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. RESUMO

Segundo a Organizacado Mundial de Saude (OMS) a incidéncia de novos casos
de infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH) é demasiado elevada, apesar
dos métodos de prevencdo disponiveis permitirem a reducdo da prevaléncia. As
estratégias seguidas para a elaboracdo da vacina passam pela inducdo de anticorpos
neutralizantes de largo espetro (atcNLE) que bloqueiam o estabelecimento da infecéo
inicial, ou pela inducdo de linfocitos T com elevada atividade antiviral para inibicdo e
controlo da infecéo.

As estratégias mais utilizadas para a criacdo da vacina indutora de anticorpos
sdo: a mimetizacao da espicula viral para ser utilizada como imunogénio; utilizacdo do
envelope como imunogénio “ e a entrega vetorial de genes que codificam moléculas
dos anticorpos @. Porém, estes processos continuam a apresentar obstaculos: 0s
anticorpos induzidos ndo sdo capazes de neutralizar parte do virus circulante e
carecem de eficacia por falta de ampliacéo e de poténcia ©.

Sdo desafios futuros a identificacdo de imunogénios capazes de induzir
atividade neutralizante e a necessidade de entender como se modula o sistema imune
para promover a maturacdo dos raros clones neutralizantes “.

Outra linha de investigacdo consiste na indugdo de linfécitos T que poderédo
atuar pelos seguintes mecanismos: intervencdo dos CD8" na fase inicial da infecdo
abortando a fase de contdgio ainda nas mucosas, assim como atenuacdo da
replicacdo inicial do virus e manutencao de niveis baixos de viremia para que a
progressao da doenca seja adiada ou evitada. Isto requer morte celular induzida por
CD8" com coordenacéo pelos CD4". O desenho de uma vacina vetorada que induza

respostas celulares eficazes é o projeto com melhores perspetivas de sucesso ©.
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Il. PALAVRAS-CHAVE

Vacina, virus da imunodeficiéncia humana, anticorpos neutralizantes de largo espetro,

RV144, vetores, imunogénios, linfécitos T citotdxicos.
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I1l. ABSTRACT

According to the World Health Organization the incidence of new cases of
infection with the human immunodeficiency virus is still very high despite the prevention
methods available allow the reduction of its prevalence. The strategies followed for the
preparation of the vaccine are the induction of neutralizing antibodies that block the
establishment of the initial infection or the induction of T lymphocytes with high antiviral
activity to inhibit and control the infection.

The most used strategies to create the antibodies inducing vaccine are
mimicking the viral spike; use of the envelope as an immunogen and vector delivery of
genes that encode the antibody’s molecules. However, these processes continue to
present obstacles: the induced antibodies are unable to neutralize part of the
circulating virus and lack effectiveness due to its lack of expansion and power.

Stand out as future challenges the identification of immunogens capable of
inducing neutralizing activity and the need to understand how the immune system
modulates in order to promote maturation of the rare neutralizing clones system.

Another side of the research is the induction of T lymphocytes that may act
through the following mechanisms: empower the CD8" lymphocytes to early stages of
infection, aborting its contagion stage at the mucous membranes; mitigation of the
initial virus replication and maintenance of low levels of viremia for the disease
progression to be delayed or even prevented. This requires cell death induced by CD8"
lymphocytes with CD4" lymphocytes coordination. The design of a vectored vaccine
that induces effective cellular responses is the project with the best prospects of being
successful.

In conclusion, it is essential to continue doing basic research and,
simultaneously, conduct clinical trials to test different vaccine prototypes until we get

clinical results with impact on the natural history of infection.
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1.INTRODUCAO

Segundo a OMS, em 2012 cerca de 35,3 milhdes de pessoas no mundo viviam
com VIH. Portugal é um pais de média prevaléncia de infe¢cdo por VIH (0,7% em
2011), sendo a Africa subsariana a regido mais afetada globalmente. Em Portugal, em
2011, as mortes devidas a VIH/SIDA foram estimadas em 2,3 por 100 000 habitantes.
Segundo o Centro Europeu de Prevencéo e Controlo de Doenca, em 2010 Portugal foi
o0 terceiro pais, quer em prevaléncia quer em nimero de novos diagnésticos anuais de
infecdo por VIH, da Unido Europeia. Em 2011 a taxa de diagnéstico de novos casos de
infecdo VIH em Portugal foi de 8,5 por 100 000 habitantes.

Atualmente a prevencao primaria da infecdo VIH inclui:

e Campanhas de educacao para a saude sobre vias de transmissao e evicgao
do contégio;

e Testes e aconselhamento para a infe¢cdo VIH;
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e Circuncisdo masculina;
e Uso de terapia antirretroviral;
¢ Distribuicdo de material estéril aos utilizadores de drogas injetaveis;

e Implementagdo de medidas que reduzem a transmissao vertical do virus.

Apesar do potencial destes métodos permitir a reducao da prevaléncia da
infecdo, 0s novos casos de infecdo VIH sdo demasiado elevados, mantendo-se um
grave problema de saude publica a nivel mundial, dados da OMS em 2013. Assim,
urge a necessidade da criacdo de uma vacina para uma prevencao eficaz. Se for bem-
sucedida podera conduzir a erradicacdo desta epidemia mundial e serd a melhor
ferramenta a longo prazo para o combate eficaz contra o VIH.

Os objetivos da vacina deveréo incluir a indugéo de anticorpos que impedem o
estabelecimento da infecéo inicial, ou segundo outra via de investigacdo, deverao
induzir altos niveis de CD8" para controlo virolégico ©.

Os primeiros ensaios realizados com vacinas, quer baseadas na inducdo de
anticorpos, quer assentes na producdo de uma resposta protetora de CD8" ndo
produziram os resultados desejados ©.

O objetivo desta revisd@o é revisitar os mecanismos imunoldgicos que estao na
base do desenho destas vacinas, assim como apresentar e discutir 0s ensaios ja

realizados e expor as dire¢des futuras da investigacdo na area. Toda a investigacéo

realizada tem por base o VIH-1.

1.1 ESTRUTURA DO VIH E RESPOSTA IMUNE

O VIH é um retrovirus com envelope. Cada virido contém duas cépias de acido
ribonucleico (ARN) e numerosas copias das enzimas essenciais que sao requeridas

para o estabelecimento da infecdo. O genoma viral é transcrito em &cido
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desoxirribonucleico (ADN) pela transcriptase reversa nas células infetadas e o ADN
viral € integrado no genoma destas pela integrase.

