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ABREVIATURAS

Algumas das abreviaturas serao escritas em inglés uma vez que sao as mais conhecidas
e mais facilmente associadas aos termos a que se referem, sendo que a tradugao para

portugués estara entre paréntesis.
Ac - Anticorpo(s)
AcN - Anticorpo Neutralizante(s)

ADCC - Antibody Dependent Cell-mediated Cytotoxicity (Citotoxicidade cellular
dependente de Anticorpos -CCDA )

A . Antigénio(s)

Crio-ME - Crio- Microscopia Electronica (Cryo-EM- Cryo-Electron Microscopy)
DNA - Deoxyribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucleico-ADN)

Gp - Glicoproteina(s)

HAART - Highly Active Antiretroviral Therapy (Terapia Antiretroviral Altamente Activa)
HIV - Human Immunodeficiency Virus (Virus da Imunodeficiéncia Humana- VIH)
HR - Hepta Repetigoes

RNA - Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico- ARN)

SIDA - Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida

SIV - Simian Immunodeficiency Virus (Virus da Imunodeficiéncia Simia - VIS)

TAD - Trimer Association Domain (Dominio de Associagao do Trimero)

TAT - HIV-1 Trans-activating transcription Protein (Proteinas Trans-activadoras

transcricionais do VIH-I)
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RESUMO

Desde a sua descoberta que o HIV tem sido alvo de muita investigagao. Andlises
estruturais, que possibilitaram criar réplicas do envelope viral, as quais permitiram a
realizagao de estudos in vitro para avaliar a capacidade e a forma de indugao da produgao de
A, capazes de travar a infecao pelo virus. Passaram 30 anos sem se conseguir uma vacina
capaz de neutralizar o virus, impedindo a propagacao da infecao. Numerosos estudos foram
iniciados mas poucos foram concluidos, e, no universo dos que chegaram ao fim, apenas
alguns obtiveram resultados positivos, sendo RV144 o ensaio com melhores resultados até
hoje, com 31, 2% de eficacia. Nos ensaios VAX004 e VAX003, os primeiros ensaios de Fase
lll realizados em Humanos, a vacina em estudo nao demonstrou qualquer eficacia no
entanto, o ensaio foi considerado importante pois permitiu perceber o que nao resulta
como vacina, sendo que depois a seu A foi utilizado como refor¢o no ensaio RV144. Muitos
outros estudos foram realizados depois deste, alguns chegando mesmo a utilizar R144 como
base, tal como HVTNO097, outros utilizando antigénios e regimes de vacinagao diferentes
(HVTNO092), mas sempre com o mesmo objectivo: obter uma vacina o mais rapidamente

possivel para o controlo desta doenga.

ABSTRACT

Since it was discovered, HIV has been the subject of many investigations. The
structural analyzes, which permitted to create reproductions of the viral envelope, allowing
in vitro studies to assess the capacity of induction, and shape, of Antibody (A;) that are able
to halt the infection. However, 30 years have passed without achieving a vaccine capable of
neutralizing the virus and preventing the spread of the infection. Many studies have been
conducted but few have been completed, and even those who come to an end, only a few of
them had positive results, being the RV 144 trial the one with best results to date, with 31.2%
efficacy. VAX004 and VAXO003, the first Phase Il trials conducted in Humans, and although
the results have not shown any effectiveness, the realization that it was ineffective as a
vaccine has guaranteed the study a place of high importance, providing the A; as boost in
RV144 . Many other studies have been carried out after this, some using R144 as base, such
as HVTNI100, and other using different antigens and vaccine regimens (HVTNO092), with the

same objective: obtain a vaccine as quickly as possible to control this disease.
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I.INTRODUCAO

Até ha poucos anos atras era impensavel para o Homem a cura ou o controlo de
doencgas letais e infe¢oes por determinados virus e bactérias. No entanto, a evolugao
tecnolodgica e cientifica permitiram ao Homem encontrar a cura para muitas destas situagoes,
sendo que no que as infe¢oes diz respeito, o desenvolvimento de vacinas foi um grande
avango na prevengao. No entanto, algumas doengas infecciosas, como é o caso da infegao do
pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que infecta actualmente cerca de 36,9 milhces
de pessoas', e que faz parte do grupo de doengas infecciosas para as quais ainda nio existe

prevencio ou um tratamento que permita a cura.

O HIV tipo | (HIV-I), principal responsavel pela Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), motivo pelo qual é o tipo mais investigado, foi descoberto em 19832 Dois
anos apoés a sua descoberta, em 1985, um grupo de investigadores Luso-Francés conseguiu
isolar e identificar o HIV tipo 2 (HIV-2) que se transmite com menor facilidade, e cujo o

periodo entre infecio e o desenvolvimento de SIDA é maior que o do HIV-I°.

A complexa estrutura do virus, constituida por subestruturas meticulosamente
organizadas em forma de piramide, as varias, e constantes, mutagoes que sofre, as alteragoes
conformacionais de que ¢ alvo quando se liga ao recetor dos Linfécitos CD,’, as suas células
alvo, e outras formas de protegao de que dispoe, tornam possivel perceber o porqué de ao

fim de 30 anos ainda nao existir uma vacina.

Apesar disso, ja muitos estudos foram feitos em Humanos, como o VAX003 e RVI144
que foram, e continuam a ser, marcos na histéria da descoberta de uma vacina contra este
virus por terem sido, respetivamente, o segundo de fase lll a ser realizado em humanos®, e o
primeiro com resultados animadores. Apos o sucesso de RV144 muitos foram os ensaios
desenvolvidos quer tendo por base RV144, como RV305, HVTNO097, quer tendo sido apenas
despoletados pela ideia de que o sucesso estaria perto, como HVTNO092 e 096, que

utilizaram um antigénio diferente.

No entanto, e colocando em questao muitas das ideologias existentes, nenhum ensaio
permitiu até hoje a producio de uma vacina a nivel mundial, Contudo, existem varias
publicagoes, reportando resultados de estudos que se revelaram muito promissores. Desde
novos anticorpos (A.), a alteragoes de adjuvantes, a ensaios com regimes de vacinagao com
mais reforcos e novos antigénios, tudo o que seja possivel e plausivel, é, e sera, testado e

averiguado até que uma vacina com resultados satisfatorios seja conseguida.
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2. CARACTERIZACAO DO VIRUS

O HIV é um retrovirus da familia Retroviridae, do género Lentivirus, tendo como

hospedeiro o Homem.

O HIV, tipo | e 2 sao virus envelopados e esféricos, com um diametro que varia entre
100 nm e I50 nm de didmetro e o seu envelope é obtido a partir da membrana
citoplasmatica, sendo formado por fosfolipidos®. O seu genoma encontra-se sob a forma de
cadeia simples de RNA de polaridade positiva que serve de molde para a formagao, através
da enzima Transcriptase reversa, da cadeia de DNA que sera posteriormente introduzida no

DNA da célula hospedeira.

A verdade, é que para la da existéncia de dois tipos de HIV, o HIV-I pode ainda ser
dividido por linhagens. As descobertas mais recentes indicam e existéncia de 4 linhagens (M,
O, N, P), sendo a M a responsavel pela pandemia existente®. A linhagem M é ainda dividida
em 9 subtipos que se encontram disseminados de forma diferente pelo globo, sendo a
subtipo B o mais encontrado na Europa, América Latina e do Norte, Japao e Australia, e o C
na Africa do Sul e India’. Relativamente a Africa Subsariana, a realidade é que nesta

localizagio se podem encontrar quase todos os subtipos de M®’.

