espécies” virais
deste paciente, estas com
resisténcia aos medicamentos, que
até entdo eram numericamente
insignificantes, tornam-se
predominantes. O desenvolvimento
destas cepas selecionadas pelas
drogas ocorre por uma série de
substituicdes de aminoacidos nos
alvos atingidos pelas enzimas
protease (PR) e a transcriptase
reversa. Esta dUltima, responsavel
pela transcricdo reversa do RNA
viral in vivo, apresenta uma elevada
taxa de erro por incorporacdo de
nucleotideos no genoma. Logo, a

droga terapéutica nao cria as
mutacdes, mas seleciona aquelas
pré-existentes.  Apesar  destas
mutacoes estarem presentes em
grande parte do genoma do virus, o
uso da terapia antiretroviral potente
tem melhorado substancialmente o
quadro clinico da infecgéao pelo HIV-
1 (HIRSCH et al. 2000).

E muito importante classificar
as mutacoes de resisténcia em
primarias e secundarias. As
mutacoes primarias sao geralmente
selecionadas numa fase precoce do
processo de acumulacdo das
mutacoes de resisténcia, sao
relativamente especificas para cada
inibidor, dificultando a ligacao deste,
podendo  produzir um  efeito
detectavel na sensibilidade do virus
aos agentes antiretrovirais. As
mutacdes secundarias acumulam-
Se nos genomas virais que ja
apresentaram uma ou  mais
mutacoes primarias (HIRSCH et al.
2000).

Uma importante
consideracdao referente a este
assunto € o conceito de “barreira
genética”, pois para alguns
medicamentos antiretrovirais, como
a lamivudina, a nevirapina e alguns
inibidores ndo nucleosidicos da
transcriptase reversa, uma Unica
mutagdo pode conferir niveis
elevados de resisténcia, e quando
usados em combinacdo que
suprimem, apenas, parcialmente a
replicagdo do HIV, os mutantes
resistentes predominam depois de
algumas semanas.



Deve-se, portanto, reservar
estas drogas para 0 uso em
conjunto com outros agentes, pois
sua utilizacdo em esquemas menos
supressores resultaria mais
rapidamente em niveis elevados de
resisténcia. Em contraste estdo a
zidovudina, o indinavir e o0s
inibidores de  protease, que
possuem um processo
geneticamente complexo,
envolvendo a acumulagdo de
diversas mutacoes, pois sO6 tem
potencial de conferir resisténcia
quando outras mutacdes estao
presentes, denominadas resisténcia
cruzada (HIRSCH et al. 2000).

Dados demonstraram que o
desenvolvimento de  mutacbes
relacionadas & zidovudina é
suprimida quando um inibidor de
protease é combinado com
zidovudina/lamivudina. A
informacdo genotipica deve ser
considerada como uma rotina na
escolha de uma nova terapia para
pacientes (MAGUIRE et al. 2000)

Os principais padroes de
mutacdes encontradas no Brasil,
independente do subtipo, sdo K70R,
M184V, e T215F/Y. Com menos
frequéncia, encontram-se a L210W,
Q151M, Y115F, G333D/E, F116Y,
L74l1, entre outras. Algumas delas,
como a mutacéao M184V,
M41L/T215Y, foram encontradas
em isolados de pacientes com
carga detectavel e com baixa
viremia e em células do sangue
periférico, particulas virais contendo
a mutagdo M184V relacionada com
resisténcia a lamivudina.

Atualmente, as mutacbes mais
encontradas sao M184V, K65R, e
M41L/T215Y (NETTLES et al. 2004;
CARIDE et al.; 2000).

As mutagdes resistentes as
drogas identificadas no periodo de
falha do tratamento estao
associadas a baixa resposta a
combinagdo das drogas utilizadas.
Ha fortes evidéncias de que o
tratamento guiado pelo
conhecimento das mutacdes
resistentes pode ser muito mais
efetivo. A alternagéo de terapia com
duas ou mais drogas pode ser uma
boa estratégia para a prevencao ou
retardo do aparecimento desta
resisténcia.

GENOTIPAGEM VIRAL:

A genotipagem viral € uma
forma direta e rapida para identificar
0 padrao genético das mutacdes
virais que podem conferir
resisténcia biolégica a uma ou mais
drogas das diferentes classes
terapéuticas (HERTOGS et al,
1998). Ela aponta no gendtipo viral
as mutacbes ja anteriormente
descritas na Dbibliografia como
sendo responsaveis ou associadas
ao comportamento  viral de
resisténcia. Este teste se tornou
uma excelente alternativa ao alto
custo e demora na confeccao dos
testes de fenotipagem.
(www.roche.com.br  -15/02/2008).
Em geral, sdo necessarias amostras
de plasma com mais de 10.000
copias/ml de RNA do HIV para se




obter bons resultados (HIRSCH, et
al., 1999).

