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Apresentacéo

APRESENTACAO

O HIV-1 causa uma das doencas emergentes mais importantes do século, a
AIDS. Atualmente, essa epidemia mundial esta se disseminado de modo
alarmante, especialmente em paises menos desenvolvidos, através dos contatos
heterossexuais (UNAIDS, 2004). De acordo com o ultimo boletim epidemiolégico
da UNAIDS, estima-se que uma média de 39,4 milhdes de pessoas estdo
infectadas com o HIV, em todo o mundo, dos quais 19,5 milhdes sdo mulheres e
2,6 milhdes sdo criancas infectadas com menos de 15 anos. No ano de 2004,
ocorreram em torno de 6,4 milhdes de novas infecgbes entre adultos e criancas e
3.5 milhdes de 6bitos (UNAIDS, 2004).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz anti-HIV/AIDS, pouparia
enormes sofrimentos. Durante as duas Uultimas décadas a perspectiva de
desenvolver vacinas anti-HIV/AIDS, tornou-se um alvo perseguido por
varios grupos de pesquisa. Sendo provavelmente um dos desafios

cientificos mais dificeis que a ciéncia biomédica esta enfrentando.

Aproximadamente 30 ensaios fasel/2 de diferentes vacinas
candidatas ja foram conduzidos durante este periodo. A estratégia
classica de usar virus inativado ou virus atenuado foi usada em estudos
preliminares com macacos utilizando 0 virus SIvV (Simian
Immunodeficiency Virus) (KAUFFMAN, 2004). A imunizacdo de primatas
nao humanos com o SIV atenuado foi capaz de protegé-los da acdo do
virus vivo (JOHNSON & DESROISERS, 1998). Administracdo passiva de
anticorpos neutralizantes protegeu chipanzés contra o HIV. Entretanto
estas abordagens nao foram testadas em seres humanos por razdes

ligadas a seguranca e a bioética (KAUFFMAN, 2004). Vacinas
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convencionais baseadas na inducdo de resposta contra proteina do
envelope viral até o momento ndo parecem ser promissoras e as vacinas
indutoras de anticorpos neutralizantes que surgem como alternativa aos

fracassos das vacinas de subunidades estdo ainda sob investigacao.

A descoberta dos antiretrovirais (ARV) foi um grande avango no tratamento
de pacientes HIV/AIDS reduzindo a morbi-mortalidade. Porém o aparecimento dos
efeitos colaterais posteriores, a ma adesdo ao tratamento, a manutencdo dos
reservatorios virais, assim como a selecdo de mutagcbes no genoma viral que
conferem resisténcia a determinadas drogas, impulsionaram a busca de novas

alternativas de tratamento.

Uma alternativa que esta sendo estudada é a imunoterapia. Esta
abordagem est4 baseada no fato de individuos infectados por HIV evoluirem de
forma lenta com contagem de linfocitos T CD4+ sem declinio e auséncia de AIDS
(progressores lentos) ou diminuicdo de linfocitos T CD4+ e progressao rapida para
AIDS (progressores rapidos) sugerindo a possibilidade de controle do virus pelo
sistema imune (RUBBERT & OSTROWSKI, 2005).

Abordagens imunoterapicas experimentais realizadas in vitro utilizando
células dendriticas autélogas carreadas com virus inativados (LU et al.,2001) e
in vivo utilizando em macacos, apresentaram resultados significativos no
controle da replicacdo viral. A referida estratégia mostrou-se promissora para
utilizacdo desta abordagem em humanos. Em janeiro de 2003 a revista Nature
Medicine publicou o artigo de LU et al., “Therapeutic dendritic-cell vaccine for
simian AIDS”, descrevendo o0 primeiro experimento imunoterapico com sucesso
em macacos, no qual foram utilizadas células dendriticas, préprias dos macacos,
para combater o virus SIV . Esses achados abriram a possibilidade de tratamento

da infeccéo pelo HIV usando células imunes que atenuam a acao do virus.
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Os resultados das pesquisas com células dendriticas in vitro e em modelos de
primatas ndo humanos levaram a formag&o de um consércio franco—brasileiro. O
Instituto de Pesquisa em Imunoterapia de Pernambuco (IPIPE-UFPE) iniciou em
setembro de 2003 ap6s aprovacdo da CONEP (Comissédo Nacional de Etica em
Pesquisa), uma pesquisa com humanos em um grupo de pacientes HIV+ virgens
de tratamento os quais foram submetidos a imunizacdo com células dendriticas

autologas carreadas com virus HIV autélogos inativados.

Os resultados animadores desse estudo foram publicados na Revista
Americana, Nature em dezembro de 2004. Dos 18 pacientes que participaram do
estudo, 8 conseguiram controlar a replicacdo viral, o que foi extremamente
promissor para esta abordagem terapéutica. Porém ha necessidade de maiores
investigacdes nesta populacéo, a fim de melhorar o protocolo vacinal e estudar os

mecanismos protetores ou de falha nos hospedeiros.

