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Resumo

O sucesso da terapia anti-retroviral (ART) na manutencéo da infecéo pelo HIV
tem sido um dos melhores neste ultimo século. A ART levou a transformacao do HIV,
de uma sentenca universal de morte para uma doenca cronica. Em todas as partes do
mundo, assistimos a uma reducdo draméatica na morbilidade e mortalidade relacionadas
com o HIV, e o tratamento esté agora disponivel para cerca de 21 milhdes de individuos
— mais de metade do niumero de pessoas que vivem com este virus. No entanto, apesar
desses grandes avancos, mais de um milh&o de pessoas morrem a cada ano de
doencas relacionadas com o HIV, e hé registo de cerca 1,8 milhdo de novas infecdes.
Contudo, permanecem por resolver dois grandes desafios cientificos para realmente ver
o fim do HIV — encontrar uma cura e uma vacina eficaz.

InvestigacOes realizadas na ultima década resultaram numa melhor compreenséo de
como e onde o HIV persiste em pacientes a realizar ART. Ficou claro que, o
estabelecimento de uma infecdo latente em células de vida longa é a principal barreira
para curar o HIV ou para permitir uma remissao sustentada livre de ART. Baseadas por
estudos in vitro e ex vivo, varias abordagens terapéuticas destinadas a esgotar o pool
de células infetadas de forma latente, foram testadas em ensaios clinicos experimentais
de pequena escala, incluindo estudos de intensificagdo de ART, na edicdo de genoma,
na ART durante a infecdo precoce e aguda, e na reversdo de laténcia. Mais
recentemente, tem havido um maior foco em terapias imuno-baseadas na busca
progressiva de uma cura para o HIV, incluindo vacinas terapéuticas, agonistas do
recetor toll-like, anticorpos amplamente neutralizantes, inibidores do checkpoint
imunoldgico, interferon-a e terapia com interleucinas. Também estéo a decorrer estudos
em gue as intervenc¢des de imunoterapia sdo igualmente testadas em combinagdo com
a reverséo de laténcia.

Nesta dissertacdo, sdo apresentados e discutidos os resultados globais destas
intervengdes clinicas, que em ultima andlise se direcionam para uma cura ou vacina
para o HIV.

Palavras-chave: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), Virus da

Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), Terapia Antirretroviral, Vacinacéo, Profilaxia



Abstract

The success of antiretroviral therapy (ART) in the management of HIV infection
has been one of the best in medicine in the last century. ART led to the transformation
of HIV from a universal death sentence to a chronic manageable disease. In every part
of the world, we have seen a dramatic reduction in HIV-related morbidity and mortality,
and treatment is now available to 21 million people — over half the number of people
living with this virus. However, despite these great advances over one million people die
of HIV-related ilinesses each year and there are 1.8 million new infections. Two profound
scientific challenges remain that must be solved to truly see an end to HIV — finding a
cure and an effective vaccine.

Research over the past decade has resulted in a much-improved understanding of how
and where HIV persists in patients on otherwise ART. It has become clear that the
establishment of a latent infection in long-lived cells is the key barrier to curing HIV or
allowing for sustained ART-free remission. Informed by in vitro and ex vivo studies,
several therapeutic approaches aimed at depleting the pool of latently infected cells have
been tested in small-scale experimental clinical trials including studies of ART
intensification, genome editing, ART during acute/early infection and latency reversal.
More recently, there has been an enhanced focus on immune-based therapies in the
onwards search for an HIV cure including therapeutic vaccines, toll-like receptor
agonists, broadly neutralizing antibodies, immune checkpoint inhibitors, interferon-a and
interleukin therapy. In ongoing studies immunotherapy interventions are also tested in
combination with latency reversal.

In this dissertation, the overall results of these clinical interventions ultimately aimed at

a cure or vaccine for HIV are presented and discussed.

Keywords: Acquired Immunodeficiency Syndrome (SIDA), Human

Immunodeficiency Virus (HIV), Antiretroviral Therapy, Vaccination, Prophylaxis.
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1 — Introducéo

O estudo sobre o primeiro paciente com sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA/AIDS) foi pela primeira vez descrito em 1981 (Hoffmann & Rockstroh, 2015). Os
relatérios iniciais descreviam uma epidemia de pneumonia por Pneumocytis adquirida na
comunidade, na maioria dos casos combinado com candidiase oral, pelo menos em homens
gue mantinham relagbes com outros homens. Ainda que, inicialmente o estilo de vida e os
fatores comportamentais fossem tidos como possiveis causas, em 1983 foi, finalmente,
identificado o virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV/VIH) como a causa da SIDA (Barre-
Sinoussi, F., J. C. Chermann, 1983) (Gallo et al., 1983). Este virus tem duas variantes: o tipo
1 (HIV-1) e o tipo 2 (HIV-2), sendo que a primeira variante tem uma maior prevaléncia do que
a segunda (Hoffmann & Rockstroh, 2015).

No que diz respeito ao HIV este é constituido por diversas estirpes que sao classificadas em
quatro grupos, designados por grupo M, N, O e P. Destes, o grupo M é o principal e é
responsavel pela maioria da epidemia global. Os outros trés grupos sédo bastante incomuns.
O grupo O representa até 5% das infe¢cbes em varios paises da Africa Ocidental e Central, e
os grupos N e P foram raramente identificados nos Camardes. Dentro do grupo M, sabe-se
gue existem pelo menos nove subtipos geneticamente distintos e sdoeleso A, B, C, D, F, G,
H, J, K. Na dltima década os avancos no sequenciamento do genoma completo do HIV
levaram a identificagdo de formas recombinantes circulantes e uUnicas (CRFs e URFs,
respetivamente).

A SIDA é considerada uma sindrome, ou seja, um conjunto de sintomas que néo dizem
respeito apenas a uma doenca. E uma sindrome de imunodeficiéncia uma vez que o virus
deixa o sistema imunoldgico deficiente; e é adquirida, uma vez que resulta da acdo de um
agente externo ao organismo humano. Desde a sua descoberta, a SIDA ja provocou mais de
25 milhGes de mortes a nivel mundial (Hoffmann & Rockstroh, 2015).

Em 1987, foi autorizado o primeiro agente antirretroviral, a zidovudina (AZT) para o tratamento
do HIV, tendo aqui inicio a descoberta de outras novas terapias, no entanto nenhuma capaz
de eliminar o virus totalmente.

As principais vias de transmissdo do HIV séo as relacbes sexuais ndo protegidas com
parceiros infetados pelo HIV, a partilha de seringas com um parceiro infetado e a transmisséo
vertical da méae infetada para o filho recém-nascido (antes ou depois do nascimento; ou mais
tarde, devido a amamentacao). Existem ainda outras vias de transmissdo, como por exemplo
através de transfusdes de sangue, mas estas séo raras (Shaw & Hunter, 2012).

Até hoje nao foi possivel desenvolver um farmaco que ofereca uma cura definitiva ou uma

vacina contra o HIV, embora a esperanca média de vida dos individuos infetados tenha

14



aumentado significativamente devido ao desenvolvimento de farmacos antirretrovirais cada
vez mais eficientes (Siliciano et al., 2003). O tratamento mais eficaz atualmente é a Terapia
Antirretroviral Altamente Eficaz (HAART), que combina antirretrovirais que inibem diferentes
passos do ciclo de replicagdo. No entanto e, devido a elevada taxa de mutagdo do virus
associada a uma taxa de replicagdo também elevada, surgem continuamente novas estirpes
de HIV resistentes a estes farmacos. Como tal, novas abordagens terapéuticas capazes de
inibir os principais mecanismos do ciclo de vida do HIV-1 e/ ou o desenvolvimento de uma
vacina, sdo urgentemente necessarias para contornar os problemas sociais, econémicos e

humanos causados por este virus (Ensoli, Cafaro, Monini, Marcotullio, & Ensoli, 2014).

1.1 — Estrutura do virido do HIV

O HIV-1 pertence ao género Lentivirus da familia Retroviridae. As infe¢bes com

lentivirus, normalmente, mostram um curso crénico da doenga, um longo periodo de laténcia
clinica, uma replicacao viral (RV) persistente e um envolvimento do Sistema Nervoso Central
(Engelman & Cherepanov, 2012).
A patrticula viral do HIV-1 é constituida por um genoma composto por duas cadeias simples
de RNA de sentido 5—3’ associadas a proteinas da nucleocapside (NC). Este complexo
encontra-se envolvido por uma cépside (CA) crénica, que é formada por monémeros de uma
proteina de 24 kDa, designada por p24. No interior desta CA encontram-se também algumas
enzimas como a protease (PR), a transcriptase reversa (TR), a integrase (IN) e ainda, as
proteinas auxiliares Nef (negative factor), Vpr (Viral Protein R) e Vif (viral infectivity factor). A
envolver as proteinas da CA existe a matriz (MA) da particula viral, que é formada por
mondmeros da proteina pl7, e a superficie da particula viral existe uma membrana lipidica
(Figura 1) (Turner & Summers, 1999). Cada particula viral contém 72 complexos de
glicoproteinas, que sao integrados na membrana lipidica e, cada um destes complexos é
composto por trimeros de glicoproteinas, gp120 externas e gp4l (Hoffmann & Rockstroh,
2015) (Hulo C, de Castro E, Masson P, Bougueleret L, Bairoch A, 2011).
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Figura 1 - Estrutura de uma particula viral de HIV, sendo que do lado esquerdo temos uma particula imatura e do lado
direito uma particula matura (Hulo C, de Castro E, Masson P, Bougueleret L, Bairoch A, 2011).

1.2 -0 genoma do HIV

O genoma do HIV-1 é ladeado por duas zonas terminais repetidas que se designam
por LTR (Long Terminal Repeats) (Figura 2). A estrutura classica do esquema de um genoma
retroviral é 5’LTR-gag-pol-env-LTR3’ (Hoffmann & Rockstroh, 2015) (Hulo C, de Castro E,
Masson P, Bougueleret L, Bairoch A, 2011).A maior parte das replicagbes competentes dos
retrovirus dependem de trés genes: gag, pol e env, que sdo comuns a todos o0s retrovirus.
Gag significa ‘grupo-antigénio’, pol representa a polimerase e env o0 envelope. O primeiro e
ultimo gene codificam para a NC e para as glicoproteinas do invélucro viral, enquanto o gene
pol codifica para a TR e outras enzimas, como a IN. Para além destes, o HIV-1 contém seis
genes (vif, vpu, vpr, tat, rev e nef) no seu RNA, que contribuem para a sua complexidade
genética. Nef, vif, vpr e vpu foram, no passado, classificados como genes acessoérios, uma
vez que nao sdo absolutamente necessarios para a replicacao in vitro. Os genes nef, tat e rev

sao produzidos, precocemente no ciclo de RV (Knysz, Szetela, & Gtadysz, 2007).
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Figura 2 — Genoma do HIV e RNA mensageiros produzidos durante a infeccdo da célula hospedeira (Hulo C, de
Castro E, Masson P, Bougueleret L, Bairoch A, 2011).

1.3 - Ciclo de replicacdo do HIV

Como ja foi referido, o HIV pertence a familia Retroviridae, sendo um virus do género
Lentivirus, tipicamente responsével por infecdes lentas e progressivas. As particulas virais
sdo constituidas por um involucro lipidico, que alberga no seu interior a capside viral, cujo
interior contém o genoma viral, complexado com a proteina viral da NC e, proteinas virais: IN
eTR.

O tropismo destes virus explica os sintomas associados a infecao, uma vez que as células
eleitas como alvo do HIV sao os linfécitos T do tipo CD4*. A entrada do virus processa-se
através da interacdo entre proteinas presentes no invélucro viral (gp41 e gp120) e o recetor
CD4 da célula alvo, bem como os co-recetores CCR5 e CXCR4, que em conjunto levam a
fus@o das membranas virais e celular (Knysz et al., 2007). Uma vez no citoplasma, a CA viral
sofre desagregacédo e o seu conteudo é libertado, evento seguido da transcricdo reversa do
genoma viral de RNA para DNA de cadeia dupla (dsDNA), operacéo levada a cabo pela TR.
A cépia de DNA do genoma viral € transportada para o nucleo onde, por acdo da IN, sofre
integracdo no genoma da célula hospedeira (Sierra, Kupfer, & Kaiser, 2005). Recorrendo a
magquinaria enzimética celular, o genoma € seguidamente transcrito, originando copias do
RNA gendmico viral, bem como varios mRNAs destinados a tradugdo de proteinas virais
(Figura 2). Este ultimo processo resulta na producdo de 3 proteinas: o precursor da

poliproteina Gag, constituida pelas proteinas matriciais (MA), CA e NC; o precursor da
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poliproteina Gag-Pol, que dara origem a TR, IN e PR; e finalmente, o precursor da
glicoproteina do involucro, chamado de gpl160. Este ultimo, durante a sua passagem pelo
reticulo endoplasmatico vai sofrer clivagem por uma protease do hospedeiro, sendo
convertido nas proteinas do involucro: gp4l e gpl20 (Adamson & Freed, 2010). Estas
proteinas sao seguidamente transportadas para as imedia¢cdes da membrana citoplasmatica,
juntamente com cépias do RNA viral (vVRNA), onde, sobre coordenacdo mediada pela proteina
Gag, ocorre a formacdo de particulas virais nascentes. A sua formacao fica completa quando
ocorre 0 budding da particula na membrana citoplasmética, sendo esta a origem do invélucro
lipidico do virido. No entanto, nesta fase o virido ndo se encontra ainda num estado maduro,
esse estado é atingido quando a protease viral cliva os precursores proteicos Gag e Gag-Pol.
Esta reacdo permite que a proteina NC se associe ao VRNA, que a proteina CA forme a
capside, que a MA se associe abaixo do involucro, e que as proteinas TR e IN estejam prontas
para catdlise, quando o virido infetar uma nova célula alvo (Sierra et al., 2005). Para além das
proteinas mencionadas, o genoma do HIV também codifica varias proteinas acessorias (Vif,
Vpu, Nef e Vpr), que desempenham diversos papéis no ciclo de vida do virus (Knysz et al.,
2007).

1.4 - Epidemiologia do HIV

A epidemia pelo HIV representa um dos maiores desafios de saide em todo o mundo,
tendo importantes implicacdes tanto sociais, como econdémicas para a Saude Publica.
Aproximadamente 34 milhGes de pessoas vivem, atualmente, com HIV, num total de 1,1
milhdes de mortes relacionadas com a SIDA em 2015 e, ainda 2,6 milhdes de novas infecdes
por ano. Com uma estimativa de 6,1 milhdes de pessoas a viverem com HIV, a Africa do Sul
continua a ser o pais com a maior epidemia de HIV do mundo (Tabela 1) (Ensoli et al., 2014)
(UNAIDS, 2016).

A amostra mais antiga de sangue humano com HIV positivo foi descoberta em Kinshasa
(Zaire, que agora pertence a Republica Democréatica do Congo) e data do ano de 1959. Apés
a primeira descricdo de um paciente com SIDA em 1981, até aos tempos de hoje, quase todos

0s paises do mundo tém sido afetados pelo HIV.
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Tabela 1 — Epidemia da Sida de acordo com a UNAIDS, 2015 (UNAIDS, 2016)

18.0million 960 000 810000 §6 000 470 000 o milion
[17.7 million-205 millan] | (83000011 milon] | (790.000-1.1 miion] | [40000-76.000) | 390 000-560 000]

2.0 million 100 000 100 000 200 50000 il
[7miion-23milon] | [86000-120000] | [84000-120000] | [1600-2800] [41000-59 000] 4 mifllon
6.5 million 410000 350000 66 000 330 000 <8 million
[5imilion78milon] | [310000-530000] | [270000-450000] | [47000-87 000 | [250 000-430 000] :

5.1 million 300000 280000 18,000 180 000 21 millon
[d4milion5Omilon] | [240000-380000] | [220000-350000] | [16000-21000 | [150 000-220 000)] :

1.5 million 180 000 180 000 . 47000 20000
[14milion17milon] | [170000-200000] | [170000-200000] = [39 000-55 000]

230000 21000 19 000 200 12000 5000
(160 000-330 000] [12 000-37 000] (11000-34000] | [1400-3200] [8700-16 00O)

24 million 91000 91 000 . 22000 < milion
[22milion-2 7 millon] | [89 000-87 000)] (B8ooo-gacon | [20 00024 000] ’

Quem tem maior probabilidade de serem infetados sdo normalmente pessoas dos
denominados grupos de risco: consumidores de drogas, “profissionais do sexo”, homens que
tém relagbes com outros homens; e também outros grupos de populacdo que sdo infetados
por terem relacdes sexuais desprotegidas (Rockstroh & Hoffmann, 2015).

A prevaléncia e as subsequentes implica¢cdes da epidemia sdo marcadamente diferentes de
pais para pais. O HIV/SIDA constitui um problema menor de cuidados de saude nos paises
industrializados; no entanto, na Africa Sub-Sahariana, tornou-se a causa mais comum de
mortes.