2.1 _Disposicao Estrutural e Organizacdo dos Constituintes da

Glicoproteina do Envelope

Apesar de  serem  muito  semelhantes

Envelope ¥ifal morfologicamente, os dois tipos de HIV tém apenas 50%
vt
o 4 . o T ,
\\ 5 2 de homologia gendmica, o que implica que as proteinas
‘.,;}
< que codificam sejam diferentes e, por isso, a exposi¢ao a

%/}- £ e um deles nao confira qualquer tipo de protegao contra o
By i 4 } A
e pie 7 outro. Estruturalmente os seus genomas sio muito
e .&a',‘ f‘\--_

e semelhantes e possuem, para além de outros, trés genes

FIG. | Estrutura Trimerica da
Glicoproteina do Envelope'®;

Adaptada (01 agosto 2015))

principais: o gag, que codifica as proteinas estruturais da
capside e nucleocapside, o pol, que codifica as enzimas
virais, e o env, que é o responsavel pela glicoproteina 160 (Gpl60), posteriormente clivada
em seis subunidades, trés Gpl20 e trés Gp4l, que pelo seu arranjo estrutural com forma
tetraédrica, com um vazio interior em torno do eixo central formam a glicoproteina do
envelope (Fig.l), designada de Env ou trimero'®. Esta estrutura constitui o principal alvo de

investigacao para o desenvolvimento da vacina pois esta é reconhecida como antigénio pelo
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sistema imunitario do hospedeiro, levando a que seja o alvo dos A. produzidos para
neutralizar o virus''. Cada particula viral tem entre 10 a 14 Env'° e cada protémero de Env
(conjunto formado pela interagao entre uma GP120 e uma Gp4l) sofre entre 20 a 35 N-
glucosilagdes'>. O denso escudo de glicolisagdes, que constitui perto de metade da massa do
trimero”, e o elevado grau de variabilidade entre as estirpes, ajudam Env a escapar da
resposta humoral'’.

Na verdade, ainda muito falta saber sobre a estrutura do trimero para que se consiga,
nao s6 obter resultados mais promissores, mas também desenvolver uma vacina contra o
virus. No entanto, com o avango da tecnologia e novas ferramentas de investigagao a
surgirem todos os dias, Env tem sido estudado e ja existem reconstrugoes através de Crio-
ME, com qualidade suficiente para permitir a diferenciagao entre os diferentes segmentos
que fazem parte do trimero e para os quais existem informagdes ja documentadas que
coincidem com as estruturas obtidas'®. Contudo é necessario salientar que as estruturas
obtidas por esta técnica, em laboratérios diferentes, apresentam pequenas diferencas e que
permanece por determinar se tal facto se deve a utilizagao do trimero em diferentes formas,
solubilizado, ligado ou clivado, ou se existem problemas na tecnologia de Crio-ME que ainda

nio foram solucionados'".

i. Organizacdo da Glicoproteina 120

Relativamente a Gpl20, as estruturas obtidas

'T’ indicam a existéncia de trés subunidades: o dominio
B interno, dominio externo e o dominio de associagao do

: %" trimero (TAD) (Fig.ll), formado pelos segmentos de
! $ & cada protdmero que promovem o contacto entre os 2

WS

. . 13
® R anteriores .

F NS

Esta glicoproteina tem ainda outros segmentos
. - que, por influenciarem a capacidade de ligagao dos A,
FIG. lI- Organizacdo de Gp120!'3;

Adaptada (01 agosto 2015). ao virus, sao também alvo de muita pesquisa. Estes
segmentos siao designados de regides variaveis (V,-V;) e regides constantes (C,-C;)'%,
consoante sofrem mais ou menos alteragdes quando ocorre a replicagao do virus, sendo que
a variabilidade de V,-V; surge através de recombinagdes, mutagdes pontuais, insergdes ou
delegoes. O loop V,/V, é aquele que possui o maior nimero de aminoacidos que podem

aparecer alterados (50-90), sendo o V,, juntamente com C,, C; e C,, os que demonstram

menos variabilidade'®.
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Outro factor interessante é o facto de existir uma correlagao entre o tamanho do loop
V\/V, e a progressao da doenga, levando os cientistas a acreditar que esta variabilidade

auxilia o virus na sua fuga a resposta imune do Hospedeiro'®".

Para além destas regides, existem alguns residuos de cisteina (Cys), que formam
ligagoes dissulfeto intramoleculares muito importantes para formagao do trimero. Sao
residuos altamente conservados, e localizados, nio s6 em Gpl20 mas também em Gp4l'.
V, e V, sao separados por duas ligagoes dissulfeto mas ambos estao contidos num outro

loop, de maiores dimensdes, que, tal como V; e V,, é delimitado por uma ligagdo dissulfeto'”.

A estrutura do trimero é conseguida pelo contacto ente os protomeros de Gpl20,
processo que envolve uma juncao entre dois prolongamentos de cada subunidade de Gp120
em direcao ao centro da estrutura. Um dos elementos origina-se no dominio externo de
Gp120, na base da regiao variavel V;, que é rodeada por residuos de pontes dissulfeto de
cisteina e termina a cerca de |,7 nm do centro do trimero. O segundo elemento, que

contém o segmento de V,/V,, composto por duas bandas

antiparalelas (3, estabilizadas por pontes dissulfeto,

D-lIntemoiey D-BXtemo stende-se do dominio interno de Gpl20 e dirige-se

: ’ W
-. < G :'l“ directamente para o centro do trimero. O segmento
5 ol 1] ;‘ VI/V2 projecta-se 2,7 nm do dominio interno e serve de
), ‘:‘,; Y/ ! ponto de origem e retorno para a regioes variaveis de V, e

vinva A YN 3 v, (Fig i)',

g stmreas A verdade é que previamente a utilizagao da Crio-ME
:litilvll's E:;?:;ios de Gpl20 e especulado que as regides variaveis V,/V, e V; fossem
Adaptada (0lagosto 2015) muito desorganizadas quando o virus nao esta ligado. No

entanto, as estruturas obtidas nao corroboram esta ideia pois a reconstrugao obtida € muito
estavel e os seis prolongamentos sio bem visiveis e definidos, o que seria impossivel caso
fossem estruturas desorganizadas. E entio possivel concluir que V,/V, e V, tenham uma
conformagio relativamente estavel”. Esta situacdo explica o porque de quando sio
efectuados pequenas alteracoes em V; se verifique uma diminuicao na associacao de Gpl20
com o trimero do envelope'®. Apesar desta descoberta, a estrutura da ligagio de um AN
PG9, a regiao variavel de V,/V, sugere que esta pode formar estruturas secundarias uma vez
que na estrutura obtida por Crio-ME durante a ligagao, a regiao V,/V, nao se encaixa na

estrutura obtida quando a estrutura nio esta ligada ao A *'.
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Através de todos os dados obtidos pelos estudos desenvolvidos, e tendo em conta
tudo o que anteriormente foi descrito, tornou-se possivel articular algumas elagoes
importantes, tais como o facto de V,/V, e V,; serem capazes de formar estruturas
secundarias, possivelmente metastaveis, € que se consigam interconverter em diferentes
formas, dependendo do ambiente e contexto estrutural, e ainda, a evidéncia de que a
arquitectura das estruturas de V,/V, e V; devem ser conservadas ao longo de diferentes
isolados para manter a integridade de um trimero funcional. Para além destas conclusoes, as
estruturas mais recentes, € com maior resolugao, permitiram obter dados muito
interessantes relativos a estabilidade do trimero. Com estas estruturas foi possivel perceber
que a regiao conservada de V, contém tirosinas sulfatadas que no estado nativo do virus
mediam a interagao entre este loop e V;, uma das chaves estruturais do trimero. Com a
realizagao de estudos foi possivel chegar mais longe e perceber que as tirosinas em V,,
principalmente a que ocupa a posi¢cao |77, mimetizam as posi¢coes das tirosinas em CCR,

que irdo ligar ao V,; no momento da infecio do linfocito®.

ii. Organizacao da Glicoproteina 41
A Gp41, tal como Gp|20, faz parte da glicoproteina do envelope e esta dividida em 3

protomeros, que por sua vez se encontram divididos em 2 subunidades (Fig.IV).