O envelope do VIH, representado na Figura 1, na forma madura e funcional é
constituido por uma membrana lipidica e por trés subunidades de superficie gp120
ligadas a trés subunidades transmembranares gp40. O envelope € 0 Unico antigénio

acessivel aos anticorpos na superficie do virus. (47)

gp120env
lipid )
membrane &y

[integrase 2
, A

everse transcri ptase
: (p64)
matrix g

MHC

envelope proteins

Figura 1. Representacdo esquematica do virido do VIH. Agradecimento a Murphy K. Janeway's
immunobiology. 82 ed. Nova lorque: Garland Science, Taylor & Francis Group; 2012. p.547.

O virus penetra nos linfécitos através de duas glicoproteinas do envelope: a
gpl20 e a gp4l. A gpl20 liga-se a molécula CD4" na superficie celular. Antes da
entrada do virus este tem de se ligar ao coreceptor que € o0 CCR5 ou CXCR4. Depois
da ligacdo a este, a gp41 induz a fus@o do envelope viral com a membrana plasmatica
da célula permitindo a entrada do genoma e das proteinas virais na célula.

Ambas as respostas imunes inatas e adaptativas sdo importantes no controle
da replicacdo viral do VIH. Na resposta imune inata as células dendriticas tém um
papel preponderante na degradagdo dos antigénios extracelulares em lisossomas, e

na apresentacdo dos antigénios aos CD4" através das moléculas MHC de classe IlI.
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Os antigénios intracelulares sdo fragmentados por proteases e séo apresentados aos
CD8" pelo complexo MHC classe |.

Durante a infecdo aguda, a alta taxa de replicacdo viral aumenta
substancialmente a viremia, levando a rapida proliferacdo de linfocitos CD4" que s&o
subsequentemente infetados comecando os seus hiveis a decrescer. O mecanismo
exato que leva a este fendmeno ainda ndo esta completamente esclarecido. As
consequéncias sao a falta de respostas proliferativas, a diminuicdo na producao de IL-
2 e a reducdo na expressdo do recetor de IL-2 (CD25) e da sua molécula
coestimuladora CD28.

Apesar de ndo ser bem estabelecido qual o mecanismo, existe uma correlacdo
entre o decréscimo da carga viral e o aumento dos CD8" - linfocitos T citotoxicos
(LTC). Na infecdo cronica esta resposta também esta presente, embora o numero
destes linfocitos decaia quando a doenca progride para os estados mais avancados.

Sob a presséo destes linfocitos, o VIH sofre mutagdes para evitar a detecdo e a
destruicdo. Estas mutacdes levam a perda do péptido que cria a ligacdo ao MHC | ou
a perda de reconhecimento do complexo VIH-MHC | pelo recetor de célula T. Pensa-
se ainda, que a perda de eficacia destes linfocitos seja devida a uma supraregulacdo
dos marcadores de apoptose que ocorre na infecdo por VIH.

S6 alguns individuos é que produzem uma resposta humoral eficiente. Na
maioria dos individuos o VIH consegue criar multiplos mecanismos de evasdo a
resposta de anticorpos. O principal é a mutacado constante do virus que faz com que a
resposta anticorpo-antigénio, que é especifica, deixe de ocorrer. O virus também se
protege através da producdo de um escudo de glicanos, que impede a sua ligagdo aos

anticorpos .

10
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1.2 VACINACAO

As vacinas sdo compostas por proteinas, toxinas, partes de bactérias ou virus,
ou virus e bactérias inteiros, que quando sdo inoculadas no organismo, suscitam uma
resposta imunoldgica analoga a de uma infe¢cdo por um determinado agente infecioso.

A grande maioria das vacinas atualmente disponiveis atua através da indugéo
de anticorpos contra os agentes infeciosos, que acabam por tornar o organismo
imune.

O inoculante que a vacina contém é reconhecido como antigénio pelo sistema
imunolégico. Posteriormente vai ligar-se ao recetor de antigénio do linfécito B e vai
proliferar e diferenciar-se em plasmocitos. Os plasmdcitos produzem anticorpos que
sdo especificos do antigénio em causa, geralmente dirigem-se contra multiplos
epitopos no antigénio, contudo sé alguns deles é que conferem protecao. O linfécito B
também tem a funcdo de apresentar o antigénio aos linfécitos T .

Depois da interagdo com o antigénio e com os linfocitos T, os linfécitos B
entram no centro germinativo onde sofrem expansao clonal, muta¢cdes sométicas e
selecdo dos linfocitos B que expressam variantes de anticorpos de alta afinidade —
maturacdo por afinidade ®. Durante este processo ocorre o aumento da afinidade do
linfécito B pelo antigénio através de poli-reatividade pela ligacdo de mais recetores de

linfocitos B ©.

11
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2.ANTICORPOS NEUTRALIZANTES DE LARGO ESPETRO

2.1.DEFINICAO E MECANISMO DE ACAO

Os anticorpos podem atuar de trés modos: neutraliza¢do, opsonizacao ou por
ativacdo do complemento. Nos virus a neutralizacdo é o modo mais eficaz de controlar
a infe¢do: o anticorpo liga-se ao virus impedindo que penetre na célula, sendo este
complexo reconhecido e fagocitado pelos macréfagos .

Os atcNLE definem-se por anticorpos monoclonais que neutralizam
potentemente um largo espetro de cadeias de VIH circulantes ® e tém como alvo o
envelope viral @.

Quando comparados com outros anticorpos, estes tém caracteristicas pouco
usuais, incluindo estruturas fisicas particulares, tais como, ansas alongadas de ligacédo
ao antigénio e niveis elevados de mutag¢des que afetam o local de ligagdo antigénio-
anticorpo e os dominios estruturais ?.

12
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Diversas mutacfes somaticas sao introduzidas nos genes do anticorpo durante
a resposta imune ao antigénio ®. Estas mutages que ocorrem no centro germinativo
contribuem para a potente atividade dos atcNLE e para o largo espetro da sua
neutralizac&o, por melhorarem o contacto antigénio-anticorpo %,

A maioria dos atcNLE atua nos estagios iniciais do ciclo de replicagdo viral,
blogueando a interagdo do virus com os recetores da superficie da célula, prevenindo
subsequentes mudancas de conformacdo das proteinas virais necessarias para a
entrada nas células e transicdo das vesiculas endociticas para o citoplasma (.
Existem alguns anticorpos protetores que podem atuar mais tarde no ciclo da
replicacao, por exemplo, os anticorpos dependentes da citotoxicidade e os anticorpos

dependentes da inibicdo do virus mediada por células, em adicdo ou na auséncia de

propriedades neutralizantes 2.