No que diz respeito a epidemia em Portugal, até 30 de Junho de 2017 foram recebidas, no
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), notificacdes referentes a 1030
novos casos de infecao por HIV relativos ao ano 2016 e tendo o diagndstico sido efetuado
entre 1 de Janeiro e 31 de Dezembro do mesmo ano (2016). Verifica-se assim que 99,7%
(1027) destes novos casos foram registados em individuos com idade igual ou superior a 15
anos. A distribuicdo por grupo etério revela que o maior niumero de novos diagnésticos se
regista no escaldo entre os 30-39 anos, no entanto a taxa mais elevada ocorre no grupo dos

25-29 anos. (Tabela 2) (Departamento de Doencas Infeciosas, 2016).
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Tabela 2 — Novos casos de Infegéo por HIV (= 15 anos), em Portugal, diagnosticados em 2016, por grupo etario e sexo
(Departamento de Doengas Infeciosas, 2016)

Hameans Mulheras Total

Grupo etario N® Casos % E:;::_&E: N® Casos % E::;T:ﬂg: N® Casos % E:;ﬁ::lﬂ:
15-10 anos 1 1.5 39 d 14 15 15 1.5 27
20-24 anos 74 10,1 EER 23 7.8 B,7 a7 9.4 18,0
25-20 anos 15 16,7 41,6 28 9.9 10,5 144 14,0 26,1
30-38 anos 188 25,6 iR 78 270 11,4 267 26,0 10,8
40-49 anos 175 23.8 233 70 239 85 245 23,9 15,6
50-59 anos 111 15,1 15,8 51 174 6,6 162 15,8 1.0
= 80 anos V] B2 5,0 ar 128 23 97 9.4 34

Taotal T34 100,0 15,0 293 100,0 55 1027 100,00 10,0

Na avaliacdo clinica inicial a maioria (65,2%) dos casos diagnosticados em 2016
apresentavam-se assintomaticos, em 17,7% ocorreu um diagndéstico concomitante de SIDA e
foram notificados 23 casos com diagndstico j& numa fase aguda da infegdo (Tabela 3)

(Departamento de Doencas Infeciosas, 2016).

Tabela 3 — Novos casos de Infe¢cdo por HIV, em Portugal, diagnosticados em 2016: por estadio inicial e sexo.
(Departamento de Doengas Infeciosas, 2016)

Hormens Mulhares Total
fi % fi % N %
Infegdo Aguda 20 27 3 1.0 23 2,2
Partador Assintomatico 476 64,8 194 66,2 g7 65,2
Sintomatico Mao-5104A 72 9.8 a5 11.8 107 10.4
SIDA 132 18,0 50 171 182 17,7
Sam informagao 34 4.6 11 3.8 45 4.4
Total 734 100,0 293 1000 027 100.0

A qualidade da informacéo que é obtida em relagdo ao numero de células T CD4* da primeira
avaliacdo clinica tem vindo a aumentar de ano para ano. Assim constatou-se que 55% dos
casos referem valores inferiores a 350 células/mm?, mostrando que existiu uma apresentacio
tardia aos cuidados clinicos. Relativamente a 35,5% dos casos que apresentavam valores
inferiores a 200 células/mm3, este é um indicador de doenca ja em estado avancado. Foram

também notificados 10 casos com valores de contagens iniciais superiores a 350 células/mm?,
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mas que apresentavam ja uma doenca definidora de SIDA quando foi feito o diagndstico

(Departamento de Doengas Infeciosas, 2016).
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2 — TERAPIA ANTIRRETROVIRAL ATUAL
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2 — Terapia antirretroviral atualmente utilizada

2.1 — Historia da terapia anti-HIV

O desenvolvimento da terapia antirretroviral (ART) tem sido uma das evolucdes
mais dramaticas da histéria da Medicina. Os primeiros anos, entre 1987-1990,
trouxeram grandes esperancas e 0s primeiros, modestos, avancos na monoterapia. A
Zidovudina (AZT) foi a primeira molécula testada em humanos para controlo da infegdo
por HIV em 1985 e, foi introduzida como tratamento em Marco de 1987 com grandes
expectativas. Apesar de ter sido rapidamente aprovado apos alguns estudos efetuados,
como monoterapia era bastante limitado. O mesmo aconteceu com 0s analogos de
nucledsidos ddC (Zalcitabina), ddl (Didanosina) e d4T (Estavudina), introduzidos entre
1991 e 1994 (Rockstroh & Hoffmann, 2015).
Em Setembro de 1995, os resultados preliminares do estudo DELTA Europeu-
Australiano (Darbyshire & Aboulker, 1996) e o estudo Americano ACTG 175 (Hammer
et al., 1996), atrairam atencdo, uma vez que se tornou evidente que a ART com
combinacéo (cART) de dois analogos nucleosideos era mais eficaz, quando comparado
com a monoterapia. Estes dois estudos demonstraram que foi bastante importante
iniciar o tratamento com dois analogos nucleosideos, em vez de se usar 0s
medicamentos sequencialmente.
Os primeiros estudos com inibidores da Protease (IP), uma classe de farmacos nova na
altura, estiveram em curso por varios meses. Estes compostos tinham sido concebidos
em laboratério, com base no conhecimento da estrutura do HIV, mas também da
protease, contudo o seu valor clinico permanecia incerto. Os trés farmacos deste grupo
(de 12 Geracéo): ritonavir, saquinavir e indinavir, foram aprovados entre Dezembro de
1995 e Marco de 1996 (Ho, 1995).
Foi entdo que, em Junho de 1996 na Conferéncia Mundial de SIDA, quando o grande
potencial dos IP ja era totalmente conhecido apareceu a expressdo ‘Terapia
Antirretroviral Altamente Ativa’ (HAART), sendo que esta se espalhou em grande escala
e de forma “irreversivel”. Ainda nesta altura, foi introduzida uma terceira classe de
farmacos quando o primeiro inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa (INNTR),
a nevirapina, foi autorizado (Ho, 1995).
Em 1997, estimava-se que para a supressao viral, 3 anos no maximo seriam suficientes;
previa-se assim que nesse tempo todas as células infetadas morreriam. Porém, desde
entdo, este tempo de supresséao viral tem sido constantemente ajustado para cima, o

gue mostra que o HIV ndo se consegue tratar apenas com a ART standard. Estudos
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recentes tém permitido perceber que este virus permanece indetetdvel em células
infetadas latentes, apds supressao a longo prazo. Os antagonistas do CCR5, bem como
os inibidores da IN (lIN), abriram novas possibilidades de tratamento. Tornou-se
possivel baixar a carga viral (CV), de modo a ser menos detetavel na maioria dos
pacientes. (Rockstroh & Hoffmann, 2015).

Apesar de tudo, a realidade dos dias de hoje pareceria impossivel ha dez anos: a infe¢éo
pelo HIV é uma doenca crénica, que apesar de ser incuravel, € controlavel ao longo da
vida com terapia, mesmo em pacientes com virus mais resistentes. Assim, a expectativa
de uma vida normal parece agora mais realista com os tratamentos disponiveis
(Rockstroh & Hoffmann, 2015).

2.2 — Perspetiva geral da Terapia anti-HIV atual

Até Margo de 2012 existiam 30 agentes individuais ou combinados autorizados
para o tratamento da infecdo por HIV (Tabela 4), a maioria sdo medicamentos orais
(Broder, 2012) (Rockstroh & Hoffmann, 2015). Esses farmacos provém de cinco classes
diferentes:

- Inibidores Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR);

- Inibidores Nao Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INNTR);

- Inibidores da Protease (IP);

- Inibidores da Entrada (IE) (antagonistas do co-recetor e inibidores da fuséo);
- Inibidores da Integrase (lIN).
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Tabela 4 — Viséo Geral da Terapia Antirretroviral (Rockstroh & Hoffmann, 2015)

Trade name Abbrev. Drug
Mucleoside and Nudeotide Reverse Transcriptase Inhibitors (NRTIs)
Emtriva® FIC Emtricitabine
Epiwir® ITC Lamivudine
Retrowir® AFT Zidowvudine
Videx™ ddl Didanosine
Viread® TDF Tenofowir
Zerit® d4T Stavudine
fiagen® ABC Abacavir
MNon-Mudeoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NNRTIs)
Sustiva®, Stocrin® EFV Efavirenz
Vimmune® MNP Mevirapine
Edurant®* RPY Rilpivirine
Intelence® ETV Etravirine
Rescriptor® DL Delavirdine
Protease Inhibitors (Pls)

Aptivus® RV Tipranavir
Crixivan® DV Indinavir
Inwirase® SOV Saquinawir
Kaletra® LFV Lopinavir/Ritonavir
Morvir® TV Ritonavir
Prezista® DRV Darunavir
Reyataz® ATV Atazanavir
Telzir®, Lexiva® FPY Fosamprenavir
Viracept® MRV MNelfinavir
Entry Inhibitors

Celsentri®, Selzentry® MV Maraviroc
Fuzeon® T-20 Enfuvirtide
Integrase Inhibitors

Isentress® RAL Raltegravir
Combination Drugs

Atripla® ATP TDFFTC+ERY
Combrivir® CBV AFT+3TC
Complera®, Eviplera® CPL TDRFTC+RPY
Kivexa®, Epzicom™® KW ITC+ABC
Stribild®* TDRFTCH+ELV T
Trizivir® TZV AZT+3TC+ABC
Truvada™ ™D TDRFTC

Comecando entdo pelos INTR, o seu alvo, tal como se subentende pelo nome é a
enzima Transcriptase Reversa. Estes atuam incorporando um analogo nucleosideo, que
vai induzir a paragem da sintese de DNA por impedir a continuacdo da formacéo da
cadeia de DNA. Esta classe de medicamentos sdo pro-farmacos, ou seja séo
administrados de forma inativa, sendo posteriormente ativados através do metabolismo
normal (biotransformacéo) (Rockstroh & Hoffmann, 2015).

A classe dos INNTR, tém o mesmo alvo que os INTR, no entanto, estes ligam-se
diretamente e de forma ndo competitiva & enzima, numa posi¢cao proxima mas distinta

do sitio de ligacdo do substrato para os nucleosideos. Os complexos resultantes
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bloqueiam assim a atividade catalitica do sitio de ligacdo da TR. Isto por sua vez, pode
ligar mais nucleosideos, abrandando a polimerizagéo significativamente. Ao contrario
do que acontece com os INTR, estes ndo necessitam de ativagdo no interior da célula
(Rockstroh & Hoffmann, 2015).
Quanto aos IP, a protease do HIV corta a poliproteina viral gag-pol em subunidades
funcionais. Se a protease é inibida e o splicing proteolitico impedido, vai dar azo a
particulas virais imaturas, ou seja, infeciosas. Assim os farmacos desta classe foram
alterados de forma a encaixarem no centro ativo da protease do HIV (Rockstroh &
Hoffmann, 2015).
No que diz respeito aos Inibidores de entrada, estes incluem os antagonistas do co-
recetor CCR5 e os inibidores de fusdo. Existem trés passos que sao cruciais para a
entrada do HIV na célula T CD4 (Figura 3) (Rockstroh & Hoffmann, 2015):

- Ligacao ou fixacdo do HIV ao recetor CD4 (alvo dos inibidores da fixa¢ao);

- Ligacao aos co-recetores (alvo dos antagonistas dos co-recetores);

- Fus&o da membrana do virus com a membrana da célula (alvo dos inibidores

de fuséo).
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Figura 3 - Os trés passos da entrada do HIV na célula hospedeira (célula T CD4) (Rockstroh & Hoffmann,
2015)

Teoricamente, cada passo da entrada do HIV pode ser inibido. Todas as trés classes ja
mencionadas séo corretamente denominadas de Inibidores de entrada. Uma diferenca
importante para com as outras classes de farmacos, é que esta ndo inibe o HIV
intracelular. Estes interferem no inicio do ciclo de replicagcdo do HIV (Rockstroh &
Hoffmann, 2015).

Quanto a classe dos antagonistas dos co-recetores, estes (0s co-recetores) sdo aqueles
gue o HIV necessita para entrar na célula alvo. Os dois (co-recetores) mais importantes

s80 0 CXCR4 e 0 CCR5. As variantes do HIV utilizam tanto um co-recetor como o outro.
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Estas variantes sdo denominadas R5-trépicos se utilizam o co-recetor CCR5, enquanto
0s virus com preferéncia para 0 CXCR4 sdo denominados virus X4-tropicos.

Temos também os inibidores de fuséo, que previnem o ultimo passo da entrada do HIV
na célula alvo. A fusdo do virus com a célula, ndo é ainda muito compreendida, mas ao
que parece a ligacdo ao CD4 e ao co-recetor induz alteracdes conformacionais na
glicoproteina gp4l1, a subunidade transmembranar da proteina do envelope viral
(Rockstroh & Hoffmann, 2015).

Por fim, os lIN, sendo que a IN é uma das trés enzimas chave do ciclo de replicacdo do
HIV, juntamente com a TR e a PR. Esta esta envolvida na integracdo do DNA viral no
genoma do hospedeiro e é essencial para a replicacdo. Existem pelo menos quatro
passos que levam a integracdo do DNA viral, sendo que todos eles, teoricamente,
podem ser inibidos por diferentes IIN (Rockstroh & Hoffmann, 2015).

O efeito do timing do inicio da ART nos resultados clinicos e microbiologicos tém sido
controversos nas avaliagbes do beneficio da terapia e das complicagbes e custos
associados a curto e longo prazo. Durante muitos anos, a ART foi adiada até que a
contagem de CD4 do paciente tivesse abaixo de 200 células/mm?®, o que provocou
infecbes oportunistas frequentes. As andlises retrospetivas de pacientes com infecéo
pelo HIV-1 que foram tratados, em paises desenvolvidos, sugerem beneficios da ART
precoce (Cohen et al., 2011).

2.3 — Geragao de resisténcia aos Antirretrovirais

A resisténcia é a resposta natural de qualquer microrganismo infecioso que
enfrenta a presséo dos farmacos e, como tal, o HIV n&o é excec¢éo (Vella & Palmisano,
2005).

Tem sido documentado desde 1989, o aparecimento de mutagfes resistentes a
qualquer novo agente antirretroviral introduzido na pratica clinica para o HIV-1. A
resisténcia é das principais causas de insucesso da ART 0 que pode comprometer a
eficacia do farmaco na populagéo (Tabela 5). Na maior parte dos casos, a resisténcia
deve-se a fraca ades&o pelo paciente e/ou a baixa poténcia do regime terapéutico. Sob
estas condi¢bes, a RV ndo é completamente suprimida, permitindo o aparecimento de
variantes resistentes (Vella & Palmisano, 2005). O surgimento destas esta associado,
como ja foi mencionado, a uma baixa resposta a ART, o que se reflete num aumento na
CV, que é uma situacado indesejavel uma vez que a CV se pretende indetetavel (o que
ocorre quando o valor de copias/ml é inferior a 50). Se a CV tiver com estes valores a
contagem de células CD4 encontra-se elevada, sendo que é este o que objetivo da

terapia (Afani S & Gallardo O, 2011). Para se saber em que valores esta a CV é feito
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um exame, normalmente, duas a oito semanas apos inicio ou alteragdo do tratamento
e a cada trés a quatro meses durante o tratamento ou conforme critério do médico. E
através do resultado deste exame que se decide 0 passo seguinte. Se a CV tiver com
valores muitos elevados significa que a terapia que esta a ser feita ndo esta a produzir
o efeito desejavel, tendo que ser alterada (Afani S & Gallardo O, 2011).

A resisténcia é denominada “primaria” se for detetada em pessoas que nunca tinham
experienciado tratamento e “adquirida” quando se desenvolve em pessoas ja
experientes no tratamento (Vella & Palmisano, 2005).

Como ja foi mencionado anteriormente a resisténcia aparece em decorréncia das
mutacdes que surgem espontaneamente em qualquer grupo de células em crescimento,
expostas ou ndo a medicamentos. O que acontece com algumas mutagbes é uma
alteracdo de partes da célula afetadas pelos medicamentos, diminuindo a sua
capacidade de acao, causando resisténcia (Vella & Palmisano, 2005).

O uso sequencial de combinagdes potentes de agentes antirretrovirais atrasa e minimiza
a ocorréncia de resisténcias, contudo ndo € capaz de as eliminar. A populacdo com o
género de resisténcia adquirida é potencialmente transmissora de virus resistentes aos

recém-infetados (Vella & Palmisano, 2005).
Tabela 5 — Resisténcia e a prevaléncia dos diversos tipos de medicamentos Antirretrovirais na Europa (Vella
& Palmisano, 2005).

Ma. of patients with
resistance/no.