Uma das subunidades, e tal como o proprio
nome indica, dominio transmembranar, altamente
compacto, encontra-se integrado no envelope viral
e serve como ponto de contacto e fixagao de Env
ao virus, sendo também responsavel por parte das

interagoes que, em conjunto com TAD e secgoes

do ectodominio, estabilizam a estrutura de Env'®. O

segmento de cada protomero que faz parte deste

dominio tem estrutura de hélice a e dispoe-se

FIG. IV- Organizacdo de Gp 41'9;

perpendicularmente ao envelope viral'.
Adaptada (0l agosto 2015)

Relativamente ao ectodominio, muito menos
compacto, este dispersa-se desde a base formada pelas hélices o transmembranares e a

cerca de 2 nm da superficie da membrana viral'

, segmentos do ectodominio, transversais a
membrana, e em forma de hélices a ou loops, emanam e retornam ao dominio, levando ao
contacto entre os dois dominios de Gp4l, o que estabiliza o dominio transmembranar e

permite ao ectodominio adquirir a conformagao torus-like, conformagio cilindrica'. Para
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além disso, o ectodominio contacta com o dominio interno de Gpl20 aumentando a
estabilidade da estrutura tetraédrica formada'’. Este dominio possui ainda outros segmentos
Cuja existéncia é suportada através de estruturas obtidas por visualizagao em Crio-ME, onde
é possivel perceber que trés hélices centrais, constituidas por repeticdoes de 7 aminoacidos,
e por isso designadas de hepta-repeticoes | (HRI), se estendem ao longo do eixo do
trimero, e perpendicularmente a membrana do virus. Outras trés HRI, mais curtas,
estendem-se de cada uma das anteriores mas nao acompanham o eixo central, formando
uma curvatura relativamente ao eixo central da estrutura''. Para além destas existem ainda
outras, designadas de HR2, que se encontram muito proximas do envelope viral e que se
dispoem em torno das anteriores. Estas hélices estao inclinadas relativamente ao virus e a

sua extremidade C-terminal é a por¢do que se encontra mais préxima do envelope viral™.

2.2 Adsorciao as células do Hospedeiro e consequentes Alteracées

Conformacionais

O HIV tem a capacidade de se ligar a todas as células com um recetor CD,". No
entanto, apenas os Linfocitos T CD,” possuem outra caracteristica essencial para a
capacidade de infecao deste virus, os co-recetores CXCR, e
CCR,'"°, sendo que a variagio de tropismo do virus para
com os co-recetores esta relacionada com mutagoes em V,
pois um aumento da carga positiva neste loop leva a maior
interacio com CXCR, pois este é negativamente mais
carregado'”. No entanto, o local de ligagio dos co-recetores

€ constituido por segmentos descontinuos de regioes

constantes (C,, C; e C,) que apenas se ordenam para

FIG. V- Segmentos pertencentes formar o local de ligagdo apds a ligagio de CD,’e as
aos locais de ligacdo de CD4+ e

CCRs'%; consequentes alteragoes conformacionais (Fig.V)
Adaptada (0lagosto 2015)

12,24

Estruturas obtidas por Vvisualizaggo em Crio-ME
permitiram perceber que a interagio do recetor CD," com o trimero do virus desencadeia
alteragoes conformacionais, que se caracterizam por rotagoes em torno do eixo central do
trimero e deslocamentos verticais®, e que permitem quer a exposicio do local de ligagio ao
co-recetor (pertencente a Gpl20), quer a formagao e exposicao do péptido de Gp4l, que

favorece a fusdo entre o envelope viral e a membrana citoplasmitica do Linfocito®.
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No estado inativo, o trimero é mantido por interagoes, quer em Gp4l quer em
Gpl20, e também entre ambos, e que parecem ter contributos de V,/V, e de V, Estes
contactos entre as glicoproteinas sao considerados a chave para a estrutura tao complexa
do virus.”? A verdade é que estudos realizados indicam que a estrutura é mantida por
interagdes muito ténues e que quando o CD," se liga ao virus sdo alteradas®. Ensaios
realizados indicam que existe uma grande contribuicao entropica durante a interagao do
virus com o recetor CD,” pois apds o processo a estrutura adquire um estado de menor
energia devido as alteragoes conformacionais, tornando-se mais estavel®.

Segundo algumas estruturas obtidas, o local ao qual o recetor CD,"se liga encontra-se
cerca de 20 A abaixo da superficie e estd protegido por fracdes de V,/V, e também por
hidratos de carbono, que formam uma capa de prote¢ao que encobre a zona de ligagao,
implicando que CD," tenha de penetrar no trimero para atingir o local de ligagdo, o que
consequentemente leva a uma alteragio da orientacio dos dominios do recetor CD,’,
levando a uma maior aproximagio da membrana do linfécito e do envelope viral®. A
hipotese de V,/V, estar localizado na zona de ligagao dos linfécitos é corroborada pelo
resultado de testes que incluiam a delecao do segmento com o intuito de averiguar a
alteragao de afinidade entre o recetor e o trimero. Os resultados demonstraram que ao

retirar o segmento a afinidade entre as duas estruturas aumentava®’.

Logo apds a ligacao do linfocito ao virus, o loop V; é libertado pela lateral do virus e
liga-se ao linfocito, enquanto V,/V, e CD," se movem para as zonas mais afastadas do eixo

do trimero'’.

Quanto ao péptido de fusao, encontra-se no interior do trimero, e € a ligacao do
recetor e co-recetor da célula alvo a Gp120 que culmina na exposi¢cao do peptideo e na sua
ligagao a célula alvo, levando posteriormente a fusao do envelope viral e da membrana
citoplasmatica®®. O péptido é formado por seis segmentos pertences a Gp4l, 3 HRI e 3 HR2
que formam um nulcleo em hélice em que as trés primeiras se curvam na dire¢ao oposta as
outras 3 (feixe de sentido antiparalelo)''. Este feixe é o responsavel pela aproximagio das
duas membranas até um ponto em que a fusio é possivel .

Seguidamente, apds a fusao e a libertagao da capside do virus para o citoplasma da
célula, enzimas celulares promovem a descapsidagao, sendo posteriormente iniciado o
processo de replicagao do genoma e respetiva integragao no genoma da célula, levando, por

fim, a formagao de novos virus que infetarao outros Linfécitos T CD,"."°
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3. VACINA IDEAL

As vacinas contra virus actualmente no mercado previnem maioritariamente doencgas
agudas, citopaticas e eventualmente letais, cuja elevada carga viral, e a consequente
abundancia de Antigénios, permitem, ao contrario do HIV a utilizagdo de A. como forma de

combate eficaz.

Contrariamente a muitas infe¢oes virais, aquela que é provocada pelo HIV, tende a ter
uma progressao lenta, nao produzindo uma estimulagao eficaz do sistema imunitario. Para
além disso, o virus tem capacidade de escapar a todas as formas de combate a infegao de
que o organismo dispoe. Sendo assim, a necessidade de uma vacina contra este virus €
enorme pois apesar dos avangos das terapias anti-retrovirais, estas nao sao terapias
curativas, fazendo com que a doenga, mesmo sendo considerada uma doenga cronica,

continue a matar milhoes por ano.

Uma vacina ideal para este virus seria aquela que, através da estimulagao sistema
imunitario com a consequente produgao de A, fosse capaz de neutralizar o virus antes de
este se hospedar nos linfocitos T CD,’, mas que também fosse capaz de impedir que virus ja
hospedados, continuassem a sua jornada, travando assim a progressao da infegao ou seja a
vacina teria de ser capaz de induzir resposta imunoldgica mediada por células®”. Para além
disso, teria de induzir imunidade nos locais de entrada do virus no corpo humano e, tendo
em conta os locais de primeiro contacto com o virus, a resposta imune das mucosas torna-

se essencial pois a transmissao sexual € a mais expressiva.

3.1 Barreiras a obtenciao de uma vacina eficaz

Na verdade, e pesar de se perceber o que € necessario na vacina para que esta tenha
sucesso no controlo desta doenga infeciosa, o HIV é um virus muito peculiar e tem
caracteristicas que o tornam unico, e que tornam dificil a obtengao de uma vacina eficaz. As
dificuldades tém sido muitas e apesar de algumas ja terem sido ultrapassadas outras surgem e

deitam por terra a esperanga de milhoes.

i. Diversidade do HIV-I
A acrescentar a variabilidade ja caracteristica do virus devido a sua divisao em varias
linhagens, onde o envelope viral, que medeia a entrada no virus na célula, sendo o principal
alvo dos A. neutralizantes, tem uma variabilidade de 35% entre as diferentes linhagens e de

20% entre os subtipos da mesma linhagem’, a elevada capacidade de replicagio do virus leva
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a um ndmero significativo de mutagdes devido a falhas da transcriptase reversa®. Sendo
assim, e quanto mais copias mais mutagoes existem, esta diversidade torna-se um grande
obstaculo a produgao da vacina, uma vez que reagao imune induzida para um subtipo
especifico de HIV-1 nao sera eficaz noutro virus do mesmo tipo, se este tiver algum tipo de

mutacao.

