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RESUMO EM PORTUGUES

LIMA, Isabella; PASLAR, Thatiany. A relevancia da estrutura do HIV e sua
forma de infecgdo associadas a novas terapias. 2016. X f. TCC (Graduacéo)
— Curso de Biomedicina, Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2016.

Introducédo: A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é causada
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é caracterizada por profunda
imunossupressdo, comprometendo principalmente células TCD4+. O HIV é
classificado como retrovirus com genoma RNA, membro da Familia
Retroviridae, sua estrutura apresenta duas fitas de RNA e trés enzimas
envoltas por um capsideo viral. Atualmente, a AIDS é um dos maiores
problemas de saude publica mundial. O Impacto da epidemia j4 é devastador,
acredita-se que mais de 34 milhBes de pessoas no mundo vivam com o Virus.
Os medicamentos antirretrovirais surgiram na década de 1980, para impedir a
multiplicacéo do virus no organismo. Eles ndo eliminam o virus, porém evitam o
aniquilamento completo das células do sistema imune, tornando o individuo
menos susceptivel a doencas oportunistas. Seu uso é fundamental para
aumentar o tempo e a qualidade de vida do portador do HIV, tornando-a uma
doenca de caracteristica crénica controlavel. Objetivo: Realizar revisao
bibliografica por meio de bases de dados sobre o HIV e sua patofisiologia, com
enfoque em novas terapias propostas e sua eficacia na cura e erradicacao para
a sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Metodologia: Foi realizada revisao
bibliografica nas principais bases de dados como PubMed, Lilacs e Medline;
Bibliotecas virtuais: Scielo e Bireme. Discussao: O desenvolvimento de uma
forma de cura e erradicacédo do virus parece ser a unica forma de minimizar a
pandemia global do HIV. Atualmente novos métodos estdo em pesquisa e
mostram resultados positivos nos testes experimentais, sdo estudadas duas
formas de vacina e um medicamento que quando combinado aos retrovirais
apresenta capacidade de impedir a replicacdo do reservatério viral dentro das
células. Medicamentos que inibem a histona desacetilase estdo sendo testados
como forma principal de impedir a transcricdo viral. A enzima suprime a

expressdo do virus deixando-o em seu estado de laténcia, catalisando a



desacetilacao das caudas das histonas e assim mantendo-as compactas.
Agentes inibidores de histonas deacetilase (HDACI), levam a acetilacdo das
histonas, levando ao relaxamento da cromatina e inicio da transcricdo. A
producdo de vacinas, por sua vez, apresenta duas linhas principais de
pesquisa: uma visa induzir uma resposta imune estéril e a outra uma resposta
imune parcial. Em particular, citosinas que desempenham um papel importante
na proliferacdo e homeostase de células T, como a IL-2 e IL-7 estdo sob
estudos clinicos, a IL-7 em especial, exerce uma grande funcdo contra a
apoptose espontanea de células TCD4+ procedentes de individuos acometidos
pelo virus. A vacina HIVBrl18 é um pool de 18 epitopos virais e imunogénicos,
inseridos em um vetor modificado que apresenta capacidade de gerar uma
resposta ampla para o virus. A RV144, outra vacina, também parece
demonstrar eficacia, porém por um curto periodo de tempo. Conclusédo: A
descoberta de uma terapia eficaz contra o virus da deficiéncia humana é de
grande importancia para tratar os portadores, reduzir as taxas de transmissao e
Obito. Ainda ha muito a ser feito na area de pesquisa e desenvolvimento de
vacinas, porém estudos que ainda estdo sendo realizados com o uso de novas
tecnologias tém ajudado principalmente na elucidacdo de mecanismos do virus
ainda desconhecidos, assim auxiliando nas diretrizes de desenvolvimento das

vacinas.

Palavras Chave: HIV; AIDS; HIVBR18; RV144; HDAC; VACINA;
VORINOSTAT
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LIMA, Isabella; PASLAR, Thatiany. The relevance of the structure of HIV and
their form of infection associated with new therapies. 2016. X f. TCC
(Graduation) — Course of Biomedicine, Centro Universitario Sdo Camilo, Séo
Paulo, 2016.

Introduction: Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS), caused by the
human immunodeficiency virus (HIV) is characterized by profound
immunosuppression, especially involving CD4 + T cells. HIV is classified as a
retrovirus with RNA genome, a member of the Retroviridae family, its structure
features two strands of RNA and three enzymes surrounded by a viral capsid.
Currently, AIDS is a major problem of public health worldwide. The epidemic's
impact is already devastating, it is believed that over 34 million people
worldwide are living with the virus. Antiretroviral drugs emerged in the 1980s to
prevent the virus from multiplying in the body. They do not eliminate the virus,
but avoid the complete destruction of cells of the immune system, making the
individual less susceptible to opportunistic diseases. The use of those
pharmaceuticals is essential to increase the longevity and quality of life of HIV
carrier, making it a manageable chronic disease. Objective: Conduct a
literature review through databases about HIV and their pathophysiology, with a
focus on new therapies proposed and its effectiveness in healing and
eradication for acquired immunodeficiency syndrome. Methodology: The
literature was reviewed in the major databases such as PubMed, Lilacs and
Medline; Virtual libraries: Scielo and Bireme. Discussion: The functional
healing and eradication of the virus seems to be the only way of minimizing the
global HIV pandemic. New methods are currently under research and show
positive results in experimental trials. Currently, two vaccines and a drug that
when combined with the antiretrovirais drugs has the capacity to prevent viral
replication are studied. Drugs that inhibit histone deacetylase are being tested
as the main way to prevent viral replication. Histones are proteins that
compound the nucleosome, these proteins are recognized for their involvement
in the regulation of chromatin. The enzyme in question suppresses the
expression of virus in its latent state, catalyzing the deacetylation of histone tails

and thus keeping it compact. Histone deacetylase inhibitors agents (HDACI),



lead to the histone acetylation, relaxation of chromatin and increase the
transcriptional activity. The production of vaccines presents two main research
lines: one intended to induce a sterile immune response and the other a partial
immune response. In particular, cytokines play an important role in the
proliferation and homeostasis of T cells, such as IL-2 and IL-7. The IL-7 in
particular seems to play a significant function against spontaneous apoptosis of
CD4 + T of individuals affected by the virus. The HIVBrl8 vaccine is a pool of
18 viral and immunogenic epitopes inserted into a modified vector that has the
capacity to generate a comprehensive response to the virus. The RV144,
another vaccine against the virus also appears to demonstrate efficacy, but for
a short period of time. Conclusion: The discovery of an effective therapy
against human deficiency virus is of great importance for treating patients,
reducing transmission rates and death. There is much still to be done in this
research field and development of vaccines, but studies are still being carried
out with the use of new technologies have helped especially in the elucidation of
the mechanisms yet unknown viruses, thus assisting in vaccine development

guidelines.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida € causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana e € caracterizada por profunda imunossupressao,
normalmente associada as infeccfes oportunistas e o aparecimento de
neoplasias malignas. Apesar de o HIV infectar uma grande variedade de
células do sistema imunologico, a doenca compromete principalmente o0s
linfécitos TCD4+ (ABBAS, 2011; FILHO, 2011; FOCACCIA, 2011; GOLDMAN,
2009; LEVINSON, 2010).

O HIV é classificado como retrovirus com genoma RNA, membro da Familia
Retroviridae e subfamilia Lentivirinae. Pertence ao grupo dos retrovirus
citopaticos e ndo-oncogénicos, necessitando, assim, de uma enzima
denominada transcriptase reversa para sua multiplicacdo. Esta enzima é
responsavel pela transcricdo do acido ribonucleico viral em &cido
desoxirribonucleico, o que pode se integrar ao genoma da célula hospedeira
com o auxilio de outra enzima, denominada integrase (ABBAS, 2011,
MURRAY, 2010; TORTORA, 2012; TRABULSI, 2008; KONEMAN, 2008).

A estrutura do virion de HIV-1 (figura 1) consiste em duas fitas de RNA
viral e enzimas associadas (transcriptase reversa, integrase e protease),
envoltas por um capsideo viral. Este capsideo esta rodeado por uma matriz
estrutural, formada por proteinas da matriz e um envelope de membrana
fosfolipidica derivado de uma célula hospedeira, a qual expbe em sua
superficie glicoproteinas que sdo ancoradas no virus por meio de interacfes
com glicoproteinas transmembrana. Sao estas glicoproteinas que se fundem
com a membrana da célula do hospedeiro durante a infec¢cdo. As moléculas
gpl20 e da gp4l mudam com frequéncia, originando novas cepas virais
(MURRAY, 2010; TORTORA, 2012; GOLDMAN, 2009; ABBAS, 2011).
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Enzmmas (Transcnptase reversa
Protease Integrase)

Figura 1: Estrutura do HIV. O HIV consiste em duas fitas idénticas de RNA e enzimas
associadas, incluindo a transcriptase reversa, integrasse e protease, envoltas em um ndcleo
em forma de cone composto de proteina capsideo p24, rodeada por uma matriz de proteina
pl7, tudo envolto por um envelope de membrana fosfolipidica derivado de uma célula
hospedeira. FONTE: GOLDMAN, 2009, MODIFICADA.

A organizagdo gendmica do HIV é bastante complexa, apresentando
inUmeros genes codificantes especificos. Assim como 0s demais retrovirus, o
HIV apresenta trés principais genes que codificam as proteinas estruturais e
enzimas virais: gag, env e pol. Somando-se a estes trés principais genes, a
estrutura genética do HIV inclui outros genes que regulam a expresséao do virus
(MURRAY, 2010; TORTORA, 2012; TRABULSI, 2008; KONEMAN, 2008).

Atualmente, a AIDS é um dos maiores problemas de salde publica
mundial e apresenta alta mortalidade e morbidade, principalmente nos paises
de renda baixa e média, onde vivem 95% das pessoas infectadas. O Impacto
da epidemia ja € devastador, com alta prevaléncia principalmente nos paises
da Africa subsaariana, onde somam-se ao colapso da salde e de servigos
essenciais, além da extrema pobreza (UNAIDS/WHO, 2010).

A epidemia causada pelo HIV é a mais importante das Ultimas décadas,
acredita-se que mais de 34 milhBes de pessoas no mundo vivam com o virus.
Entre os mais atingidos encontram-se jovens de 14 a 25 anos, correspondendo

a 40% das novas infeccdes; foram relatados em 2011, 2,5 milhdes de novas
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infeccdes e, destes, 1,7 milhdes foram a Obito em decorréncia de doencas
relacionadas a AIDS (UNAIDS/WHO, 2012).

Desde que a sindrome foi reconhecida nos Estados Unidos tornou-se
epidémica em todo o mundo. A AIDS ¢ a principal causa de morte de mulheres
e homens entre 15 a 59 anos (GOLDMAN, 2009).