Type of resistance Prevalence, % of patients tested
Any 9.6 1571633
MNETI G.9 1maery
MNMRTI 26 42/1623
Pl 2.2 36/1608
=2 Drug classes 1.7 28/1623

Como ja referido anteriormente, a HAART reside em dois ou trés farmacos combinados.
Apesar dos medicamentos atuais anti-HIV e as estratégias de tratamento manterem a
CV suprimida e os pacientes relativamente saudaveis, o desenvolvimento de
resisténcias as ARTs reduz ou até mesmo elimina a eficacia da ART. O HIV-1 possui
uma elevada taxa de mutacdo e uma frequéncia de recombinacgéo alta (as quais seréo
descritas mais a frente neste capitulo), o que pode resultar num surgimento rapido de
variantes resistentes aos farmacos quando a RV néo é suficientemente inibida (Pinar
lyidogan & Anderson, 2014).
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A ART atingiu um sucesso impressionante no que diz respeito a prevencdo da
progressao da infecdo pelo HIV-1. Contudo, a ART é uma terapéutica e ndo uma cura.
O HIV-1 persiste em reservatorios virais que levam ao rebound viral se a terapéutica é
descontinuada. Um melhor entendimento destes reservatorios do HIV é fundamental na
investigacdo e desenvolvimento para uma cura contra o HIV. A persisténcia do HIV-1
sob a ART (descrita por (Clutter, Jordan, Bertagnolio, & Shafer, 2016; Dahabieh,
Battivelli, & Verdin, 2015)) pode ser devida a: (1) a um baixo nivel de RV particularmente
em tecidos onde a concentracdo de antirretrovirais pode nem sempre atingir os niveis
otimos; e (2) a longa meia-vida e auto-renovacao de células infetadas latentes.
Embora seja provavel que a persisténcia do HIV-1 seja consequéncia da combinacao
desses dois processos, 0 estabelecimento e manutencéo de reservatorios de HIV-1 é
um processo multifacetado (descrito por (L. Zhang & Lewin, 2018)) que depende: (1) da
relativa suscetibilidade celular a infe¢éo do HIV; (2) da capacidade das células infetadas
em resistir a apoptose HIV-induzida e de escapar a vigilancia imunolégica; e (3) do
tempo de vida e do potencial turnover das células infetadas (Figura 4).

Todos estes processos sdo determinados pelo programa de cada tipo de célula e
regulados pela localizacdo do tecido, da ativacdo e do estado de diferenciacdo das
células em resposta as condicdes ambientais e aos sinais de stress. Zhang et al,
analisam cada um desses processos em relacao a forma como eles contribuem para a
persisténcia do HIV na ART (L. Zhang & Lewin, 2018).

(1) Cell susceptibility to infection
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Figura 4 — Determinantes celulares para o estabelecimento e persisténcia do HIV na HAART. A persisténcia
do HIV é determinada primeiro pela suscetibilidade de diferentes células a infeccéo (i), que é regulada pelo equilibrio
entre os fatores de dependéncia do hospedeiro e os fatores de restricdo viral presentes nas células. Para persistir, as
células infectadas precisam resistir aos sinais apoptéticos induzidos pela infeccéo viral e evitar a vigilancia imunolégica
(i). Essas células infectadas resistentes persistirdo por periodos de tempo variaveis, dependendo do seu especifico
tempo de vida e da sua capacidade em proliferar sem aumentar os sinais de morte celular HIV-dependentes (jii) (L. Zhang
& Lewin, 2018).

2.3.1 - Aptidao viral do HIV-1 e asuainfluéncia naresisténcia aos farmacos

O HIV-1 é um membro da familia dos retrovirus com uma alta taxa de mutacao,
tal como ja foi mencionado anteriormente. As estimativas da taxa de mutacdo do HIV
dependem de varios fatores, incluindo o tamanho da populacao viral e a aptiddo viral
das estirpes mutantes. Estudos anteriores para avaliar a taxa de mutacdo do HIV in vivo,
determinaram uma taxa de mutacéo direta de 3 x 107> mutagdes por par de bases alvo
por ciclo de replicagdo (Pinar lyidogan & Anderson, 2014; Mansky & Temin, 1995).
Estudos de isolados clinicos de HIV sugerem um turnover viral rapido (108 a 109 viribes
por dia) (Ho et al., 1995; X. Wei et al., 1995), um grande namero de células infetadas
(107-108) e um elevado nivel de recombinagéo (Jung et al., 2002). A elevada taxa de
mutacdo inerente ao HIV gera um conjunto geneticamente diverso de virus, geralmente
a partir de um unico genoma viral infetante. As combinacdes desses subtipos de HIV-1
geneticamente distintos exibem diferentes propriedades fisiopatoldgicas. A elevada taxa
de mutacdo do HIV-1 é crucial para adaptacdo a mudancas ambientais, como
concentracdes intracelulares de nucleotideos, presenca de mutagénicos, etc., que
podem afetar a fidelidade, ou seja, a quantidade de erros existentes, geral do processo
de replicacdo (Mansky, 1998). Mais importante, a fidelidade é vital para a eficiéncia da
infecdo da célula hospedeira e o surgimento da resisténcia aos farmacos (Mansky,
2002). Medig0es in vitro da fidelidade da TR do HIV-1 indicam que mutac¢des de novo
sdo geradas no decorrer da sintese de DNA propensa a erros engquanto geram
substituicbes de bases, frame shifts, rearranjos genéticos e hipermutacdes (Menendez-
Arias, 2002; L. Zhang & Lewin, 2018). A principal fonte para a elevada taxa de mutagéo
do HIV-1 é devido a auséncia da atividade de revisao exonucleolitica 3 '— 5'da TR do
HIV-1 (Jonckheere, Anne, & de Clercq, 2000). Varios estudos cinéticos da TR
recombinante indicaram um alto nivel de incorporacao errénea durante a polimerizagéo,
sugerindo a contribuicdo da TR para a hipermutabilidade do HIV-1 (Pinar lyidogan &
Anderson, 2014). Outra fonte para as mutagdes adicionais no genoma do HIV-1 pode
derivar da RNA polimerase Il do hospedeiro, durante a sintese da cadeia-positiva do
RNA (J. Zhang, 2004). Contudo, O’Neil et al., sugerem que a maioria da mutagénese no
genoma viral € um resultado da incorporacéo incorreta pela TR do HIV-1 ao invés da
RNA polimerase |l da célula hospedeira (lyidogan & Anderson, 2014; Rouzine et al.,
2008).
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Um aumento na taxa de mutacdo garante a adaptabilidade do virus num ambiente em
mudancga, como a utilizagdo da ART, mas o ajuste fino da hipermutabilidade antes de
perder a aptiddo viral é crucial para o HIV. Um mecanismo para ajustar a taxa de
mutacao do HIV-1 é estabelecido através da interacdo entre a proteina viral Vif (fator de
infecciosidade viral) e a proteina do hospedeiro APOBEC3G, uma citosina desaminase
(P. lyidogan & Anderson, 2014; Malim & Emerman, 2008). A APOBEC3G é um elemento
critico de um mecanismo de defesa inato contra a infecdo pelo HIV-1. Em esséncia, o
hospedeiro induz biologicamente a mutagénese letal para se defender contra infecdes
virais. O HIV combate a hipermutagénese APOBEC3G mediada com um contra-ataque.
Isto envolve a ligacdo da proteina Vif a APOBEC3G e a inducao da poli-ubiquitinacéo e
degradagdo da APOBEC3G (Goff, 2003). Avancos recentes na compreensdo dessa
interagdo da ligacao entre o Vif e a APOBECS3G, e os estudos dos mecanismos de acao
relacionados serdo importantes para desenvolver novos farmacos antivirais que tenham
como alvo as proteinas de ligagdo hospedeiras e virais (Cadima-Couto & Goncalves,
2010; Lavens et al., 2010).

Além das enzimas codificantes do hospedeiro que alteram a sequéncia viral codificadora
e 0 processo de replicacédo retroviral propenso a erros, a recombinagao genética é outro
processo ha evolucao do HIV-1 que contribui para a aptidao viral e que evita mutagdes
deletérias, enquanto conserva a informagdo gendémica sob uma pressédo seletiva, tal
como o tratamento com farmacos antivirais (Zhuang et al., 2002). Mulder et al.,
demonstraram que apenas a recombinacdo do virus HIV-1 hipermutado do tipo
selvagem (WT) gerou virus de replicacdo-competentes resistentes a farmacos (Mulder,
Harari, & Simon, 2008). A recombina¢do ocorre principalmente durante a sintese da
cadeia-negativa ou raramente durante a da cadeia-positiva do DNA e associada a um
anico crossover (J. Zhang, Tang, Li, T.; Ma, & Sapp, 2000). A habilidade de
recombinagdo fornece um mecanismo eficiente para redistribuir muta¢des, enquanto
aumenta a variacdo na populacdo viral. A geracdo de variantes multi-resistentes a
farmacos numa populacao viral, através dos ciclos frequentes de recombinagéo, dificulta
o tratamento antiviral (Nora et al., 2007; Perales, Iranzo, Manrubia, & Domingo, 2012).
Como mencionado, esta caracteristica escapatoéria que o HIV-1 explora deve ser mais
investigada no contexto da hipermutagdo. Neste ponto, a mutagénese letal poderia ser
uma estratégia alternativa para lutar contra o problema da multi-resisténcia a farmacos
através do aumento artificial de mutag6es com o auxilio de mutagénicos quimicos, a tal
ponto de que mesmo a reparacdo mediada por recombinagcdo dos genomas retrovirais
defeituosos néo iria funcionar, e que eventualmente encaminharia a catastrofe-erro
(Pinar lyidogan & Anderson, 2014).
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2.3.2 — Mutagénese letal

Uma grande diversidade de progenia mutante é gerada a partir da infidelidade

inerente da TR do HIV-1, e essa propriedade € crucial para haver a evasao viral da
defesa imunolégica do hospedeiro ou da ART, o que fornece uma adaptabilidade
extraordinaria para o virus (Mullins & Jensen, 2006). No entanto, uma alta taxa de erro
da TR do HIV-1 também leva a efeitos deletérios sobre a aptiddo viral apos atingir um
certo limiar (Gao et al., 2004).
O conceito de mutagénese letal foi primeiro introduzido ao HIV-1 utilizando um anélogo
desoxinucleosideo mutagénico de 5-hidroxi-2'-desoxicitidina (5-OH-dC) que reduz a
fidelidade de replicacdo (Loeb et al., 1999). Quando o limiar de erro é abordado com um
agente mutagénico, pequenos aumentos nas taxas de mutagcdo déo origem a grandes
declinios na viabilidade (Grande-Perez, Lazaro, Lowenstein, Domingo, & Manrubia,
2005). Contudo, esses nucleosideos mutagénicos precisam de ser metabolicamente
ativados nas suas formas correspondentes de 5'-trifosfato através de quinases
celulares, de modo a exibir as suas atividades mutagénicas apos a penetragdo desses
analogos de nucleosideos nas células infetadas, isto através da via de difusdo passiva
ou através de transportadores de nucleosideos como destacado na Figura 5 (Huber-
Ruano & Pastor-Anglada, 2009). Posteriormente, o nucleosideo trifosfato anélogo
mutagénico farmacologicamente ativo é incorporado na cadeia nascente do DNA viral
pela TR do HIV-1 durante a sintese da cadeia-negativa do DNA, o que geraria
desemparelhamentos na subsequente sintese da cadeia-positiva do DNA como
demonstrado na Figura 5 (Pinar lyidogan & Anderson, 2014). Consequentemente, 0s
nucleosideos mutagénicos incorporados levam a taxas de mutacao aumentadas.
Similarmente, os ribonucleosideos analogos mutagénicos incorporados em transcricdes
de VRNA por fosforilagdo através da RNA polimerase |l celular, resultam em erros de
desemparelhamento de bases durante a subsequente sintese da cadeia-negativa de
DNA, catalisada pela TR nas novas células infetadas (Loeb & Mullins, 2000). Por
conseguinte, as mutagfes acumulam-se no genoma VRNA recentemente sintetizado por
ciclo de replicacdo, e provocam um colapso genético irreversivel da populagéo de virus
até que atinja um ponto tal que ndo possam ser produzidas mais proteinas virais
funcionais. Felizmente para o virus, o vasto tamanho populacional, a estrutura do
genoma e a regulacédo rigorosa dos requisitos adaptativos colocaram as populacdes de
virus muito proximas do limiar de extincdo. Consequentemente, tem sido sugerido que
a alteracdo da frequéncia de erro através de um mutagénico letal pode ser ineficaz para
a extincao total da populacao viral ou para diminuir a propagacéao do virus (Bull, Sanjuan,
& Wilke, 2007; Pinar lyidogan & Anderson, 2014).
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Figura 5 — Representacéo esquematica da mutagénese letal do HIV-1 (Pinar lyidogan & Anderson, 2014).

Os primeiros estudos de HIV-1 com 5-OH-dC resultaram numa perda irreversivel de
infecciosidade viral e na 172 passagem viral seriada ndo houve niveis detetaveis de p24
(Loeb & Mullins, 2000). Pelo contrario, nenhuma perda na titulagao viral foi detetada na
auséncia do analogo mutagénico. A 5-OH-dC demonstrou a sua atividade através da
apresentacdo de tautobmeros imino e amino (Suen, Spiro, Sowers, & Fresco, 1999) em
condi¢cbes fisioldgicas, e em seguida emparelhando com as bases guanosina e
adenosina. A analise da sequéncia dos produtos de PCR a partir da passagem 16 do
virus indicou um aumento de 6 vezes na frequéncia das transicbes G-para-A. As
experiéncias adicionais de andlise seriada com 5-OH-dC demonstraram declinios
semelhantes na titulacéo viral e confirmaram as transicfes G-para-A. Além disso, o 5-
OH-dC né&o se demonstrou toxico para com o genoma do hospedeiro, uma vez que a
sua incorporacdo foi tdo baixa quanto uma molécula por 1x10° nucleotideos no cDNA,

e também nao foi detetada toxicidade mitocondrial (Pinar lyidogan & Anderson, 2014).

2.3.3 — Mecanismos de resisténcia ao HIV-1

A variabilidade genética do HIV-1 resulta da alta taxa de erros de processamento
da TR do HIV-1, da recombinacdo quando mais de uma variante viral infecta a mesma
célula e da acumulagéo de variantes provirais durante o curso da infecdo. Embora a
maioria das infe¢des por HIV-1 sejam iniciadas por uma Unica variante viral, inUmeras
variantes (ou quasiespécies) relacionadas ao virus inicial transmitido surgem dentro de

semanas apos a infecdo (Clutter et al., 2016).
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A sele¢do das variantes resistentes aos farmacos depende da extensdo em que a RV
continua durante a incompleta terapia de supressao, a facilidade de aquisicdo de uma
mutacdo especifica de resisténcia a farmacos (MER), e o efeito das MERs na
suscetibilidade farmacoldgica e na replicacdo do virus. Embora surjam todos os dias
virus resistentes a farmacos que ocorrem naturalmente em doentes néo tratados, essas
variantes raramente chegam a niveis detetaveis pois sdo menos adequadas do que 0s
virus-suscetiveis aos farmacos, isto na auséncia de uma pressao farmaco-seletiva. De
facto, quase todas as MERSs clinicamente significativas surgem apenas como o resultado
da presséao farmaco-seletiva e sdo de outro modo néo polimaérficos (Clutter et al., 2016).
Para alguns antiretrovirais (ARVs), varias MERs sdo necessarias para reduzir a
suscetibilidade, enquanto para outros, uma Unica MER é suficiente. O nimero de MERs
requeridas e o efeito de cada MER na aptidao viral, contribuem para a barreira genética
da MER a resisténcia. As MERs podem ser categorizadas como: primarias, que
reduzem diretamente a suscetibilidade a farmacos; e acessoérias, que melhoram a
aptiddo das variantes que contém MERs primarias ou que contribuem numa reducgéo
adicional na suscetibilidade. A extensdo em que um ARV reduz os niveis plasmaticos
de RNA-HIV-1 é conhecida como a poténcia antiviral. A poténcia antiviral intrinseca de
um ARV combinada com a sua barreira genética a resisténcia, influencia a sua
capacidade de proteger um regime ART da falha viroldgica (Clutter et al., 2016).

N&o h& essencialmente resisténcia cruzada entre as classes de farmacos. Os virus que
sdo altamente resistentes a farmacos de uma classe de ARVs, sdo completamente
suscetiveis a classes de ARVs nado utilizadas. Em contraste, uma significativa
resisténcia cruzada dentro de uma classe de ARVs é comum, porque a maioria das
MERs reduzem a suscetibilidade a mdultiplos ARVs da mesma classe. No entanto,
existem excecgbes importantes em que varios MERs aumentam a suscetibilidade a
outros ARVs da mesma classe. O conhecimento dos perfis de resisténcia cruzada de
ARVs é, portanto, essencial ao usar mais do que um farmaco da mesma classe de
ARVs, em combinacdo ou em sequéncia (Clutter et al., 2016).