Na tentativa de contornar esta dificuldade, a combinagao de genes de diferentes
subtipos, e a utilizagdo de sequéncias de genes criadas por sistemas informaticos, sao as

principais estratégias utilizadas pelos cientistas.

ii. Evasdao a Resposta Imune
Um dos grandes entraves a todo o processo de desenvolvimento da vacina é o facto

de o virus conseguir fugir facilmente e com elevada frequéncia ao sistema Imunitario.

Um das principais formas de evasao do virus passa por utilizar células do proprio
sistema imunitirio como células hospedeiras. Os Linfécitos T CD,’, que tém um papel
fundamental na resposta imune adaptativa contra o HIV-| sao também o primeiro alvo do

virus.

Outra das principais caracteristicas que facilitam a evasao as defesas do Organismo
Humano, é o facto de o virus sofrer muitas e diferentes mutagoes, que, para além de
aumentar a diversidade do HIV, leva a produgao de copias do virus que as células citotoxicas

nao sao capazes de identificar e aniquilar tao rapidamente quanto o necessario.

iii. Dificuldade de Inducao de Resposta imunitaria ao Nivel das Mucosas
A grande maioria das infe¢oes por HIV dao-se através de contacto sexual, sendo que o

virus consegue entrar no organismo através da mucosa vaginal e anal.

O Sistema Imune associado as mucosas € o primeiro a ser estimulado. Neste sentido
uma vacina preventiva da infecao deveria ser capaz de induzir uma resposta imune eficaz ao
nivel das mucosas. No entanto, pouco se sabe sobre a forma como a resposta imunitaria das
mucosas previne a infegao por HIV e, no caso de uma resposta celular desejavel, a

informacao ainda é mais escassa.

O desenvolvimento de uma vacina que induza resposta ao nivel da mucosa tem o
grande entrave das vias de administragao. Concretamente, vacinas administradas pela via oral
por exemplo, sio normalmente menos eficazes devido a destruicio dos componentes da

vacina no trato gastrointestinal. Por esta razido, e de uma forma geral, as vacinas sao de
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aplicagcao intramuscular ou intradérmica, o que nao leva a uma indugao satisfatoria da

resposta do sistema imunitario ao nivel das mucosas.

iv.Protecao dos antigénios
Os avangos tecnologicos permitiram a obtengao de estruturas tridimensionais do virus
que possibilitaram perceber algumas das alteragdes conformacionais que ocorrem quando o

virus se liga a célula alvo.

Através de comparagdes de estruturas, foi possivel perceber que as ligagdes de CD," e
de determinados AcN, como por exemplo, o bl2, apesar de ocorrerem nos mesmos locais
do virus, induzem alteragdes conformacionais diferentes”, sendo deste modo possivel
perceber o porqué de a ligagdo do A apenas ser capaz de neutralizar 50% das variantes do
virus, pois as alteragoes que induz em alguns virus nao sao suficientes para os neutralizar.
Estudos mais focados neste A. permitiram perceber que o contacto de bl2 com o virus
inclui apenas 58% da superficie de Gpl20 necessaria, e nao tem a maioria dos residuos de
V,/V,, V; e amino e carboxi terminais’, o que justifica a dificuldade em provocar alteragdes
conformacionais efectivas. Para além disso, foi possivel também perceber que a exposigao de
V, e de outros determinados antigénios ocorrem na interface formada entre o virus e a

célula alvo, o que os protege de A. que poderiam neutralizar o virus'’.

Recentemente, a utilizagao de estruturas com algumas alteragoes, permitiu perceber
que o local de ligagcao do A, 412d, que se liga ao péptido de Gp120 que ligaria ao co-recetor,
s6 é visivel apds a primeira interagio com CD,” pois o péptido sulfatado de Gp120 (V,) inibe
a ligagao do A. ao local especifico, enquanto o péptido nao sulfatado ja tem um poder de
inibicdo muito menos pronunciado®. A verdade, é que esta descoberta, e apesar de hoje em
dia ser uma dificuldade a producao da vacina, pode, futuramente, vir a ser utilizada como

uma ferramenta.

v. Sintese de Antigénios

Uma vez que a utilizagao do virus na composicao das vacinas nao € possivel, nao s6
devido ao elevado de risco social que acarta, mas também a dificuldades técnicas na
inactivagao do HIV, como por exemplo a perda do envelope durante o processo’', a sintese
de antigénios, com base nas estruturas da Glicoproteina, foi a melhor solugao encontrada
para ultrapassar este entrave’'. Reconstrucdes recentes, com maior definicdo, obtidas por
crio-ME, permitiram descobrir que interagoes entre Gpl20 e Gp4l, e possivelmente a
propria organizagao de Gp4l, diferem quando V,/V, e V; sao retirados dos trimeros

sintetizados, o que deita por terra algumas investigagoes anteriores onde foram utilizadas
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estruturas do trimero com algum tipo de delecdes™. A este factor ha ainda a acrescentar
que, apesar de toda a tecnologia existente, mesmo actualmente as estruturas de antigénios
diferem de laboratério para laboratério, levando a algum desentendimento e a duvida sobre
qual sera realmente a estrutura correcta, pois pequenas alteragoes da estrutura podem
significar o fracasso no que a indugao de A. contra o HIV diz respeito. Para além disso, e
como referido anteriormente, o virus tem capacidade de ocultar os seus A até ao
momento em que infecta o Linfécito, pelo que algumas estruturas sao obtidas recorrendo a
combinagdes do trimero do virus e do recetor CD," das células, o que dificulta ainda mais a

obtencio de estruturas bem definidas®%.

4. PONTOS DE INTERESSE E NOVAS ESTRATEGIAS

Apesar de todas as dificuldades e entraves que existem na procura de uma vacina ideal,
ha também situagoes que se tornam oportunidades, podendo levar a descobertas
promissoras, e surgem também, e a medida que a tecnologia avanga, novas estratégias, que

se espera, possam ajudar no combate ao HIV.
4.1 Elevado numero de Ensaios e Investigacoes ja realizados

Desde a sua descoberta que o HIV tem sido alvo de diversas investigagoes na tentativa
de perceber toda a sua estrutura e o porqué de tanta dificuldade em conseguir uma vacina
eficaz. Para além disso, ja foram realizados inUmeros ensaios, quer em animais quer em
humanos, que até hoje também nao permitiram obter qualquer resultado satisfatorio. No
entanto, todos estes processos nao foram em vao, e devido ao seu elevado numero, e a
partilha de informagao que existe, todos estes estudos tiveram o seu lado positivo, pois

permitiram perceber o que podera funcionar daquilo que, com certeza, nao ira funcionar.

4.2 Infecdes ndo progressivas

Hoje em dia os portadores do virus vivem em média mais 20 anos do que em 2000,
sendo isto possivel devido ao grande desenvolvimento dos tratamentos disponiveis. No
entanto, ha casos muito especificos de portadores, que mesmo sem medicagao conseguem
controlar a replicagio viral, mantendo os niveis de linfocitos T CD," por mais de 10 anos. A
Interleucina-2 (IL-2) que os seus linfocitos CD," e CD," produzem, ao contrario das células T
de outros individuos, ditos normais que sé produzem interferao vy, e ainda o titulo de AN

superior ao encontrado nos restantes portadores, leva a que consigam controlar os niveis
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virais durante mais tempo. Estes factos encorajam os investigadores a procurar solugoes que

induzam este tipo de respostas, prevenindo que a infegdo se estabeleca’.