Em dezembro de 2014, foram divulgadas as tendéncias da epidemia no
mundo e no Brasil pelas Na¢bes Unidas e pelo Ministério da Saude onde foi
evidenciado contradicbes e suscitaram interrogacfes. Em oposicdo ao
panorama mundial, os dados nacionais apontaram que a AIDS esta longe de
ser controlada e que alcancou seus piores indicadores nesses mais de trinta
anos da doenca. Desde 2011 a barreira dos quarenta mil casos novos anuais
foi excedida, sem sinais de que voltard a diminuir em um curto periodo de
tempo. Voltou a acender o numero de casos entre homossexuais,
acompanhado da maior concentracdo da epidemia nos centros urbanos e do
aumento da razao masculino/feminino devido a diminuicdo da transmissdo do
virus por meio do uso compartilhado de drogas injetaveis e da desaceleracéo
da transmissdo heterossexual. Uma nova geragdo, nascida apos meados da
década de 1990, também comecou a exibir taxas de incidéncia maiores do que
as registradas entre aqueles que iniciaram sua vida sexual logo apés o inicio
da epidemia. Um perfil epidemioldgico que volta a assumir caracteristicas
similares ao observado no inicio dos anos de 1980, quando a doenga comegou
a fazer suas primeiras vitimas e apresentou uma incidéncia fortemente
concentrada em segmentos sociais especificos. Agora com taxas de incidéncia
e mortalidade mais alarmantes (GRANGEIRO et al., 2015; UNAIDS/WHO,
2013; MS/SVS/ DEPARTAMENTO DE DST, AIDS, E HEPATITES VIRAIS,
2014).

O recrudescimento da AIDS no Brasil incide em uma ocasido em que 0s
conhecimentos cientificos acumulados no campo lancam perspectivas positivas
para o controle da epidemia no mundo. Estudos sobre os efeitos dos
antirretrovirais utilizados no cotidiano dos servicos de saude mostraram que
pessoas tratadas nas fases iniciais da infeccdo apresentaram expectativa de
vida préoxima de pessoas nao infectadas. Isso permite caracterizar um

panorama onde a morte por AIDS deveria ser um evento cada vez menor.
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Estudos mostram reducéo de mais de 90% da transmissao do HIV em pessoas
com HIV tratadas por antirretrovirais e com supresséo total da replicagdo viral.
Uma taxa de protecdo superior ao visto em programas de distribuicdo de
preservativos. Com base nesse novo cenario, os estudos de modelagem
matematica tém indicado que o diagndstico e tratamento global de pessoas
infectadas teria o potencial de abolir o episédio de novas infec¢bes. Isso
impeliu as NagGes Unidas a solicitarem os paises a inserir até 2020 programas
audaciosos para diagnosticar 90% das pessoas com HIV, tratar 90% delas com
antirretrovirais e fazer 90% das pessoas tratadas tenham carga viral
indetectavel. E a chamada meta 90-90-90 que, segundo as Nagbes Unidas,
poderia levar ao fim da epidemia no mundo até 2030 (GRANGEIRO et al, 2015;
DONNELL et. al, 2010).

A epidemia esta totalmente globalizada, com importantes focos
epidémicos em todos os continentes. De acordo com a Organizagao Mundial
da Saude, jA morreram aproximadamente 30 milhdes de homens, mulheres e
criancas no mundo todo decorrente da infecgcdo. Atualmente estima-se que
vivam mais de 35 milhfes de pessoas infectadas no mundo (Figura 2),
segundo a UNAIDS estima-se que 0,8% dos adultos entre 15 a 49 anos, no
mundo, séo infectados com o virus (UNAIDS/WHO, 2011).
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Figura 2: Mapa epidemioldgico de pessoas infectadas com AIDS no mundo. FONTE: UNAIDS,
2010 MODIFICADA.
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Na regido da Africa subsaariana estima-se que para cada 20 adultos 1
contraiu o virus, correspondendo a 4,9% da populacdo. Quando comparada
com o mundo todo, essa regido corresponde a aproximadamente 69% das
pessoas infectadas, a prevaléncia é quase 25 vezes maior do que na Asia,
onde 1% dos adultos vivem com HIV (UNAIDS/WHO, 2011).

Na populagéo pediatrica, individuos menores de 15 anos de idade,
estima-se que mais de 2,5 milhdes estejam infectados no mundo. Por ano,
aproximadamente trés milhdes de pessoas sao infectadas, sendo que todos os
dias ocorrem 7.400 novas infeccdes, especialmente em jovens de 15 a 24
anos. Por se tratar de uma doenca que afeta primariamente jovens e adultos
jovens, alicerces de uma sociedade, a AIDS aprofunda a pobreza e amplia
crises demograficas e econdmicas, além de ser uma das principais causas de
orfandade no mundo. (GOLDMAN, 2009; UNAIDS/WHO, 2011; FERREIRA,
2010).

Ainda de acordo com a UNAIDS, 50 mulheres jovens se infectam com
HIV por hora no mundo, sendo que existem 13 vezes mais mulheres
profissionais do sexo neste indice, assim como homens homossexuais.
Usuarios de drogas também fazem parte do chamado grupo de vulnerabilidade
da doenca, estes por sua vez apresentam 22 vezes mais chances de terem
contraido o virus (UNAIDS/WHO, 2011).

No Brasil, a AIDS tem se disseminado de forma mais lenta nos ultimos
anos, gracas as mudancas no comportamento nos seguimentos populacionais
de elevado risco e a implementacdo de medidas preventivas, além do uso em
maior escala dos medicamentos antiretrovirais. Apesar da tendencia atual de
reducdo no numero de novas infecgfes, o indice de mortalidade se mantem
como consequéncia ao acesso inadequado elimitado a prevencdo e ao
tratamento (APOSTOLICO, 2013).

Segundo o Boletim epidemiolégico do departamento de DST, AIDS e
Hepatites Virais da secretaria de vigilancia em Saude do Ministério da Saude
(2014), no Brasil existem aproximadamente 734 mil pessoas infectadas com o
virus, correspondendo 0,4% da populacédo. As taxas de diagndstico da doenca

em homens, nos ultimos dez anos, tém apresentado tendéncia significativa de
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crescimento. Em 2004, a taxa era de 25,8 casos para cada 100 mil habitantes,
elevando-se para 26,9 em 2013, contabilizando um aumento de 4,3%. Entre as
mulheres, observa-se uma queda nos casos diagnosticados nos ultimos 10
anos, passando de 16,4 casos para cada 100 mil habitantes em 2004 para 14,1
em 2013, representando uma queda de 14,0% (MS/SVS/ DEPARTAMENTO
DE DST, AIDS, E HEPATITES VIRAIS, 2014).

De acordo com Ministério da Saude, a faixa etaria onde se concentram
os casos de AIDS no Brasil mantém-se entre 25 a 39 anos de idade em ambos
0s sexos. Porém, é possivel observar que nos ultimos 10 anos diagnosticou-se
grande namero de homens com 60 anos e mulheres entre 55 a 59 anos. A taxa
de deteccdo entre as criancas até nove anos ndo apresenta diferencas
significativas segundo sexo (Figura 3) (MS/SVS/ DEPARTAMENTO DE DST,
AIDS, E HEPATITES VIRAIS, 2014; KORROUSKI, 2008).

]
&

2 ///”
3 . I
w —
215 —_—_—'_._-__________,_#_F
g —
210 P
& -
3 05 -
0,0
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 21 2012 2013
Ano de diagnostico
=13a19anos =20 a 29 anos A adanos =40 a 49 anos 50 anos ou mais

Figura 3: Razdo de sexo, segundo faixa etaria por ano de diagnéstico, no Brasil, de
2004 a 2013. FONTE: MS/SVS/DEPARTAMENTO DE DST, AIDS, E HEPATITES VIRAIS,
2014.

Em virtude dos numeros alarmantes, em 2001 foi realizada uma sesséo
especial da Assembleia Geral das Nacdes Unidas onde foi estabelecido um
plano de acdo em conjunto com a area da saude e outras ndo ligadas para
evitar novas infeccdes, fornecer tratamento e medidas de prevencédo. Os
paises comprometeram-se a disponibilizar recursos para pesquisa de novas
terapias e fornecimento das pré-existentes nas areas mais afetadas do globo
(GOLDMAN, 2009).
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Segundo a OMS a principal forma de transmissdo do HIV é por meio do
contato sexual, sendo a transmissdo homossexual mais frequente. Alguns
fatores aumentam os riscos de transmissdo do virus, como elevada viremia,
imunodeficiéncias, relacdo sexual anal e presenca de outras doencas
sexualmente transmissiveis, como cancro mole, sifilis e herpes genital. O
método mais eficaz de prevencdo a este tipo de transmissdo é o uso de
preservativos. Algumas medidas simples podem ser tomadas, contribuindo
para a prevenc¢ao, como campanhas de comportamento sexual mais seguro e
distribuicho de preservativos; tratamento precoce e eficaz de homens e

mulheres; e campanhas de prevencéo a outras DSTs (UNICEF,1998).

A transmissdo sanguinea vem crescendo em varias partes do mundo. O
uso compartilhado de agulhas e seringas torna a transmissao do HIV muito
eficaz. Em contrapartida, a transmissdo por meio de transfusdo sanguinea e
derivada é cada vez menor nos paises que adotam medidas de controle como
o Brasil. Usuarios de drogas injetaveis também devem tomar alguns cuidados,
como possuir seringas e agulhas de uso proprio e néo reutiliza-las, além de
nao compartilha-las com terceiros. O descarte dos materiais deve ser feito em
local apropriado, dentro de uma caixa ou embalagem
(MS/SVS/DEPARTAMENTO DE DST, AIDS, E HEPATITES VIRAIS, 2014,
SOUZA, 2011; KORROUSKI, 2008).

A transmissao vertical (de méae para filho, durante parto, gestacdo ou
aleitamento) vem crescendo significativamente, devido a maior transmissao
heterossexual. A Africa é a regido onde sdo encontradas as maiores taxas
deste tipo de transmissdo. Estima-se que 12.456 recém-nascidos sejam
expostos ao HIV a cada ano. Quando néo realizadas intervengdes de profilaxia
adequadas, a transmissdo vertical do virus ocorre em cerca de 25% das
gestacbes de mulheres infectadas pelo HIV. Porém, a administracdo da
Zidovudina na gestacao e seu uso no parto e no recém-nascido, reduz a taxa
de transmissao vertical para cerca de 8,3% (MS/SVS/DEPARTAMENTO DE
DST, AIDS, E HEPATITES VIRAIS, 2014).

Os antirretrovirais ndo eliminam o virus, porém evitam o aniquilamento

completo das células do sistema imune, tornando o individuo menos
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susceptivel a doencas oportunistas. Seu uso é fundamental para aumentar o
tempo e a qualidade de vida do portador do HIV, tornando-a uma doenga de
caracteristica cronica controlavel (ABBAS, 2011; RANG, 2012).

Mesmo com as terapias existentes, os cdélculos de mortalidade e
morbidade sdo alarmantes, além das reacdes de toxicidade dos medicamentos

antirretrovirais e seu insuficiente acesso (MUDD et al., 2012).