A maioria dos esquemas de ART utilizados para terapia de primeira linha sao
suficientemente potentes para bloguear completamente a replicacdo do HIV-1, e tém
uma barreira genética para a resisténcia alta o suficiente para manter a supresséo
virolégica a longo prazo. Como resultado, a maioria dos casos de falha viroldgica e de
resisténcia aos farmacos surge da falta de adeséo a terapéutica, que expde o virus de
um doente aos niveis insuficientemente supressivos da ART capaz de exercer uma
pressado farmaco-seletiva. Assim, a resisténcia do HIV parece ser menos comum em
doentes que recebem doses fixas de ARVs que possuem semividas semelhantes,

porque é menos provavel de expor um virus a pressao farmaco-seletiva na falta de
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adesdo terapéutica destas combinacdes. Taxas mais baixas da resisténcia do HIV
também tém sido associadas a programas de rotina da monitorizagdo da CV, nos quais
a detecao precoce do rebound virolégico oferece a oportunidade de aconselhamento a
adesdo ou a alteracdo do regime conforme necessario, antes da evolugcdo de vérias
MERs.
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3 — NOVAS TERAPIAS ANTI HIV
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3 — Novas Terapias anti HIV

3.1 - Terapia Antirretroviral

Nos ultimos 25 anos, o HIV-1 passou de um agente infecioso nao tratavel para
um agente suscetivel a uma série de terapias aprovadas (Broder, 2012).
Certas crencas impregnadas desde os anos 70, complicaram o desenvolvimento de
novos farmacos, incluindo: 1) retrovirus ativos, ou seja que se replicam, ndo existiriam
em seres humanos; 2) se existissem, ndo estariam associadas com doencas humanas;
3) em alternativa, mesmo que se de alguma forma existissem retrovirus humanos ativos,
tais agentes desempenhariam um papel menor ou mesmo, quase inexistente na saude
publica; ou 4) mesmo se as 3 primeiras condi¢des de alguma forma néo se aplicassem,
0s retrovirus pela sua prépria natureza ndo seriam trataveis, isto baseado primeiramente
na sua capacidade de integrar no genoma do hospedeiro e/ou sofrer rapidamente uma
mutacgéo devido a TR ser propensa a erros (Broder, 2012).
Estas crencas eram inicialmente uma barreira para o progresso da prevencao,
diagndstico e tratamento da SIDA, como tal, muda-las era um elemento essencial para
a evolucédo da terapia (Broder, 2012).
A ART provou que a infecao pelo HIV-1 é tratavel e, tal prova forneceu animo para novas
terapias a partir de diversas fontes, dirigidas a uma variedade de alvos virais, a um ritmo
que raramente foi acompanhado no desenvolvimento de farmacos modernos (Broder,
2012).
Esta terapia trouxe uma diminuigdo substancial na taxa de mortalidade devido a infe¢éo
por HIV-1, alterando-a de uma doenca rapidamente mortal para uma condi¢do crénica

controlavel (Broder, 2012).

3.2 — Novos Agentes Antirretrovirais

A ART combinada para tratar a infec&do pelo HIV foi amplamente introduzida em
meados da década de 1990, e isso marcou um avanco importante permitindo a
supressdo da RV abaixo do limite de detecdo dos ensaios clinicos. A ART melhorou
significativamente a fungdo imunoldgica das pessoas que vivem com o HIV e
transformou uma doencga aguda numa infe¢cdo crénica para aqueles com acesso a
terapia (Deeks, Lewin, & Havlir, 2013; L. Zhang & Lewin, 2018). Inicialmente, foram
levantadas esperancas de que a potente inibicdo viral pela combinacdo ART poderia

levar a decadéncia e erradicacdo de todas as células infetadas pelo HIV dentro de
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poucos anos de terapia. No entanto, foi logo demonstrado que o HIV estabelece uma
infe¢éo transcripcionalmente inativa em células T CD4* de memoria de longa duragéo,
e que a ativacdo subsequente dessas células pode levar ao rebound viral na auséncia
da ART (Finzi et al., 1997).

A infecdo latente em células T CD4* de vida longa permite que o virus persista por
décadas num estado inativo evitando as respostas imunes do hospedeiro e a
combinacdo de ART. A ART vitalicia é, portanto, necessaria para evitar o rebound viral
e a progressao da doenca. A persisténcia a longo prazo do HIV em células latentes T
CD4* infetadas € considerada como a principal barreira a cura do HIV, mas outros
mecanismos também podem contribuir para a persisténcia a longo prazo (Damouche et
al., 2015; Fukazawa et al., 2015; L. Zhang & Lewin, 2018). As implicagbes da
persisténcia viral a longo prazo em doentes a efetuar a ART sdo demonstradas mais
dramaticamente pela rapida recuperacao viral observada apos a interrupgéo da ART,
mesmo apds muitos anos de supressao viral (T. Chun et al., 2010; L. Zhang & Lewin,
2018). Isto mostra que, apesar da inibicdo viral potente causada pela CART, o virus de
replicagdo-competente persiste em todos os individuos infetados e, geralmente, leva ao
rebound viral quando a terapia € descontinuada.

Varias linhas de investigacao estao atualmente em curso, com o objetivo de longo prazo,
de desenvolver uma cura para o HIV ou de permitir uma remissdo sem o auxilio da ART.
A maioria desses esfor¢cos esta a ocorrer ao nivel pré-clinico, mas algumas estratégias

ja avancaram para o estagio de testes clinicos.

3.2.1 - Transplante de células-estaminais hematopoiéticas e quimioterapia

Até a data, houve apenas um exemplo de uma cura completa de um doente com
HIV. Isso ocorreu com o individuo Timothy Ray Brown, que foi submetido a um
transplante de células estaminais hematopoiéticas (TCEH) para uma leucemia miel6ide
aguda, e recebeu células-estaminais HLA-emparelhadas com uma delecdo
homozigética de 32 pares de bases no gene codificante para CCR5 (CCR5A32) (Hutter
et al., 2009). A ART foi descontinuada apds a transfusédo e sem rebound viral, e desde
entdo nenhuma evidéncia de replicacédo do HIV foi demonstrada neste individuo durante
mais de 10 anos de acompanhamento (Hutter et al., 2009; Yukl et al., 2013). N&o se
sabe, no entanto, se foi o proprio procedimento de transfusdo de células estaminais, a
guimioterapia, entre outros, ou uma combinacdo desses fatores que foi o principal
responsavel pela erradicacao de todas as células infetadas (Cillo et al., 2014).
Foram relatados dois casos de individuos de Boston que confirmaram a capacidade da

TCEH de reduzir drasticamente a frequéncia de células infetadas latentes (Henrich et
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al., 2013). Ambos os individuos infetados pelo HIV a efetuar ART foram submetidos a
um TCEH para a sindrome mielodispldsica e para um linfoma de Hodgkin,
respetivamente. Em ambos os individuos, isso levou a uma extensa deplecao de células
infetadas pelo HIV; de facto, o HIV n&o foi detetado em células ou no plasma durante o
acompanhamento p6s-TCEH durante a ART. Ainda assim, houve um rebound viral apos
12 e 32 semanas da interrup¢cdo da ART (Henrich et al., 2014). Estes dois casos
demonstraram dois pontos importantes. Em primeiro lugar, a persisténcia viral capaz de
causar um rebound viral e, segundo, mesmo com uma profunda deple¢cdo no nimero
de células infetadas, € necessdaria uma vigilancia imunoldgica efetiva e duravel para
identificar qualquer virus residual.

Contrariamente a Timothy Brown, os dois individuos de Boston receberam células
doadoras CCR5 wild-type, e isso pode ser uma diferenca importante, mas ha muito
poucos casos nos quais podemos basear essa avaliagdo. De facto, sete outros
individuos infetados pelo HIV a efetuar ART e com uma malignidade hematoldgica,
receberam TCEH com células-estaminais de doadores homozigotos CCR5A32, e a
maioria desses recetores morreu dentre os 12 meses ap0s o TCEH (Hutter, 2014).
Finalmente, o rebound viral nos pacientes de Boston, apesar dos niveis indetetaveis de
HIV no plasma e células aquando da ART, subestima a importancia da realizacdo de
interrupcdes analiticas do tratamento para avaliar a extensédo da deplecéao funcional do
reservatorio apos o TCEH ou outras intervengdes (Kuritzkes, 2016)

Existem poucos casos descritos de recetores de TCEH com infecdo pelo HIV que
subsequentemente descontinuaram a ART (Henrich et al., 2014; Hutter et al., 2009).
Portanto, como ha muitas variaveis potencialmente importantes, ainda tem que ser feito
um caso cientifico sélido para a realizacéo de interrupcdes analiticas do tratamento pos-
TCEH, embora os riscos e consideracdes éticas precisam obviamente de ser levados
cuidadosamente em consideragdo caso-a-caso (Sugarman, Lewin, Henrich, &

Rasmussen, 2016).

3.2.3 — Agentes de Reverséao de Laténcia: Shock and Kill

3.2.3.1 — Shock and Kill

O conceito de shock and kill carateriza-se pela utilizacdo de agentes
farmacologicos para reverter a laténcia do HIV, e estimular as células infetadas latentes
a expressar proteinas virais, pois tal expde teoricamente este tipo de células a uma
morte mediada pelo sistema imunoldgico ou a lise celular mediada pelo virus. Um

grande numero dos chamados agentes de reversdo de laténcia (LRAs), p. ex.,
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compostos que induzem a producdo de HIV em células infetadas latentes, foram
investigados inicialmente ao nivel pré-clinico (Shang et al., 2015; L. Zhang & Lewin,
2018), mas poucos candidatos foram também submetidos a testes em ensaios clinicos
de pequena escala.

3.2.3.2 — Inibidores da histona deacetilase

No estudo clinico inicial que testa a hip6tese de shock and Kil, o
anticonvulsivante 4cido valpréico, o qual exerce a inibicdo da histona deacetilase
(HDAC) requerendo concentracfes muito altas para eficacia in vitro (Matalon et al.,
2010), foi adicionado durante 12 semanas de forma a intensificar a ART. Foi relatado no
estudo inicial um declinio na frequéncia de células T CD4* em repouso que transportam
HIV replicacdo-competentes (Lehrman et al., 2005), mas estudos adicionais falharam
em demonstrar qualquer efeito do acido valpréico em reservatérios latentes (Archin et
al., 2008; Routy et al., 2012). Reconhecendo que a reversao de laténcias com este pode
ser bastante fraca, os inibidores de HDAC (HDACIi) com maior poténcia tornou-se o foco
de investigagao. O vorinostat, aprovado pela FDA em 2006 para o tratamento do linfoma
cutaneo de células T (Mann, Johnson, Cohen, Justice, & Pazdur, 2007), foi o primeiro
potente HDACI a ser testado em individuos infetados pelo HIV a efetuar ART. Neste
estudo, uma dose Unica de 400 mg de vorinostat levou a um aumento de quase cinco
vezes na transcricdo do HIV, medida em células CD4* em repouso, demonstrando assim
para a primeira vez que o estado de laténcia do HIV pode ser interrompido em doentes
em ART. Num estudo subsequente de doses mudltiplas, o vorinostat diario (400 mg)
administrado durante 14 dias também aumentou significativamente a transcricdo do
HIV, conforme medido pelo RNA-HIV em células T CD4* (Elliott et al., 2014; L. Zhang &
Lewin, 2018)). Em contraste, num outro estudo de dose multipla em que o vorinostat foi
administrado 3 dias por semana durante 8 semanas, 0s niveis de transcricdo do HIV
nao foram globalmente aumentados acima da linha de base quando medidos apés 11 e
22 doses (L. Zhang & Lewin, 2018)

O potente HDACI, panobinostat, aprovado pela FDA em 2015 para o tratamento do
mieloma mudltiplo (Laubach, Moreau, San-Miguel, & Richardson, 2015), também foi
testado em ensaio clinico pela sua capacidade de reverter a laténcia do HIV em doentes
infetados em ART (Rasmussen et al., 2014). Este foi adicionado & ART trés vezes por
semana a cada duas semanas durante 8 semanas em 15 doentes infetados pelo HIV.
Isto resultou num aumento significativo na transcricao do HIV, e o panobinostat também
aumentou a taxa de detecdo plasmatica de RNA-HIV (Rasmussen et al., 2014). No

entanto, o efeito mais eficaz na reversdo da laténcia no cenario clinico foi visto num
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estudo piloto do HDACI romidepsina, que inibe as HDACs com uma poténcia ainda
maior (D. G. Wei et al., 2014). Neste estudo, trés infusdes de romidepsina (5 mg/m2)
ndo s6 aumentaram significativamente a transcricdo do HIV, mas também levaram a um
aumento do RNA-HIV plasmatico (Sggaard et al., 2015).

Estes estudos de HDACIi forneceram evidéncias de que é possivel, com uma
intervencd@o clinica, interromper o estado de laténcia do HIV, e para algumas
intervencdes, isso aumenta o0 RNA-HIV plasmatico. Este Gltimo é importante porque esta
associado a expressao da proteina viral, que € um requisito para o reconhecimento

imunolégico (Rasmussen et al., 2014).

3.2.3.3 — Dissulfiram

O potencial de reversdo da laténcia do dissulfiram e seus metabolitos foi
inicialmente descoberto numa pesquisa bibliografica de farmacos (Yang et al., 2009).
Investigagbes subsequentes revelaram que o dissulfiram ativa a transcricdo do HIV
através da deplecdo do homélogo da fosfatase e da tensina, o que resulta na ativacao
da via de sinalizag&o do Akt (L. Zhang & Lewin, 2018). Dado que o dissulfiram tem sido
utilizado com seguranca hd muitos anos para tratar o alcoolismo, estas observacdes
formaram imediatamente a base para testar o efeito do dissulfiram na laténcia do HIV
num estudo clinico. Neste estudo, a dose padréo de disulfiram (500 mg) foi administrada
diariamente durante 14 dias a individuos infetados pelo HIV em ART (Spivak et al.,
2014). Embora nédo tenha havido um efeito global no RNA-HIV plasmético utilizando um
ensaio com sensibilidade de cépia Unica (ensaio de cépia Unica; SCA), foi observado
um aumento transitorio do RNA-HIV plasmatico numa analise post hoc em individuos
com amostragem imediata apés a dose disponivel, e em individuos com maiores
concentracdes plasmaticas de dissulfiram (Spivak et al. 2014). Para explorar ainda mais
estas observacoes, foi realizado posteriormente um estudo de aumento de dose, onde
30 individuos infetados pelo HIV em ART receberam 3 dias de dissulfiram tanto na dose
de 500 mg (dose licenciada), 1000 mg ou 2000 mg. Em todos os ensaios de trés doses,
o tratamento com dissulfiram levou a um aumento nos niveis de RNA-HIV, embora a
magnitude do aumento tenha sido ligeiramente menor do que a observada nos estudos
HDACI (Elliott et al., 2015). Além disso, o dissulfiram a 2000 mg/dia resultou num
aumento significativo no RNA-HIV plasmatico (Elliott et al., 2014; Rasmussen et al.,
2014). Nenhum dos estudos que utilizaram dissulfiram incluiu a interrupgéo analitica da
TAR.
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3.2.3.4 — Agonistas de Proteina cinase C (Briostatina-1)

A ativacdo da proteina cinase C (PKC) mostrou-se promissora como um
mecanismo de reversao da laténcia do HIV in vitro e ex vivo, e nestas investigacdes 0s
agonistas da PKC aparecem entre as LRAs mais potentes, principalmente quando
utilizadas em combinagédo com HDACI (Bullen, Laird, Durand, Siliciano, & Siliciano,
2014; Laird et al., 2015). Em termos do seu efeito na laténcia do HIV, a briostatina-1 e
a prostatina sdo os compostos mais bem caraterizados neste grupo. A prostatina ativa
potencialmente o HIV latente in vitro (L. Zhang & Lewin, 2018), mas dada a sua
toxicidade ndo pode proceder para estudos clinicos para o HIV. A briostatina-1 é um
agonista de PKC (Ramsdell, Pettit, & AH, 1986) e estd em desenvolvimento clinico para
varios tumores malignos incluindo o mieloma multiplo e o carcinoma de células renais
(Plimack et al., 2014). Devido a preocupac¢do com a sua potencial toxicidade exercida
pela ativacdo de células T, as investigagGes clinicas progrediram lentamente, e a
briostatina-1 foi apenas recentemente testada num ensaio clinico de pequena escala.
Neste estudo, 12 individuos infetados pelo HIV foram randomizados para placebo ou
para uma dose Unica de briostatina-1 a 10 ug/m? ou 20 pyg/m? (Gutierrez et al., 2016).
N&o foram observadas toxicidades significativas com estas doses, mas a briostatina-1
ndo demonstrou qualquer efeito sobre a atividade da PKC ou sobre a transcricdo do
HIV, provavelmente devido as baixas concentracdes plasmaticas observadas com as
dosagens utilizadas (Gutierrez et al., 2016).