4.3 Local de Ligacdo de CD,’

Apesar de estar resguardado do ataque dos AN, por, e como ja foi descrito acima,

estar coberto por segmentos das regioes variaveis, o facto de o virus ser também formado
.~ 12 ’ . .

por regioes constantes “ tras alguma esperanga no desenvolvimento de uma vacina. Neste

caso, trata-se de isolar e caracterizar estes antigénios e de os tornar imunogénicos de forma

a poderem induzir uma elevada quantidade de A_N*
4.4 Anticorpos altamente eficazes

Embora a maioria dos A, contra o virus sejam pouco eficazes, existem alguns com
elevada especificidade para o HIV e alguns tem a capacidade de neutralizar virus pertencentes
a diferentes subtipos. Exemplo disso sao 2F5 e 4EI0 que ao ligarem a Gp4l inibem a fusao
do envelope viral com a membrana do Linfocito, impedindo assim que a capside do virus seja
libertada no interior da célula. No entanto, e apesar de serem muito promissores, estes A
sao encontrados em concentragdes muito pequenas num organismo infectado pelo virus, e
por isso nao conseguem combater eficazmente a propagac¢ao da infegao. Ainda a acrescentar
a esta desvantagem, existe o facto de o local de ligagao destes A, estar muito préximo do
envelope viral, o que pode significar que o virus esteja susceptivel aos A. durante um curto
periodo’. Existe ainda outro Ac, o VRCOI, descoberto recentemente no soro de um
portador com uma infecao nio progressiva®’, e que tem a capacidade de neutralizar cerca de
90% de todos os tipos de HIV existentes. Para comprovar a sua capacidade, o A, foi
produzido em laboratério e administrado a primatas nao Humanos obtendo resultados
muito positivos contra SIV, chegando mesmo a mostrar resultados ao nivel das mucosas. No
entanto, e tal como os anteriores, a sua produgao no decorrer de uma infegao nao atinge os

niveis necessarios para que seja eficaz.

Na pesquisa por AcN, um centro de investigagao descobriu PG9 e Pglé que tém a

capacidade de neutralizar entre 70% a 80% dos tipos de HIV®.
4.5 Vacina Baseada em Células T

Estudos realizados indicam que sio os Linfécitos T CDy" os principais responsiveis
pela diminuicao da carga viral logo apds a fase de replicagao inicial, pelo que se acredita

também que uma indugao da resposta imunitaria mediada por estas células possa ser um dos
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melhores meios para delimitar as consequéncias da infecao™, sendo que para isso, e tal
como noutro tipo de vacinas, a variabilidade do virus teria de ser ultrapassada, e a utilizagao

de zonas conservadas como A parece ser a melhor solugio neste tipo de vacina®.
4.6 Novos alvos

As proteinas Tat, mais conservadas que as proteinas do envelope, sio responsaveis
por regular a transcricao, sendo essenciais a replicacao do virus, e por isso sao expressas
logo no inicio da infegao. Estudos recentes com A contra estas proteinas demonstraram
protecao parcial contra o HIV, levando os cientistas a continuar a investigagao baseada nesta

nova abordagem®”*®,

4.7 Tipos de vacinas

Actualmente sao varios os tipos de vacinas ja testados contra o HIV. No entanto, a sua
maioria nao obteve resultados promissores. No entanto, uma vacina utilizando um vector
vivo atenuado® obteve resultados que, apesar de nio serem completamente satisfatorios
foram promissores, e sdo até hoje o melhor resultado obtido™. Contudo, e como a resposta
imunitaria das mucosas e os custos de toda esta operagao, sao muitos importantes, foi
equacionada a utilizagao de uma vacina soba forma de spray nasal, uma vez que tem elevada

capacidade de indugio de resposta das mucosas e tem custos de produgio mais baixos*"*.

5. ENSAIOS RELEVANTES

A verdade, é que mesmo apos anos de pesquisa nao foi possivel a obtengao de uma
vacina com eficacia apropriada, e que pudesse justificar a sua produgao e distribuigao a nivel

mundial.

Apesar dos muitos ensaios ja realizados, poucos foram aqueles cujos resultados foram
positivos, e muitos houve, que apesar de um resultado positivo, nao tiveram grande

influéncia pois nao justificavam a distribuicao mundial devido a baixa taxa de sucesso.

No entanto, sera importante realgar trés destes estudos (Anexo |) pois implicaram
um grande avango, nao sé em relagdo a propria vacina, mas no que se deve e nao deve
apostar para o seu desenvolvimento, até porque num deles, e apesar de ter sido concluido,

os resultados foram desanimadores®.
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5.1 _Seguranca e Eficacia dos Principais Antigénios Utilizados

Realizado no final da década de 90*, este foi um ensaio muito importante pois os seus
resultados permitiram o avango para ensaios de Fase lll, que trouxeram alguns resultados

positivos, como € o caso de RV 44, explicado mais a frente.

Este ensaio foi desenvolvido utilizando como antigénio principal o vector viral
geneticamente modificado da variola do canario, ALVAC-HIV (vCPI1521), da Sanofi Pasteur,
que expressa a Gpl20 (subtipo E) ligada a porcio transmembranar de Gp41*, e também o
gene Gag e a protéase viral, tendo como placebo os mesmos excipientes sem o vector. Para
além disso, foi também utilizado como reforg¢o a vacina bivalente desenvolvida pela VaxGen,
contendo uma mistura altamente purificada de GP120 dos subtipos B e E (AIDSVAX B/E)*

unidas por uma sequéncia de 27 aminoacidos de uma proteina proveniente do virus herpes

simplex*, e cujo placebo consiste na administragio do adjuvante (alum) sem o antigénio®.

O Antigénio ALVAC-HIV foi testado, numa primeira fase, sozinho e posteriormente
em combinagao com AIDSVAX B/E, recorrendo a diferentes regimes de vacinagao durante
ambas fases, sendo que na segunda fase existiram que reforgos cujo regime de administragao

fora também aletrado consoante os resultados obtidos *.

Os resultados do ensaio de fase | em 133 voluntarios indicam que as vacinas utilizadas
sao seguras e que produzem, nos regimes de vacinagao utilizados, resposta imune especifica,
celular e humoral. Estas conclusoes promissoras permitiram que estas vacinas pudessem ser
testadas em Ensaios de fase lll em Humanos, na tentativa de obter uma vacina que fosse

plausivel de ser comercializada mundialmente®.

5.2 Ensaio VAX 003

Em 1999 tiveram inicio os dois primeiros ensaios de fase lll em Humanos, VAX004 na
América do Norte e VAX003 na Tailandia. Os dois eram muito semelhantes, sendo a
principal diferenca o subtipo, da linhagem M, que foi utilizado para a producao do antigénio
recombinante AIDSVAX. No primeiro, e pelo facto de ser quase o Unico existente na
Regido, foi utilizado unicamente o subtipo B (AIDSVAX B/B)). J4 em Banguecoque, e devido
a presenga do subtipo E, para além do B, foi utilizado um Antigénio recombinante com os
dois subtipos (AIDSVAX B/E)*#. Contudo, e devido ao facto de ser usado como termo de
comparagao para analise dos resultados em varios artigos, o VAX003 sera o utilizado no

restante trabalho aqui desenvolvido.
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Desenrolado ao longo de 36 meses, VAX003 contou com 2527 voluntarios nao
infectados e que cumpriam todos os critérios de inclusao definidos: idade entre os 20 e os
60 anos, utilizagao de drogas injectaveis e, especificamente para as mulheres, nio estar
gravida ou a amamentar. A vacina foi administrada aos meses 0, |, 6, 12, 18, 24 e 30. Os
resultados indicam que a vacina nao produziu efeitos secundarios significativos e que
existiram 106 infegoes por HIV-1 no grupo de ensaio e 105 no grupo placebo, demonstrando
que a vacina, apesar de segura, nao teve capacidade de indugao de resposta imunitaria

suficiente & protegio contra o virus*.

5.3 Ensaio RV144

RV 144, iniciado em outubro de 2003, foi o primeiro ensaio de fase Ill onde foram
obtidos resultados positivos no que a protegao contra o virus diz respeito. No entanto, a
taxa de seroconversao nao foi considerada suficientemente alta para a decisao de produgao

a nivel industrial da vacina.

O ensaio foi realizado em cerca 16000 voluntarios que cumpriam todos os critérios de
inclusao no estudo (Anexo ), variando estes deste negatividade ao HIV, terem idades entre
I8 a 30, até ao facto de as mulheres nao poderem estar gravidas, ou a amamentar durante o

periodo do ensaio.