A necessidade de tentarmos entender um pouco mais a acdo dessa
imunoterapia no grupo de pacientes vacinados por Lu et al. (2004) nos levou a
realizar este estudo, o qual foi composto por 2 artigos; em um primeiro artigo
verificamos a associacdo dos subtipos do HIV-1 com a evolugédo clinica dos
pacientes levando em consideracédo que os diferentes subtipos podem apresentar
comportamentos diferentes diante dos ARV, contudo néo se sabe se isto também

ocorre na imunoterapia.

No segundo artigo analisamos as varias sequéncias dos isolados virais desses
pacientes objetivando verificar se a vacina foi capaz de induzir ou ndo o aumento

do polimorfismo viral e se isto estaria relacionado ao controle viral observado.
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RESUMO

Neste trabalho investigamos a associacdao de subtipos do HIV-1 com evolugao clinica
dos pacientes submetidos a vacina com células dendriticas (CD). O virus autdlogo
inativado foi usado para pulsar as células dendriticas, as quais foram utilizadas
posteriormente como vacina. Os isolados virais dos pacientes foram seqlienciados e
suas sequéncias foram usadas para analise filogenética. Para analise clinica os niveis
de células TCD4 "e TCD8" foram monitorados por um ano assim como a quantificacéo
da carga viral (CV). Dos 19 pacientes, 13/19 apresentaram subtipo B, 5/19 subtipo F e
1/19 subtipo D. Dos pacientes com subtipo F 4/5 mostraram queda média de 1,5 Log na
CV enquanto apenas 4/13 com subtipo B apresentaram queda média de 1,16 Log. Os
pacientes que controlaram a carga viral também tiveram uma forte resposta celular
considerando os parametros imunologicos. Aos 112 dias de imunizagdo 14/19
pacientes apresentaram aumento significativo de linfécitos TCD4+ e diminuigdo de 0,5
Log de carga viral (CV) inicial. Destes 8/19 sustentaram a resposta virolégica
(CV=1.0Log) no periodo de 360 dias de imunizagao Devido a pequena populagdo nao
foi possivel associar a resposta virolégica com os subtipos, embora tenha sido
observada uma tendéncia dos pacientes subtipo F serem capazes de mostrar um
melhor controle viral apos imunizacdo. .Dos pacientes do subtipo F, apenas um néo foi
capaz de controlar a carga viral durante um ano. Todavia, outros fatores além do
subtipo viral parecem desenvolver importante papel na sustentacdo das respostas
imunoldgica e viroldgica, tais como a imunidade inata, polimorfismo viral, ativacdo de

linfécitos T reguladores entre outros mecanismos ainda ndo conhecidos.
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ABSTRACT

In this work we investigated the association of the HIV-1 subtypes with the clinical
evolution of patients submitted to the dendritic cell (DC) therapeutic vaccine for HIV. The
autologous inactivated virus was used to pulse the DC which was subsequently used as
a vaccine. Viral isolates of the patients were sequenced and their sequence used for
filogenetic analysis. To the clinical analysis the levels os TCD8+ and TCD4+ cells were
followed for 1 year as well as the viral load (VL). From the 19 patients vaccinated 13
showed subtype B, 5 subtype F and 1 subtype D. Among the patients with subtype F the
VL had decreased 1,5 Log and while the subtype B patients the decrease was 1,16 Log.
Regarding the immunological parameters the patients who controlled the VL also had a
strong cellular response. However some patients who had an significant increase of
cellular response at 112 days of immunization and partially controlled the VL (VL < 0,5)
did not sustained this response and the virus returned at initial levels after 360 days.
Due to small population we could not associate the virological response with the
subtypes although there was a tendency of patients harbouring subtype F be able to
show a better control of the virus after immunization. All patients of subtype F, but one,
were the able to control the VL load for one year. Nevertheless, other factors besides
the virus subtypes seem to be playing a role in driving a sustained response, such as
innate immune and virus polymorphisms, activation of the antiviral state regulated by T

reg lymphocytes among others not well known mechanisms.
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INTRODUCAO

A disfungado das células dendriticas é considerada uma das razdes para a perda
progressiva de um adequado estimulo imunolégico (DONAGHY et al., 2004). Na
infeccao cronica pelo HIV as células dendriticas (DCs) que sado as mais importantes
células apresentadoras de antigeno (APC) e ativadoras do sistema imune sofrem
apoptose significativa e disfungcdo relacionadas com a replicagéo viral comprometendo
a ativacdo normal da resposta imunoldgica. Além disso, as DCs s&o capazes de
produzir fatores que inibem a resposta especifica ao HIV (BEURIA et al., 2005). Foi
observado que nos individuos infectados cronicamente pelo HIV-1, a resposta CTL
(Linfocitos T Citotoxicos) especifica para o virus vai progressivamente sendo perdida
(SALERNO-GONGCALES et al, 2000) e isto provavelmente é devido a disfuncéo na
apresentagcao especifica de antigenos do HIV pelas células dendriticas (LU &
ANDRIEU, 1995; DONAGHY et al., 2004).