E importante relembrar que a infe¢do natural induz maioritariamente anticorpos
nao-neutralizantes ou anticorpos especificos de uma cadeia nos primeiros meses
(131415 A resposta de anticorpos neutralizantes é muito mais débil que a resposta de
anticorpos ndo neutralizantes ®®. No VIH os atcNLE demoram meses a anos a
desenvolver-se @7, 10 a 30% dos individuos, s6 depois de 2 até 4 anos de infecdo é
que desenvolvem atcNLE ©. Isto podera ser uma consequéncia da infecdo que causa
dano da fungdo imune, incluindo a destruicdo dos CD4" e a destruicdo da arquitetura
dos nddulos linfaticos. A resposta tardia também pode estar relacionada com a
natureza intrinseca dos antigénios contidos nas proteinas do envelope ©. Esta pode
igualmente advir da necessidade de ocorréncia de raros eventos aleatérios, ou da
alteracdo complexa do gene dos anticorpos durante o desenvolvimento da infecdo 9.

A evolugdo do virus e da resposta humoral é que leva a producdo de
anticorpos eficientes ®. A persisténcia da infecdo viral estd dependente de varios
mecanismos de evasdo nomeadamente: rapida mutacdo de aminoacidos de mdltiplas
regibes do envelope; existéncia de um escudo de glicanos que € reconhecido pelo

13
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sistema imune como proprio minimizando a exposicdo do virus; presenca de
contingéncias conformacionais a ligagdo dos anticorpos, que protegem o local de
ligacdo do CD4"; flexibilidade inerente das estruturas terciarias e quaternarias do
envelope — dissimulacdo conformacional; presenca de envelopes imaturos, mal
dobrados ou deteriorados que apresentam epitopos imunodominantes nao

neutralizadores ®; baixa densidade de espiculas do envelope na superficie viral 9.

Os atcNLE podem dividir-se em quatro classes com base na localizacdo da
espicula viral que tém como alvo. As localizacdes destas regifes alvo encontram-se
representadas na Figura 2 sendo estas:

1) Regido externa da membrana proximal (REMP) na gp4l, a qual se liga o
anticorpo 10ES.

2) O local de ligacdo do CD4" na gp120 a qual se liga o anticorpo VRC01 @;

3) O dominio V1/V2 que é alvo dos anticorpos PG9, PG16, CHO1 a CHO4 e
PGT141 a 145 #7,

4) O dominio V3 de glicanos que é alvo do PGT121 e dos PGT128-like. Ambos

bloqueiam a infecdo por interferirem com a ligagdo do CD4" V.

Até 2009 os anticorpos in vitro mais potentes eram os que se ligavam ao local

de ligacdo do CD4", os b12 2.
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Figura 2. Locais alvo dos anticorpos na espicula viral do VIH — Cada um dos monémeros do trimero é
composto por uma proteina gpl20 e por uma gp4l. Cada cor corresponde a um dos locais de ligagdo mais
frequentes dos anticorpos. O local de ligacdo do CD4" em cor-de-laranja, o epitopo associado a glicanos na base
do dominio V3 representado a roxo, os dominios V1/V2 a verde e a regido externa da membrana proximal na
gp4l a cinzento. Exemplos de anticorpos de primeira e de segunda geracdo s&do apresentados nas caixas.
Agradecimento a Klein F et al. Antibodies in HIV-1 Vaccine Development and Therapy. Science 2013; 341:1199.

Em 2009, a evolugdo técnico-cientifica permitiu a descoberta dos atcNLE de
segunda geracdo. Estes anticorpos surgiram através do uso de clonagem individual de
linfécitos B, juntamente com um método de selecdo baseado na ligagédo de antigénios.
Revelou-se que existem vérias linhagens de antigénios que tém como alvo multiplos
epitopos na proteina gp120 ®?. Simultaneamente a adaptacéo da clonagem individual
de linfécitos B para um rastreio de alto rendimento levou ao isolamento de dois
anticorpos PG9 e PG16 ?®. Estes anticorpos neutralizaram 70 a 80% das estirpes de
VIH testadas ligando-se preferencialmente ao trimero do envelope por via dos

dominios V1/V2 da subunidade gp120 ®*2. OQutras melhorias nos métodos de

15
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isolamento levaram a identificacdo do PGT121-145 com um espetro de a¢éo sobre 16
a 80% das estirpes, mas com uma poténcia notavel. Este atcNLE interage com o

escudo glicano do VIH @,

2.2.PARADIGMA DA VACINA BASEADA EM ATCNLE

Existem varias estratégias para criar uma vacina que induza a produgédo de
anticorpos neutralizantes contra o VIH nomeadamente a mimetizacdo da espicula
viral, que € o alvo dos atcNLE. O obijetivo é recriar o epitopo hum formato minimalista
para induzir a ligagdo a este dos recetores de linfocitos B, levando a formagéo de
anticorpos. A dificuldade estd em que muitos dos epitopos onde se ligam os anticorpos
neutralizantes sdo conformacionais e descontinuos. Para esta estratégia ser eficaz,
tem de existir uma ligacdo estrutural perfeita entre o epitopo, da forma mimética do
antigénio, e o anticorpo @.

Tentativas falhadas no passado, para a produgdo de uma vacina, focavam-se
no uso da gpl20 como imunogénio. A imunizacdo gerada era potente mas era
especifica para uma determinada cadeia . A imunizacdo, tendo como alvo as
proteinas do envelope, tém-se focado primariamente na gpl20, contudo muitos
anticorpos imunodominantes mas ndo neutralizantes interagem com a gp4l 9.
Recentemente os imunogénios gp4l tém sido investigados com algum sucesso. A
neutralizacdo mais abrangente induzida até agora, para a gp4l, envolveu a
imunizagdo de porcos da guiné com rinovirus humano, que apresentavam versdes
modificadas do epitopo 2F5. O soro pos-imune de um animal neutralizou nove estirpes
de VIH com poténcia ligeira a moderada “”.