O regime de vacinagao foi mais complexo do que em VAXO003, até porque foram
utilizadas duas vacinas, ALVAC-HIV e AIDSVAX B/E em regime de reforco. A primeira
vacina, tida como antigénio principal foi administrada nos meses |, 3 e 6 enquanto a segunda

apenas foi administrada no 3° e 6° meses.

Os resultados do ensaio testaram mais uma vez a seguranga das duas vacinas que tinha
sido testada, anos antes no ensaio de Fase I/ll acima referido e, mostraram também que ao
fim de 6 meses apds a vacinagao a eficacia na prevencao da infegao era de 60.5% o que seria
um optimo valor. No entanto, 42 meses apods a vacinagao a capacidade de prevengao baixou
para os 31.2%%, e foi ainda possivel perceber que a vacinagio nio afecta a virémia ou
contagem de CD," em voluntarios cuja infecdo tenha ocorrido apés o ensaio. Tudo isto
levou a que, apesar de ser um resultado positivo, nao existisse a satisfacio e protecao
suficientes a industrializagio da produgao da Vacina, nao deixado de ser um resultado

promissor®*.
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5.4 VAXO003 vs RVI44 - Comparaciao e Explicacao dos Diferentes

Resultados

O facto de AIDSVAX B/E nao ser capaz de conferir protegao contra a infegao poderia
levar a pensar que a utilizagdo de ALVAC-HIV seria suficiente, no entanto, o facto de no
primeiro a produgao de AcN ser maior, e apesar de sozinhos nao serem capaz de controlar

a infegdo, estes tornam o antigénio de VAX003 indispensavel ao sucesso de RV 144,

Uma andlise dos A, produzidos durante os dois ensaios permitiu perceber que as
diferentes subclasses de IgG se encontram presentes em ambos os ensaios, mas também que
a sua percentagem varia entre os dois, levando a resultados diferentes, transmitindo
informagdao sobre a qualidade de resposta dos Linfocitos B aos diferentes regimes de
vacinagao.

Quadro 1-Comparagao entre RV144 e VAX003 com avaliagdo das concentragoes das subclasses de IgG existentes
em ambos.

Ensaio
RV144 VAX003
. ALVAC-HIV + AIDSVAX B/E AIDSVAX B/E
Antigénio — R F
Administragio intramuscular
ALVAC-HIV  més AIDS VAX B/E AIDS VAX B/E
Reforco . N
0,1,3,6 més 3 e 6 Més 0, 1,6, 12, 18,24 ¢ 30
[|gG|] +++ [|gG|] +++
[1gG2] --- [1eG2] --
Tipos de IgG [1gG3]Total ++ [IlgG3]Total +
([1gG3].VI-V2+++) ([1gG3].VI-V2+)
[1eG4] -- [leG4] +++
Resultados Eficacia de 31.2% Eficacia de 0.1%

Dado que diferentes subclasses de IgG, e apesar de poderem ligar ao mesmo epitopo,
originam diferentes resultados, a pesquisa foi aprofundada e permitiu concluir que 1gG3, a
Unica subclasse de IgG que é maior em RV144, como pode ser visto no quadro |, podera
estar relacionada com a diminuigao do risco de infegao. Este pensamento é coerente com o
facto de a capacidade de combate a infecao dos voluntarios de RV144 diminuir quando a
concentragao das IgG3 diminui, o que indica que esta Imunoglobulina podera ser a solugao
para este problema que se abate sobre a Humanidade h4 décadas®.

Com esta possibilidade em mente, as IgG3 foram separadas de acordo com o epitopo
a que se ligam, levando os cientistas a perceber que IgG3 que se ligam as regices variaveis V,
e V, (V,-V, IgG3) estao em maior concentragao no regime de vacinagao de RV144 do que
em VAXO003 onde a vacinagiao consistiu apenas numa proteina. Uma andlise com estes Ac

permitiu perceber a existéncia de uma relagao inversa entre a capacidade de protecao
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contra o virus e o nivel de V|-V, IgG3*. Para além disso, e examinando a relagio entre estes
Ac e a sequéncia de V, e V,, foi possivel perceber que a posicao 169, parte da regiao
conservada de V2*, é um local de pressiao imunoldgica, e que A, especificos para V2 sio
muito sensiveis a alteragdes nesta posi¢io®, comprovando assim a importincia de VI-V2
IgG3. Descoberta foi também a relagao significativa, apenas presente em RV144, que existe
entre 1gG3, totais ou especificas de VI-V2, e os niveis de citotoxicidade celular dependente

de Ac (ADCC)’".

Todas estas descobertas, e apesar de ainda muito pouco se saber sobre o potencial
protector das IgG3*, permitiram perceber a razio de RV144 ter uma eficicia de protegio

muito superior a VAX003.

5.5 Ensaios posteriores ao ensaio RV 144

Apods o sucesso, mesmo que relativo, obtido em RV144, muitos foram os ensaios e

investigagoes realizados na tentativa de perceber os resultados deste ensaio.

Alguns estudos posteriores acabaram por se dedicar a analise, a longo prazo, dos
voluntarios de RV 144, na tentativa de, ao avaliar as alteragoes das concentragoes de IgG3 e a
presen¢a ao nao de infegao, perceber qual o ponto que até agora tem falhado a todas as
tentativas de obtengao da Vacina. Outros optaram por, utilizando os mesmos antigénios,

alterar o regime de vacinagao na tentativa de uma protecao elevada durante mais tempo.

Por outro lado, também existiram estudos que impulsionados pelo sucesso de RV 144,
utilizaram antigénios ligeiramente diferentes na esperanca de que as pequenas alteragoes

fossem suficientes para a obtengao de uma eficacia superior e de maior duragao.

Na verdade, muitos foram os ensaios realizados sendo que aqui apenas alguns serao
brevemente apresentados, e encontram-se também descritos no anexo Il, dando enfase aos
que estao directamente relacionados com RV144 ou que de alguma forma podem vir a

contribuir para o sucesso desta longa caminhada.

i. Ensaio RVI152
Desenvolvido logo apdés RVI44, o intuito deste ensaio era avaliar as diferengas
existentes entre os infectados de RV 144, tendo em conta se receberam placebo ou a vacina.
Os resultados do estudo indicaram que apos a infegao, nao existem diferengas significativas
na capacidade de resposta e propagagao da infecao, sendo a contagem, e diminuigao, de

CD," muito semelhante quer tenham recebido placebo ou as duas vacinas®.
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ii. Ensaios RV305 e RV306
Estes dois ensaios foram iniciados alguns anos ap6s RV 144, estando ainda a decorrer, e
o seu intuito é prolongar a eficicia da vacina e por isso, na tentativa de aumentar e
prolongar a resposta imune adaptativa dos voluntarios nao infectados de RV144, ALVAC-
HIV e AIDSVAX B/E serao administradas, sozinhas ou em combinagiao, com regimes de
vacinagao diferentes, na tentativa de perceber qual a melhor estratégia para prolongar a

protecio conferida em RV 144>,

iii. Ensaio HVTNO097

Este foi um estudo apenas com 100 voluntdrios que utilizou exactamente o mesmo
regime e antigénios de RV144, em voluntarios Sul-africanos, demonstrando seguranca e
eficicia muito semelhantes aos obtidos na Tailandia. Esta previsto para este ano (2015) que
um ensaio seja iniciado numa escala maior de forma a avaliar a capacidade dos antigénios
ALVAC-HIV e AIDSVAX, desta feita sintetizados com base no subtipo C, o predominante na
Africa do Sul, induzir resposta imunitaria satisfatoria. Para além da alteragio no antigénio
serao ainda usados mais reforcos e novos adjuvantes que se espera poderem potenciar a

eficacia de vacina®.

iv. Ensaio HVTNS505
Apesar de se ter percebido que as vacinas utilizadas, plasmideo de DNA e Adenovirus
recombinantes, eram seguras, a verdade, é que apesar de terem a capacidade de, in vitro,
induzir resposta celular e humoral, incluindo IgG contra Gp120, isso nao se verificou no
ensaio, tendo o numero de infectados do grupo ensaio sido superior ao do grupo placebo,
levando ao cancelamento do ensaio em 2013 devido a auséncia de eficacia na prevencao da

infecio>*.