Na tentativa de contornar esta disfuncdo, LU et al. (2004) ativaram células
dendriticas in vitro e re-introduziram nos pacientes como uma forma de imunoterapia.
Esse estudo foi realizado no Brasil/lUFPE por um consodrcio franco-brasileiro, usando
células dendriticas autdlogas pulsadas com virus autdlogos inativados quimicamente
pelo aldrithiol-2 (AT2) em 18 pacientes virgens de tratamento dos quais 8 apresentaram
diminuicdo significativa igual ou maior que 1 Log da carga viral inicial durante o
periodo de 1 ano se seguimento (LU et al., 2004). A resposta anti-HIV foi investigada
através da producdo e ativagdo de linfocitos T e desenvolvimento de anticorpos
neutralizantes. Entretanto caracteristicas moleculares dos isolados virais como a

determinacao dos subtipos de HIV-1 nao foi analisada nesta primeira fase do estudo.

Embora os pacientes tivessem sido imunizados com o repertério de virus do seu
proprio organismo, o subtipo do HIV-1 poderia influenciar no sucesso da terapia. Os
subtipos apresentam diferengas quanto a capacidade de replicagéo (fitness viral),

transmissibilidade e patogénese (SPIRA et al, 2003). Quanto a associagao entre
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diferencas moleculares e patogénese pode-se destacar a regidao LTR das duas
espécies de HIV (1 e 2) a qual esta relacionada com a maior capacidade de indugao de
TNFo do HIV-1 em relagdo ao HIV-2. O TNFa parece induzir mais fracamente o
enhancer do HIV-2 (LAWN et al.,2001). O HIV-1 apresenta trés grupos distintos M
(main), O (outlier) e N(new). O grupo M é o responsavel pela pandemia de HIV-1,
enquanto os demais ficaram restritos ao oeste africano. O grupo M apresenta 10
subtipos (A, B, C, D, E, F, G, H, J e K).

De acordo com Morgado et al. (2002) e Brindeiro et al. (2003), a distribuigdo de
subtipos no Brasil € complexa e dindmica com variagées em diferentes regides havendo
uma predominancia do subtipo B (89,5%). O segundo mais prevalente é o subtipo F
(18%), sendo mais encontrado nas regides Norte, Nordeste e centro do pais (DUMANS
et al., 2002). Um estudo realizado por Soares et al. (2003) com amostras procedentes
da regido Sul mostrou uma alta prevaléncia do subtipo C no Rio Grande do Sul e
Parana (45% e 30% respectivamente). No Sudeste os estados do Rio de Janeiro e Séao
Paulo também apresentaram um aumento de casos com subtipo C quando comparado
com estudos anteriores (DUMANS et al, 2002). Os subtipos A e D sdo encontrados
esporadicamente e as cepas recombinantes B/F, B/C e B/D também tém sido
encontradas no Brasil (SABINO et al, 1996; TANURI et al, 1999).

O subtipo C do HIV-1, por exemplo, exibe particularidades moleculares como a
presenca de um sitio de ligagdo adicional para o NF-kB na LTR, a produ¢do de uma
proteina Rev truncada e a inser¢cao de aminoacido no gene vpu, caracteristicas tais que
podem influenciar a expressdo do genoma viral alterando a transmissibilidade e
patogénese deste subtipo (SPIRA et al.,, 2003). Devido as diferengas genéticas dos
promotores dos subtipos do HIV-1 é de se esperar respostas diferenciadas a fatores de
transcricdo como o NF-kB (OLIVEIRA et al., 2003). Estudos sobre a protease do
subtipo C evidenciaram uma assinatura molecular distinta, o que parece conferir uma
atividade catalitica mais eficiente, além disso, essa regido catalitica mostra-se

altamente conservada em relagcéo aos subtipos A, B e D (OLIVEIRA et al., 2003).
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Os subtipos B e C devido a alta prevaléncia sdo os mais estudados, sendo as
drogas disponiveis desenhadas para o subtipo B (VELASQUEZ et al., 2001), o qual é
responsavel pelo maior numero de casos positivos nos paises desenvolvidos
(OLIVEIRA et al., 2003). Uma importante questao a ser explorada € a eficacia destas
drogas para os diferentes subtipos. Estudos realizados sobre analise genotipica tém
identificado mudangas entre sequéncias virais dos diversos subtipos definidas como
assinaturas moleculares que podem gerar respostas diferentes quando submetidos aos
antiretrovirais disponiveis (VALASQUEZ et al., 2001; SPIRA et al., 2003; OLIVEIRA et
al., 2003). A selecdo de mutagdes no gendtipo viral pode ser induzida pelos
antiretrovirais o que leva a resisténcia aos mesmos, este tem sido um dos grandes

problemas no tratamento dos pacientes HIV".

O subtipo parece ter relevancia em varios estudos em que se evidenciam
diferentes comportamentos clinico-evolutivos da infecgao, entretanto mais estudos séo
necessarios para se estabelecer a influéncia do subtipo na evolugédo da infec¢do. Por
isto torna-se importante a determinacdo dos subtipos do HIV-1 nos pacientes
submetidos a imunoterapia com células dendriticas descrita por LU et al. (2004) para se
verificar a existéncia de quaisquer associacdes entre os subtipos do HIV-1 e o controle
virolégico obtido por esta abordagem terapéutica. Portanto este estudo teve como
objetivos verificar os subtipos do HIV-1 dos pacientes imunizados com vacina de
células dendritica e sua associagdao com a evolugao viroldgica e imunolégica no periodo
de 1 ano de observagao. O seguimento inédito de dois anos destes pacientes também

sera discutido.