Os ensaios para detectar
mutacdes do genoma viral do HIV-1
estdo baseados na reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) como
primeira etapa metodoldgica
(HIRSCH et al.,, 1999). Na segunda
etapa, existem dois métodos para
sequenciar o fragmento amplificado:
seqlenciamento automatico com
terminadores  dideoxinucleotideos
fluorescentes e seqlenciamento por
hibridizacdo de alta densidade em
micro-chips de DNA (“micro array
DNA chips”).

O sequienciamento
automatico com  terminadores
dideoxinucleotideos fluorescentes é
o método mais utilizado, pois sua
vantagem reside no fato de acessar
diretamente a seqliéncia dos genes
alvo de mutagdes de resisténcia.

Sao analisadas as
sequéncias de DNA dos genes da
protease viral completa e da
transcriptase reversa (RT) em sua
porgcao inicial. Apos
sequenciamento  automatico do
cDNA dos genes da RT e protease
virais, as duas seqiéncias obtidas
sao comparadas com as
respectivas seqiéncias de um
isolado viral-referéncia ja publicado,
reconhecidamente  sensivel as
drogas utilizadas.

A genotipagem tem como
objetivo ajudar os clinicos na
escolha (BAHIA et al., 2004) de um
regime efetivo para o tratamento
antiviral. Deve-se analisar a

mutacao identificada, a
interpretacdo da susceptibilidade as
drogas e a sugestdo para o
tratamento (BAXTER et al., 2000).

Caso haja um aumento na
prevaléncia de mutagbes em uma
populagdo em particular, o teste de
resisténcia a drogas antiretrovirais
deve ser considerado na escolha do
regime inicial de antiretrovirais
(WEGNER et al., 2000) e de rotina
(MAGUIRE et al., 2000).

Quando se trata de falha
virologica o exame de genotipagem
€ sempre recomendado, pois
quando se opta pela introducédo da
TARV recomenda-se nova carga
viral apés trés a quatro semanas. O
objetivo €é documentar se o
tratamento esta funcionando ou
ndo. Ela tem que cair ao menos 1
log. O efeito maximo ocorrera em
seis meses, quando se espera que
fique indetectavel. Depois a cada
trés ou quatro meses precisa-se
repetir o exame. Se neste exame a
carga viral ficar positiva é
necessario mudar o tratamento,
pois ha a falha virologica. Nestes
casos 0 médico ou tenta mudar o
esquema de tratamento ou faz um
exame de genotipagem.

Para o paciente fazer o teste
este deve apresentar a falha
terapéutica virologica e estar em
uma das  situacbes  abaixo
relacionadas:

- Primeira falha terapéutica dupla;

- Primeira falha terapéutica tripla
contendo ITRNN;



- Primeira ou segunda falha com
IP.

Além disso, alguns cuidados
sdo fundamentais, como a carga
viral precisa ter sido feita ha no
maximo dois meses, pois as vezes
0 exame € antigo e ndo esta
refletindo o momento atual do
paciente e também tem que ser
sempre na vigéncia do tratamento,
pois quando o anti retroviral é
suspenso, O virus resistente
comecga a ficar invisivel, pois o virus
com mutagao tem que competir com
0s virus nao resistentes pelos
linfécitos CD4, o teste entdo perde a
sensibilidade. (Tratamento Hoje)

CONCLUSAO:

A genotipagem € uma
realidade, e a tendéncia é esse
exame ser usado cada vez mais na
clinica. Assim aconselhamos o uso
do teste com bastante critério, tanto
na realizacao quanto na
interpretacao, pois este é o melhor
instrumento para o0 resgate
terapéutico.

Hoje podemos concluir que
com 0 uso dos antiretrovirais, 0s
pacientes ndao morrem mais de
AIDS, mas nem todos conseguem
seguir com o tratamento por conta
da resisténcia aos antiretrovirais e
com a genotipagem podemos ao
menos ter uma esperanca desses
pacientes conseguirem voltar ao
tratamento. A genotipagem acaba
sendo a melhor escolha para

detectarmos as mutagcdes que
causam resisténcia aos
antiretrovirais.
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