Assim, o desenvolvimento de uma vacina e novos metodos de
tratamento sdo necessarios para freiar a pandemia global do HIV, tendo um
enorme impacto na sociedade. A medida que a complexidade e os
mecanismos pelos quais o HIV evade do sistema imune estdo sendo
descobertos e estudados, novos alvos terapéuticos para erradicagdo deste
virus estao sendo explorados (MUDD et al., 2012; DENG et al., 2015).
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2. OBJETIVO

Realizar revisdo bibliografica por meio de bases de dados sobre o HIV e
sua patofisiologia, com enfoque em novas terapias propostas e sua eficacia na

cura e erradicacao para a sindrome da imunodeficiéncia adquirida.
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3. METODOS

Foi realizada revisdo bibliografica nas principais bases de dados como
PubMed, Lilacs e Medline; Bibliotecas virtuais: Scielo e Bireme. Foram
utilizadas as palavras-chave: HIV, antirretrovirais, vacina para o HIV, AIDS,
epidemiologia do HIV, CXCR4, CCR5, Pvax, HIVBri8, epitopos CD4,

vorinostat, RvV144.
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4. DISCUSSAO E DESENVOLVIMENTO

Entre os muitos objetivos das inUmeras pesquisas referentes ao HIV
pelo mundo, o desenvolvimento de terapias que tentam curar paciente soro
positivos para o HIV e assim promover a erradicacdo do virus, tem avancado
de maneira extraordinéria nos ultimos anos (ARCHIN, 2011).

O HIV é capaz de promover uma infeccao latente a longo prazo e efeitos
citopaticos em curto prazo. A persisténcia da infeccdo dentro de uma
populacdo de células TCD4+ é o principal obstaculo para o alcance de terapia
eficaz que promova a erradicagdo do virus no sangue dos individuos
contaminados e assim impedir que esses portadores infectem mais pessoas
(ABBAS, 2013; ARCHIN, 2013; MURPHY, 2010).

O virus da imunodeficiéncia humana é classificado em 1 e 2 de acordo
com propriedades estruturais e gendmicas. Ambos causam sindromes
similares, sendo que o HIV-1 € muito mais comum e o HIV-2 é endémico na
Africa Ocidental e se dissemina pela india. O HIV-1 é responséavel por efeitos
mais devastadores e com progressao mais rapida. Uma particula viral consiste
em duas fitas simples idénticas de RNA de polaridade positiva, proteinas e
enzimas virais envoltos por um envelope de duas camadas de fosfolipidios
derivado da membrana da célula hospedeira, incluindo as glicoproteinas de
membrana codificada pelo virus (ABBAS, 2011; MURRAY, 2010; TORTORA,
2012).

O HIV-1 é subdividido em quatro grupos, sendo eles: M, O, N e P;
destes, o primeiro grupo denominado major (M) apresenta uma subdivisao: A,
B, C, D, F, G, H, Je K. A filogenia deste tipo do virus sugere que pode ter sido
originario de chimpanzés, jA que mostra a existéncia da co-evolucdo de
linhagens relacionadas aos dois primeiros subtipos do grupo M com o virus
SIV. Neste caso, a rota de transmissao teria sido por meio do contato de
sangue contaminado devido a pratica da caca, principalmente na regido
Equatorial (APOSTOLICO, 2013; MIRANDA, 2005; KEELE et al.,, 2006;
RIBEIRO, 2010; SANTANA, 2014).

O genoma do HIV-1 (figura 4) apresenta genes comuns aos retrovirus,
como: repeticdbes de terminais longos nas extremidades, regulando a

expressado genética viral, integracdo viral no DNA hospedeiro e a replicacéo
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viral, e 0s genes gag, env e pol. O gene gag da origem a proteinas estruturais,
p6, p9, pl7, p24. A p 17 constitui a matriz proteica e a p24 é responsavel pelo o
capsideo viral. O gene env, por sua vez, é responsavel pela codificacdo das
glicoproteinas do envoltério, gp120 e gp4l. O gene pol codifica proteinas, p66,
p51, p31, pl0, pertencentes as enzimas virais. Além dos genes tipicos o virus
apresenta seis outros genes reguladores: tat, rev, vif, nef, vpr e o vpu, cujo os
produtos séo responsaveis pela regulacdo da reproducdo viral e métodos de
evasdo imunoldgica (ABBAS, 2011; GOLDMAN, 2009; MURRAY, 2010;
TORTORA, 2012; TRABULSI, 2008; KONEMAN, 2008).

nef
gag vif u env
R = 2 TS
pol vpr PN ——tat ——
ﬂ—rev—

Figura 4: Genoma do HIV. Os genes junto com o genoma linear séo indicados como blocos
coloridos de forma diferente. Alguns genes usam algumas das mesmas sequéncias de outros
genes, conforme mostrado pelos blocos sobrepostos, mas séo lidos de forma diferente pela
polimerase do RNA das células hospedeiras. Da mesma forma, os blocos separados por linhas
indicam genes cujas sequéncias codificadas sdo separadas no genoma e necessitam da uniédo
do RNA para produzir mRNA funcional. FONTE: GREENE, 1993 MODIFICADA.

O HIV possui dois genes regulatérios de extrema importancia na replicacao
viral: 0 gene tat, € 0 gene de transativacdo da transcricdo, ou seja, ativa a
transcricdo de outros genes do mesmo DNA proviral;, o gene rev controla a
passagem de mRNA tardio no nucleo para o citoplasma (ABBAS, 2011;
LEVINSON, 2010; MURRAY, 2010; TORTORA, 2012; TRABULSI, 2008;
KONEMAN, 2008).

Os genes regulatérios nem sempre sdo necessarios para 0 processo de
replicacdo viral: o gene nef codifica uma proteina que reduz consideravelmente
a quantidade de proteinas CD4 e MHC-I na superficie das células infectadas; o
gene vif codifica a proteina acesséria de mesmo nome, esta é capaz de
intensificar a infectividade inibindo a acdo de APOBEC3G, enzima

apoliproteina B de edicdo de RNA, importante componente da defesa inata do
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hospedeiro. O HIV contrapdem-se a esta impedindo a hipermutacéo resultante
da desaminagéao de citosinas do mRNA e do DNA retroviral. O gene vpr e vpu
sdo responsaveis pelas proteinas que aumentam a replicacdo viral e
aumentam da liberacdo do virus pela célula, respectivamente (ABBAS, 2011,
LEVINSON, 2010).

Trés enzimas sdo encontradas no interior do nucleocapsideo:
transcriptase reversa, formada por duas subunidades proteicas, a p66 e p51;
integrase, formada pela p31; e a protease, formada pela p10. A primeira € uma
DNA polimerase RNA-dependente, capaz de sintetizar uma fita de DNA a partir
de uma de RNA, transcrevendo o genoma no DNA proviral. Outra atividade da
transcriptase reversa € a de ribonuclease, degradando o RNA quando este
encontra-se em uma molécula hibrida de RNA-DNA, etapa essencial na sintese
de DNA. A integrase medeia a integracdo do DNA proviral ao da célula
hospedeira e a protease viral cliva as poliproteinas precursoras em
polipeptideos funcionais (LEVINSON, 2010).

A infeccdo se inicia quando particulas virais presentes no sangue,
sémen ou outros fluidos corporais de um portador sao introduzidas em outro
individuo, por contato sexual, agulhas contaminadas ou transmissao vertical. O
virus ultrapassa a barreira epitelial, chega aos linfonodos e faz com que suas
glicoproteinas de superficie interajam com as moléculas de superficie CD4
presente em linfocitos T auxiliares, células dendriticas e macréfagos (ABBAS,
2011; FOCACCIA, 2011).

Os efeitos deletérios do virus sobre as células TCD4 sdo acarretados
pela constante perda de membrana, sintese de proteinas virais que acabam
por incapacitar a célula e a formagédo de sincicios celulares decorrente da
expressado de glicoproteinas. O envelope viral apresenta glicoproteinas tipo-
especificas: gp120 e gp41l. A gpl20 projeta-se da superficie externa e interage
com receptor CD4, que promove alteracdo na sua conformacéo facilitando a
ligacdo da glicoproteina com o receptor de quimiocina da célula-alvo. Esta
ligacdo, por sua vez, induz uma alteracdo conformacional na gp41, resultando
na exposi¢do do peptideo de fusdo permitindo que a membrana viral se funda
com a membrana celular (figura 5) (ABBAS, 2011; LEVINSON, 2010;
MURRAY, 2010; TORTORA, 2012).
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Figura 5: Esquema representativo da infeccdo de uma célula alvo pelo HIV-1. A) llustracdo

da particula viral e representacdo das glicoproteinas 120 e 41 do envelope viral; B) Ligacéo
inicial da gp120 ao receptor CD4; C) Posteriormente, as glicoproteinas do envelope sofrem
mudancas conformacionais e assim expde os sitios de ligacdo para o co-receptor CCR5; D)
ApoOs a ligacao inicial ao CD4 e ao CCR5 a glicoproteina do HIV sofre uma segunda mudanca
conformacional e assim a gp41 se funde a membrana da célula alvo; E) As moléculas de gp41
permitem a aproximagdo das membranas por meio de seu dobramento; F) O envelope vira
funde-se a membrana celular e seu contetdo deposita-se no citoplasma. FONTE: LEDERMAN
et.al., 2006 MODIFICADA

Receptores de quimiocina CXCR4 e CCR5 sdo necessarios para a
entrada do HIV em células do hospedeiro. Linhagens virais com tropismo por
macrofagos, chamados R5, ligam-se ao CCR5, expressos principalmente em
macrofagos, porém encontram-se também em células dendriticas, mondécitos,
células NK e linfécitos T de memoria. Macrofagos expressam niveis mais
baixos de CD4 que linfécitos T auxiliares, porém com a elevada expressao de
correceptores de quimiocinas estas tornam-se susceptiveis a infeccéo por HIV;
ja as linhagens com tropismo para células TCD4+, chamados X4, ligam-se ao
CXCR4. Esta linhagem tende a ser mais virulenta, pois infectam e destroem
célula de maneira muito mais eficaz do que as cepas R5, que normalmente
tornam-se reservatoérios virais (ABBAS, 2011; LEVINSON, 2010; MURRAY,
2010; TORTORA, 2012; VANNI, 2011).
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Apos todas as interacdes necessarias para a fusdo do envelope viral e da
célula-alvo o virus libera o capsideo e todos o0s seus componentes no
citoplasma da célula (Figura 6) (TORTORA, 2012; FLINT, 2012).

),

“

8)
v
SUEEITELTTISS
Al
(e e R aazasassss

D)

COCOCOOOEON00

r—
I—

Figura 6: particula viral fundindo-se a célula alvo. Apos a fusdo do envelope viral com a
membrana da célula alvo os componentes contidos em seu interior sdo liberados no citoplasma
celular, liberando seu capsideo. FONTE: FLINT, 2004.

A partir desse momento inicia-se a sintese de uma dupla fita de DNA a
partir do RNA viral, a transcriptase reversa € responsavel por esse processo.
Simultaneamente ocorre o desnudamento do capsideo viral onde as proteinas
serdo transportadas através do nucleo. A enzima integrase une de forma
covalente o DNA viral ao DNA gendmico da célula invadida como um provirus e
assim permite que o genoma viral comece a expressar suas fungdes (DIAZ,
2012; FOCACCIA, 2011).