PACIENTES E METODOS

Amostragem

A populagdo estudada foi constituida de 19 (dezenove) pacientes HIV* virgens de
tratamento, adultos com idade > 21 anos e < 65 anos, com sorologia positiva em um
periodo médio de 3 anos, participantes do ensaio clinico Fase 1/2 realizado pelo IPIPE,

no LIKA-UFPE, submetidos ao processo de imunizacdo com células dendriticas
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autdlogas carreadas com HIV autélogo inativado, iniciado em setembro de 2003 (LU et
al., 2004). Adicionalmente neste estudo foi incluido mais um voluntario (paciente 9)

vacinado posteriormente pelo mesmo protocolo.

Evolugao clinica

A evolugao clinica dos pacientes foi monitorada através de exames fisicos e das
contagens dos linfocitos TCD4" e TCD8", que foram realizadas por citometria de fluxo
de acordo com o protocolo do equipamento FACSCalibur (BD Biosciences) e pela
quantificacdo da carga viral para qual foi utilizado o teste Monitor Kit (Roche
Diagnostics). O seguimento de dois anos foi feito através das informagdes obtidas nos
prontuarios disponibilizados pelo servico médico no qual o paciente esta sendo

atendido desde o término do ensaio clinico.

Definigcao de sucesso virolégico

A quantificagédo da carga viral e contagem dos linfécitos TCD4*/TCD8" de cada
paciente foram analisadas por um periodo de um ano em trés momentos no tempo (0=
antes da imunizagao; 112 e 360 dias apds imunizagdo). Foi possivel caracterizar perfis
de resposta virolégica onde foi considerado sucesso o grupo de pacientes que alcangou
uma queda na carga viral = a 1Log aos 360 dias apds imunizagao e os pacientes que

nao atingiram estes critérios foram considerados grupo de insucesso virolégico

Amplificagao e sequenciamento

O DNA gendmico foi extraido das Células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) utilizando o protocolo de extracédo da QIAGEN. A técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) foi usada para amplificar a regido pol (RT/PR) do pré-virus
utilizando primers especificos. Esta reacdo de PCR foi realizada em 2 etapas com

‘primers” aninhados (TANURI et al, 1999). O sequenciamento dos produtos
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amplificados foi realizado utilizando o kit BigDye® (Applied Biosystems, Foster City, CA),
no sequenciador automatico ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Analise filogenética

O subtipo do HIV-1 de cada amostra, foi obtido por filogenia molecular. Sequéncias
de nucleotideos foram alinhadas pelo programa Bioedit (versdo 6.0.7 Pharmaceuticals,
Inc 2004), apos serem editadas no programa Seq Man do pacote DNASTAR (CDC). A
construcdo da arvore filogenética foi realizada usando os métodos paramétricos de
distancia: kimura 2 parametros com uma matriz de distdncia executada no programa
MEGA versao 3.0 (Arizona State University, Tempe)); e o método de neighbor-joining
(Saitou,1987).

Analise estatistica

A andlise estatistica da associacdo dos subtipos com a evolugao clinica foi feita

utilizando o teste exato de Fisher bicaudal com tabelas de contingéncia 2X2.
Consideragoes éticas

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Centro de Ciéncias da Saude da
UFPE. Numero do protocolo: 300/2004 CEP/CCS

RESULTADOS

Determinacgao de subtipos

A figura 1 mostra os subtipos encontrados e suas distribuicbes na populagéao
estudada que foram de: 68,4% B (13/19), 26,3% F (5/19) e 5,3% D (1/19). Apenas o
paciente 14 néo foi incluido na apresentagao da arvore filogenética devido a auséncia

de amplificagdo do DNA relativo aos 112 dias apds a imunizagao, provavelmente pelo
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fato da baixa CV. Contudo foi possivel determinar o subtipo a partir das outras amostras
(tempo 0 e 360 dias).

Resposta virolégica e imunolégica geral

O percentual de pacientes que apresentou sucesso virolégico foi de 42,1% (8/19)
(Figura 2a) contra 57,9% (11/19) (Figura 2b e 2c) de pacientes com insucesso.
Entretanto os pacientes 21 e 33 apresentaram queda logaritmica de 0,91 e 0,84
respectivamente, o que os agrupa em um perfil préximo ao limite de critério de sucesso

que foi a queda de = 1 Log na CV (Fig. 2b).

A variagéo individual da contagem absoluta de TCD4" e TCD8", ndo apresentou
diferenca significativa entre os pacientes que apresentaram sucessO oOu iNnsucesso
virolégico no periodo de um ano (ponto 1: antes da imunizag&o; ponto 2: 112 dias apos
imunizagao e ponto 3: 360 dias apos imunizagdo) como mostrado nas figuras 3 e 4. Ao
longo do periodo de um ano foi observado um declinio 225% de TCD4" a partir do
numero inicial em alguns pacientes. No grupo de sucesso apenas O paciente 2
apresentou queda 225% de TCD4" enquanto no grupo de insucesso os pacientes 16,
27, 31, 32 e 33 apresentaram esta perda. Foi observada uma queda média de 30
céls/mm? de TCD4" nos pacientes 3, 10 e 18 do grupo de sucesso e nos pacientes 9 e
19 do grupo de insucesso foi mostrando uma manutencdo de TCD4". Nos pacientes
restantes foi observado um aumento médio de 40 céls/mm?® na contagem de TCD4" que
corresponde a 50% dos pacientes do grupo de sucesso (pacientes 13, 14, 17 e 24)

18,2% do grupo de insucesso (pacientes 21 e 29).