As investigagOes para gerar imunizagdo com o0 envelope mais especifica
incluem diversas abordagens: mutacdo dos epitopos imunodominantes; dissimulacéo
dos epitopos imunodominantes por ligacdo cruzada e alteracdo seletiva de uma

porcdo das moléculas dos carbohidratos ©®®. S&do exemplos destas abordagens as
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alteracdes no dominio variavel do envelope “9, a delecéo do V2 do envelope ©? e
outras mais drasticas como a mutacdo do local de ligacdo do CD4" ou a disrupcéo da
ponte proteica que esta entre os dominios da protefna gp120 ©V.

Uma outra hip6tese para gerar atcNLE € criar imunogénios do envelope que
se liguem ao recetor de linfocitos B nas células naive e aos linfocitos B intermediarios
nos estagios iniciais, médios e finais da resposta humoral ©.

E de relevo referir, outra tentativa falhada de induzir atcNLE através da
utilizacdo de trimeros sollveis. Porém, estes trimeros assumem conformacdes
diferentes dos locais de ligagcéo, ndo induzindo assim a resposta humoral pretendida.
Além disso, antigénios ligados a membrana sdo muito mais potentes a estimular os
linfocitos B do que os antigénios soluveis. Adicionalmente, a preparacdo de formas
sollveis da estrutura do envelope exacerba a instabilidade e o erro de dobra do
trimero. Tem-se investido em conseguir homogeneidade e estabilidade do trimero do
envelope através da adi¢do de ligacdes de dissulfeto interprotbmeros, que provou ser
efetiva.

Uma outra opcdo é a utilizacdo de um imunogénio com um epitopo
especifico conservado, que induz a resposta com 0 mesmo epitopo, mas num
imunogénio diferente para adquirir reconhecimento de alta afinidade numa espicula
viral natural. Ha que considerar que ao isolar um epitopo do seu antigénio podera ndo
ser desencadeada o mesmo tipo de resposta imunogénica.

Uma outra possibilidade é a entrega vetorial de genes que codificam
moléculas dos anticorpos, o que sustenta a producédo de anticorpos a longo prazo 9.
Um dos vetores mais utilizados é o adenovirus ®?. Contudo, a resposta de anticorpos

neutralizantes induzida ainda néo € suficientemente potente nem de largo espetro.
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2.3. OS DESAFIOS DA INDUGAO DE ATCNLE

Embora ja tenham sido realizados diversos estudos e estejam a decorrer
outros, a inducdo de atcNLE através de uma vacina, continua a apresentar-se como
um enorme desafio. Numa primeira instancia, porque 0s anticorpos induzidos pela
vacina ndo sdo capazes de neutralizar parte do virus circulante ® e carecem de
eficacia por falta de ampliacdo e de poténcia.

Existem explicacGes propostas para esta falta de poténcia. Em quase todos
0s estudos com anticorpos neutralizantes, a reversdao dos genes variaveis dos
anticorpos para as sequéncias germinais, resulta em marcada diminuicdo da afinidade
para o VIH @339 As pobres afinidades destes anticorpos percursores ao envelope do
VIH sugerem que a ativagdo inicial dos linfocitos B precursores e o desenvolvimento
inicial das respostas de linfécitos B possa ser limitado 23

Um dos mais importantes desafios no desenvolvimento guiado por antigénios
de linfocitos B que produzem atcNLE é como e quando vacinar e qual a combinacéao
ideal de antigénios “®. Importante referir um estudo que foi fundamental para a
compreensdo dos padrdes naturais que levam a producdo de anticorpos. Este mostrou
0 percurso da infecdo e a evolu¢do do virus e dos anticorpos, particularmente do
anticorpo CH103. Concluiram que uma célula B progenitora, que expresse este
anticorpo da linha germinativa, pode ser apenas estimulada em resposta a uma
apresentacdo as proteinas do envelope do virus fundador. Embora todos os membros
da linhagem do anticorpo reconhegam e neutralizem o virus fundador, a afinidade e a
capacidade de neutralizacdo diminui gradualmente com a acumulacdo de mutacdes
somaticas. Demonstraram ainda que o VIH escapa a pressao dos anticorpos por
mutac&o de residuos aminoacidos no local de ligacdo do CD4". Posteriormente estes
virus resistentes incitam mais muta¢des somaticas e maturacdo por afinidade das
variantes do anticorpo, resultando em neutralizacdo mais eficaz e numa resposta mais

ampla ©9,
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Falta também definir os melhores vetores e os melhores genes, bem como
saber mais sobre a resposta imune que pode ser gerada pelo hospedeiro. Consegue-
se assim garantir as medidas de seguranca necessérias. Devera ser conhecido um
modo de eliminar o anticorpo codificado para o caso de ocorrer algum efeito adverso
ndo esperado 9.

A diversidade genética dos subtipos de VIH, das formas circulantes
recombinantes e das estirpes € maior do que na maioria dos virus, isto reflete-se na
diversidade antigénica do envelope %) O VIH gera 10™ virides por dia, tem uma
taxa de mutacdo de 3x10® por base nucleotidica por ciclo de replicacéo, isto leva a
geracdo de imensas variantes de VIH no mesmo doente num dia. A variedade também
aumenta com a natureza propensa a erros da replicacdo retroviral, visto que, a
transcriptase reversa ndo tem os mecanismo de revisdo de erros associados as ADN
polimerases. Os genomas dos retrovirus sao copiados com baixa fidelidade e a
transcricdo do ADN para ARN pela ARN polimerase também nao é fiavel .

Um problema adicional destas vacinas € a falta de respostas de anticorpos com
meméria duravel 9.

Um outro desafio € induzir elevadas concentracdes de anticorpos
neutralizantes ao nivel da mucosa o que é ainda mais dificil que a indug¢éo a nivel
sistémico. Isto é importante devido ao modo de transmiss&o do virus “%.

Uma aprendizagem importante que se pode fazer com os estudos realizados
até a data é que os modelos animais usados podem ser inadequados (ratos e
coelhos ndo conseguem recriar as mesmas caracteristicas estruturais que levam a
neutralizac&o de largo espetro) ©.

Por fim, o principal obstaculo colocado a estes estudos € técnico-cientifico,
maioritariamente devido a falta de técnicas de cloniza¢do de anticorpos humanos.