O processo de traducdo gera proteinas virais e polipeptidios do
capsideo, que sofrerdo maturacéo e brotamento pela célula hospedeira e serédo
liberados na corrente sanguinea, desta forma aumentando a viremia e também
sofrendo ac¢des do sistema imunoldgico, gerando uma infeccéo ativa (figura 7)
(ABBAS, 2011; DIAZ, 2012; TORTORA, 2012).
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Figura 7: infec¢@o ativa do HIV em macréfagos e células TCD4+ com proliferacéo viral e
liberagdo de virus para o sangue. O provirus é ativado, controlando a sintese de novos virus,
que brotam da célula hospedeira. FONTE: TORTORA, 2012. MODIFICADA.
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O processo de maturacdo € importante para formacao de particulas
completas e com capacidade infecciosa, ocorrendo a associacao entre o acido
nucleico viral e as proteinas do capsideo, clivadas pela protease para formar
produtos proteicos. A liberacdo da particula ocorre por meio de brotamento
(figura 8), onde o envelope viral sera formado por parte da membrana celular,
este processo s6 ocorre em locais onde proteinas especificas do virus foram
inseridas, as proteinas presentes forcam a particula viral a atravessar a
membrana (ABBAS, 2011; DIAZ, 2012; JANEWAY, 200; TORTORA, 2012).
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Figura 8: Ciclo de vida e brotamento do HIV. A particula viral sai da célula “roubando” uma
parte da membrana da célula infectada, os virions sdo mostrados em uma micrografia
eletrnica em todos os estagios da morfogénese: brotamento inicial (A) e tardio (B), e os virions
maduros e livres da célula (C e D). FONTE: GOLDMAN, 2009. MODIFICADA.
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Em um caminho alternativo, o virus promove uma infeccao latente, onde
o DNA integrado pode, ou ndo gerar novos virus; caso ocorra a formagéo de
novos virus, estes serdo armazenados no interior da célula, em vacuolos,
denominando-se Virion Latente (figura 9). Desta forma, havera células T de
memoria onde 0 virus permanecera por tempo indeterminado protegido da
atuacédo do sistema imunolégico (ABBAS, 2011; DIAZ, 2012; TORTORA, 2012).
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Figura 9: infeccdo latente do HIV em células macrofagos e células TCD4++. O virus se
mantém “dormente” no interior da célula. FONTE: TORTORA, 2011. MODIFICADA.

Outro modo de afetar o nimero de células do hospedeiro esta ligado a
capacidade, das células TCD4+ infectadas, de apresentar antigenos virais e
assim sofrerem com o ataque das células do sistema imune, como as células
TCD8+ e células NK (TORTORA, 2012).

O progresso da infeccdo normalmente é dividido em trés fases clinicas. Na
primeira, que ocorre aproximadamente dois meses ap0s a infeccdo inicial,
ocorre um pico de particulas virais no sangue, podendo atingir mais de 10
milhdes na primeira semana. Essa fase é chamada de aguda, a populagédo de
célula TCD4 diminui em um primeiro momento, porem se recupera a medida
gue a resposta imune acontece; anticorpos anti-HIV sdo detectaveis neste
periodo causando um declinio da populacao viral em um segundo momento. A
infecgdo nesta fase apresenta sintomas indefinidos, como febre, cefaleia e
perda de peso (ABBAS, 2011; DIAZ, 2012; TORTORA, 2012).
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A segunda fase € caracterizada por uma taxa viral relativamente baixa

no sangue, sendo definida como laténcia clinica e cronica da doenga. Os
nameros de células TCD4 apresentam-se baixos também, sendo assim nesta
fase a doenca € controlada, principalmente, pelas células citotoxicas, TCDS.
Poucos virus séo liberados nessa fase e sintomas quase nao sdo detectados
(ABBAS, 2011; DIAZ, 2012; TORTORA, 2012).
A terceira fase é a mais alarmante, estudos demonstram que a AIDS clinica
demora dez anos em meédia para “aparecer’. As contagens de célula TCD4
decaem tanto que foi estipulado um limite para definir a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida e seus sintomas no paciente infectado, a contagem
inferior a 200 células/uL define AIDS. Concomitantemente, a viremia aumenta
de forma descontrolada e condi¢cdes clinicas caracteristicas da doenca
aparecem (figura 10) (ABBAS, 2011; DIAZ, 2012; TORTORA, 2012).
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Figura 10: Nimero de células por tempo de infec¢do nas diferentes fases da doencga. Nota-se
que o numero de células TCD4+ (linha azul) é inversamente proporcional a viremia (linha azul).
Quando a quantidade de linfécitos TCD4+ declina até o limite de 200 células por mL, a

sindrome da imunodeficiéncia adquirida é instalada.

A persisténcia da infeccao pelo HIV dentro de uma populacao de células
T CD4+ é o principal obstaculo para o alcance de uma terapia eficaz que

promova a erradicagdo do virus no sangue dos individuos contaminados, e
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assim impedir que esses portadores infectem mais pessoas (ABBAS, 2013;
ARCHIN, 2013).

Atualmente, algumas estratégias terapéuticas tém sido estudadas para a
cura da infeccéo pelo HIV. Eliminar a infeccéo latente reativando a expresséo
do virus usando agentes como disulfiram, IL-7 e inibidores de histona
deacetilase como o vorinostat, € uma dessas principais estratégias (ARCHIN,
et. al 2008; RASMUSSEM, et. al, 2013).

Histonas séo proteinas béasicas que compde o0 nucleossomo. Sua
estrutura contém um dominio globular, em que o filamento de DNA se enrola, e
uma cauda aminoterminal, carregada positivamente. Atualmente, essas
proteinas sdo reconhecidas por seu envolvimento na regulacdo da cromatina.
Existem algumas principais modificacdes poOs-traducionais que acontecem na
cauda das histonas, como acetilagdo e metilagdo, que ativam e reprimem a
transcricdo. Em combinacdo com o DNA, as histonas formam uma rede

sinalizadora que permitem modular a expressao génica (MENDITI, 2007).

De acordo com Menditi (2007) e Archin (2008), a acetilagdo das histonas
€ controlada essencialmente por duas enzimas, histonas acetiltransferases e
histonas deacetilases. A oscilagdo entre a acetilacdo e desacetilagdo destas
proteinas em regides promotoras tem sido intimamente associada a
carcinogénese, uma vez que estas desempenham papel chave na regulacéo
da expressado de genes. As HDACs removem o grupo acetil de um aminoacido
das histonas, condensando a cromatina e consequente levando a repressao

transcricional, opondo-se a histonas acetiltransferases.

Existem 11 HDACSs, divididas em 4 classes dependendo de sua
sequéncia homéloga e de sua localizacdo: classe | (HDAC 1, 2, 3 e 8); classe
lla (HDAC 4, 5, 7 e 9) classe IIb (HDAC 6 e 10) e classe IV (HDAC 11).No
estado de laténcia do HIV, as histonas deacetilase suprimem a expressao do
virus, por catalisar a desacetilacdo das caudas das histonas, mantendo-as
compactas. Agentes inibidores de histonas deacetilase (HDACI), levam a
acetilacdo das histonas, levando ao relaxamento da cromatina e inicio da

transcricdo, conforme mostra a figura 11. Desta maneira, conforme importante
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papel desempenhado pela histona deacetilase, os agentes inibidores de HDAC
parecem suspender o estado de laténcia do HIV, induzindo a expresséo do
virus em células infectadas (RASMUSSEN, 2013).

DNA
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LTR
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Grupo acetil

Figura 11: Mecanismo de ag¢do dos inibidores de histona deacetilase. No estado latente as
HDACs suprimem a expressdo do HIV. A inibicdo de HDACs promove a acetilacdo das
histonas por HATs levando ao relaxamento da cromatina e a iniciacdo da transcricdo. FONTE:
RASMUSSEN, 2013 MODIFICADA.

Estudos clinicos realizados por Archin e colaboradores (2008)
corroboram com este conceito. Nesse estudo, 0s pesquisadores avaliaram o
efeito do Vorinostat (potente inibidores de histonas deacetilase) na infeccéo
latente in vivo. Foram recrutados pacientes com HIV-1 com menos de 50
cépias por ml de RNA por pelo menos 6 meses, contagem de células TCD4+
acima de 300/uL e em uso constante de antirretrovirais. Apés algumas horas
de exposicdo ao Vorinostat, a expressdo de RNA viral foi significativamente
regulada em 8 de 9 pacientes. Além disso, a expressdo também aumentou
ap6s exposicdo a fitohemaglutinina, lectina que possui excelente grau de

atividade mitogénica, estimulando a mitose de linfocitos T (figura 12).
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relativas de RNA do HIV-1 em células TCD4+ de 13 pacientes com HIV e em tratamento com
antirretrovirais. As células foram cultivadas sozinhas, com Vorinostat 335 nM ou com 3 pg/ml
de PHA por 6 horas. Nota-se que as células tratadas tiveram maior expressdo de RNA quando
comparadas a células néo tratadas. FONTE: ARCHIN, 2008.

Apoés algumas semanas de exposi¢cao ao Vorinostat, a expressao de
RNA foi medida novamente, e esta foi ainda mais significativa, como mostra a

figura 13:
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Figura 13: Quantificacdo de HIV-1 RNA apds dose de 400mg de Vorinostat (VOR). O nimero

de copias relativas de RNA medidas em células TCD4+ de oito pacientes HIV+ é mostrado com
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uma Unica dose de VOR em comparagdo com tratamento com antirretrovirais, onde as células
tratadas com VOR possuem maiores quantidades de cépias de RNA viral. FONTE: ARCHIN,
2008.

Todas essas observagbes sustentam a teoria de que o aumento da
expressao do RNA do HIV em células latentes esta intimamente relacionado a
exposi¢cdo ao Vorinostat. Contudo, enquanto a desacetilacdo de histonas esta
associada a expressédo de RNA viral, os mecanismos moleculares pelos quais
0 Vorinostat medeia esta a¢ao, nao estdo totalmente elucidados. Outrossim,
mais estudos sdo necessarios para determinar a dose ideal e toleravel de
HDACI, para que estes tenham o efeito biolégico esperado (ARCHIN, 2008;
SHIOZAWA, 2009).

Além do Vorinostat, existem outros eficientes HDACi em estudos
clinicos, como o Givinostat e o Panobinostat. Inicialmente comparado ao acido
valpréico, o Givinostat € um potencial farmaco em propriedades anti-
inflamatérias e antineolplasicas. Este parece induzir a expressdo do HIV
aproximadamente 10 vezes mais do que o VPA, sendo mais potente do que o
Vorinostat, além de reduzir a expressdo de CXCR4 e CCR5. Contudo, este
farmaco pode favorecer a persisténcia da infeccao viral, por meio da inducao
da proliferacéo de células latentemente infectadas e inibir a funcdo de células T
efetoras especificas contra o HIV. Mais pesquisas sao necessarias para
esclarecer completamente o papel deste inibidore de histonas deacetilase
(RASMUSSEN, 2013).