3.2.3.5 — Associacéo de Agentes de Reversao de Laténcia com Imunoterapia

A experiéncia acumulada com a utilizacdo de LRAs para o HIV em ensaios
clinicos de pequena escala, incluindo o efeito demonstrado na laténcia do HIV, mas
também a falta de um efeito na frequéncia de células T CD4" infetadas latentes, inspirou
estudos de combinagcdo onde um LRA é combinado com imunoterapia. No primeiro
destes estudos, a vacina contra o HIV a base de péptidos terapéuticos Vacc-4x (Bionor
Pharma), com rhGM-CSF como adjuvante local, foi administrada por via intradérmica
seis vezes numa sequéncia de reforgo inicial e depois seguida por trés infusdes de
romidepsina numa dose de 5 mg/m? (Leth et al. 2016). Esta intervencéo combinada foi
associada a uma diminuicdo moderada na frequéncia de linfécitos T CD4* infetados
latentes, como medido pelo nivel de DNA-HIV e, para aqueles com niveis avaliaveis,
houve crescimento viral quantitativo, mas n&do atrasou o tempo do rebound viral durante
as interrup¢des analiticas do tratamento (Leth et al., 2016). Num estudo a decorrer,

individuos infetados pelo HIV que iniciaram a ART menos de 6 meses apos a infe¢éo,
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receberam vacinacdo contra HIV contendo uma sequéncia conservada de RNA
(HIVconsv) utilizando o primeiro vetor de adenovirus de chimpanzé e uma com vetor de
vaccinia modificado (MVA) numa sequéncia de reforgo inicial. Subsequentemente, os
participantes do estudo receberam trés infusdes de romidepsina a uma dose de 5 mg/m?
antes da interrupcdo da ART para avaliar o efeito no controlo virol6gico. Notavelmente,
embora os resultados finais ainda sejam esperados, os dados preliminares mostraram
que o controlo virolégico da ART foi alcancado para cinco dos 13 individuos (Mothe &
Brander, 2018).

3.2.4 - Inibidores de checkpoints imunolégicos

As vias estimuladoras e inibitérias das células T desempenham um papel
fundamental na manutencdo do equilibrio delicado entre a imunidade protetora contra
patogénios estranhos e a prevencgdo da autoimunidade. A sinalizacdo co-inibitéria de
células T ocorre através da ligacdo de ligandos a imuno-receptores de checkpoint
expressos na superficie das células T CD4* e CD8" (Schildberg, Klein, Freeman, &
Sharpe, 2016). Até agora, os alvos que provaram ser clinicamente mais relevantes
foram as vias da morte programada 1 (PD1) e da proteina 4 associada a linfocitos T
citotoxicos (CTLA4). Os anticorpos monoclonais contra a CTLA4 (ipilimumab) e a PD1
(nivolumab e pembrolizumab), incluindo um bloqueio combinado, passaram a ter
aprovacao regulatoria e proporcionaram grandes melhorias no tratamento do cancro do
pulmé&o de células ndo-pequenas (NSCLC) (Postow et al., 2015; Robert et al., 2014) e
também sao investigados em outras malignidades (Boutros et al., 2016).

A expressao de checkpoints de controlo imunolégico (CCI) e a sinalizagcdo negativa
associada de células T também s&o de interesse na investigagéo para a cura do HIV. A
infecdo cronica pelo HIV é caracterizada pelo aumento da sinalizacdo negativa através
de CCI, o que leva ao esgotamento das células T e esta associado a progresséo da
doenca (Chew et al., 2016; Day et al., 2006; Trautmann et al., 2006). Portanto, tem
havido especial interesse sobre o blogueio de CCl como uma estratégia para aumentar
as respostas de células T especificas para o HIV contra células que expressam virus
(Porichis et al., 2011). Isto é suportado por estudos anteriores, 0s quais demonstraram
que o bloqueio de CTLA4 ou PD1 aumenta a fungéo das células T especificas para o
HIV e o virus da imunodeficiéncia simia (SIV) (Amancha, Hong, Rogers, Ansari, &
Villinger, 2013; Porichis et al., 2011; Velu et al., 2008). Além disso, a expresséo de CCI
pode identificar as células T CD4* que abrigam o HIV, como exemplificado por um
estudo que revelou niveis sanguineos mais elevados de DNA-HIV em células PD1 que

expressam memoria T em comparacdo com as suas contrapartes PD1-negativas
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(Chomont et al., 2009). As células que expressam CTLA4 de doentes virémicos também
mostraram conter mais DNA-HIV do que as células CTLA4-negativas (El-Far et al.,
2015). Outro estudo demonstrou que apés 48 semanas em ART, a expresséo induzivel
de p24 foi maior em células T auxiliares foliculares (Tfh) periféricas do que nas Tfh ndo
periféricas, e que o nivel mais alto de virus induzido foi encontrado em Tfh periféricas
gue expressam a PD1 ((Pallikkuth et al., 2016). Finalmente, estas observacdes foram
corroboradas recentemente através de um estudo que demonstrou que as células
linfonodais T CD4" que expressam a PD1, cuja maioria sdo Tfh, séo a principal fonte de
virus infeciosos em doentes que realizam a ART até ha 14 anos (Banga et al., 2016).
Coletivamente, estes estudos demonstraram que bloquear a sinalizacdo negativa das
células T através de CCI poderia ter um impacto positivo nas respostas de células T
especificas para o HIV, mas também que a expresséo do CCI, particularmente da PD1,
desempenha um papel fundamental na persisténcia do HIV. Este uGltimo pode explicar
porque a ativagéo da fungéo das células T através do bloqueio do CCI também pode
ativar a expressao de HIV latente; esta foi uma observacdo chave num caso clinico de
um doente infetado pelo HIV que recebeu anti-CTLA4 (ipilimumab) para o melanoma
(Wightman et al., 2015). Neste relatorio, houve um aumento na transcrigdo do HIV até
19,6 vezes em relacdo ao nivel pré-ipilimumab, e uma diminuicdo ciclica no RNA-HIV
plasmatico residual (Wightman et al. 2015).

Apesar de todos os resultados obtidos nos estudos in vitro, em estudos com animais e
em casos clinicos, muito pouca pesquisa intervencionista foi realizada para investigar o
efeito dos inibidores do CCI sob a imunidade HIV-especifica e sob a persisténcia do HIV
em individuos infetados em ART.

3.2.5 - Agonistas dos Recetores Toll-Like

Receptores Toll-like (TLRs) sdo uma classe de proteinas que desempenham um
papel fundamental no sistema imunolégico inato. Os TLRs reconhecem e ligam
estruturas moleculares que sdo amplamente compartilhadas por patbégenos, 0s
chamados padr6es moleculares associados ao patégeno (PAMP) (Kanzler, Barrat,
Hessel, & Coffman, 2007). Essa ligacdo induz a ativacdo da sinalizacdo imunoldgica
inata (Liu & Zeng, 2012). Portanto, os agonistas dos TLRs séo investigados quanto ao
seu efeito potencial no tratamento de varias neoplasias malignas (Krieg, 2007), mas
esses efeitos imunoldgicos também séo relevantes na investigacao para a cura do HIV.
No HIV, a maioria dos estudos tém-se concentrado nos agonistas da TLR7 e TLR9,
ambos expressos intracelularmente em endolisossomas - TLR7 em células dendriticas

plasmocitéides (pDCs) e DCs convencionais, e TLR9 em pDCs e células B (Kawai &
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Akira, 2010). Varios estudos in vitro indicaram que certos agonistas de TLR (TLR2, TLR7
e TLR9) poderiam ativar o HIV a partir da laténcia (Scheller et al., 2004) e, portanto,
terem uma fungéo potencial como LRAs in vivo. Outra fungdo importante de certos
agonistas dos TLR é a sua capacidade de ativar as células apresentadoras de
antigénios (APC), de aumentar a maturacéo das células B, de aumentar a iniciagdo
cruzada das células T e induzir a ativacdo das células natural killer (NK) (Buitendijk,
Eszterhas, & Howell, 2013; Offersen et al., 2016). Esses efeitos estimulantes
imunolégicos aumentam diretamente a morte de células infetadas, mas também podem
ser utilizados para potencializar as respostas de vacinas (Krieg, 2007). Embora varios
estudos tenham investigado a vacinacdo com um adjuvante de agonista dos TLR em
doentes com HIV, o uso experimental deste tratamento adicionado a ART de longo
prazo, foi introduzido apenas recentemente em testes clinicos. O MGN1703, um novo
agonista da TLR9, induziu respostas imunitarias inatas antivirais e reforgou a inibigéo
viral mediada por células NK in vitro (Offersen et al., 2016).

O efeito do MGN1703 na imunidade antiviral e no reservatério do HIV foi investigado
num estudo de fase 1b/2a no qual 15 individuos HIV-suprimidos em ART receberam 60
mg de MGN1703 s.c. duas vezes por semana durante 4 semanas (Vibholm, 2017).
Pouco depois da administragdo, 0 MGN1703 induziu uma ativacdo pronunciada de
pDCs e aumentou 0s niveis plasmaticos de interferon-a2. Subsequentemente, as
propor¢cdes de células NK citotoxicas ativadas e de células T CD8 + expandiram-se
significativamente. Em 6 dos 15 participantes, foram observados blisters de 30 c/mL até
>1500 cépias/mL de RNA-HIV-1 plasmético durante o tratamento com MGN1703. Este
subconjunto de participantes demonstrou um aumento da capacidade de células T CD8*
de mediar a inibigdo viral HIV-especifica, e também mostrou uma reducao significativa
nos niveis de DNA-HIV no tecido intestinal, sugerindo que a estimulacdo TLR9 com
MGN1703 ativou o HIV latente e aumentou a imunidade antiviral, ambos os principais
resultados na terapia de erradicacéo do HIV (L. Zhang & Lewin, 2018).

Os agonistas orais do TLR7, GS-9620 e GS-986, foram administrados a macacos
rhesus infectados com SIV que estavam a realizar ART, e estes agonistas induziram
aumentos consistentes na ativacdo de RNA viral plasmatico e de células T (Whitney et
al., 2016). Contudo, dois dos nove macacos tratados com TLR7 ndo tinham virus
induziveis no sangue e nos tecidos linfaticos, e esses dois animais também
apresentaram um controlo virolégico quando a ART foi retirada (Whitney et al., 2016).
Com base nestes encorajadores resultados clinicos e pré-clinicos, varios outros estudos
estdo em curso que investigam os efeitos dos agonistas do TLR7 e TLR9 isoladamente
OouU em associacao com outras intervencdes, como as vacinas terapéuticas contra o HIV

e o0s anticorpos amplamente neutralizantes (bNAbs) contra o HIV env.
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3.2.6 — Terapia com Interleucinas (IL2, IL7, IL15)

A estratégia de eliminar células infetadas latentes através da ativacdo da
expressao do HIV foi inicialmente testada utilizando a interleucina-2 (IL-2). Estudos
iniciais sugeriram que a terapia com IL-2 poderia ter impacto na frequéncia de células
em repouso portadoras de virus de replicagdo-competentes (T.-W. Chun, Davey Jr,
Engel, Lane, & Fauci, 1999), mas o rebound viral ocorreu rapidamente quando a ART
foi interrompida (T.-W. Chun et al.,, 1999). No entanto, estudos adicionais né&o
conseguiram estabelecer um efeito da IL-2 no agrupamento de células T CD4* infetadas
latentes ou na producédo do HIV (Dybul et al., 2002), e quando a IL-2 foi utilizada em
associacao com o anticorpo OKT3 anti-CD3, isso levou a ativacdo perniciosa de células
T e a deplecéo irreversivel de células T CD4* (L. Zhang & Lewin, 2018). Posteriormente,
a citocina homeostatica IL-7 foi investigada com um objetivo semelhante de reverter a
laténcia do HIV e facilitar a eliminacéo de células infetadas latentes. Varios estudos
mostraram que a IL-7 em ex vivo induziu um crescimento do virus em células T CD4*
em repouso de doentes infetados pelo HIV em ART (Lehrman et al.,, 2005), e dois
pequenos ensaios clinicos reportaram que a administracdo de IL-7 em individuos
infetados em ART causou um aumento transitorio do RNA-HIV plasmatico em cerca de
metade dos participantes do estudo (Lévy et al., 2012; Sereti et al., 2009).

Um estudo recente entre 32 individuos infetados com HIV descobriu, como era
expectavel, que o tratamento com IL-7 humana recombinante aumentasse o nimero de
células T CD4* de um fendtipo predominante naive e de memodria central (Lévy et al.,
2012). Foi observada uma virémia transitoria de baixo nivel numa minoria dos individuos
do estudo, o que indicou algum efeito na laténcia do HIV, mas os niveis de DNA-HIV
aumentaram por mL/sangue contudo tal nao foi observado por milhdo de células T CD4*.
Uma conclusdo semelhante foi alcangada no ensaio ERAMUNE-01, o qual foi
desenhado para investigar se o tratamento com IL-7 associado a ART intensificada teria
impacto na persisténcia do HIV em individuos infetados em ART. Neste estudo, 29
individuos com HIV receberam uma ART intensiva com raltegravir e maraviroc
adicionados ao seu regime inicial de terapia, e foram posteriormente randomizados para
uma intensificacdo isolada ou para 3 inje¢cbes semanais adicionais com IL-7 (Katlama
C, et al., 2016). Como observado anteriormente, o tratamento com IL-7 conduziu a
aumentos de células T CD4*, de um fendtipo predominante de memdria central, e
também causou um aumento no nivel de DNA-HIV medido em células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs). Durante o posterior acompanhamento, os niveis de DNA-
HIV mL/sangue permaneceram elevados, mas ndo por milhdo de PBMCs (Katlama C,

et al., 2016). Estes estudos demonstraram que, embora o tratamento com IL-7 tenha

46



algum efeito na reversdo de laténcia, o que teoricamente poderia ter facilitado a
eliminacdo de células produtoras de virus, os efeitos homeostaticos dessa citocina
induziram a proliferagdo de células T de memoria, incluindo células infetadas, e
expandiram realmente o numero de células infetadas latentes.

Mais recentemente, a IL-15 e 0s superagonistas da IL-15 também foram explorados em
pesquisas relacionadas com a cura. Num modelo in vitro, tanto a IL-15 como dois
superagonistas da IL-15 (e também da IL-2) preparou células infetadas latentes para o
reconhecimento de células T CD8*. Adicionalmente, concentra¢des terapeuticamente
relevantes do superagonista de IL-15 ALT-803 preparou células infetadas latentes T
CD4* para o reconhecimento de células T CD8" ex vivo (Jones et al., 2016). Este
composto € atualmente testado num ensaio clinico para observar o seu efeito sobre a
persisténcia do HIV em individuos infetados em ART (NCT02191098) (L. Zhang &
Lewin, 2018).

3.2.7 — Interferdo-Alfa

O interferdo-a (IFN- a) € essencial para o controlo imunolégico da infe¢do pelo
HIV (p. ex., pela inducdo de fatores de restricdo antirretrovirais) (Abdel-Mohsen et al.,
2014). Estudos clinicos demonstraram que o tratamento a longo prazo com IFN-a
exdgeno pode levar a supressao viral e a um declinio no DNA-HIV integrado (Azzoni et
al. 2013), DNA-HIV total (L. Zhang & Lewin, 2018) e no RNA-HIV (Moron-Lopez et al.
2016). Num ensaio, a dosagem de IFN-2 a peguilado na auséncia de ART conduziu a
um controlo viral em 9 de 20 individuos, isto enquanto a administragdo do IFN-2a foi
continuada. Os efeitos colaterais bioquimicos e neurolégicos consideraveis do
tratamento com IFN-2a peguilado, tornam essa estratégia menos atraente do que a ART
standard, mas os resultados sao intrigantes, pois sugerem que o tratamento com IFN-

2a pode contribuir para o controlo virolégico em doentes cronicamente infetados.

3.2.8 —Terapias com péptidos e proteinas

Uma das mais recentes descobertas, foi a “membrane-associated RING-CH 8
(MARCHS8)”, este que é um dos 11 membros da recentemente descoberta familia
MARCH do RING (really interesting new gene)-finger E3 ubiquitin ligases. MARCHS8 foi
referido por diminuir a expressdo de varias proteinas transmembranares hospedeiras,
incluindo o complexo major de histocompatibilidade (MCH)-II, CD44, CD81, CD86,

CD98, Bap31, a proteina acessoria do recetor interleucina (IL)-1, TNF- relacionado com
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o ligando que induz a apoptose (TRAIL) no recetor 1 e o recetor da transferrina, no
entanto o seu papel fisiolégico permanece em grande parte desconhecido. Neste artigo
(Tada et al., 2015) é identificado como sendo um novo fator antiviral. Na maior parte dos
casos a sobre expressao deste nas células-virus produtoras néo influenciou os niveis
de producédo de viribes, mas os virus derivados a partir de células que expressam o
MARCHS foram, substancialmente, menos infeciosos do que os virus de controlo, e tém
também a capacidade de diminuir substancialmente a eficacia na entrada viral e também
de inibir os virus envelopados (Tada et al., 2015).

Assim, as descobertas indicam que MARCH8 é altamente expresso nhas células
mieloides diferenciadas terminalmente e que é uma proteina antiviral potente que tem
como alvo as glicoproteinas e que reduz a sua incorpora¢ao nos virides.

Para investigar se a expressdao de MARCHS8 nas células alvo, inibe a infe¢éo viral, foi
estabelecida uma linha de células T CD4, M8166, que expressa de forma estavel
MARCHS8 sem alterar a proliferagédo celular. A expressdo deste nas células alvo néo
afetou a infecciosidade viral, ao passo que ‘multiplas rondas’ de replicagdo foram
inibidas nessas células. Assim, conclui-se que a expressdo de MARCHS8 nos virus
produtores de células, mas nédo nas células alvo, prejudica a infecciosidade viral (Figura
6). Pode-se entdo concluir que a atividade antiviral de MARCHS8 é, largamente,
independente da origem do Env (Tada et al., 2015).
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Figura 6 — A expressdo de MARCHS8 nas células produtoras diminui a infecciosidade viral, de uma maneira
dependente do dominio RING-CH. Do lado esquerdo e médio, as células MAGICS, a direita células 293T (Tada et al.,
2015).