Além disso, para o desenho ideal de anticorpos, serd necessario conhecer a
estrutura da espicula viral através de uma resolucéo de nivel atémico, tecnologia que

ainda néo esta disponivel 2,
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Das muitas questdes em torno desta probleméatica ha duas importantes de
realcar:
- Se apenas uma pequena percentagem de individuos infetados com VIH
criam uma resposta com atcNLE, serd que o mesmo pode acontecer com a
vacinacdo? ©®
- A guantidade de anticorpos necessdria para uma resposta eficaz podera

ser induzida pela vacinacédo? “?

Relativamente a criacdo de um antigénio baseado no envelope, os desafios
especificos que se colocam sao:

e O epitopo que imita o REMP adota uma conformacgdo inapropriada em
solucéo e falha na apresentacéo da superficie correta para o reconhecimento
de linfocitos B.

e Os anticorpos 4E10 e 2F5 s&o autorreativos, por este motivo estdo sujeitos a
mecanismo de tolerancia pelos linfocitos B.

e O local de ligagdo do CD4" é um alvo dos atcNLE, contudo a maioria dos
individuos ndo os produz pelas seguintes raz8es: a natureza intrinseca
imunorecessiva dos segmentos conservados do local de ligacdo do CD4", a
dificuldade no acesso a regido de dois dominios do recetor de linfécitos B e a
restricdo no angulo de aproximagédo entre o epitopo e o recetor de linfécitos
B.

e Os anticorpos PG9 e PGT128 que se ligam a epitopos no dominio V1/V2 e
na base do dominio V3 requerem uma longa ansa CDR3 para acederem ao
epitopo.

e Sao requeridas caracteristicas antigénicas Unicas para o reconhecimento do
recetor de linfécitos B, as imitagBes dos epitopos ainda ndo conseguem ter

estas caracteristicas ©.
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2.4. IMUNIZACAO PASSIVA

7

Uma outra estratégia preventiva da infecdo € a utilizagcdo de anticorpos
neutralizantes, através da transferéncia passiva de imunoglobulinas — profilaxia direta
com anticorpos. (7) E digno de nota que a protecio mediada por atcNLE via
transferéncia passiva em primatas nao-humanos, ndo atua unicamente pelos
mecanismos de neutralizagdo “'4243),

Os anticorpos usados na imunizacdo passiva sdo os de 22 geracdo que sao
altamente potentes (o anticorpo VRCO1, anticorpo 10E8 e anticorpos que tém como
alvo o dominio V3) *®. Os anticorpos neutralizantes, envelope-especificos, mostraram
gue fornecem protegdo contra a aquisicdo de VIH e contra o virus da imunodeficiéncia
simia (VIS) através da sua transferéncia passiva em primatas ndo-humanos @9.
Contudo nao existem ainda provas de que o anticorpo monoclonal contra o VIH possa

prevenir a infecdo em seres humanos ®®.

2.5. O FUTURO DAS VACINAS BASEADAS NA INDUGAO DE ATCNLE

O estado da arte atual baseia-se nos progressos cientificos que tém sido
alcancados e que permitem desenvolver a investigagdo. Posto isto, é relevante referir:

- Progressos na clonizacdo de genes das imunoglobulinas que
possibilitam selecionar os linfécitos B permitindo o isolamento dos atcNLE @

- Avancos na sequenciacdo de genes dos anticorpos, que permitem
conhecer o padrdo de desenvolvimento do anticorpo, desde o anticorpo
progenitor ndo mutado até a um anticorpo neutralizante de alta afinidade “*.

- Conhecimento da ontogenia dos linfocitos B, desde a ativagao da linha
germinal, passando pela maturacao intermédia até a expanséo dos linfocitos B

que produzem anticorpos neutralizantes ®©.
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S&o varias as novas linhas de investigacdo que irdo possibilitar a progressao
do conhecimento nesta area:

- A imunizacdo com objetivo de desenvolver pré-atcNLE (formas iniciais
dos anticorpos neutralizantes) devera ser mais facil, pois existe menos mutacéo
soméatica e menos maturacdo por afinidade envolvida. Podera ser mais facil
seguir o seu desenvolvimento. Os pré-atcNLE terdao de ser capazes de evoluirem
para atctNLE quando ocorrer a exposicdo ao VIH facilitando o controlo da fase
aguda da infecdo. Além disso devem proporcionar algum grau de protecéo direta
contra o VIH através de niveis modestos de neutralizag&o.

- A geracdo de atcNLE aumentando o reportério de linfocitos B
maduros experimentalmente, relaxando os checkpoint de tolerancia dos
linfécitos B por um curto periodo de tempo durante a imunizacdo. O tratamento
com BLYS/BAFF (estimulador de linfocitos B /fator de ativacdo dos linfocitos B)
provoca esta tolerancia, levando ao desenvolvimento de um largo reportério de
linfécitos B, que conduz a uma resposta de anticorpos neutralizantes maior “®.

- Trabalhos recentes mostram a poténcia da combinacdo de
anticorpos de largo espetro. Estes atcNLE ndo séo autorreativos, e visto que
tém diferentes padrbes de neutralizagdo, a sua combinacdo pode proporcionar
ganho em espetro e em poténcia “**”. Se usados na imunizagéo passiva ou
numa vacina que consiga induzir esta variedade de anticorpos, que tem como
alvo multiplos epitopos, pode resultar numa atividade sérica com neutralizagédo
multiespecifica. Este mecanismo ocorre em alguns pacientes neutralizantes
inatos ®?. Combinacdes de atcNLE de segunda geracéo, direcionados contra
epitopos diferentes, neutralizam 100% do virus circulante in vitro e
potencialmente suprimem a viremia em modelos humanizados de ratos in vivo ©.

- Por fim a modificagdo da glicosilagdo dos imunogénios do
envelope que permite que o0 virus se evada da neutralizacdo esta a ser
pesquisada .
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3. LINFOCITOS T CITOTOXICOS

3.1. DEFINICAO E MECANISMO DE ACAO

Na infecdo natural, a resposta por LTC é desencadeada pelo reconhecimento
de células hospedeiras ja infetadas pelo virus.