Quanto aos TCD8" todos os pacientes apresentaram uma manutengdo sem
perda maior que 25% e destes 11 pacientes apresentaram aumento médio de 180
céls/mm?® sendo 62,5% do grupo de sucesso (pacientes 2, 10, 13, 17 e 24) e 54,5% no

grupo de insucesso (pacientes 4, 21, 29, 31, 32 e 33).
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DISCUSSAO

Nossos resultados quanto a determinacdo dos subtipos do HIV-1 nos 19
pacientes estudados mostrou uma diversidade de subtipos comparavel a encontrada no
pais (BRINDEIRO et al., 2003). Apesar da pequena populagdo, 19 pacientes, foi
possivel identificar trés subtipos distintos pelo sequenciamento da RT e PR: subtipo B
68,4%, subtipo F 26,3% e subtipo 5,3% D representando os subtipos encontrados no
Brasil, mais especificamente na regidao Nordeste (Figura 1). Embora os genes gag e env
sejam mais empregados para a subtipagem, estudos tém mostrado que a subtipagem
baseada na regido pol (RT e PR) apresenta geralmente uma alta concordancia com a
subtipagem da regido gag (GONZALES et al., 2001). Contudo os resultados referentes
a subtipagem nao excluem a possibilidade da presenca de algum mosaico, uma vez
que, o sequenciamento das outras regides destes isolados virais ainda n&o foi

determinado.

Analise virolégica e imunolégica individual

A abordagem analitica deste estudo difere da utilizada por Lu et al. (2004) para
determinar o impacto da vacina terapéutica sobre o controle da replicagdo viral.
Enquanto esses ultimos analisaram a significancia da variagdo geométrica média do
nimero de copias de RNA/mL ou de DNA/10° céls (pré-virus) dos pacientes, nosso
estudo considerou nestes mesmos pacientes, uma resposta anti-viral significativa
quando ocorreu uma queda de pelo menos 1 Log na CV aos 360 dias. O critério de se
estabelecer a queda = 1 Log como resposta anti-viral significativa foi baseado no
consenso terapéutico brasileiro para o uso de ARV, que considera este parametro

determinante de sucesso terapéutico.

Devido a auséncia de um referencial padrao de imunoterapia na infecgao por

HIV-1 procuramos fazer uma analogia entre o efeito anti-viral da vacina a um
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tratamento ARV convencional, pois as duas intervengbes objetivam diminuir a
replicacdo viral. Apesar da diferenga nas abordagens de avaliagdo houve uma
correspondéncia entre os resultados obtidos por nés e por Lu et al. (2004). Os
pacientes com resposta antiviral forte e fraca definidos por Lu et al. (2004)
corresponderam respectivamente ao sucesso e insucesso virolégico definido neste
trabalho (Figura 2). A Figura 3 mostra os 8 pacientes com sucesso viroldgico
correspondentes ao estudo de Lu et al. (2004) e seus respectivos subtipos. Os
pacientes de insucesso viroldgico corresponderam aos 10 pacientes com resposta fraca
descritos por Lu et al. (2004) e mais um paciente que foi vacinado posteriormente
sendo incluido no presente estudo, o qual apresentou insucesso totalizando 11/19. A

Figura 4 mostra os pacientes de insucesso virologico e seus respectivos subtipos.

Com relagcao ao comportamento da resposta imunoldgica avaliada através da
contagem total de TCD4" e TCD8", nossos resultados representam os mesmos
descritos por Lu et al, (2004) onde foi observado em todos os pacientes um aumento
ou manutencgao das contagens totais tanto no grupo de sucesso como de insucesso
aos 112 dias de imunizagao, o que sugere um efeito protetor uma vez que a evolugao
natural da infeccdo pelo HIV caracteriza-se por continua replicagdo viral e deplecao
progressiva de TCD4".

Esse efeito foi melhor evidenciado no grupo de sucesso virolégico, no qual
apenas o paciente 2 (1/8) apresentou uma perda = 25% de TCD4+ aos 360 dias de
imunizagdo. Apesar disso esse paciente manteve uma média de 550 céls/mm® de
TCD4" ap6s dois anos de seguimento e CV controlada sem terapia ARV sugerindo a
producdo de resposta antiviral duradoura desencadeada pela vacina. Um aumento
significativo na producdo de TCD4'Th1 e TCD8 'memodria virus especificos foram
observados ao longo de um ano neste paciente (LU et al., 2004) demonstrando que
apesar da relacdo de TCD4*/TCD8" de 0,91 seis meses antes da vacina, baixar para
045 e 0,44 (TCD4" 527 e TDC8' 1186 céls/mm?®) apés um e dois anos
respectivamente, a resposta imunologica parece ter sido capaz de estabilizar a