De seguida, os investigadores mediram as transcricdes reversas virais para determinar
a etapa da fase inicial da replicacdo, durante o qual a infecdo com virus produzidos a
partir de células que expressam o MARCHS8 poderiam ser bloqueados. MARCHS8
reduziu, notavelmente, ndo apenas a etapa tardia e “2-LTR”, mas também os produtos
precoces da transcriptase reversa de ambos os virus (VSV-G e HIV-1); isto sugere que
MARCH afeta uma fase bastante precoce do ciclo de RV. Esta observagéo fez com que
se investigasse se 0 MARCHS seria ou ndo capaz de bloquear a entrada do virus nas
células (Tada et al., 2015).
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Para analisar a eficiéncia de entrada, foi usado a B-lactamase (BlaM) fundida com a
proteina viral R (Vpr). A eficiéncia da entrada de HIV-1 VSV-G-pseudotipado preparado
a partir células que expressam MARCHS foi notavelmente reduzida em comparacao
com a dos virus de controlo. Semelhante reduc@o na entrada viral foi observada nos
virus do HIV-1. Foi assim concluido que a expressdo do MARCH8 nas células
produtoras leva a um defeito marcante na entrada do HIV-1 (Tada et al., 2015).

E importante de salientar, o nivel de expressio intracelular do Env do HIV-1 nas células
produtoras nédo foi afetado pela presenca do MARCHS (Figura 7a), enquanto a de VSV-
G foi drasticamente diminuida (Figura 7b). Usando um anticorpo monoclonal, foi
descoberto que o nivel intracelular da expressao deste foi reduzida pelo MARCHS8. Estes
resultados foram confirmados usando imunofluorescéncia, na qual o MARCHS8 bloqueia
a expressao da superficie da célula, mas nao a ‘expressao’ intracelular do Env do HIV-
1 e bloqueia a expressao intracelular do VSV-G. Assim, conclui-se que uma reduzida
incorporagdo do Env HIV-1 no virido é devida a uma baixa regulacdo da superficie
celular pelo MARCHS8 (Tada et al., 2015).
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Figura 7 — Niveis de Expressao intracelular do Env do HIV-1 e VSV-G com ou sem MARCH8 em células
produtoras. Os extratos celulares foram submetidos a andlises de imunotransferéncia usando Acs contra gp120, VSV-G,
p24, MARCHS e B-actina (Tada et al., 2015).

Sumariamente, este artigo mostra que a proteina do hospedeiro transmembranar
especifico do tipo de célula MARCH8 é um novo fator antiviral que bloqueia a
incorporacdo do envelope da glicoproteina no envelope dos virides, reduzindo a
infecciosidade viral. Neste estudo, 0 MARCHS8 néo inibiu a produc¢éo do virus HIV-1, que

€ conhecido por ser mediado pelo NF-kB através da ativagao transcricional da LTR. Isto
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é provavelmente devido ao MARCHS8 n&o estar envolvido nas vias independentes de
NF-kB que requerem uma forma recentemente identificada, de splicing alternativo.
Assim, MARCHS8 pode exibir atividade de amplo espectro contra os virus com envelope,
embora uma investigagdo mais aprofundada seja necesséaria para verificar esta
possibilidade. E de notar que o dominio RING-CH do MARCHS, que € critico para a
baixa regulacdo das proteinas transmembranares, é dispensavel para a habilidade do
MARCHS interagir com estas proteinas (Tada et al., 2015).

3.2.9 — Anticorpos Amplamente Neutralizantes

Algumas classes de bNAbs podem prevenir a transmisséao celular do HIV, mas
ainda néo é claro se alguns ARVs séo capazes de bloquear a transmissao célula-célula
do virus (T.-W. Chun et al., 2014).

Até agora, apenas um estudo investigou o efeito de bNAbs no tamanho do reservatério
de HIV em participantes virémicos, e ndo encontrou impacto do bNAb VRCO01 no DNA-
HIV total e integrado em células T CD4* periféricas (Lynch et al., 2015). Em individuos
que ja fazem ART a longo prazo, a auséncia ou expressao muito baixa do Env HIV em
células infetadas pode prejudicar significativamente a capacidade dos bNAbs de
eliminar essas células (L. Zhang & Lewin, 2018). Deste modo, novos ensaios estdo em
curso para analisar o efeito da combinacao de bNAbs com LRAs, na tentativa de reduzir
o tamanho dos reservatorios latentes (NCT02850016 e NCT03041012) (L. Zhang &
Lewin, 2018).

Outra grande descoberta foram os anticorpos anti HIV triespecificos. Desta forma, uma
variedade de anticorpos amplamente neutralizantes (bnAbs) tem sido isolada através
de individuos infetados com HIV-1, contudo o seu potencial para tratar ou prevenir a
infecio em humanos pode ser limitada pela poténcia ou amplitude dos virus
neutralizados. Os alvos desses anticorpos foram definidos com base na compreenséao
da estrutura do envelope do HIV-1. Enquanto os bnAbs ocorrem em individuos
selecionados infetados com o virus, geralmente apds varios anos de infecdo continua a
ser um desafio conseguir provoca-los através da vacinagdo, uma vez que a ampla e
potente neutralizacdo do HIV-1 muitas vezes requer caracteristicas de anticorpos fora
do comum, como longos lagos hipervariaveis, interagdo com glicanos, bem como um
nivel substancial de mutacdo soméatica. Assim sendo, as estratégias tiveram que ser
alteradas de imunizacéo ativa para passiva, de modo a proteger contra a infecéo e a
atingir o virus latente. Como tal os cientistas comecaram por explorar combinacdes de

bnAbs que otimizassem a poténcia e a amplitude de protecao, reduzindo a probabilidade
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de resisténcia e de ‘escape’ viral. Anticorpos direcionados aos sitios de ligacéo de CD4
(CD4bs), a regido externa proximal da membrana (MPER), e a glicanos de regido
variavel estdo entre as combinacdes que até agora conseguiram proporcionar uma
neutralizacdo Otima. Também foram testadas combinacdes alternativas para a
imunoterapia da SIDA, direcionando os linfécitos T para ativar a expresséo do virus
latente e aumentar a lise das células infetadas por este. Dado que multiplos anticorpos
podem ajudar a reduzir a RV que ‘alimenta’ a infecdo crénica pelo HIV-1, este artigo
vem relatar a geracdo de anticorpos com varias especificidades projetados para
aumentar a eficacia da terapia contra este virus (Xu et al., 2017).

Quanto ao desenho dos anticorpos biespecificos e a evolucdo da amplitude de
neutralizacdo, apesar dos bnAbs anti HIV-1 individuais conseguirem neutralizar os
isolados virais que ocorrem naturalmente com elevada poténcia, a percentagem de
estirpes inibidas varia. Além disso, ainda existem 0s virus resistentes que podem
sempre ser encontrados mesmo nos pacientes dos quais 0s bnAbs foram isolados,
sugerindo que a pressao imune que é exercida contra um Unico epitopo pode néo ser o
suficiente para proteger ou tratar a infe¢cdo. Assim chega-se a hipotese de aumentar a
amplitude e a poténcia da neutralizacdo do HIV-1 através de um Unico anticorpo,
combinando especificidades contra diferentes epitopos numa Unica molécula, sendo
assim expectavel que esta estratégia melhore ndo s6 a eficacia, mas também venha
simplificar os regimes de tratamento (Xu et al., 2017).

Para este ensaio véarios bnAbs foram avaliados, incluindo VRCO01, 10E8, PGT121 e
PGT128 para a sua capacidade de neutralizar um painel selecionado de virus com
conhecida resisténcia ou sensibilidade para esses anticorpos. Foram testadas varias
combinagdes, assim como os bnAbs em diferentes posices. Estes dados indicaram
gue as melhorias na amplitude poderiam ser alcancadas através de um formato
biespecifico; no entanto, a poténcia ndo foi melhorada em todos os ensaios em relacéo
a cada anticorpo sozinho (Xu et al., 2017).

Ja& no que diz respeito ao esbogo de anticorpos triespecificos, para que o objetivo fosse
atingido, foi usado um formato, que néo tinha sido descrito previamente. Um painel de
bnAbs foi avaliado, incluindo aqueles dirigidos contra CD4bs, que incluiam o VRCO1 (j&
anteriormente testado para um anticorpo biespecifico) e N6, bem como PGT121, 10E8
(também testados anteriormente) e PGDM1400. Uma versdo melhorada do 10ES8,
10E8V4 foi usada devido a sua melhor solubilidade. Primeiro foi determinado qual o
braco biespecifico que mostrava a melhor poténcia, amplitude e rendimento. Esta
andlise de triagem revelou que as combinacdes que contenham PGDM1400, CD4bs e
10E8V4 mostraram o nivel mais elevado de producdo e a maior poténcia de

neutralizacdo. De seguida foram avaliadas diferentes combina¢des (Figura 8), levando
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em ultima andlise a identificacdo de anticorpos triespecificos VRC01 / PGDM1400 —
10E8V4 e N6 / PGDM1400 — 10E8V4 como candidatos principais (Xu et al., 2017).

10EEv4 NE PGDM1400 VRCM
10E8v4-NE — — + —
NE-10EBvS — - e —
NE-PGDM1400 -+ — —_ —
PGDM1400-N& - — — _
NE-PGT121 +/- — e —
PGT121-N6 +- — +- =

PGDM1400-10EBv4

10E8v4-PGDM1400

PGT121-10EBv4

10E8v4-PGT12Y

PGDM1400-PGT121

PGT121-PGDM1400

Figura 8 — Concepgao de combinagdes de sitios de ligacdo dos Acs no formato triespecifico. A solubilidade /
rendimento de cada triespecifico é apresentada em ++ (mais alto), + (médio) ou +/- (baixo). A poténcia relativa contra um
painel de virus é indicada como a mais alta (vermelho), média/baixa (amarelo), - indica que o Ac néo foi desenvolvido
(Xu et al., 2017).

Quando analisados contra um painel de 208 virus e comparados apenas com 0S
anticorpos “parentes” sozinhos, a maior neutralizagdo, poténcia e amplitude foram
observadas com N6 / PGDM1400 — 10E8V4, com apenas 1 dos 208 virus a apresentar
resisténcia a neutralizacdo e uma ICsp mediana, inferior a 0,02 pg/ml (Figura 9). Para
além da sua eficacia superior, os anticorpos triespecificos também produziram maiores
niveis de proteina e maior solubilidade do que o modelo biespecifico, facilitando a

producdo em grande escala e a tradugao clinica (Xu et al., 2017).
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Figura 9 — Titulos de neutralizacéo de diferentes bnAbs e abs triespecificos contra um painel geneticamente
diverso de estirpes de HIV-1 circulantes (Xu et al., 2017).

Uma caracteristica da infecao pelo HIV é a notavel diversidade genética do virus. Desde
2010 foram feitos progressos significativos na identificacdo de bnAbs que mostram
amplitude e poténcia excecional. Varios desses anticorpos evoluiram para ensaios
clinicos visando a prevengdo ou o tratamento e, h4 um interesse renovado na
exploracdo do seu potencial em ensaios clinicos. Neste artigo (Xu et al., 2017) o objetivo
era explorar o potencial de diferentes combina¢fes de bnAbs numa Unica proteina que
conferisse protecdo contra diversas estirpes de HIV. Como j4 foi mencionado, entre as
classes de bnAbs foi descoberto um anticorpo triespecifico derivado de bnAbs com
CD4bs, MPER e glicanos V1V2 que tinha ampla especificidade, era potente e poderia
ser produzido em quantidades suficientes para permitir avaliacdo em NHP e,
eventualmente, em humanos. Quando testado em NHPs com virus resistentes a bnAbs
individuais, o anticorpo triespecifico demonstrou protecdo completa contra ambos os
virus, enquanto a infe¢cdo foi estabelecida na maioria dos animais tratados com
anticorpos individuais VRC01 e PDGM1400.

A capacidade deste anticorpo triespecifico atingir trés epitopos independentes pode
melhorar a eficicia do tratamento em seres humanos. No entanto, apesar dos bnAbs
mostrarem amplitude e poténcia excecionais, foram detetadas estirpes virais resistentes
em pacientes que fazem esses mesmos anticorpos e entre isolados virais naturais,
trazendo a preocupacao de que a resisténcia e as mutagdes de escape possam surgir.
O Ac triespecifico ainda ndo foi avaliado quanto a sua seguranca e eficacia em seres
humanos (Xu et al., 2017).
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4 — VACINACAO
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4 - Para quando uma vacina anti HIV

4.1 — Conceito de vacinacao

Nos dias de hoje, o termo vacina aplica-se a todas as preparacdes bioldgicas
produzidas a partir de microrganismos vivos, que melhoram a imunidade contra a
doenca e previnem (vacinas profildticas) ou, nalguns casos, tratam (vacinas
terapéuticas). As vacinas sdo administradas em forma liquida, quer por injecdo, ou por
via oral ou ainda por vias intranasais (Plotkin, 2013).

Uma vacina € uma substancia derivada, ou quimicamente semelhante, a um agente
infecioso particular, causador de doenca. Esta substancia € entdo reconhecida pelo
sistema imunitario do individuo vacinado e suscita da parte deste uma resposta que o
protege de uma doenca associada ao agente. A vacina induz o sistema imunitario a
reagir como se tivesse realmente sido infetado pelo agente (Gomes, 2003).

Estas sdo constituidas por antigénios, cujas caracteristicas sdo dependentes do tipo de
vacina que se pretende. Pode-se ter o agente infecioso inativado ou atenuado, partes
do agente, etc (Gomes, 2003). As vacinas séo formuladas com outras solugdes como
agua estéril ou salina, aditivos ou conservantes e algumas contém também adjuvantes.
E esta constituicdo que garante a qualidade e poténcia da vacina (Rockstroh &
Hoffmann, 2015). As vacinas podem ser constituidas de diferentes maneiras (Figura 10)
(Plotkin, 2013):

- A partir de microrganismos vivos que foram enfraquecidos, geralmente
através de cultivo em condi¢cdes sub-6timas (também denominado atenuacado), ou
através de uma modificacdo genética, que reduz a capacidade de causar a doenca;

- Através de todos os microrganismos que foram inativados por via quimica,
térmica ou por outros meios;

- Por componentes do microrganismo causador de doenga, tais como proteinas
e polissacaridos especificos ou acidos nucleicos;

- De toxinas inativadas provenientes de bactérias produtoras destas;

- A partir da articulacdo (conjugacado) de polissacaridos a proteinas (isto

aumenta a eficacia de vacinas de polissacaridos em criangas pequenas).
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Figura 10 — Diferentes tipos de elaboracao de vacinas (Plotkin, 2013).

4.1.1 — Perspetiva histérica das vérias abordagens para producao de uma

Vacina anti HIV

A vacinagao tem sido um pilar importante na prevencao e controlo das doencas
desde 1798 (McMichael, 2006).
Com o decorrer dos anos, pensa-se, que o desenvolvimento de uma vacina contra o
HIV esté entre os desafios mais dificeis na historia da medicina por uma grande razao:
0 virus é extremamente diversificado geneticamente, mais ainda que o da gripe. Assim
sendo, é dificil pensar como € que um unico “tiro” pode funcionar contra todos os
diferentes subtipos de HIV que circulam (McMichael, 2006).
Desde o primeiro estudo de fase |, em humanos, da vacina contra a SIDA em 1986 no
Zaire, mais de 250 ensaios clinicos tém sido conduzidos, a maior parte destes de fase |
ou Il. Normalmente, os anticorpos neutralizantes sdo a primeira escolha para uma
vacina que induz a imunidade contra as doencas infeciosas, como a febre-amarela e o

HIV-1. Tendo isto em conta, muitos dos estudos nos primeiros 10 anos focaram-se ha
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imunidade humoral anti HIV. Com base neste conceito, 0s cientistas usaram a proteina
monomeérica gpl20 do Env do HIV-1 para induzir respostas imunes humorais
especificas do envelope. Em ensaios clinicos de fase inicial, apesar dos imunogénios
gpl120 serem capazes de desencadear anticorpos de ligacao especifica aos proprios
imunogénios, estes falharam ao induzir anticorpos amplamente neutralizantes (bnAbs).
Em dois estudos clinicos de fase lll, patrocinados pela VaxGen, os candidatos as
vacinas nao obtiveram eficacia protetora detetavel, indicando que essas respostas de
anticorpos especificos ndo forneceram protecao contra a infecéo por HIV-1 em humanos
(Wang, Mo, & Yang, 2015).