Quando um linfécito T tem o0 seu primeiro encontro com um antigénio ele
prolifera e diferencia-se num tipo funcional de linfocito efetor, nomeadamente os CD8"
e os CD4". Os linfdcitos T citotoxicos (CD8") tém a funcéo de destruir diretamente as
células infetadas pelo virus. Os linfocitos T auxiliares (CD4") fornecem sinais que
influenciam o comportamento e a atividade de outras células. Estes enviam sinais para
os linfécitos B influenciando a produgdo de anticorpos, assim como para 0S
macroéfagos influenciando a sua capacidade fagocitica.

Ao contrario dos linfécitos B, os linfécitos T ndo reconhecem um antigénio

naive diretamente. Os linfocitos T reconhecem epitopos que estdo incorporados em
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antigénios. Assim, estes antigénios sao primeiro fragmentados, e os peptideos
resultantes e respetivos epitopos ligam-se ao complexo major de histocompatiblidade,
e o recetor do linfécito T vai ligar-se a este complexo.

Os LTC reconhecem os antigénios virais no contexto de antigénios hospedeiros
HLA. Os alelos HLA de classe | sdo um determinante major do set point da carga viral,
e esta associacdo parece operar através do reconhecimento de CD8" HLA | restritos
de epitopos virais suscetiveis em CD4" infetados. Os CD8" guiam a selecdo de
variantes de escape em todas as fases da doenca e uma selecdo precoce de virus
mutantes tem sido observada em individuos com alelos HLA de classe | favoraveis,
tais como, o HLA B57 e B27 © %9,

Na infecdo por VIH, os CD8" tém uma correlacdo inversa com a carga viral,
como se observa na Figura 3, e precedem a emergéncia de anticorpos neutralizantes
em algumas semanas (). A deplecéo experimental de CD8" leva & perda de controlo

da replicacdo do SIV em macacos infetados “9.

Immune response to HIV

Antibodies against HIV Env

HIV-specific CTL

Antibodies against HIV p24

Infectious virus in plasma

0-1

4-8 weeks 2-12 years 2-3 years yeat

Figura 3. Correlacdo entre os niveis de CD8" e a viremia. Numa fase aguda da infe¢io ambos aumentam. Com
a entrada no estado de laténcia a viremia diminui muito, contudo os CD8* mantém-se num nivel constante e
relativamente alto. Agradecimento a Murphy K. Janeway's immunobiology. 82 ed. Nova lorque: Garland
Science, Taylor & Francis Group; 2012. p.555.

O controlo da replicacéo viral a longo prazo néo é explicado pela magnitude ou

espetro da resposta de LTC na maioria dos individuos, mas parece estar
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correlacionado com a funcionalidade dos LTC que tém como alvo epitopos de baixa

entropia ®%.

3.2.VACINA QUE INDUZ LTC

Uma vacina que induz LTC podera proteger contra o VIH dos seguintes modos:

- Capacitando os linfécitos T de modo a se dirigirem rapidamente para

as mucosas, abortando a infecdo durante a janela critica entre a transmisséao do

virus e a disseminacdo no tecido linféide local. Contudo, a protecdo a longo

prazo, s6 pode ser conseguida mantendo um alto nivel de células efetoras
funcionais no trato genital ®;

- Atenuando a replicacao inicial do virus e manutencado da viremia, para

gue a progressdo da doenca possa ser adiada ou evitada e a replicacdo seja

reduzida. Isto requer morte celular por LTC efetiva, com uma resposta

coordenada de CD4" auxiliares.

3.2.1. TIPOS DE VACINAS

As vacinas de virus mortos e as vacinas de subunidades sdo fracos
estimuladores dos LTC e atuam principalmente via mecanismos baseados em
anticorpos. Por outro lado, as vacinas vivas atenuadas e as vacinas com vetores
s&o estimuladores potentes dos anticorpos e dos LTC Y,

O desenvolvimento de uma vacina de virus vivo atenuado é acompanhado do
inerente risco das cadeias da vacina adquirirem viruléncia completa. A entrega de

antigénios VIH por ADN nu e vetores de virus atenuados, com vantagens adicionais de

estabilidade, ultrapassa este risco.
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Como as vacinas de ADN sdo pobremente imunogénicas quando usadas
isoladamente e as vacinas com vetores virais sdo ineficazes se usadas
repetidamente, as duas abordagens tém sido testadas em combinacéo.

Atualmente a estratégia mais estudada para induzir LTC é o uso de vacinas
vetoradas com ADN. O adenovirus € um dos principais testados como vetor, por ser

facil de manipular, de fabricar e por ser altamente imunogénico ©.

3.2.1.1.VACINAS VETORADAS

Duas vacinas usando como vetor o adenovirus humano tipo 5 foram
desenvolvidas por 2 entidades. Uma delas avancou para ensaios de fase | tendo
induzido uma resposta celular CD8" e CD4" forte e duravel VIH especifica ®%°¥. Com a
outra vacina elaborada foram conduzidos ensaio de fase | e Il. Esta vacina também
induziu respostas CD4" e CD8" VIH especificas na maioria dos vacinados ®*%°®_ Uma
limitacdo das duas abordagens foi a imunogenicidade do componente adenovirus
ser negativamente afetado por anticorpos anti-adenovirus especificos pré-
existentes. E relevante referir que a seroprevaléncia de adenovirus tipo 5 é de 60%
na Europa e na América do Norte, e de 90% na Africa sub-sariana 7,

Para determinar se os CD8", induzidos pela vacina com vetor adenovirus,
conseguem prevenir a infecdo ou controlar a viremia inicial apds infecdo foram
realizados os seguintes ensaios: 0 ensaio STEP (EUA e Caraibas) e o Phambili (Africa
do Sul).

O ensaio STEP foi prematuramente terminado em 2007, a vacina falhou na
prevencdo da infecdo e no impacto na viremia inicial ®. Uma das justificacdes
encontradas passa pelas vacinas conterem um vetor de adenovirus tipo 5 atenuado e
terem falta de um componente do envelope para centrar a resposta imune.

Além disso, a seguranca da vacina com vetor adenovirus foi posta em causa,

porque se verificou uma tendéncia, ndo significativa, de aumento de risco da infecéo
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por VIH nos vacinados que tinham anticorpos contra o adenovirus tipo 5 especificos
pré-existentes. Tendéncia esta que era mais evidente em homens nao circuncisados e
com imunidade prévia ao adenovirus 5 ©®.