v. Ensaios HVTN 092 e 096
Estes dois ensaios, iniciados com poucos meses de diferenca, utilizaram como antigénio

NYVAC, um vetor viral derivado do virus da variola, com o subtipo C (da linhagem M)*.
Inicialmente a vacina foi considerada segura e passou nos testes de controlo de qualidade, no
entanto, ao iniciar HVTNO096, e por ter sido utilizado um método mais sensivel para a
verificagdo da contaminagao, foi descoberto que as vacinas se encontravam contaminadas
com Mycoplasma hyorhinis, levando ao cancelamento de ambos os ensaios mesmo que nao se
tenha verificado qualquer efeito secundario relacionado com a contaminagio pelo

micoplasma®,
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Apesar disso, e de acordo com alguns estudos de comparagao de pequena escala realizados
antes da descoberta da contaminagao, NYVAC tem uma maior capacidade de indugao de
resposta celular, envolvendo CD,’e CD,", e também humoral, isto no que as IgG diz
respeito, pois a nivel de AcN os titulos sorologicos sao muito semelhantes. Tudo isto leva a
crer, e quando ultrapassado o problema da contaminagao, que NYVAC possa ser uma
melhor alternativa do que ALVAC-HIV, que nestes estudos foi, também, sintetizada com o

subtipo C, ao contrario do que aconteceu em RV44°,

5.6 Resultados e Ensaios Promissores

Muitas investigagoes, muitos testes in vitro, muitos ensaios em Humanos, sem no
entanto se obter qualquer resultado que justificasse a produgio mundial de uma vacina. E
este o panorama com que nos deparamos mais de 30 anos depois da descoberta deste virus.
Apesar deste cenario, ja foram alguns os ensaios onde resultados positivos foram

observados mas que no entanto nao justificavam a industrializagao da produgao da vacina.

No final de 2014, um grupo de investigacao, liderado por um portugués, descobriu
que 10% a 15% dos infectados pelo HIV, produz, ao fim de alguns anos, uma familia de A,
muito eficazes na neutralizagao do virus. Esta equipa conseguiu descobrir todos os passos
necessarios ao desenvolvimento desta familia de Ac, conseguindo ainda codificar a sequéncia

genética do virus que é responsavel pelo desenvolvimento deste tipo de Ac.

O grupo de investigacao alega ainda que um A. induzido por vacinagao, para ter a
mesma eficacia do que aqueles descobertos no decurso da sua investigagao, tem de seguir
exactamente os mesmos passos, levando a que se acredite que vacinas tem de ser capaz de
induzir a formagao de A. pelos mesmo processos e passos que o proprio virus, onde o
intuito € “ensinar o sistema imunitario de pessoas saudaveis, nao infectadas com HIV, a
produzirem esses A. para que, na eventualidade de uma infegao, o sistema esteja preparado

para ter uma resposta rapida e eficiente”®.

No inicio do corrente ano, os resultados de um estudo em Macacos utilizando e-
CD,-lg, um A. modificado, demostraram uma maior poténcia quando comparados com AN
normalmente produzidos em outros estudos. Para além disso, tem uma maior amplitude de
acao, conseguindo neutralizar cerca de 100% de HIV-l e HIV-2 resistentes a maioria dos
AcN, incluindo o recentemente descoberto VRCOI. Macacos Rhesus, inoculados com
vectores virais (adenovirus), demostraram protecao contra diversas tentativas de infecao,

levando os cientistas a acreditar que e-CD,-lg possa funcionar como uma vacina®.
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A utilizagao de adjuvantes mais potentes, novos ou melhorados, podera também
conduzir a aumentos de eficacia das vacinas futuramente produzidas. Sendo assim, e ja no
inicio de 2015, a primeira analise detalhada de ASOIB, um lipossoma®' largamente utilizado
como adjuvante, permitiu idealizar pequenas alteragdes na sua estrutura que poderao
potenciar a sua agao, levando ao aumento de eficacia das vacinas administradas utilizando

este produto®.

Outras revelagoes importantes este ano, desta feita relativas a realizagao de novos
ensaios, refor¢am a ideia de que a busca pela vacina contra este virus esta a ser intensificada.
HVTN 100, o ensaio de larga escala nos moldes de HVTN 097, tem por base RVI44 e
RV305 e RV306. Apesar de os dois ultimos estarem ainda em curso, ajudaram no design do

estudo, levando mesmo a realizacio de um reforco extra relativamente a RV 44,

RV363, também ele iniciado este ano, € um estudo de Cohort, que tem como
objectivo avaliar a incidéncia de HIV na populagado Mogambicana, avaliando também a sua
disponibilidade para ingressar num ensaio que seguira um regime de vacinagao semelhante ao

de RV144 mas tendo como alvo o subtipo C, o predominante nesta regiao®.

Recentemente, realizou-se em Lisboa uma conferéncia que juntou os maiores
especialistas Europeus no que a HIV/AIDS diz respeito. Aqui foi revelado que um ensaio
realizado com um antigénio designado VIHDUAVAX®, uma combinagao de dois péptidos de
Gp4l, e que neutraliza o HIV-I e impede o decréscimo da contagem de CD,". Este ensaio
esta a ser realizado na Europa e inclui cerca de mil portugueses, num total de cerca de 5 mil
voluntarios, todos de paises europeus, como Franga e Alemanha. Os investigadores
acreditam que se tudo correr bem a vacina possa chegar ao mercado dentro de uma década
mas, e como ainda nao sao bem conhecidos os pontos fulcrais de indugao de resposta imune
contra o virus, e este tem uma elevada capacidade de evasao, os resultados positivos obtidos
sao avaliados com cautela, de forma a nao criar falsas esperangas. Para além disso, Patrice
Debré, responsavel pelo ensaio, salientou a importincia do seguimento e analise de
portadores que conseguem controlar o avango a infe¢ao, pois podem ser a chave para o

sucesso®’.

Miguel Oliveira Cruz



Vacina Contra HIV

6.CONCLUSAO

HIV, um virus que afecta milhdes de pessoas e para o qual a descoberta incessante
pela vacina ainda nao terminou. Apesar de todo o avango tecnoldgico, e da elevada eficacia
das terapéuticas antiretrovirais, estas nao tém a capacidade de eliminar o virus e evitar

contaminagoes ou proteger contra uma possivel infegao.

A existéncia de uma vacina eficaz € uma necessidade prioritaria, e os esforgos para a
conseguir tém sido imensos. Todos os anos varios ensaios e investiga¢coes sao realizados na
tentativa de a obter. Contudo os avangos que existem até hoje, mesmo que significativos,
nio implicaram a obtencio da tio desejada vacina. E verdade, e devido aos dltimos
resultados de ensaios, que se espera que toda esta procura esteja a chegar ao fim e o

resultado tao pretendido seja finalmente conseguido.

H4, no entanto, ainda muitas duvidas e incertezas, relativamente a esta vacina. A
propria comunidade cientifica ainda tem duvidas sobre que tipo de vacina utilizar (tipo de
vector e adjuvantes), e qual a resposta imunitaria prioritaria, celular ou humoral. Uma das
poucas certezas que se tem € que RV|44 foi o Unico ensaio até agora a obter um valor de
eficacia relevante (31,2%), levando a que seja considerado a melhor alternativa, fazendo com
que muitos dos ensaios posteriores, e actuais, se baseiem nele, e que o tentem melhorar e
reformular, utilizando novas informagoes que surgiram nos ultimos anos e podem ser a

chave para o sucesso.

Muitos ensaios em Humanos estao a decorrer, ou irao comegar brevemente, e o que
se espera € que com toda a preparacao que foi feita, e todas as reformulagoes de Antigénios,
regime de vacinacao, adjuvantes, entre outros, se consiga, num espago de alguns anos, uma

vacina que justifique a sua produgao a nivel mundial.