infeccdo (Figura 3a).
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Por outro lado no grupo de insucesso os pacientes 16, 27, 31, 32 e 33 (5/11)
apresentaram uma perda = 25% de TCD4" (Figura 4a). Os pacientes 16, 31 e 33 apos
dois anos de seguimento continuaram apresentando uma perda progressiva iniciando
terapia ARV, demonstrando que a vacina nao foi capaz de induzir uma resposta
antiviral adequada. O paciente 16 apresentou uma diminui¢do progressiva da resposta
TCD4'Th1 apo6s a vacina com variagdo da ativagdo de TDC8 'memoria (LU et al.,
2004). A variagdo do delta Log CV de -0,7 aos 112 provavelmente foi devido a
estimulacdo neste momento de CTL especificas que nao foi acompanhada pela
estimulagdo de TCD4'Th1 tornando talvez a resposta antiviral ndo sustentada neste
paciente (SHEDLOCK & SHEN, 2003; HESS et al., 2004).

Os paciente 27 e 32 dois anos apds a vacina apresentaram contagem de
TCD4" e TCD8" de 416 e 673 céls/mm® e de 404 e 1124 céls/mm?® respectivamente.
Ambos pacientes permanecem sem fazer uso de ARV. Esses achados sugerem que a
imunoterapia retardou a perda progressiva dos linfocitos, uma vez que seis meses
antes da terapia essa perda era de 100 céls/mm? (LU et al., 2004). A estimulagdo de
TCD8"'memoria especifica parece ter sido determinante para estabilizar a perda
nestes pacientes, todavia como esta resposta ndo foi acompanhada pela ativagao
significativa de CD4'Th1 (LU et al., 2004) o efeito antiviral se mostrou mais discreto

(Figura 4a).

Os pacientes 3, 10 e 18 do grupo de sucesso (Figura 3) que se mantiveram
sem perda = 25%, apresentaram uma resposta concomitante especifica e significativa
de TCD4'Th1 e TCD8 memodria (LU et al., 2004). Contudo ao longo de dois anos os
trés pacientes apresentaram perfis variados. O paciente 3 mantém a relagcao
TCD4*/TCD8" em torno de 0,5 com a contagem absoluta apos dois anos de TCD4" e
TCD8" de 448 e 909 céls/mm?. O paciente 10 apresentou uma perda maior que 100
céls/mm?® mostrando uma contagem absoluta apds dois anos de TCD4* e TCD8* de
374 e 442 céls/mm?®. O paciente 18 manteve uma relagdo TCD4*/TCD8" (733 e 1002
céls/mm®) em torno de 0,8. Esses achados mostram que a resposta induzida pela
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vacina apresenta um efeito mantenedor de linfocitos trazendo o beneficio de retardar a

terapia ARV por pelo menos dois anos.

Em relacdo aos pacientes do grupo de insucesso que se mantiveram sem
perda = 25% de TCD4", os pacientes 4 e 11 apresentaram manutencdo de TCD4" ao
longo de um ano (Figura 4a) entretanto no seguimento de dois anos ambos mostraram
perda progressiva de TCD4" paciente 4: 173 cels/mm?® e paciente 11: 256 cels/mm?®
necessitando iniciarem terapia ARV. Contudo os pacientes 9 e 19 do grupo de
insucesso com manutengcdo em um ano apresentaram perfis bem peculiares. O
paciente 9 mostrou uma CV baixa em torno de 3,16 Log ao longo de um ano enquanto
a contagem de TCD4" e TCD8" foi de 214 e 1185 céls/mm? respectivamente. Apds
dois anos a contagem de TCD4* e TCD8" foi de 270 e 2807 céls/mm?® respectivamente
com CV indetectavel sem terapia ARV. Neste caso o efeito da vacina talvez ndo possa
ser efetivamente avaliado no periodo de um ano, pois a CV inicial apresentava-se
diminuida desde o primeiro ponto (3,35 Log). Entretanto com dois anos o paciente 9
apresentou um ganho de TCD4" 56 céls/mm® com CV indetectavel, sugerindo uma
resposta CTL efetora anti-viral induzida pela vacina capaz de controlar a viremia. Este
achado mostra que pacientes com niveis de TCD4" (<300 céls/mm3) e CV baixos, mas
TCD8" alto podem responder de forma significativa & vacina em longo prazo

dependendo possivelmente do estado de ativacéo prévio dessas células.

Quanto ao paciente 19 foi observado um aumento significativo dos linfocitos
TCD4" e TCD8* de 817 e 1670 céls/mm® aos 112 dias, e delta Log CV -0,66
mostrando inicialmente um controle viroldgico. Aos 360 dias este perfil imunoldgico
muda com a queda dos linfocitos TCD4" 359 céls/mm?, porém a resposta TCD8" é
mantida assim como o delta Log CV -0,63 sugerindo talvez um controle viral baseado
na resposta CTL. Contudo o percentual de CD4'Th1 diminui de 2,48% aos 112 para
1,57% com um ano o que pode ter influenciado negativamente na resposta anti-viral e
levado a uma perda importante de TCD4" = 25% aos 360 dias (359 céls/mm®) em
relacdo aos 112 dias, enquanto a resposta TCD8 'memoria foi mantida (LU et al.,

2004). Dois anos ap6s a imunizagédo o referido paciente tem mostrado declinio da
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resposta imunolégica em valores absolutos (TCD4* 214 e CD8" 1911 céls/mm?) e
aumento da CV confirmando a necessidade da ativacdo de TCD4 * para manter a

resposta CTL funcional.