A vacina mais famosa do HIV-1, focada na imunidade das células T & a “HIV Vaccine
Trials Network” 502, também conhecida como o ensaio “STEP”, que foi iniciado para
determinar se a imunidade da célula T especifica do HIV-1, induzida por esta vacina
poderia levar a prevencgéo da infecéo por HIV-1 ou, pelo menos, reduzir as cargas virais
plasmaticas apos a infe¢do. Esta vacina candidata foi formulada como uma mistura
trivalente de vetores rAd5 (“recombinant Adenovirus serotype-5”) expressando as
cadeias do HIV-1, B Gag, Pol e Nef, respetivamente. Contudo, este estudo terminou em
Setembro de 2017, de forma inesperada. A vacina néo preveniu a infegdo nem diminuiu
0s niveis plasmaticos precoces de virus naqueles que receberam a vacina, em
comparagdo com o0s recetores de placebo. Além disso, surgiu uma observacao
completamente inesperada: um numero consideravel de recetores da vacina ficaram
infetados (Wang et al., 2015).

Surpreendentemente, dois anos apdés o fracasso do ensaio STEP, o teste RV144 Thai
demonstrou uma eficacia de 31,2% na prevencao da infecdo pelo HIV-1, esta que foi a
primeira vacina que mostrou alguma preven¢ado. O ensaio usou uma combinacdo de
“prime-boost” de duas vacinas, incluindo a vacina vCP1521 vectorial “canaripox”, que
consiste numa vacina baseada nos vetores de canaripox recombinantes, e a vacina de
subunidades AIDSVAX B/E gp120 (Wang et al., 2015), ou seja, vacina de subunidades
da glicoproteina 120 recombinada, e em que os anticorpos de ligagcdo séo a gp120 MN,
gp120 A244 e p24 (Rerks-Ngarm et al., 2009), previamente testada nos ensaios VAX003
e VAX004. A analise de correlacdo imunolégica deste estudo indicou que os anticorpos
V1V2 podem ter contribuido para a protecdo contra a infe¢cdo pelo HIV-1, enquanto
niveis elevados de anticorpos IgA especificos do Env podem ter atenuado os efeitos dos
anticorpos protetores. A analise ndo conseguiu identificar o anticorpo de neutraliza¢éo
como potencial ‘correlacionador, mas, inesperadamente, os anticorpos né&o
neutralizantes, especialmente os envolvidos na citotoxicidade mediada pelas células
dependentes de anticorpos (ADCC), podem desempenhar um papel na protegéo (Wang
et al., 2015).
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Uma vacina contra o HIV é a estratégia mais promissora e viavel para evitar 0os eventos
gue influenciam tanto o curso da doenca como a transmisséao. No entanto e, apesar do
otimismo e avaliacdo de mais de 30 produtos em mais de 85 ensaios, a procura pela
vacina ainda tem de alcancar o0 seu objetivo ap6s mais de 20 anos. Ainda que néo
existam correlacdes estabelecidas de protecdo e de nédo existirem candidatos capazes
de induzir uma imunidade esterilizante, tem-se visto uma rapida expansao nos ultimos
anos em termos de numeros e tipos de vacinas candidatas. Apesar de nao ter sido
observada uma limpeza espontanea do HIV, atribuivel a imunidade natural, testes que
foram feitos em modelos animais sugerem que a imunidade celular induzida pela vacina
reduz a virémia do HIV e impede a perda de células T CD4. Estudos em curso testam
se a imunidade induzida pela vacina conduz a melhoria do curso da doenga. Embora
seja um desafio “assustador’, desenvolver uma vacina segura, globalmente eficaz,
talvez seja a prioridade mais elevada de saude publica a nivel mundial (McMichael,
2006).

4.2 — Diferentes Abordagens para o Desenvolvimento de Vacinas

Preventivas Anti HIV

4.2.1 - Inducéo de Anticorpos Neutralizantes

As abordagens para o desenvolvimento de vacinas preventivas contra o HIV,
tem algumas variantes. Entre elas, temos a estratégia “tradicional” que é considerada a
melhor abordagem, com base na estimulagdo de anticorpos neutralizantes (Duerr,
Wasserheit, & Corey, 2006).
Idealmente, todas as vacinas preventivas contra o HIV iriam interromper a infe¢édo
providenciando a imunidade esterilizante, através da estimulacdo de titulos elevados
dos anticorpos amplamente neutralizantes. De facto, a maioria das vacinas autorizadas
dependem primeiramente, de tais respostas. Em 1990, experiéncias em primatas néo
humanos indicavam que a transferéncia passiva de anticorpos neutralizantes poderiam
proteger contra a infecdo experimental de lentivirus de primatas. Assim, a estratégia
inicial para o desenvolvimento da vacina para o HIV passou pela utilizacdo de proteinas
recombinantes do envelope do virus (gp160 ou gp120) na tentativa de induzir anticorpos
neutralizantes (Duerr et al., 2006).
Varias caracteristicas do envelope contribuem para a sua capacidade de iludir os
“controlos de vigilancia” eficazes através do sistema imune humoral. O envelope do HIV
é um trimero de heterodimeros. E composto por uma subunidade superficial (gp120) e

uma subunidade transmembranar (gp41) que estdo ligadas de forma n&o covalente. A
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manutencédo desta estrutura trimérica nativa parece necessaria para induzir a produgéo
dos anticorpos neutralizantes. Por outro lado, a estrutura originéria do envelope do HIV
protege-o de diversos epitopos potencialmente neutralizadores, tal como o local de
ligacdo do co-recetor, que é feito acessivel, apenas depois da ligacao da célula T CD4.
De forma semelhante, os estudos de substituicdo mutacional dos sitios de glicosilagdo
demonstraram que as alteragBes nestes locais afetam a neutralizacdo dos epitopos
distantes (Duerr et al., 2006).

A estratégia atual é a estimulacdo da imunidade celular. Tendo em conta a falta de
eficacia de produtos concebidos para provocar a producéo de anticorpos neutralizantes
o desenvolvimento das vacinas contra o HIV teve de mudar o foco principal para a
imunidade celular. A maior parte dos ensaios em curso, estao a testar vacinas que se
destinam a induzir a protecao de CTLs especificas para este virus. Estas células imunes
efetoras reconhecem os epitopos que sdo exibidos na superficie das células em
conjunto com antigénio de leucdcitos humanos, mas nédo reconhecem virus livres. Eles
limitam a propagacao da infecao pelo HIV através da destruicdo de células infetadas por
apoptose ou através da secre¢do de quimiocinas e citocinas que interferem com ciclos
subsequentes de infecdo (Duerr et al., 2006).

O trabalho feito em primatas ndo humanos indica que as vacinas que induzem a
producdo de CTLs especificas do HIV, provavelmente atuam através da limitacdo da
replicagéo do HIV, reduzindo a carga deste nos individuos infetados. Em alguns animais,
a RV parece ser completamente suprimida com o uso destas vacinas. Nos seres
humanos, o ponto de ajuste da CV prevé o subsequente curso da doenca, enquanto a
transmissdo a parceiros sexuais correlaciona-se com a CV no plasma e pode ser
prevenida se esta diminuir para um valor inferior a 1500 cépias/ml (Duerr et al., 2006).
Em 1994, o facto da vacina indutora de anticorpos para o HIV ter falhado na protecéo
contra esta infe¢do nos humanos, levou a uma reavaliacdo do esforco global das

vacinas, o que levou os cientistas até a resposta imune celular (Duerr et al., 2006).

4.2.2 — Inducdo de células T especificas do HIV-1

Com todos os obstaculos em relagcdo a indugdo de respostas pelos anticorpos
neutralizantes, o foco do desenvolvimento de vacinas, virou-se para as que podem
induzir a resposta imune das células T especificas do HIV-1. As células T citotoxicas
(CTC) tém um papel importante no controlo deste virus em humanos e também para o
controlo do SIV nos seus modelos. Ao contrario dos anticorpos neutralizantes, estas
células ndo exercem uma imunidade esterilizante, uma vez que s6 podem reconhecer

as células que estao infetadas (Rockstroh & Hoffmann, 2015).
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Contudo, a observagéo das CTLs especificas do HIV-1 em individuos expostos mas ndo
infetados por este virus elevou a esperanc¢a de que uma vacina baseada numa célula T
do HIV-1 poderia prevenir uma infecdo em curso por contencdo e erradicagcdo de
pequenos focos de infecdo viral (Rockstroh & Hoffmann, 2015). Assim a melhor
esperancga para uma vacina deste género seria assegurar uma resposta mais rapida
direcionada aos locais da mucosa, de modo a atuar nos estégios iniciais da infecéo e
eliminar o virus nesse momento. Como ainda ndo existem estudos em animais que
comprovem a eficAcia deste método, um cenario mais provavel seria uma vacina
estimuladora das células T de memoéria que necessitaria: a) expansao por divisao
celular; b) diferenciacdo para adquirir a capacidade de matar células infetadas com o
virus e c) deslocagéo para locais mucoso e drenagem de géanglios linfaticos. Assim, a

janela para poder interromper a infecdo inicial seria muito estreita (McMichael, 2006).

4.3 — Novas vacinas em estudo

Apesar dos tratamentos antirretrovirais ja existentes, uma vacina terapéutica ou
profilatica contra o HIV continua a ser de extrema importancia, o que leva a que seja
necessario todo o esfor¢o dos cientistas. As tecnologias tradicionais de vacinas incluiam
virus vivos atenuados, virus mortos inteiros e vacinas de subunidades proteicas. No
entanto as preocupagdes de seguranca e a incapacidade de induzir bnAbs limitaram o
seu uso na vacina contra o HIV. Assim sendo, a atengéo agora vira-se para algumas
novas estratégias de vacinacao.

Tendo em conta, as propriedades estruturais pouco comuns dos bnAbs (elevada
mutacdo somética e CDRH3 longa), as quais ndo podem ser induzidas pelas
abordagens tradicionais de vacinacdo, sdo necessarias alternativas. A primeira é a
vacinacao sequencial. A segunda abordagem é a concec¢ao de imunogénios que podem
ativar especificamente células B que expressam o0s anticorpos da linha germinal (Wang
et al., 2015).

Em adi¢cdo, Sodora et al 2009, acreditavam que a procura pela vacina contra o HIV
poderia beneficiar do estudo das infe¢Bes pelo SIV dos hospedeiros naturais, como o
Cercocebus atys, que compartilham muitas caracteristicas da infecdo nos humanos
(Sodora et al.,, 2009). Isto apesar, destes hospedeiros ndo desenvolverem
imunodeficiéncia. Assim, estes estudos poderiam fornecer ideias para o “projeto” de
novas futuras abordagens de vacinas. Uma potencial abordagem que poderia ser criada,
seria incluir componentes ou adjuvantes para diminuir a disponibilidade das células alvo
para o virus a nivel dos tecidos da mucosa, desde que os hospedeiros expressassem

niveis mais baixos de CCR5 nas células T CD4. Outra ideia seria reduzir os niveis de
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ativacdo imune crénica no caso de acontecer uma infegéo “inovadora”. Isto porque numa
infecdo SIV, a ativacdo imune elevada numa infecdo aguda foi rapidamente reduzida
durante uma infecdo cronica. Entender como a imunidade inata regularizava as
respostas imunes adaptativas seria de grande importancia para otimizar as vacinas
candidatas. E por fim, um grande aspeto do desenvolvimento das vacinas contra o HIV
foi identificar relacdes de prote¢do. Para ensaios clinicos em humanos, apenas cinco
deles avancaram até a fase lll, até agora, com quatro resultados desapontantes (nos
ensaios sobre a glicoproteina recombinante 120, o AIDSVAX B/E, o HVTN 502 e o
HVTN 505, sendo que alguns destes ja foram abordados posteriormente) e um resultado
modesto no ensaio RV144 (mais direcionado para prevencdo do HIV) e mesmo neste
ualtimo, foi desafiado pela andlise estatistica recente, o que indicava que a vacinagéo
tinha uma eficacia de baixo nivel, com uma possibilidade igual ou superior a 22% de
ndo ter qualquer eficacia, mas este também j& falado anteriormente (Wang et al., 2015).
Outro dos estudos, este demonstrando ser mais promissor, € o HVTN 702. E o primeiro
estudo de eficicia, que esta a testar com um regime de vacina experimental, se previne
com seguranca a infecéo pelo HIV entre adultos sul-africanos. Este envolve uma nova
versdo do unico candidato a vacina contra este virus que ja demonstrou fornecer alguma
protecdo. Este ensaio decorre na Africa do Sul onde mais de 1000 pessoas S&0
infetadas todos os dias. (Wang et al., 2015)

Este ensaio, HVTN 702 é entdo baseado no ensaio clinico RV144, realizado na
Tailandia. Este novo regime visa proporcionar uma maior protecdo e mais sustentada,
tendo sido o design, o cronograma e os componentes do RV144 modificados na
tentativa de aumentar as respostas imunes protetoras induzidas pela vacina. Esta nova
vacina consiste em duas vacinas experimentais: uma vacina baseada nos vetores
canaripox recombinantes, denominada ALVAC-HIV, e uma vacina de subunidades de
proteina de gp120, com um adjuvante, o MF59, para aumentar a resposta imune do
corpo a vacina. Tal como ja foi mencionada estes foram os componentes usados
também no ensaio clinico RV144, contudo estes foram alterados de modo a serem
especificos do subtipo C do HIV, este que é o predominante na regi&o sul de Africa.
Este estudo conseguiu atingir a fase 2b/3 dos ensaios clinicos, este que é o maior e
mais avancado ensaio de vacina contra o HIV a ocorrer na Africa do Sul, onde se
esperam obter resultados em 2020 (Wang et al., 2015).

No que diz respeito ao canaripox este pertence a familia avipoxvirus, e é capaz de infetar
células de mamiferos, resultando numa infe¢cdo ndo produtiva com expressao génica
precoce e em alguns casos tardia antes do bloqueio da replicacéo. Este ndo cresce em
células humanas, tornando-se também por isso mais seguro. Por esta razao este virus

tem sido utilizado como um vetor de vacinas contra uma variedade de agentes. Tal como
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a vaccinia, que serd abordada posteriormente, esta infeta as células dendriticas
imaturas em maior grau do que as maduras (Larrson, Marie; Bhardwaj, 2001)

O poxvirus e, em particular a vaccinia virus (VACV), estavam entre 0s primeiros virus
animais a serem investigados como vetores de transferéncia de genes. A expressao do
gene recombinante pelo VACYV foi primeiro demonstrada em 1982 e desde entdo que
0s poxvirus tém sido utilizados com sucesso nos estudos de intera¢des virus-célula
hospedeira, para producéo in vitro e caracterizacéo funcional de proteinas, bem como
vacinas vivas e ferramentas para pesquisa destas. Diversas caracteristicas Unicas
fazem com que os poxvirus recombinantes sejam excelentes candidatos como vetores
de vacinas: 1) A estabilidade da vacina liofilizada, o seu baixo custo, facilidade de
fabricagdo e administracdo; 2) o local citoplasméatico da expressdo génica; 3) a
flexibilidade de empacotamento do genoma, 0 que permite que grandes quantidades de
genoma sejam perdidas ou apagadas e que seja integrado DNA estranho sem perda de
infetividade; 4) a capacidade de induzir anticorpos e respostas de células T citotoxicas
contra antigénios estranhos com imunidade duradoura apés uma Unica inoculagéo; 5) A
extensa experiéncia pré-clinica e clinica alcangada e 6) a diminui¢céo da prevaléncia de
populacdo vacinada devido a interrup¢éo da vacinacao contra a variola na década de
1970 ap6s a sua erradicacdo. Apesar de todas estas vantagens, algumas complicacdes
trouxeram preocupacdes e davidas quanto a seguranca da reintrodugédo da VACV como
imunizante. Como tal, uma das abordagens adotadas tem sido o desenvolvimento de

estirpes altamente atenuadas (Gémez, Perdiguero, Garcia-Arriaza, & Esteban, 2012).

4.3.1 — Progresso dos ensaios clinicos p6s RV144

4.3.1.1 — Ensaio clinico tailandés RV305

Devido ao sucesso parcial do ensaio RV144, foram realizados dois ensaios
adicionais com 0s mesmos produtos, na esperanca de melhorar a imunogenicidade
deste regime de vacinacdo, com foco no V1V2. O RV305 foi um ensaio clinico realizado
na Tailandia (Rerks-Ngarm S, et al., 2017). Este ensaio foi realizado de 2012 a 2017 em
162 voluntarios do estudo RV144 original, que foram randomizados para receberem
vacinas ativas, e estes fizeram o plano de vacinacao completo. Os voluntérios do RV305
foram randomizados para receberem duas vacinagbes com 6 meses de intervalo,
consistindo apenas de AIDSVAX® B/E e ALVAC-HIV, os dois em combinag&o, ou um
placebo de uma forma duplamente cega. Como o intervalo entre as séries originais de
RV144 e as séries impulsionadoras de RV305 foi de 6 a 8 anos, o0 objetivo do estudo foi

avaliar a seguranga e a imunogenicidade dessas vacinas de reforco tardio, bem como
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caracterizar a resposta imune nos compartimentos mucosos, o que néo foi realizado no
ensaio RV144 devido a magnitude do estudo (L. Zhang & Lewin, 2018).
Consistentemente com a série inicial de RV144, os adicionais aumentos tardios de
RV305 foram geralmente seguros e bem tolerados. A quantificacdo de 1gG bAb
plasmatico para o subtipo E da gpl20, bem como para os subtipos B e E V1V2
revelaram um padréo consistente. Todos os recetores da vacina de AIDSVAX B/E®, de
forma independente ou em combinacdo com ALVAC-HIV, formaram anticorpos HIV-
especificos, enquanto as respostas com ALVAC-HIV independente ou com o0s recetores
a efetuar placebo foram baixas. Nao houve uma diferenca significativa na resposta a
AIDSVAX B/E® independente da associacdo com ALVAC-HIV, indicando que esta
tltima desempenha um papel pequeno no aumento da resposta humoral. Curiosamente,
a magnitude da resposta a vacinagao inicial foi maior que a resposta maxima a série
inicial de vacinacdes RV144, mas a resposta IgG a segunda vacina (6 meses depois)
nao foi tdo alta e teve magnitude semelhante a resposta do pico de RV144 (Rerks-
Ngarm S, et al., 2017). Infelizmente, dentro dos 6 meses apos a Ultima vacinagdo a
resposta de IgG a todos os antigénios diminuiu rapidamente (Rerks-Ngarm S, et al.
2017).