Segundo estudos, o Panobinostat também demonstra eficiéncia em
reativar a expressao do HIV em células em estado latente quando comparado a
outros HDACI. Seu tempo de eliminacao é relativamente longo, prolongando a
acetilacdo das histonas por cerca de 7 dias apds sua segunda dose. Esta é
uma vantagem, pois isso permite doses intermitentes, reduzindo o risco de
trombocitopenia, reacdo observada com todos os inibidores de HDAC
(RASMUSSEN, 2013).

Os efeitos imunomodulatérios dos HDCAiI envolvem tanto sinais

epigenéticos quanto inflamatorios, como regulacdo de NF-kB/p65, fator de
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transcricdo que participa da resposta inflamatéria, sendo inativo no citoplasma
e ativo no ndcleo, promovendo a transcricdo de genes. A maioria dos efeitos é
anti-inflamatério, porém cada isoforma prépria possui seus mecanismos
inibidores diferentes, mostrando grande diversidade (RASMUSSEN, 2013;
LAWRENCE, 2009).

A acdo dos inibidores de HDAC sobre os linfocitos T, e principalmente
sobre as células T reguladoras, altamente relevante no cenéario do HIV. A
progressdo da doenca esta diretamente ligada a hiperativacdo imune,
reduzindo o numero e a funcdo dos linfécitos Treg (RASMUSSEN, 2013;
LAWRENCE, 2009).

As células Treg sdo componentes importantes na tolerancia imunoldgica,
induzindo a supressao de células T efetoras e bloqueando a ativacdo destes
linfécitos, controlando assim a resposta imunolégica (RASMUSSEN, 2013).

A terapia com HDACI, como por exemplo Vorinostat e Panobinostat,
pode estimular a producdo de Foxp3+ pelo timo. O fator nuclear Foxp3+
desempenha um importante papel no desenvolvimento e funcéo de células do
sistema imune. Desta forma, estes farmacos possuem importante papel na
diferenciacdo de células em Treg, além de aumentarem a acetilagdo do
Foxp3+, protegendo-o da degradacdo por proteossomos (RASMUSSEN,
2013).

Assim, a supressao imunitaria induzida por meio de Tregs pode impactar
no decurso da infeccdo pelo HIV. E importante destacar que a expansdo de
Treg causada por HDCAI pode ser benéfica, suprimindo a ativacao
generalizada de linfécitos T, ou prejudicial, enfraquecendo respostas
especificas para o HIV, impedindo a depuracdo de células TCD4+ infectadas
de forma latente. Pesquisas e estudos estdo em andamento para avaliagdo do
exato papel dos HDACi exercido sobre o Treg, e seus desdobramentos
(RASMUSSEN, 2013).

Ha no minimo 20 anos cientistas do mundo todo tentam achar um
antigeno que seja eficiente em promover de diferentes maneiras a protecao do
organismo contra o HIV e assim criar uma vacina eficaz. Dentre as possiveis
estratégias para producdo de vacinas existem duas linhas principais de

pesquisa, uma delas visa induzir uma resposta imune estéril e a outra uma
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resposta imune parcial. No primeiro caso, a ideia seria induzir anticorpos que
fossem capazes de neutralizar de forma ampla peptideos do envelope viral e
assim impedir a infeccdo; no segundo caso, o foco € a inducdo de resposta
imune celular WAWER et.al., 2005; RIBEIRO, 2010; ROSA et al.,2011).

Vacinas compostas por anticorpos monoclonais dirigidos a determinados
epitopos virais apresentam grande capacidade de neutralizar de forma isolada
o HIV-1. A inducéo destes poderia bloquear a infeccdo pelo virus gerando uma
imunidade estéril, porém a criacdo de uma vacina esterilizante contra o HIV-1
capaz de induzir de maneira rapida a producdo de anticorpos neutralizantes &
um grande desafio. Alguns ensaios realizados mostram que 0s anticorpos
induzidos pela vacinacdo néo apresentam capacidade de neutralizacdo e nao
exercem nenhuma pressdo imunoldgica sobre o virus, confirmando assim a
necessidade de um imunégeno (RIBEIRO, 2010; FLYNN et.al., 2005; ROSA et
al., 2011).

Em particular, citosinas que desempenham um papel importante na
proliferacdo e homeostase de células T, como a IL-2 e IL-7 estdo sob estudos
clinicos. A apoptose € um dos principais mecanismos de deplecdo de células
TCD4+ em pacientes infectados pelo HIV. De acordo com Vassena e
colaboradores (2007), a IL-7 exerce uma grande funcdo contra a apoptose
espontanea de células TCD4+ procedentes de individuos acometidos pelo

virus.

Para avaliar os efeitos da IL-7, Vassena e colaboradores (2007)
realizaram um estudo de coorte com pacientes com HIV em diferentes estagios
da doenca. As células mononucleares do sangue periférico destes individuos
foram cultivadas ex vivo na presenca e na auséncia de IL-7. Com o objetivo de
obter-se um patamar, a apoptose foi medida no primeiro dia de cultura, e
posteriormente a cada dia, durantes 7 dias. Como marcadores de apoptose,
foram usadas as técnicas de ligacdo de anexina V e ativagdo da caspase 3. A
anexina V € uma proteina que possui grande afinidade com fosfatidilserina,
presente no folheto intracelular da membrana plasmatica das células. Quando
a ceélula entra em processo de apoptose , a fosfatidilserina é deslocado para o
folheto extracelular da membrana, permitindo sua ligagdo com a anexina V. As

caspases sdo proteinas que também possuem acdo diretamente ligada a
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apoptose. Quando ha alguma alteracdo intracelular, a mitocéndria libera
substancias pro-apoptéticas no citoplasma, ativando as capazes, culminando
na apoptose celular.

Como mostra a figura 14, a proporgéao de ligagdo de anexina V no dia
zero foi similar no controle e nos pacientes infectados, mas aumentou
significativamente na cultura ex vivo com pacientes soropositivos. O acréscimo
de IL-7 provocou uma dramatica reducdo nos niveis de apoptose espontanea

em células de todos os pacientes infectados testados (VASSENA, 2007).

HIV+ HIV-

(@
30 4
20 -
0

T T

Dia0 _C IL-7 Dia0 .C IL-7

% ceélulas anexina V+

Dias 1-7 Dias 1-7

Figura 14: Efeitos protetores da IL-7 contra a apoptose de células cultivadas ex-vivo em
pacientes infectados e ndo infectados em 7 dias consecutivos. A porcentagem de ligacdo de
anexina a células tratadas com IL-7 (verde) em individuos com HIV foi significativamente mais
baixa quando comparadas a células ndo tratadas (rosa). C representa controles nao tratados.
FONTE: VASSENA, 2007 MODIFICADA.

Do primeiro ao sexto dia de cultura com IL-7, a anexina V reduziu
significativamente, enquanto que no dia 7, ndo houve diferenca significante,
como é possivel observar no figura 15. A reducdo da apoptose foi calculada
pela subtracdo da porcentagem de anexina V de células tratadas com IL-7 a
partir da porcentagem de anexina V em células controle ndo tratadas
(VASSENA, 2007).

41



30
25 — * T

20 - * *

54 &
10
5

—=+0
O +*

l

|

Reducgao das células anexina V+
(% total da populagao celular)

o 4. Goddbssninssoness V.= 1 I——— . O P S ns
O
o
-10 - O
-15 o & 5 =
-20 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Dias em cultura

Figura 15: analise da reducdo da ligacdo de anexina V mediada por IL-7 durante 7 dias de
cultura ex vivo de células de pacientes infectados por HIV. Até o sexto dia a porcentagem de
Anexina foi reduzida, porém no sétimo dia esta ndo apresentou importante reducao. A reducao
da apoptose pela IL-7 foi calculada pela subtragdo da ligacdo da anexina V a células tratadas
com IL-7 pela porcentagem de ligagdo da anexina V a células nao tratadas. FONTE:
VASSENA, 2007 MODIFICADA.

Os efeitos anti-apoptéticos da IL-7 também foi investigados através
medindo a ativagéo da caspase 3. Os niveis médios da sua ativagdo durante os
7 dias de cultura foram significativamente mais baixos nas células tratadas com
IL-7 do que em células néo tratadas (figura 16) (VASSENA, 2007).
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Figura 16: andlise da ligacdo de anexina V e a ativacdo de caspase 3 em células sanguineas

de um paciente com HIV-1 na presenga ou auséncia de IL-7 a 5 ng/mL. Os niveis de ativagcdo
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de caspase 3 sdo idénticas as da anexina V na presenca e na auséncia de IL-7, demonstrando
sua atuacao contra a apoptose. FONTE: VASSENA, 2007 MODIFICADA.

Outra descoberta realizada por Vassena e colaboradores (2007),
evidencia que a reducdo de apoptose mediada por IL-7 foi inversamente
correlacionada com o nivel de células TCD4+ em circulagdo. Desta maneira,
embora possuam uma disfuncdo imune mais grave, 0s pacientes com baixa
contagem de linfocitos TCD4+ mostraram maior sensibilidade para a
interleucina 7, ao passo que aqueles com maiores contagens de células T
CD4+, cujos niveis de apoptose geralmente sdo menores, exibiram menor

sensibilidade.

E importante ressaltar que a IL-7 ndo interrompe a laténcia viral em
células TCD4+, mas a terapia com essa citosina aumenta significativamente o
namero de TCD4+ de memdaria circulantes (RASMUSSEM, 2013).

Apesar do comportamento da IL-7 in vivo no desenrolar da infeccédo por
HIV ainda ser mal compreendida, esta interleucina pode ter potencial como
terapia adjuvante em individuos soropositivos em associacdo com
antirretrovirais e outras terapias (RASMUSSEM, 2013; VASSENA, 2007).

Outra terapia em estudo compreende o uso de agonistas de receptores
semelhantes a Toll. Os TLR constituem uma familia de receptores que
reconhecem padrdes moleculares, frequentemente associados a agentes
infecciosos. Estas moléculas estdo presentes na superficie das células do
hospedeiro, e quando reconhecem patégenos geram sinais que levam a
producdo de citosinas pro-inflamatérias cruciais na ativacdo de respostas
imunes inatas. Até o momento, 10 diferentes familias de TLR foram
identificadas. Os TLR 1, 2, 4, 5, 6 estdo presentes na membrana plasmatica,
contendo dominios intracelular e extracelular. Os receptores semelhantes a Toll
3, 7, 8, 9 e 10 estédo localizados intracelularmente nos endossomos e nao

possuem dominio extracelular (FERRAZ, 2011).

7

A estimulagdo néo especifica do sistema imune inato via TLRs é
utilizada para tratar algumas doencas virais. Alguns ligantes de TLR parecem
modular infecgéo latente pelo HIV. A flagelina, agonista do TLR-5, resulta na

ativacdo de NF-kB, além de induzir a expresséao de células T de memoria em
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repouso. Oligodeoxinucleotideos CpG (CpG ODNS) sintéticos, agonistas do
TLR-9, parecem induzir a reativacdo do HIV in vitro. Estudos demonstram que
ha um efeito sinérgico entre CpG ODNs e os HDACi em combinagdo. O
tratamento de células infectadas de forma latente, com concentracdes
crescentes de CpG ODNSs gerou aumentos significativos da producéo de HIV
apos estimulagdo com baixas concentracdes do HDACi Panobinostat, como
mostra a figura 17 (RASMUSSEN, 2013).
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Figura 17: Estimulacdo da expressdo do HIV através de CpG e Panobinostat. E possivel
deduzir que combinar CpG e Panobinostat induz consideravelmente a expressao do HIV, do
gue cada tratamento individualmente. FONTE: RASMUSSEN, 2013.