A verdade, é que este é sem duvida um tema muito actual e de extrema importancia
para a Humanidade. Todos os esforgos feitos até hoje, incluindo os ensaios sem qualquer
tipo de resultado, contribuiram para que mais um passo fosse dado neste longa jornada que,
e infelizmente, ainda nao se sabe quando ira terminar. RV 144 foi um reforgo numa esperanga
que se estava a esvair, o que levou a um aumento exponencial na procura pela vacina. Os
seus resultados sao o sinal de que a procura incessante pela vacina ideal se encontra préxima
do fim, e de que nao devemos desistir pois com certeza todo o esforgo e dedicagao a esta
causa serao recompensados quando, por fim, a vacina poder ser administrada em cada canto

da Terra, levando, finalmente, ao fim desta pandemia.
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8. ANEXOS
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. . Aptlgénlo Reforgo/ Populagdo/ | Critérios de Critérios de " .
Ensaio Fase/Tipo (principal) / Vector S x ~ ~ Anticorpos* | Decaimento Resultados Observagdes
L x Administracdo Local Incluséo exclusdo
Administracdo
Safety and ALVAC-HIV
; *
Immunogenicity Més |, 3 e 6; Total de Entre 20 e 50 Em V7, O regime Resposta
of an HIV Intramuscular anos; VIH (-) . . X X Testados
Subtype B and E Virus da 133: Qualquer VIH positivo; Ac anti demonstrou proliferativa
>yP Fase I/l . 33 Grupo 1219 Gravides e Gpl20 MN ser seguro e em 88 por ELISA
Prime-Boost X variola dos AIDS VAX género; - L. e
. Randomizado . Placebo - amamentagao; e A244; ter alguma voluntérios;
Vaccine ALVAC-HIV; canarios B/E Mulheres nao o . o Imunoblot
P e R + Doenga sistémica Ac antip24; _ eficacia. presenca de -
Combination in Intramuscular | (canarypox) Més3eb podem estar o . e ing -
. Duplamente - 100 . e toma de 71% Ac Considerado linfocitos T
HIV-Negative recombinate (Grupo 1- gravidas, nem | . ) . Gp120/Gp
- cego Grupo imunomodeladore anti que pode citotoxicos -
Thai Adults 200pg X a amamentar; 160 mais
Ensaio s CRFOI_AE avangar para em alguns
Grupo2- Uso de N 2 bandas
~ (Grupo 2) fase Il voluntarios.
(Seguranca e 600ug) ; contracepgao para ser
Eficacia) Intramuscular positivo);
Entre 20 e 60 IgG total
anos; Doenga grave que | [IgGI] +++ Nao houve e IgG3
Injegdo de possa interferir no [1gG2] -- diferenga nao sao
Efficacy of Total de drogas no estudo (Ex.: [1gG3]Total entre o grupo represent
AIDSVAX B/E 2527: . . Reforgos . . :
L Fase I/l . ano anterior; linfoma); VIH + ok placebo e o Maior avidez ativas uma
Vaccine in . Proteina AIDS VAX 1260 L fazem com .
Randomizado AIDS VAX VIH (-); positivo; ([1gG3].VI- grupo de dos Ac; da outra;
Intravenous . Gpl20 B/E Grupo - que [IgG3] . I li
. e B/E; . n Qualquer Gravides e V2+++) . ensaio Elevada gG3 liga
Drug Users in recombinate Meés 1, 6, 12, Placebo , ~ decaia e a de . - local
Duplamente Intramuscular L A género; amamentagao; [1gG4] +++ (eficacia de concentraga ao loca
Bangkok, administrada 18,24 e 30; + ~ L 1G4 o
> cego Mulheres ndo | Doenga sistémica [ AcN] 0.1%); o de AcN; de
Thailand com alume. Intramuscular 1267 f aumente; =
Gr podem estar e toma de maior do pressao
Hpo gravidas, nem | imunomodeladore que em Vacina nao imunologi
Vax003 Ensaio
a amamentar; s RV144; confere ca 169.
Uso de protecio.
contracepgao
. ek | G3 =~
- [1gGI] +++ Eficacia de [1gG3]
Live Entre 18 e 30 Par:;s'zia:se’" [1gG2] - 31.2% 42 'gGiiE:rdem nos picos
. : i maximos
Recombinant ALVAC-HIV Total de anos; VIH () relacionados com [IgG3];<l;<otal meseos dep,0|.s complement | {e ambos
~ 16000: Qualquer ++ (60.5%eficacia
ALVAC-HIV . MésO0, 1,3 e X VIH - o e tem uma
o " Fase Il Virus da 8000 género; . ([1gG3].VI- | Concentraga aos 6 meses) — 0s
Priming With . - 6; < anteriormente; < regido de ensaios:
Randomizado variola dos Grupo Mulheres nao . V2+++) o de IgG3 Naio afecta a L2 ) ’
Gpl20 B/E ALVAC-HIV; . Intramuscular VIH positivo; A - ligagao maior Em V5,
e canarios Placebo podem estar - [1gG4] -- diminui a virémia ou o ) ’
(AIDSVAX B/E) Intramuscular AIDS VAX ) Gravides e ’ . . e mais VAX003
L Duplamente (canarypox) + gravidas, nem - 1gG3 dim. partir da nivel de .
Boosting in - B/E amamentagao; . ; A . flexivel; tem maior
. cego recombinate o 8000 estar a o depois de quinta visita; CD4+; Ll
HIV-uninfected Més 3 e 6; Doenga sistémica ~ Associagao [1gG3] do
- Grupo amamentar; V5,20 Produgio de YA 8
Thai Adults Intramuscular . e toma de . significativa ue
Ensaio Uso de . contrario resposta q
Rv 144 ~ imunomodeladore entre IgG3 e RV 144
contracepgao das outras humoral e
s ADCC
1gG; celular;

Anexo |- Descrigao dos trés principais ensaios realizados até 2009, Segurancga e Eficacia, VAX003 e RV 144
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ENSAIO DESCRICAO
Estudo iniciado em 2006 mas a fase de recrutamento sé terminou em 2013.
Realizado em voluntarios que se tornaram HIV positivos apos terem feito parte de RV144:

A ez Avaliacao do avanco da infecao através de um estudo cohort;
Obijectivo principal passa por obter dados sobre a forma como o regime de vacinacao de RV 144 afecta a progressao da doenga.
Estudo de fase ll, iniciado em 2009 e com espetativa de término em 2017.

HVTN 505 O principal objectivo era avaliar a Seguranca e Eficdcia de um regime de vacinagao contendo uma vacina com um plasmideo de DNa e

outra com um Adenovirus recombinante.
Ensaio foi cancelado em 2013 devido a falta de eficacia demostrada pela elevada taxa de infecao no decorrer das vacinagoes.
Estudo de fase |l duplamente cego e randomizado;

RV305 Iniciado em 2012 e com previsao de término em 2015;

Caracterizagao da resposta imune induzida pelo ensaio RV144;

Avaliagao da fungio efectora dos linfocitos T CD8+ e T CD4+.

Estudo de fase | duplamente cego e randomizado;

Iniciado em 2012;

HVTN 096 Realizado com o intuito de avaliar a seguranga de NYVAC através de administragoes com ou sem AIDSVAX B/E;

A avaliagio da presenca de A especificos contra HIV fazia parte dos objectivos principais;

Estudo da influéncia de diferentes regimes de vacinagao e estudo da resposta dos Linfocitos T.

Estudo foi cancelado pois foi descoberto que vacina poderia estar contaminada com Mycoplasma hyorhinis.

Estudo de fase | duplamente cego e randomizado;

Iniciado em 2013;

Realizado com a intengdo de caracterizar respostas dos linfocitos T CD4+ e T CD8+ apds a administragio de vacina NYVAC;*
A avaliagio da produgdo de A contra HIV fazia parte dos objectivos principais;

Estudo foi cancelado pois foi descoberto que vacina poderia estar contaminada com Mycoplasma hyorhinis;

Estudo de fase | duplamente cego e randomizado;

Iniciado em 2013;

HVTN 097 Pretende avaliar a seguranga da administragcao de ALVAC-HIV e de ALVAC-HIV + AIDSVAX B/E;

A caracterizagio da resposta humoral e celular e ainda a medigdo de A nas mucosas (IgA, 1gG e VI/V2);

Um dos objectivos consiste em testar a associagio das vacinas do Tétano e hepatite B com os resultados obtidos com a vacinagio
contra HIV.

Anexo lI- Breve descrigao dos principais ensaios realizados apos RV144; Ordem Cronoldgica de inicio.

HVTN 092
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