Foi detetada uma fraca atividade neutralizadora antes do refor¢o, evidenciando
respostas de células B de longa duracdo Env-especificas geradas por imunizacfes
anteriores com RV144. O aumento das imunizacfes levou também ao aumento da
resposta de neutralizagdo Tier 1 contra virus mais sensiveis num padrao semelhante ao
reforgo de anticorpos IgG e IgA, isto sem gerar uma forte neutralizagdo contra os virus
Tier 2, que sdo menos facilmente neutralizados (Rerks-Ngarm S, et al., 2017). Todavia,
a classificagéo de células B individuais de recetores de vacina revelou uma expansao
de um conjunto subdominante de linhagens clonais de células B que produzem
anticorpos com qualidades de bNAbs. Especificamente, os refor¢os tardios da vacina
de AIDSVAX B/E®, com ou sem ALVAC, resultaram numa hipermutacdo somética
aumentada e num alongamento da regido determinante complementar 3 da cadeia
pesada (HCDR3) em anticorpos reativos ao Env, ambas qualidades associadas aos
bNAbs (Haynes et al., 2012; Meffre et al., 2001; Wardemann et al., 2003). Além disso,
0S precursores germinativos e a afinidade dos membros de linhagem clonal de células
B maturas neutralizaram um isolado primério de Tier 2, expandiram o0s anticorpos
mediadores de ADCC induzidos pela RV144, e geraram novos anticorpos HIV-1 V2
ADCC-especificos (L. Zhang & Lewin, 2018).

As respostas celulares no sangue consistiam predominantemente de respostas de
células T CD4* IFN-y contra o Env HIV, com algumas respostas de CD4* IL-2 contra o

HIV Env em participantes reforcados com AIDSVAX B/E® com ou sem ALVAC, mas
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ndo com ALVAC independente. Os resultados da polifuncionalidade das células T CD4*
para o Env HIV aumentaram nestes mesmos dois grupos apos o reforgo tardio (Rerks-
Ngarm S, et al., 2017). Com base nesses resultados, os participantes do estudo RV305
foram ent&do opcionalmente inscritos para receber um reforgo adicional de AIDVAX B/E®
3-4 anos apos a série com RV305, na esperanca de expandir ainda mais esta linhagem
clonal. Estdo a decorrer de momento analises para este reforco.

4.3.1.2 — Ensaio clinico tailandés RV306

Paralelamente, o ensaio clinico RV306 inscreveu e randomizou 360 voluntarios
saudaveis na Tailandia, para receber ou o placebo ou a série primaria de RV144 durante
6 meses, seguida de um reforco com AIDSVAX B/E® independente ou com ALVAC
administrada no més 12, ou ambas as vacinas administradas no més 15 ou 18, para
utilizar um esquema de vacina¢cdo mais longo que incorporasse um reforco tardio (L.
Zhang & Lewin, 2018). Em todos os grupos de vacinas, a adi¢cdo do refor¢o tardio
aumentou: os IgG plasméticos especificos para o Env HIV e para o V1 V2; as titulacdes
de anticorpos de ligagdo com a mucosa e a neutralizagéo do Tier 1; e este aumento tem
uma forte correlagdo na magnitude das respostas nos ensaios (L. Zhang & Lewin, 2018).
Tal como no RV305, as respostas Plasmaticas celulares predominantes foram células
T CD4* que expressam IFN-y e/ou IL-2 ao Env HIV (L. Zhang & Lewin, 2018). O reforgo
tardio também aumentou tanto as respostas plasmaticas HIV-especificas como das
células B com memaria quantificadas pelo ELISpot (B-cell enzyme-linked immunospot).
Curiosamente, a magnitude das respostas celulares humorais e periféricas, incluindo a
polifuncionalidade, melhorou com o aumento do intervalo entre as séries de vacinacao
priméarias e de refor¢o. Além disso, o aumento do intervalo de reforco melhorou a
durabilidade das respostas de bNAbs HIV-especificos (L. Zhang & Lewin, 2018). Estes
dados séo consistentes com os resultados do RV305, e demonstram que um intervalo
prolongado entre o inicio da vacinagéo e o refor¢o pode ser imunologicamente benéfico
para a resposta imunoldgica anamnéstica, ou seja, uma resposta mais rapida e maior.
No entanto, num nivel populacional, isso deve ser equilibrado com a necessidade de
fornecer protecdo continua contra o HIV durante as séries de vacinagdo, pois as
respostas diminuem rapidamente ap0s a vacinagéo, e um intervalo mais longo entre o
estimulo inicial e o estimulo do refor¢o pode levar a um periodo de maior risco antes do

reforco.
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4.3.1.3 — Ensaios clinicos na Africa do Sul HVTN 097 e HVTN 100

Paralelamente aos esforcos em desenvolvimento na Tailandia, o regime de
vacina candidato da AIDSVAX/ALVAC esta a avancar na Republica da Africa do Sul. O
estudo inicial neste esfor¢co, o HVTN 097, avaliou as vacinas usadas no RV144 no
mesmo esquema de vacinacdo num estudo de fase 1b randomizado, duplo-cego
controlado por placebo. Em 68 participantes, as vacinas eram seguras e bem toleradas,
e as taxas de resposta geral de células T CD4" plasméticas especificas de Env e que
expressavam IFN-y e/ou IL-2 foram semelhantes as do RV144 (L. Zhang & Lewin, 2018).
Este ensaio foi seguido pelo HVTN 100, conduzido em voluntarios saudaveis na Africa
do Sul para testar um regime de vacinacdo semelhante ao RV144 e ao RV306. Embora
a importancia de combinar os produtos vacinais contra o HIV ao subtipo molecular
predominante do HIV circulante na populag¢édo-alvo permaneca desconhecido, 0 HVTN
100 utilizou vacinas que expressam genes do subtipo C do HIV os quais séo
predominantes na Africa do Sul. A ALVAC-HIV vCP2438 expressando o subtipo C
gp120 do HIV e subtipo B gp41, gag e protease foi administrada nos meses 0, 1, 3, 6 e
12, com o subtipo C gp120 bivalente administrado nos meses 3, 6 e 12, mimetizando o
braco de reforgo tardio de 12 meses no RV306. Enquanto a proteina bivalente AIDSVAX
B/E® utilizada no RV144, RV305 e RV306 foi adjuvada com Alum, o subtipo bivalente
C gp120 foi adjuvado com MF59®, um adjuvante a base de esqualeno que tem sido
utilizado em avaliacbes de vacinas candidatas contra a gripe e o HIV. O objetivo deste
ensaio clinico foi determinar se o regime de vacina HVTN 100 correspondia ou excedia
a imunogenicidade de quatro critérios “go/no-go” pré-especificados, que sdo Env IgG,
V1 V2 IgG, células T CD4" Env e os anticorpos funcéo efetora Fc, sobre respostas
semelhantes no RV144 (L. Zhang & Lewin, 2018).

4.3.1.4 — Futuros ensaios de eficacia de vacinas candidatas ao HIV-1 apés
RV144

Em 2016, foi anunciado que todos os critérios de imunogenicidade pré-
especificados do HVTN 100 haviam sido observados, levando a deciséo de prosseguir
com um estudo de eficicia de fase 2b duplamente cego controlado por placebo deste
regime do subtipo C na Africa do Sul (L. Zhang & Lewin, 2018). Este ensaio, o HVTN
702, esta a inscrever 5400 homens e mulheres em risco de contrair o HIV. Eles estao
sendo randomizados para receber o regime de HVTN 100 ou placebo, durante 12
meses, e acompanhados durante 24 a 36 meses enquanto recebem aconselhamento

preventivo do HIV e encaminhamento para servicos de circuncisdo masculina médica
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voluntaria e/ou PrEP se tal desejado. S&o esperados entre 2019 e 2021 os resultados
sobre a incidéncia do HIV em cada grupo e a eficicia da vacina. Em paralelo, estdo a
decorrer esfor¢os para o desenvolvimento e fabricacdo da proxima geracao de proteinas
B/E bivalentes para desenvolvimento clinico, com o objetivo de realizar um estudo de
eficacia em regibes onde os subtipos B e E circulam. Assim, os conhecimentos
imunoldgicos do estudo RV144 e dos seus sucessores continuam a impulsionar a busca

de uma vacina licenciada e eficaz para prevenir a infecdo pelo HIV em mdltiplas regides.

4.4 — Consideracdes ater no design das vacinas anti-HIV

Segundo a WHO ha certos desafios cientificos necessarios ultrapassar para o
desenvolvimento de uma vacina contra o HIV. Sdo eles a variabilidade do HIV; a falta
de um modelo animal ideal para se conseguir estudar; a imunidade natural que falha ao
combater o virus; o facto de este ser um retrovirus — significa que integra o genoma do
hospedeiro — logo, hd uma janela curta de oportunidade para controlar a infecédo; a
transmissdo sexual e a necessidade de bloquear a infecdo logo na superficie das
mucosas; o facto do HIV atingir as células do sistema imunitario e por fim mecanismos
de evasdo do Env do HIV para a indugdo dos anticorpos amplamente neutralizantes
(Duerr et al., 2006).

Desde 1798, quando Edward Jenner estabeleceu a era da vacina com o seu tratado
sobre a Vaccinae Variolae, cinco abordagens basicas para a conce¢do de uma vacina
passaram a ser usadas. Duas das abordagens mais eficazes, tém aproveitado
organismos vivos, atenuados e organismos inativados. Infelizmente, nenhuma provou
ser boa para o desenvolvimento de vacinas contra o HIV. Vacinas com virus vivos
atenuados, inicialmente aparentaram ser bem-sucedidas no desafio experimental da
prevencdo em primatas; no entanto, 0s mutantes atenuados parecem ser patogénicos
nos humanos: a imunossupressao tardia ocorreu em 3 dos 6 individuos que foram
expostos através de transfusdo de sangue a dele¢Bes que transportam o HIV. A
patogenicidade atrasada de tal virus com dele¢cdo dupla, langou dividas sobre a

seguranca do uso de abordagens com virus vivos atenuados (Duerr et al., 2006).
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5 - Concluséao

O principal objetivo deste trabalho foi abordar as novas terapias antirretrovirais,
assim como as vacinas preventivas/terapéuticas e realizar um levantamento
comparativo destas mesmas terapias.

Ao longo dos anos, varios tratamentos foram testados, comecando com a Zidovudina
em 1987 entre outros, ndo s6 em terapia ‘singular’, mas também numa associacéo de
compostos, contudo nenhum se mostrou realmente eficiente. Apesar disto é de
ressalvar que a esperanca média de vida foi aumentando com o passar dos anos,
passando esta de uma doeng¢a aguda a uma doenca crénica.

Nos dias de hoje, a terapia mais eficaz € a HAART, no entanto um problema bastante
presente é a resisténcia aos farmacos. Assim sendo, novas terapias sao necessarias tal
como foi referido anteriormente. Nesta dissertagdo foram abordadas algumas
possibilidades de terapias, no entanto, algumas delas ndo foram bem-sucedidas e
outras nao foram ainda revelados os resultados. Uma destas terapias € o transplante de
células estaminais hematopoiéticas e quimioterapia que tiveram sucesso hum paciente,
contudo estas ndao se mostraram tao eficientes noutros pacientes em que foi testado o
mesmo estudo. Fala-se também nos agentes de reversao de laténcia: shock and Kkill,
isto através dos inibidores da histona deacetilase, do dissulfiram, dos agonistas da
proteina cinase C, entre outros. Outra possibilidade abordada sdo os inibidores de
checkpoints imunolégicos, contudo muito pouca pesquisa foi realizada sobre o efeito
destes inibidores; os agonistas dos recetores toll-like sendo que estes obtiveram
resultados encorajadores levando a que fossem realizados outros estudos; a terapia
com interleucinas é outra possibilidade abordada nesta dissertacdo, assim como o
interferdo-alfa e os anticorpos amplamente neutralizadores. Foi também abordada a
terapia com proteinas, sendo que uma das terapias em estudo envolve o0 MARCHS,
referido por diminuir a expresséo de varias proteinas transmembranares do hospedeiro.
Com base nisto, foi colocada a hip6tese de este ser um fator antiviral a exercer efeito
inibidor comparavel a de outros fatores de restricdo ja conhecidos. Chegando-se a
conclusdo que este teria capacidade de bloquear a incorporacdo do envelope
glicoproteico no envelope dos virdes, reduzindo deste modo a infetividade dos mesmos
(Tada et al., 2015). Esta nova descoberta implica que MARCHS8 possa exibir atividade
antiviral de amplo espectro, embora seja necessaria uma investigacao adicional mais
aprofundada.

Os anticorpos amplamente neutralizantes que foram outra possibilidade discutida nesta

dissertacdo sdo os anticorpos triespecificos, que parecem ser uma possibilidade
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promissora de tratamento uma vez que poderiam ‘seguir’ diversas direcdes, com varias
especificidades com o objetivo de aumentar a eficacia da terapia contra o HIV-1. Assim,
foram usadas varias combinac¢des de bnAbs, chegando a conclusao final que a maior
neutralizacdo, poténcia e amplitude foi observada com N6/PGDM1400 — 10E8V4.
Contudo a seguranca e eficacia deste método ainda néo foi avaliada em humanos.

No que diz respeito a vacinacdo, também muitos ensaios tém sido realizados, contudo
ainda nenhum mostrou ser realmente eficaz. De todos os estudos realizados o que
obteve melhores resultados foi 0 RV144, no entanto este nao foi suficiente para prevenir
a infecdo pelo HIV. Assim com base neste estudo nasce 0 regime de vacina
experimental, HVTN 702, que continua em estudo na Africa do Sul e que ja atingiu a
fase 2b/3 nos ensaios clinicos, sendo o primeiro a atingir este patamar.

Com base ainda no ensaio clinico RV144, outros ensaios clinicos foram elaborados,
como é o caso do RV305, no entanto estdo ainda a decorrer analises para se perceber
ao certo o resultado que este teve. Foi elaborado também o ensaio clinico RV306 muito
semelhante ao anteriormente mencionado. O HVTN 097 e HVTN 100, sendo que o
primeiro foi um ensaio para avaliar as vacinas usadas no ensaio RV144. Ja o HVTN 100
pretendeu testar um regime de vacinagdo muito parecido também ao ensaio clinico
RV144 mas também o RV306, tendo como objetivo determinar se este regime de vacina
correspondia ou excedia a imunogenicidade de critérios pré-especificados.

No que diz respeito as perspetivas futuras, para além destes novos possiveis candidatos
a tratamento contra o HIV-1, estas centram-se no novo medicamento aprovado
recentemente em Portugal, para prevencao da transmissao do HIV, através da toma de
um comprimido e, que pode ser usado por quem tem comportamentos de risco. Este
denomina-se Truvada e é composto por emtricitabina e tenofovir (European Medicines
Agency (EMA), 2017).

Como a transmissao sexual do HIV-1 de pessoas infetadas aos seus parceiros esta
fortemente correlacionada com a concentracdo do virus na corrente sanguinea e no
trato genital, foi colocada a hipotese da ART poder reduzir a transmissdo sexual do
mesmo. Diversos estudos observacionais relataram a diminui¢cdo da aquisi¢do do HIV-
1 por parceiros sexuais de pacientes que receberam esta terapia.

Apesar da existéncia deste novo medicamento preventivo, vai continuar a ser
necessario a existéncia de medicamentos que sejam eficientes a nivel do tratamento e,
que consigam erradicar esta infe¢do a nivel mundial, uma vez que, mesmo com todos
os estudos que existem ainda nao foi encontrado um principio ativo capaz de solucionar
esta doenca. De salvaguardar todos os avancos que tém sido feitos ao longo dos anos
e gue possibilitam que o portador de HIV consiga viver por muito mais tempo, contudo,

nos paises subdesenvolvidos a acessibilidade a ART deveria de ser superior, uma vez
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que nestes paises e principalmente na Africa Sub-Sahariana continuam a morrer

individuos sem terem direito a qualquer tipo de tratamento.
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