De alguns anos para ca, pesquisadores intensificaram estudos e ensaios
clinicos com a finalidade de criar um imundégeno que fosse capaz de induzir
resposta imune celular especifica e amplamente eficaz, incluindo uso de
vacinas de DNA e vetores virais recombinantes. Um desses projetos, batizado
de vacina HIVBri8, visa retardar a instalacdo da imunodeficiéncia e reduzir a
transmissao, ja que ndo impede a infeccdo e sim melhora a resisténcia dos
sistemas imunolégico (ROSA et al., 2011; RIBEIRO, 2010).

A vacina HIVbrl8 foi idealizada por pesquisadores brasileiros e
inicialmente testada em camundongos geneticamente modificados. Os animais

utilizados na pesquisa foram modificados para expressar moléculas do
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complexo principal de histocompatibilidade humano de classe dois, para
verificar a imunogenicidade dos antigenos. Os camundongos transgénicos para
HLA de classe dois foram modificados para quatro diferentes moléculas, sendo
elas: DR2, DR4, DQ6 e DQ8. Estas sdo mais comuns, estando presente em
aproximadamente 50% da populacdo (ROSA et al., 2011, APOSTOLICO, 2013;
BISCASSI, 2013; MIRANDA, 2015).

A HIVBrl8 mostrou-se eficaz em produzir respostas imunes de
linfécitos T nos quatro diferentes gendtipos de camundongos BALB-c. Dos 18
epitopos presentes no teste, a maioria se ligou a, pelo menos 50% das
moléculas HLA-DR testadas, principalmente DR2, DR4 e DQ6; cada molécula
se ligou a mdultiplos peptideos, um indicativo de que o individuo pode
apresentar uma resposta ampla (ROSA et al., 2011; APOSTOLICO, 2013;
SANTANA, 2014).

O estudo demonstrou a eficacia da HIVbrl8 que tem por objetivo ampliar
a resposta de linfécitos T auxiliares e induzir proliferacdo de linfécitos T
citotoxicos. A HIVbrl8 é composta por 18 epitopos provenientes de diferentes
regibes de algumas proteinas virais por meio de uma sequéncia de
nucleotideos codificadas por meio de DNA recombinante inserido em um vetor
viral adequado. Diferente dos outros estudos essa vacina selecionou, com a
ajuda de um programa de computador, fragmentos antigénicos que tivessem
maior chance de serem reconhecidos. Foram selecionadas nas proteinas virais
as partes mais preservadas, ou seja, que ndo eram mutaveis, com resposta
mais ampla na populagdo celular em geral, e mais comuns nos diferentes
subtipos virais. As regifes utilizadas foram das proteinas: pl7, p24, p6; da
enzima: integrase; das glicoproteinas: gp41, gpl160; e dos genes: ver, vpr, Vif,
vpu e nef. Essas proteinas foram selecionadas devido a sua conservagao e por
serem frequentemente reconhecidas em amostras de individuos infectados
como importantes imundégenos (ROSA et al.,, 2011; APOSTOLICO, 2013;
SANTANA, 2014).

O estudo demonstrou que ocorre uma grande proliferacdo de células
TCD4+, a maioria dos peptideos se ligou a pelo menos 50% das moléculas
HLA-DR de classe Il testadas em animais, e cada molécula se ligou a multiplos

peptideos, no caso responderam a 11 epitopos ou mais da vacina. A resposta
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de TCD8+ foi menor quando comparada a TCD4+, porém houve o
reconhecimento de 6 epitopos; sete epitopos causaram a secrecao de IFN-y
pelas células mononucleares do sangue periférico, sendo assim houve
resposta positiva a vacina, mas 0s autores acreditam que em humanos as
respostas deverdo ser maiores e mais eficazes (RIBEIRO et al., 2010).

Em seguida, foi produzido um gene sintético com otimizacdo de
cédon para expressao dos epitopos em células de mamifero. Esta sequéncia
foi clonada em um vetor chamado p-VAX1. Com o éxito na primeira etapa dos
testes em camundongos, nos anos seguintes foram testados em macacos
Rhesus, pois seu sistema imune assemelha-se muito ao do humano. A
resposta observada foi 10 vezes mais intensa do que a vista nos
camundongos, tendo em vista a capacidade o proximo passo foi testar a
insercdo do DNA, que codifica os fragmentos, em varias vacinas com virus
atenuado para verificar qual seria o melhor vetor (RIBEIRO, 2010; ROSA,
2011; SANTANA, 2014).

O grande efeito dessa vacina seria reduzir a transmissao, jA que uma
viremia baixa apresenta efeito direto na progressdo da AIDS e sua
transmissao. Ja foi observado em pacientes portadores do virus HIV que o
sistema imune combate naturalmente o virus (figura 18), principalmente por
meio de células citotdéxicas. Porém, ao longo do tempo, com o aumento da
replicacdo viral essas respostas vdo diminuindo levando a progresséo da
doenca; individuos infectados que conseguem controlar a viremia sem ajuda de
terapia antirretroviral apresentam uma resposta persistente e vigorosa de
linfocitos TCD4 especificos e assim acabam por produzir mais IFN-y (ROSA et
al.,2011; CONNOLLY et al., 2008; MUDD et al., 2012; APOSTOLICO, 2013;
SANTANA, 2014).
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Figura 18: Curso natural da infec¢do pelo HIV. No gréfico superior a viremia é representada
nas diferentes fases da doenca, assim como o risco de transmissdo, na parte inferior do gréafico
estdo sendo avaliadas, concomitantemente, os anticorpos especificos, células citotoxicas e
TCDA4. FONTE: SIMON et. al., 2006.

Esse tipo de vacina prolongaria a sobrevida da doenca nos individuos
vacinados mesmo que ndo sejam capazes de bloquear a replicagéo viral. Com
0 tempo, mesmo que esta ndo impeca 0s pacientes de adquirirem a doenca,
ndo haveria novos casos e assim seria reduzido a zero o indice de pessoas
infectadas (ROSA et al., 2011; CONNOLLY et al., 2008; MUDD et al., 2012;
APOSTOLICO, 2013; SANTANA, 2014).

Os ensaios realizados até hoje demonstram que as vacinas
precisam ser capazes de induzir uma resposta imune ampla e funcionalmente
relevante contra epitopos conservados do virus na maioria dos individuos. Nao
se sabe de fato quais antigenos sado mais reativos, o virus varia rapidamente e
apresenta alguns subtipos. Em um paciente pode haver a cada dia virus com
sequencias génicas diferentes (RIBEIRO, 2010; ROSA et al., 2011).

Vacinas de DNA normalmente apresentam imunogenicidade elevada

guando testadas em camundongos e modelos menores, mas em primatas e,
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principalmente em humanos, sua eficacia € limitada. A eficiéncia das vacinas
pode ser aumentada com uso de adjuvantes, cujos tém por objetivo aumentar a
resposta a uma vacina na populacdo em geral, jA que aumenta os titulos de
anticorpos e/ou porcentagens de individuos protegidos; aumentar a taxa de
soro conversao na populacdo com capacidade de resposta reduzida devido a
idade; reduzir a quantidade do antigeno a ser usado e o numero de doses da
vacina (SANTANA, 2014; COFFMAN et al., 2010).

Os adjuvantes apresentam variados mecanismos de agdo e devem ser
escolhidos de acordo com a rota de administracdo e efeito desejado. Os
mecanismos podem incluir: aumento de meia-vida dos componentes da vacina,
acao direta ou indireta das células apresentadoras de antigenos, inducao de
citocinas imunomoduladoras, auxilia no direcionamento do antigeno nos érgaos
linfoides, entre outros. Adjuvantes podem ser sais de aluminio, polimeros
sintéticos e até mesmo glicoproteinas (SANTANA, 2014; COFFMAN et al.,
2010; APOSTOLICO, 2014).

Para vacina em questao foi usado um adenovirus de sorotipo 5 (Ad5) e
foi inserido neste a sequéncia de DNA que codifica a enzima galactosidase da
bactéria E. coli como forma de controle, o adenovirus recombinante foi
denominado como rAdlacZ. Inicialmente, era necessario verificar se a vacina
Ad5-HIVBri18 poderia ser mais imunogénica que a vacina com a sequéncia de
DNA contendo HIVBrl18 sozinha, para isso avaliaram células do baco quanto a
proliferacdo de TCD4 e TCD8. Os animais que receberam duas doses de Ad5-
HIVBrl8 apresentaram proliferacdo significativamente maior do que o grupo
gue foi imunizado com a vacina de DNA de HIVBri18, a proliferacdo especifica
para o HIV era acima de 20% nas células TCD4 e acima de 10% nas células
TCDS (figura 19) (ROSA et al., 2011).
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Figura 19: Imunizagdo com adenovirus que codifica 0 gene multiepitopo. Foram avaliadas por
citometria de fluxo e células marcadas com o fluorocromo CFSE sensiveis para proliferacéo do
antigeno especifico. Os camundongos foram imunizados por via intramuscular e subcutanea,
recebendo 3 doses da vacina DNA HIVBrl18 e 2 doses com o adenovirus recombinante. Os
controles receberam o plasmideo pVAX1 sozinho ou com a Ad5-Bgal.ainda existe um grupo
gue recebeu um prime-boost, refor¢co de Ad5. FONTE: ROSA et al., 2011.

Com uso do ensaio ELISPOT de IFN-y, foi analisado o perfil e a producéo
de citocinas nas células T especificas , observou-se nas células do bago que os
animas que receberam a vacina com adenovirus por via subcutanea
apresentaram uma diferengca significativa na secrecdo de IFN-y quando
comparados com que receberam a vacina sem o adenovirus (figura 20) (ROSA
etal., 2011).
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Figura 20: Imunizagdo com Ad5-HIVBr18 induz um maior nimero de células T polifuncionais
guando em comparagdo com os outros protocolos. Duas semanas apos a Ultima imunizagao
as células do baco foram analisadas quanto suas respostas imunes especificas contra os
peptideos do HIV, a frequéncia de IFN-gama secretado foi medido por ELISPOT. FONTE:
ROSA et al.,2011.

Foi analisado também o perfil funcional das células, por citometria de
fluxo multiparamétrica, este método possibilitou caracterizar as ceélulas T
especificas do antigeno com base na sua capacidade proliferativa e de
produzir citocinas como IFN-gama, TNF-alfa, e IL-2. A imuniza¢do subcutanea
com Ad5-HIVBri18 induziu TCD4 a secretarem mais citocinas com tais perfis,
superando TCDS (figura 21) (ROSA et al., 2011).
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Figura 21: Imunizagdo com Ad5-HIVBr18 induz um maior nimero de células T polifuncionais
guando em comparacdo com 0s outros protocolos. As células do baco foram marcadas com
CFSE para analisar a frequéncia de proliferacdo das células TCD4 e TCD8 produtoras de
citocinas. FONTE: ROSA et al.,2011.