Os pacientes 13, 14, 17 e 24 de sucesso (Figura 3), que apresentaram ganho
absoluto ou manutencdo de TCD4" e TCDS8*, bem como ativacdo especifica
significativa de CD4"Th1 e TCD8 'memoria concomitantemente controlaram de forma
eficiente a viremia. O seguimento de dois anos do paciente 13 n&o foi possivel, pois
este abandonou o estudo. Apds dois anos os pacientes 14, 17 e 24 apresentaram
contagem de TCD4" de 705, 780 e 502 céls/mm® e de TCD8" de 855, 1022 e 1480
céls/mm? respectivamente. Assim como os pacientes 2, 3, 10 e 18, que apresentaram
controle virolégico significativo os pacientes 13, 14, 17 e 24 apresentaram o mesmo
perfil de ativacdo CD4'Th1 de TCD8 memoria especificas (LU et al., 2004) apoiando a
hipétese da dependéncia de resposta Th1 para ativacdo e manutencdo da reposta
CTL especifica. Da mesma forma que os outros pacientes de sucesso os pacientes

14, 17 e 24 nao fazem uso de terapia ARV até o presente.

O paciente 21 do grupo de insucesso apresentou um perfil proximo de sucesso
com contagem absoluta de TCD4" e TCD8" alta aos 112 e 360 dias, enquanto que as
respostas CD4'Th1 e TCD8 memoria especificas mostraram percentuais baixos (LU
et al., 2004), sendo talvez a causa da resposta virolégica tardia, com variagao de delta
log CV de -0,91 aos 360 dias. Entretanto o seguimento de dois anos nao pode ser
feito. Quanto ao paciente 29 apesar da contagem absoluta de TCD4" e TCD8" terem
aumentado ao longo do periodo de observagdo, as respostas CD4'Th1 e
TCD8"'memoria foram suprimidas principalmente aos 112 dias (0,21% e 0,63%
respectivamente; supl Tabela 6, LU et al., 2004), ndo controlando a viremia de forma
eficiente, reforcando mais uma vez a hipotese que a qualidade da resposta
imunoldgica € essencial para impedir a constante replicagdo viral. Contudo no
seguimento de dois anos a contagem de TCD4" foi de 509 e TCD8" de 1203 céls/mm?

permanecendo sem terapia ARV.
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Nossos resultados sugerem que a ativagao de CTL foi importante para o controle
da viremia nos pacientes de sucesso, entretanto pacientes como o 9 demonstram que
esta ativagdo ndo deve esta relacionada diretamente com a contagem absoluta de
TCD4"* pois este apresentou niveis muito baixos (<300 céls/mm?) porém conseguiu
controlar a CV baixa, que atualmente esta indetectavel. Sugerindo que o seguimento
dos pacientes ndo seja baseado apenas na contagem absoluta, mas também na

atividade funcional destes linfocitos.

Estudos recentes sugerem que a resposta CTL é extremamente importante para
o controle imunolégico da infecgdo, porém, a persisténcia e a permanéncia funcional
desta resposta é altamente dependente da presenca de TCD4'Th1 (SHEDLOCK &
SHEN, 2003; HESS et al., 2004), os quais sao encontrados principalmente em
pacientes com progressao lenta para AIDS (COSIMI & ROSEMBERG, 2000). O
mecanismo mais importante pelo qual o CTL exerce suas fungdes efetoras contra o
virus ainda ndo esta bem esclarecido. A producdo de IFNy e TNFa secretadas por
estas células modulam a replicagao viral, o IFNy inibindo e o TNFa aumentando. As
quimiocinas MIP-1a, MIP-13 e RANTES secretadas pelas CTL suprimem a replicagao
por competicdo e modulacdo negativa do co-receptor viral CCR5 (MCMICHEL &
ROWLAND-JONES, 2001).

Portanto os CTL através da liberagdo de citocinas sdo responsaveis pela
ativacédo do sistema imunolégico que muitas vezes provocam uma superativagao
resultando em uma maior replicacdo viral e consequiente deplecéo de linfocitos TCD4"
exercendo papel importante na imunopatogénese do HIV-1(LAWN et al, 2001). Os
pacientes que responderam bem a vacina devem ter ativado um balanco ideal entre as
citocinas moduladoras beneficiando o controle viral e impedindo a superativagao, além
disso, ndo foi observada deplecao significativa nos pacientes que n&o controlaram a
viremia sugerindo que o fendmeno da superativagdo nado foi induzido pela vacina
(LAWN et al, 2001).
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Associagao dos subtipos com a evolugao clinica

Os pacientes 3, 13, 17 e 24 de sucesso virolégico apresentaram isolados virais
do subtipo B e os pacientes 2, 10, 14 e 18 subtipo F. Os demais pacientes de insucesso
(4, 11,16, 19, 27, 29, 31, 32 e 33) apresentaram subtipo B com exceg¢do dos pacientes
9 e 21 que apresentaram subtipos F e D respectivamente. A associagao entre o
sucesso virologico e os subtipos B e F (Tabela 1) ndo apresentou significancia
estatistica (p=0,1176).