Por estas questfes de segurancga, outros ensaios com vacinas vetoradas por
adenovirus foram posteriormente suspensos, incluindo o Phambili.

O ensaio STEP expds novamente limitacbes dos modelos animais e das
medicdes da imunidade VIH-especifica que suportavam a estratégia dessa vacina ©.

Com ja referido, a extensdo da resposta nos vacinados foi extremamente
limitada, com a resposta de CD8" a ter como alvo, em média, um epitopo por
proteina, com um viés direcionado contra os epitopos menos conservados ®°®9. Os
resultados destes ensaios sugerem que respostas CD8" mais potentes e amplas s&do
necessarias para conter a replicacéo viral inicial ©.

Uma licdo importante é que as vacinas vetoradas por adenovirus tipo 5 criam
um padrdo de imunodominéancia claro. Elas dirigem-se para os hotspots de
epitopos, que sdo um pequeno subconjunto de regibes antigénicas do VIH altamente
imunogénicas ©%.

Tendo em conta as limitacées do adenovirus 5 como vetor, outros estdo a ser
investigados, como 0s serotipos humanos raros, 26 e 35 e adenovirus ndo humanos.
As vacinas com o serotipo 26 e com o 35 ndo sdo neutralizadas pelos anticorpos anti-
adenovirus 5, e foram testadas em estudos pré-clinicos. Contudo sdo menos potentes
que a vacina com adenovirus tipo 5 ©. As vacinas vetoradas com adenovirus 35 foram
recentemente testadas num ensaio de fase I, que confirmou a sua seguranga, assim
como a sua modesta imunogenicidade ©®?. Os adenovirus de chimpanzés tém vindo a
ser desenvolvidos como vetores e provaram ser seguros e altamente imunogénicos
em ensaios clinicos de fase 1 ©?.

Uma das desvantagens das vacinas vetoradas € a curta duracao da expressao
dos genes transferidos, 0 que leva a uma diminuta resposta imune. Por este motivo,
tém-se investigado vetores replicativos contendo virus associados ao adenovirus:
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virus da encefalite equina venezuelana, virus da estomatite vesicular e
citomegalovirus ®. Uma vacina para o macaco Rhesus de VIS vetorado por
citomegalovirus, induziu potentes e duraveis respostas CD8" e CD4" que conferiram
protecdo a longo prazo contra a infec&o viral e contra a deplecédo de CD4" em mais de
metade dos animais vacinados ©%. A protecao foi associada & protecao celular e néo a
inducdo de anticorpos. Esta é a evidéncia mais forte que os linfécitos T induzidos por
vacinas podem oferecer um controlo duravel do VIH. Contudo é dificil avancar para os
ensaios clinicos visto que o citomegalovirus pode causar doenca a longo prazo nos
individuos inoculados.

Os vetores replicativos imitam melhor a infe¢do natural por induzirem potentes
respostas imunes inatas, que realgcam as respostas humorais e celulares sistémicas e
mucosas.

Devido ao fato das células dendriticas capturarem o VIH nas mucosas e
ativarem os linfocitos T naive a sairem dos nddulos linfaticos, a capacidade dos
vetores virais em atingir subconjuntos especificos de células dendriticas e o tipo de
sinal que estes induzem, pode ser a chave para incitar respostas imunes adaptativas

efetivas ©.

3.2.1.2. OUTRAS ABORDAGENS A CRIACAO DE UMA VACINA

Duas novas abordagens usam regides isoladas conservadas e mosaicos.
Os genes resultantes de engenharia genética, baseados em multiplas regides
altamente conservadas tém sido expressos em Varios vetores e estao agora a passar
por testes em primatas nao humanos. O objetivo desta primeira abordagem é focar a
resposta imune em respostas CD8*, em que o escape mutacional é restrito ©°.
A segunda abordagem implica criacdo de proteinas em mosaico através de

recombinacdo em silicio de sequéncias naturais. Um imunogénio com mosaico de VIH,

quando introduzido em macacos através do vetor adenovirus 26, mostrou induzir uma
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melhor e mais ampla resposta reativa de linfécitos T do que as vacinas que sO
incorporam VIH originado do mesmo ancestral ©©.
Estas estratégias ainda precisam de ser melhoradas depois de se determinar

as suas vantagens e desvantagens em ensaios clinicos.
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4. ENSAIOS CLINICOS

Ao longo dos ultimos anos, diversos ensaios clinicos foram sendo realizados.
Alguns deles revelaram resultados ndo expectaveis e permitiram desenvolver a
investigacdo. Todos eles obtiveram resultados clinicos escassos, expeto o RV144 que
mostrou uma eficacia modesta na prevencao da infecdo. A primeira concecdo a ser
avaliada foi a AIDSVAX em 2003, composta por proteinas gp120 do envelope. Esta foi
testada em dois ensaios de fase Ill hos EUA e na Tailandia, tendo sido reportada
como nao eficaz. Num outro ensaio foi avaliada uma vacina com vetor de adenovirus
tipo 5 que expressava as proteinas internas Gap, Pol e Nef. Esta vacina também néo
se mostrou eficaz hum ensaio de fase Ilb no Norte e Sul da América em 2007 e na
Africa do Sul. A terceira vacina testada deu origem ao ensaio RV144 ©).

A primeira e unica vacina preventiva do VIH baseada em virus morto

geneticamente modificado, estd a passar por ensaios de fase I. Foram anunciados
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resultados interinos positivos. Denomina-se de SAV001-H. E constituida por virus
morto, concretamente, a estirpe de VIH geneticamente modificada para ndo ser
patogénica. As analises interinas revelaram que a vacina é segura e bem tolerada por
humanos e leva a aumentos significativos dos niveis de anticorpos. Esta vacina foi
testada em infetados, mas o seu interesse amplifica-se quando se considera o seu

potencial profilatico ©”.

4.1.ENSAIO RV144

O ensaio de fase lll da vacina VIH Tailandesa (RV144) testa a combinacéo de
duas vacinas: “ALVAC-HIV” (prime) - constituido de Canarypox - e “AIDSVAX B/E”
(boost) - proteinas gp120 do envelope. Este ensaio clinico envolveu mais de 16000
voluntarios adultos na Tailandia, publicado em 2009, revelou que a combinacdo de
ALVAC e de AIDSVAX era segura e diminuiu a taxa de infecdo em 31,2% quando
comparado com o placebo. Os resultados sugeriram que a protecao foi maxima 6-12
meses apo6s vacinacgéo ©?.