Uma analise booleana possibilitou avaliar o perfil polifuncional das
células T induzidas com base na capacidade funcional, com um método para
detectar proliferacdo celular e producéo de citosinas por citometria de fluxo foi
observado a partir da populacéo de citocinas que a populacdo de células TCD4
apresentava um perfil semelhante polifuncional em todos 0s grupos
imunizados. No entanto o grupo imunizado com a vacina contendo o
adenovirus 5 induziu um numero maior de células TCD4 capazes de proliferar
e produzir IFN-gama e TNF-alfa, sozinho ou combinado, quando comparada
com o grupo imunizado com HIVBrl8. Também foi possivel observar que para
as ceélulas TCD8 houve uma maior prevaléncia na producdo de IFN-gama e
TNF-alfa, juntas ou separadas , em todos 0s grupos imunizados, sendo que o
grupo que foi imunizado com Ad5-HIVBr 18 apresentou maiores percentuais de
células produtoras de citocinas do que o grupo que foi imunizado com a vacina
de DNA (ROSA et al., 2011).

Para verificar se o protocolo de vacinagcdo com o Ad5 seria capaz de
apresentar uma resposta imune especifica ampla foi feita um teste ELISA com
IFN-gama estimulado com cada um dos 18 peptideos codificados. A
imunizacdo com HIVBr-18 induz resposta para sete deles; a imunizacéo
subcutanea com a vacina que contem o adenovirus induz resposta para dois
peptideos a mais (figura 22), o vetor viral selecionado foi capaz de aumentar a
imunogenicidade e em menor grau também apresentou impacto na amplitude

das respostas imunes contra os epitopos (ROSA et al., 2011).
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Figura 22: Amplitude das respostas imunes nos diferentes protocolos de imunizacdo. Duas
semanas apo6s a ultima imunizacdo, as células do baco foram analisadas quanto a resposta
especifica de IFN-gama. Foram avaliadas in vitro na presenga dos 18 epitopos do HIV-1, os
graficos mostram a frequéncia de células T especificas e secretoras de IFN-gama para cada
peptideo. FONTE: ROSA et al. ,2011.

Dada a importancia das respostas induzidas pela vacina em longo prazo,
foi possivel avaliar a presenca de células T especificas apds 28 semanas
(figura 23), as respostas proliferativas foram mensuraveis ate este periodo.
Porem muito maiores no grupo imunizado por via subcutanea com Ad5HIVBrl18
(ROSA et al., 2011).
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Figura 23: Ad5-HIVBri8 induz respostas proliferativas mais elevadas até 28 semanas apoés a

ultima imunizagdo. Vinte e oitos semanas ap0s a ultima imunizacéo, as células do baco dos
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animais imunizados foram reunidas, marcadas com CFSE e cultivadas durante 5 dias na
presenca de peptideos de HIV-1 combinados. FONTE: ROSA et al.,2011.

A capacidade das células secretarem citosinas ao longo do tempo
também foi avaliada, por ELISPOT, foi detectavel a secrecdo de IFN-gama em
todos os grupos imunizados ate 28 semanas e foi significamente maior no
grupo imunizado com Ad5-HIVBri8. A analise mostrou que diferentes
protocolos de imunizacdo induzem de 4-9% de células TCD4 que proliferaram
e produziram pelo menos uma citosina em resposta aos peptideos do HIV.
Quando analisado o periodo de tempo, e possivel observar que a Ad5-HIVBrl18
induziu um numero muito maior de células especificas do peptideo TCD4
proliferativas e capazes de produzir IFN-gama e TNF-alfa simultaneamente,
mostrando que os protocolos de imunizacao a base do Ad5, principalmente por
vias subcutadneas, geram uma resposta especifica mais duravel do que a
imunizacgéao feita por DNA (ROSA et al., 2011).

Por fim, foi avaliada na semana 28 a amplitude das respostas imunes
para todos o0s grupos imunizados, foi possivel avaliar que o numero de
peptideos reconhecidos variaram de 2-9. A resposta mais ampla foi vista no
grupo que recebeu a vacina HIVBrl8, a comparagdo das semanas 2 e 28
mostraram que diferentes epitopos foram alvos. Com excecao da pl7 todas as
respostas foram maiores nos grupos imunizados por via subcutanea quando
usado o Ad5, esses mostram que 0 impacto na magnitude da resposta imune

induzida com o tempo foi maior (ROSA et al., 2011).

No ambito de pesquisas por vacinas, a RV144 se destaca. Este estudo
conduzido por pesquisadores da US Military HIV research program localizada
em Bethesda, combina duas vacinas que ndo mostraram eficacia quando
administradas separadamente, a ALVAC-HIV e AIDSVAX B/E. A ALVAC-HIV é
uma vacina baseada em um pox-vetor de clonagem viral recombinante
(canarypox), contendo o dominio Gag-pro e as glicoproteinas 41 e 120 da cepa
viral 92TH023, e a AIDSVAX B\E € uma vacina bivalente contendo a GP-120
da cepa MN. Desta forma, combinando uma vacina contendo DNA com outra
vacina de proteinas, a RV144 induz tanto resposta imune celular quanto
humoral (KARASAVVAS et al, 2012; KIM et al, 2014).
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Tanto a gpl20 quanto a gp4l apresentam grande variabilidade em sua
sequencia primaria entre os diferentes subtipos de HIV-1 descritos. Tal
variabilidade genética é fundamental para que a evasao da resposta imune
ocorra, assim como o desenvolvimento da resisténcia a antirretrovirais
(GRANADOS-GONZALES et al, 2009).

A entrada do HIV-1 na célula hospedeira envolve a unido da gp120 com
o receptor de membrana CD4. Essa unido leva a modificacdes tanto na gp120
como da CD4, facilitando a interagdo com os correceptores CCR5 e CXCR4
(Figura 33). A wunido dos correceptores produz novas mudancas
conformacionais e permite a dissociacdo entre a gpl20 e a gp41l, levando a
fusdo das membranas viral e celular (GRANADOS-GONZALES et al, 2009).
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Figura 24: Descricdo das etapas importantes durante a infeccdo do virus da
imunodeficiéncia humana em células alvo. Papel das diferentes estruturas envolvidas na uniao
da glicoproteina 120 aos receptores e co-receptores. 1) Estrutra trimérica funcional da
glicoproteina 160 diagrama funcional estrutura trimérica glicoproteina 160. 2) Apés a unido da
glicoproteina 120 ao receptor CD4, que induz alteracdes conformacionais, as regibes V1/V2 e
V3 sdo abertas permitindo a ligagdo aos co-receptores. 3) Depois de alteracbes
conformacionais V1 / V2 e V3 se ligam diretamente aos co-receptores, 0 que induz a outras
alteracbes conformacionais que permitem a exposicao da glicoproteina 41 e a formagédo do

péptido de fusao.

A gpl20 (figura 25) € composta por 5 regides variaveis (V1 a V5) e 5
regides constantes (C1 a C5) que tendem a ser similares entre os diferentes
virus isolados. As regibes V1, V4 e V5 ndo possuem funcgdes claramente

definidas, entretanto sabe-se que mutac¢des no loop V1 pode afetar a formacéo
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de sincicios virais, mas mais estudos sdo necessarios para elucidar as corretas
funcdes de tais regides. A regido V3 possui fungcdo pouco mais elucidada, e
estudos demonstram que a supressdo desta regido anula completamente a
infectividade do HIV. (GRANADOS-GONZALES et al, 2009).

v

OQuter
domain

V4

Figura 25: Representa¢do da estrutura da gp120, evidenciando os 5 loops variaveis (V1 a V5) e
o sitio de ligagdo do CD4. FONTE: DISKIN et al, 2010 (ADAPTADA).

As regibes V1 e V2 encontram-se unidas por pontes de dissulfeto,
formando o dominio V1V2 (Figura 26). Epitopos encontrados no segundo loop
variavel (V2) foram associados com fungBes do envelope do HIV que séo
importantes na infectividade, escape de anticorpos neutralizantes, formacéo de
trimeros de env, e protecdo do sitio de ligacdo de correceptores. Utilizando
andlises como microarray e ELISA, foi demonstrado que os imundégenos
usados no estudo induzem anticorpos contra o loop V2 da glicoproteina 120 de
diversos subtipos de HIV-1 (KARASAVVAS et al, 2012; KIM et al, 2014).
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Figura 26: Estrutura das regides variaveis V1 e V2. O dominio V1 V2 contém epitopos
lineares, caracterizados por composicdo muito heterogénea de aminoacidos; No entanto,
apresenta um epitopo relativamente conservado, que é o alvo de anticorpos neutralizantes.
FONTE: GRANADOS-GONZALES et al, 2009.

Cerca de 16 mil voluntéarios tailandeses, em um ensaio randomizado e
duplo cego, receberam doses da ALVAC-HIV nos meses 0, 1, 3 e 6 e AIDSVAX
B\E no terceiro e sexto més. Pesquisadores descobriram que anticorpos contra
subtipo B da gp120, mais especificamente contra o loop V2, parecem diminuir o
risco de infeccdo com a RV144 (KARASAVVAS et al, 2012; KIM et al, 2014).

Para melhor investigar as respostas induzidas pela vacina RV144, foram
realizados testes de ELISA, usando a vacina com trés proteinas recombinantes
da gpl120 de diferentes cepas do HIV-1: MN, 92THO023 e A244. A244 e
MN compreendem o boost de proteina (AIDSVAX BJ/E), e 92TH023 o vetor
canarypox. Amostras do plasma sanguineo dos voluntarios foram testadas em
9 momentos: visita 1, na pré-vacinacdo; visita 8, duas semanas apds a
vacinacao, e visita 9, 28 semanas ap0s a vacinacdo. Os testes foram feitos
com o objetivo de avaliar a resposta de anticorpos contra proteinas da gp120,
como mostra a figura 27. Como se pode observar no grafico, as respostas na
visita 1 foram negativas. Dos 32 vacinados, 31 (97%) obtiveram uma ampla
resposta contra as trés proteinas recombinantes na visita 8, com reatividade
contra MN e A244 maiores, seguida pela 92TH023. Apesar de a frequéncia de
respostas positivas na visita 9 nao ter mudado apos 6 meses da administracao
da ultima vacina, as repostas contra as trés proteinas gpl20 declinaram
(KARASAVVAS et al, 2012; GRANADOS-GONZALES et al, 2009).

56



A I'- acy il'l\'

i i
' ]
1 v
1 0
E % - & A '
: | kL -.
; 1 él [} ﬁ
[
o o B4 q | oo i'%,;-h
B L) (] & At
g ==l 5 &8
= L AL Al P ?,‘_ﬁ
3 [} iy [
5 ﬂ ] iy & ] Eh
6 -:.U &a&: :_ "é-‘%
& - &
i
e s ity R .
i _ﬁ -. 8 'h ] . -ﬂ | A
Hisit 1 # L) | -] 4 1 £ 9
WM AITHO23 Ad44
E Placebi

Ahsoroance 40> mm

MM G2THOZ3 A244

Figura 27: respostas de anticorpos IgG contra proteinas recombinantes do env do HIV-1 com a
vacina RV144 e placebo. (A) respostas de anticorpos contra proteina gpl120 recombinante MN,
A244 e 92THO023 nas visitas 1, 8, e 9 determinadas por ELISA, usando amostras de plasma
sanguineo. (B) Respostas de anticorpos para as mesmas proteinas recombinantes e visitas
com placebo. FONTE: KARASAVVAS ET AL, 2012.