Depois do RV144 foi realizado um estudo de dois anos para explorar a
correlagdo imunolégica do risco. Em 2012 duas correlac6es foram reportadas, primeiro
que os anticorpos contra o V1/V2 do envelope correlacionam-se inversamente com o
risco de infecdo, levantando a hipotese de que estes estejam envolvidos na prevencao
da infecdo ®®. Um segundo achado deste estudo indicou que ter niveis sanguineos
elevados de IgA se correlaciona com menor protec¢édo contra o VIH quando comparado
com niveis baixos de IgA.

Acredita-se que estes anticorpos IgA contra diferentes regides do envelope do
VIH podem ter interferido com as respostas protetoras induzidas pela vacina ?.

A vacina testada no RV144 nado produziu atcNLE contra as estirpes selvagens

do VIH e ndo produziu resposta CD8" detetavel, o que direcionou a atencdo dos

31

VACINAGAO NO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA — PERSPETIVAS ATUAIS



cientistas para outros mecanismos como: citotoxicidade celular anticorpo-dependente,
inibicao viral dependente de mediacéo celular e inibicéo nas barreiras mucosas V.
Para compreender os resultados do ensaio RV144, estdo a decorrer estudos
de imunoprofilaxia com a vacina em primatas ndo humanos. Além disso, futuros
ensaios clinicos estdo planeados na Africa meridional com modelos de vacinas
similares ao RV144 mas com sequéncias do subtipo de VIH C. Visto que a eficiéncia
da vacina no RV144 foi de curto prazo e de fraca poténcia ?, surge a questdo: sera
que a eficacia observada no RV144 podera ser sustentada e aumentada por um
boost? ¥ Na tentativa de responder a esta questdo, um ensaio em voluntérios de alto
risco na Tailandia esta planeado, em 2014, com um prime de Canarypox e um boost
proteico. Um ensaio similar com pox/proteina em heterossexuais de elevado risco

deve ser realizado em 2014 na Africa do Sul V.
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5.CoNCLUSAO

Apés 30 anos desde a descoberta do VIH como causa da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, ainda ndo existe nenhuma vacina preventiva eficaz,
segura e custo-efetiva para combater esta infecao.

As medidas preventivas instituidas atualmente dependem da ac¢éo individual e
do contexto social em que os individuos estdo inseridos, além disso, mesmo que a
prevencao do VIH seja 6tima e atinja uma taxa de infecdo perto de zero, as recidivas
nao deixam de ser um problema.

Sendo assim, parece que o melhor modo de controlar e erradicar a pandemia
rapidamente, e de uma forma sustentada, sera através de uma vacina .

Uma vacina sera a tatica mais custo-efetiva de prevenir o VIH especialmente
em populacdes de recursos limitados .

A evidéncia indica que os titulos de anticorpos se correlacionam com protecao
contra a infecdo, mas a resposta imune mediada por LTC € requerida para a protecao
contra a doenca ®% ™®. Isto sugere que a dupla abordagem deva ser garantida.

Aspetos das vacinas que induzem LTC, como o0s vetores replicantes e
persistentes, devem ser aplicados a expressao de antigénios baseados no envelope.
O objetivo € permitir uma exposi¢do antigénica de longo termo, no contexto de
estimulagcdo imune apropriada de atcNLE. Reciprocamente, as abordagens para
produzir atcNLE devem ser imunologicamente compativeis com a geracdo paralela de
uma resposta de LTC.

Existem alguns conceitos promissores nos ensaios relativos a inducdo de
atcNLE, que devem continuar a ser investigados, incluindo: imitacdo da evolugédo do
envelope do virus por imuniza¢do sequencial; imunizacdo com objetivo de desenvolver
pré-atcNLE; aumento do reportério de linfécitos B maduros relaxando os checkpoint de

tolerancia dos linfocitos B; combinacdo de anticorpos de largo espetro; modificacdo da

33

VACINAGAO NO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA — PERSPETIVAS ATUAIS



glicosilacdo dos imunogénios do envelope; criacdo de trimeros dos envelopes
estabilizados que mimetizam a espicula viral nativa ©.

Na inducdo de uma resposta celular, as vias de investigacdo que devem ser
seguidas sdo: o estudo dos vetores replicativos, utilizacdo de genes baseados em
multiplas regibes altamente conservadas expressos por vetores e a criacdo de
proteinas imunogénicas com mosaicos.

Uma licdo que se retira dos Ultimos anos de investigacao é que é fundamental
ter um objetivo temporal realista para a criacdo da vacina e energizar o campo de
estudo fermentado com o senso necessario e proposito de urgéncia.

Contudo, ha uma questdo que ainda é levantada pela comunidade cientifica:
Sera que temos informacgdo cientifica suficiente sobre o VIH para priorizar o
desenvolvimento do produto em vez da investigagdo basica?

A abordagem a esta questdo passara por gerir simultaneamente vigorosas
estratégias de ensaios clinicos e simultaneamente programas de investigacdo em
modelos basicos e animais. Isto vai requerer pequenos estudos entre populacdes de
alto risco desenhados para fiavelmente determinar a eficacia do produto .

A grande discussao da criacdo desta vacina para o VIH terd de culminar num
balanco entre o suporte politico, o apoio governal e de Organizacdes N&o
Governamentais, a eficacia dos métodos preventivos ja existentes, as vantagens e
desvantagens da terapia antirretroviral atualmente implementada, o beneficio dos
ensaios de eficacia versus as suas controvérsias, o progresso da ciéncia que se vai
capacitando com novas armas de estudo, e a prioridade dada pela sociedade ao
desenvolvimento de uma vacina.

A criacdo de uma vacina serd sem duvida uma descoberta revolucionaria. Nos
ultimos anos os ensaios realizados ndo tém tido os resultados expectaveis e ainda ndo
foi possivel criar uma vacina eficaz suficientemente potente e custo-efetiva. Porém, &
importante referir que os avancos técnico-cientificos que tém sido feitos em prol do
desenvolvimento desta area, assim como as descobertas sobre os mecanismos de
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vacinacao, estrutura do VIH e todos os outros mecanismos imunolégicos envolvidos
neste processo sdo conhecimentos importantes que poderdo permitir avancos em

outros estudos imunoldgicos ou mesmo em outras areas da medicina.
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