Com base nas respostas de anticorpos para os peptideos lineares
inseridos no loop V2, Karasavvas e colaboradores (2012) concluiram que o0s
anticorpos interagem com a regiao mediana do loop V2, regido esta que
contem aminoacidos altamente conservados.

Para analisar a inducao de anticorpos especificos para o loop V2 com a
RV144, pesquisadores sintetizaram peptideos ciclicos (Cyc) do V2 baseados
na glicoproteina 92TH023. Para verificar as respostas de anticorpos contra as

extremidades e do meio do loop V2, dois peptideos ciclicos adicionais foram
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usados (Scr Fl e Scr MR). Amostras de plasma das visitas 1 e 8 foram testadas
contra estes peptideos ciclicos pelo método de ELISA (Figura 28). Nenhuma
resposta de anticorpos a estes peptideos foi observada na pré-vacinacao (visita
1). Dos 32 individuos vacinados na vista 8, 31 destes tiveram respostas
positivas de IgG contra os peptideos ciclicos. As respostas contra o peptideo
Scr FlI foram praticamente iguais as respostas contra o peptideo V2,
diferentemente do peptideo Scr MR, que teve suas respostas
significativamente reduzidas. Isto indica que a maioria dos anticorpos contra o
loop V2 ataca a regido mediana do loop (KARASAVVAS et al, 2012).
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Figura 28: Respostas de anticorpos contra peptideos ciclicos do loop V2 por ELISA. As
respostas na visita 8 de individuos vacinados foram significativamente maiores do que em
individuos com placebo. Cyc V2 representa peptideos ciclicos da regido mediana do loop V2;
Cyc V2 Scr Fl e Cyc V2 Scr MR representam os peptideos das extremidades do loop V2.
FONTE: KARASAVVAS ET AL, 2012.

Com o objetivo de determinar a durabilidade das respostas contra o loop
V2, os niveis de anticorpos nas visitas 8 e 9 foram comparados usando o
peptideo ciclico do V2. A frequéncia de anticorpos na visita 8 foi alta em 31 dos

32 individuos vacinados, como mostra a figura 29. A frequéncia e a magnitude
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das respostas de anticorpos decaiu significativamente na visita 9
(KARASAVVAS et al, 2012).
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Figura 29: Respostas de anticorpos ao peptideo ciclico V2 nas visitas 1, 8 e 9. E possivel

observar que as repostas declinam com o tempo. KARASAVVAS ET AL, 2012.

Os niveis de respostas dos anticorpos contra os loops V2 e V3 foram
comparados em individuos naturalmente infectados pelo HIV (Figura 30). Sete
em cada vinte (35%) individuos testados tinham uma ampla resposta contra a
regido V3, mas niveis indetectaveis contra o loop V2. Em 3 individuos de 20
(15%), a resposta contra V2 foi alta, mas ainda abaixo das respostas de
anticorpos contra a regiao variavel V3. Todos os individuos infectados tiveram
respostas mais elevadas para V3 do que para V2. Dos 20 sujeitos infectados,
um (5%) néo tinha resposta de anticorpos nem para V2 e nem para V3
(KARASAVVAS et al, 2012).
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Figura 30: Respostas de anticorpos contra os loops V2 e V3 em comparacdo. Em
individuos infectados pelo virus da deficiéncia humana os anticorpos contra a regido V3 da
gp120 foram elevados quando relacionados com o loop V2 da mesma glicoproteina. FONTE:
KARASAVVAS et al, 2012.

Dos individuos vacinados com a RV144, 31 de 32 (97%) tiveram
resposta de anticorpos para o peptideo ciclico V2, mas apenas 18 de 32 (56%)
tinham respostas de anticorpos para o peptideo ciclico V3 (figura 31). Nenhum
dos 32 individuos vacinados tinha uma resposta de anticorpos contra o loop V3
gque fosse maior do que a de V2. Um dos individuos vacinados nao teve
resposta contra nenhum dos loops variaveis testados (KARASAVVAS et al,
2012).
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Figura 31: Comparacdo de respostas contra as regides variaveis V2 e V3 em
individuos que receberam doses da RV144. Nota-se que 0s anticorpos contra o loop
V2 tiveram maior frequéncia quando comparados ao loop V3. FONTE: KARASAVVAS
et al, 2012.

Em contraste com as respostas especificas de anticorpos IgG contra o
loop V2 induzidos pela vacina RV144, as respostas contra o loop V3 com a
RV144 tiveram menor magnitude e frequéncia (56%), indicando assim, que o
RV144 nao induziu intensa resposta contra a regido V3. No entanto, as
respostas para o loop V3 em individuos infectados pelo HIV-1, foram
superiores em magnitude e frequéncia (95%). Individuos infectados tinham
amplas respostas de anticorpos contra V3, mas, 35% destes ndo possuiam
respostas contra V2. Houve uma resposta 18 vezes superior ao loop V3 em
individuos infectados pelo HIV-1 em comparacdo com a vacina RV144. No
entanto, os anticorpos especificos do loop V2 em individuos infectados eram
muito menos frequentes (50%) do que as induzidas pela de vacina. Porém,
permanece-se desconhecido se esta observacdo de respostas elevadas contra
V2 e baixas contra V3 em individuos vacinados em comparacdo com individuos
com HIV esta relacionado com o antigeno da vacina (KARASAVVAS et al,
2012).

A eficicia estimada no teste com a RV144 foi de cerca de 31.2% em 42
meses, mas dados nos meses 12 e 18 estimam a sua eficacia em 60 % e 44%,
respectivamente. Estudos iniciais demonstraram que a ligagcdo do anticorpo a

antigenos da gp120 foi encontrada em 95% dos vacinados 2 semanas apos a

61



vacinacdo, mas diminuiu substancialmente nos 6 meses subsequentes
(KARASAVVAS et al, 2012; KIM et al, 2014).

A geracao de resposta imune humoral por ALVAC-HIV e AIDSVAX B/E
para a regido mediana do loop V2 levanta hipéteses a serem testadas em
relacdo a indicadores de protecdo contra a infeccdo por HIV. O loop V2 contém
muitas caracteristicas conservadas, e varios anticorpos monoclonais anti-V2
mostram ampla reatividade, sugerindo que o0s anticorpos podem atingir
elementos conservados no V2 e que esta regido do Env pode ser essencial
para a inducédo de anticorpos protetores em vacinas bem sucedidas. Uma vez
gue a substituicdo dos diversos aminoacidos no loop V2 pode alterar a
estrutura e a funcdo do Env tornando o HIV menos infeccioso ou menos mais
sensivel a neutralizagdo, a escolha da utilizacdo do envelope e particularmente
o loop V2 na concepcdo racional de vacina deve ser cuidadosamente
considerada E provavel que os anticorpos RV144 possuam mdltiplos epitopos
de ligagdo dentro da regiao mediana do loop V2, e mais estudos sao
necessarios para caracterizar as suas especificidades de ligacéo.
(KARASAVVAS et al, 2012; KIM et al, 2014).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A descoberta de uma terapia eficaz contra o virus da deficiéncia humana
€ de grande importancia para tratar os portadores, reduzir as taxas de
transmissao e Obito. Atualmente, a Unica forma de tratar a doenca é paliativa,
uma vez que o0s antirretrovirais ndo erradicam o virus do organismo, além de
trazerem consigo inumeros efeitos adversos.

O uso de medicamentos inibidores da histona deacetilase ainda
apresenta-se incerto, uma vez que as doses toleraveis pelo sistema
imunoldgico necessitam de ajustes e estudos. Além disso, cada organismo
apresenta respostas diferentes tanto as drogas quanto ao virus. A mutatividade
viral € um obstaculo para este tratamento, ja que este depende de uma
resposta rapida e eficaz do sistema imunologico, sendo capaz de controlar a
viremia, com a ajuda dos antirretrovirais.

Anticorpos neutralizantes desenvolvem-se durante o curso da infecgéo,
e anticorpos amplamente neutralizantes desenvolvem-se em 20% das pessoas
dentro de dois anos apés a infec¢do, porém a capacidade do HIV-1 para
escapar da neutralizacdo significa que mesmo pessoas com tais anticorpos
eventualmente progridem para AIDS e morte.

A tarefa de desenvolvimento de vacinas também é dificultada por
constantes desafios cientificos. A auséncia de resposta imune do hospedeiro, 0
limitado entendimento de correlatos de protecdo induzidos pela vacina e
modelos animais imperfeitos limitam o progresso de desenvolvimento de
vacinas contra o HIV. Além disso, a enorme variacdo da sequéncia gendmica
do virus complica a escolha de imundgenos para a criacdo da vacina.
Associado a isto, estd o fato de que a infeccdo e destruicdo de linfocitos
TCD4+ prejudicam respostas imunes eficazes.

O nivel de eficacia final de 31% demonstrado na vacina RV144 é
modesto. Porém, é a primeira vez que um sinal de éxito em estudos em
humanos de qualquer vacina contra o HIV demonstra eficacia. E dificil concluir
sobre o0 quao real é esta eficacia sem antes realizar analises seguintes, ja que
a capacidade maxima da vacina pode mudar com o decorrer do tempo.

Inicialmente a vacina demonstrou eficdcia de 50 a 60%, declinando em
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seguida. Supde-se que se mais doses de reforco da RV144 fossem
administradas, o resultado pode ser mais extenso.

Um dos maiores focos é usar este primeiro sinal positivo em humanos para
aperfeicoar os ensaios utilizados atualmente para avaliar a imunogenicidade
das vacinas testadas.

A Ad5-HIVBr18 apresentou resultados satisfatorios em mais de 10 anos
de pesquisas em modelos animais. O imunizante mostrou-se capaz de
controlar a carga viral nos organismos infectados. Os testes mostraram que a
vacina apresenta eficacia elevada e duradoura, sendo reconhecida por 90%
das células imunoldgicas dos camundongos imunizados. O grande desafio é
buscar os mesmos resultados em organismos mais complexos como o dos
seres humanos.

Ainda ha muito a ser feito na area de pesquisa e desenvolvimento de
vacinas, porém estudos que ainda estdo sendo realizados com o uso de novas
tecnologias tém ajudado principalmente na elucidacdo de mecanismos do virus
ainda desconhecidos, assim auxiliando nas diretrizes de desenvolvimento das
vacinas.

Ainda que até 0 momento ndo exista a cura para esta sindrome, uma
vez que as novas terapias com medicamentos, interleucinas e vacinas nao se
mostram totalmente eficazes e eficientes, muitas descobertas relevantes foram
feitas para que no futuro ocorra a extingdo do virus da imunodeficiéncia

humana.
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