Quanto aos 8 pacientes de sucesso virologico foi observada uma queda média
do delta log de -1,5 nos pacientes do subtipo F (4/8) enquanto nos pacientes com
subtipo B (4/8) a média de queda do delta log foi de -1,16 mostrando talvez uma
tendéncia de melhor resposta virologica dos pacientes que apresentavam subtipo F do
que subtipo B (p=0,1176). Todavia como a populagédo estudada foi muito reduzida néo
se pbde estabelecer uma associagado definitiva entre o subtipo especifico com a

resposta viroldgica e imunoldgica.

CONCLUSOES

Os subtipos encontrados na populagdo estudada foram semelhantes aos
encontrados na regido Nordeste brasileira (MORGADO et al.,, 2002; DUMANS et al.,
2002; BRINDEIRO et al., 2003;) A tendéncia dos pacientes portadores do subtipo F em
apresentar ao longo de um ano uma diminuicdo média de CV 0,36 Log maior que o
subtipo B e consequentemente melhor resposta virologica induzida pela vacina precisa
ser confirmada em uma amostragem mais representativa. Os proximos passos do
estudo deste tipo de intervengdo imunologica devem levar em conta a separagao dos

grupos de acordo com os subtipos.
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Varias hipoteses podem ser aventadas para se explicar a falha de alguns
pacientes a vacina, como polimorfismo de moléculas do sistema imunolégico inato, a
diversidade do HLA dos pacientes, variabilidade genética do virus, polimorfismo viral e
populacédo de linfocitos TCD4" reguladores entre outros fatores ainda n&o totalmente
esclarecidos (LETVIN & WALKER, 2003, SHEDLOCK & SHEN, 2003, BELKAID &
ROUSE, 2005).

O sucesso virologico parece esta relacionado com a ativagdo de TCD4'Th1 e
CTL geradas pelo protocolo da vacina (HESS et al.,, 2004; LU et al., 2004). O
seguimento de dois anos dos pacientes mostrou que a imunizag&o possibilitou que 12
pacientes permanecessem livres de terapia ARV sendo 8 do grupo que controlou
efetivamente a CV e 4 do grupo de insucesso. Desta forma a vacina terapéutica com
células dendriticas mostra-se uma alternativa promissora, para o tratamento de
pacientes com infeccdo crbnica pelo HIV-1.Quanto aos 4 pacientes que estdo em
terapia ARV todos apresentaram sucesso viroldgico e imunologico (Arraes, Com.
pessoal) apos o inicio do tratamento, sugerindo que a vacina nao induziu selegao de
mutantes, porém € necessaria uma analise de polimorfismo para confirmar esta

observacgao.
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LEGENDAS DAS FIGURAS E TABELAS

Figura 1. Arvore filogenética com os subtipos encontrados em 18 pacientes do

estudo.

Figura 2A. Pacientes imunizados que apresentaram queda =1log na CV no
momento 0, 112, 360 dias.

Figura 2B. Pacientes imunizados que apresentaram queda da CV préximo a
1log no momento 0, 112, 360 dias.

Figura 2C. Pacientes imunizados apresentaram queda <1log na CV no momento
0, 112, 360 dias.

Figura 3. Pacientes com subtipo F (3A) e subtipo B (3B) que apresentaram
sucesso viroldgico com a queda da CV 21log apos 360 dias de imunizagdo com
vacina terapéutica de células dendriticas (1= 0, 2= 112dias e 3= 360dias). Carga
viral (4), linfocito CD4" (#) e linfécito T CD8™ (#).

Figura 4. Pacientes com subtipo B (4A) que apresentaram insucesso viroldgico
queda da CV< 1log apos 360 dias de imunizagcdo com vacina terapéutica de
células dendriticas (1= 0, 2= 112dias e 3= 360dias). Pacientes com subtipo F e D
(4B) que apresentaram insucesso virologico apos 360 dias de imunizag&o vacina
terapéutica com células dendriticas. Carga viral (4), linfocito CD4" () e linfocito
T CD8*(®).

Tabela 1. Associagdo da resposta viroldégica e os subtipos encontrados na
populagdo dos 19 pacientes imunizados (Fisher p=0,1176). (*) Pacientes que
apresentaram decréscimo da CV préximo de 1 Log no periodo de um ano. (**)

Paciente que apresentou CV indetectavel no periodo de dois anos.
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FIGURA 2
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TABELA 1
Resposta Virolégica SUBTIPOS DO HIV-1 (Paciente)
(seguimento 1 ano)
B F D
(Redugdo CV 2 1Log) 3,13,17, 24 2,10, 14,18
~ 4,11, 16, 19, 27, 9** 21*
(Redugao CV < 1Log) 29 31, 32, 33*
Total de pacientes 13 5 1
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RESUMO

A primeira demonstracdo em humanos de uma vacina terapéutica de células
dendriticas para HIV foi descrita com sucesso numa populacdo de 18 pacientes
brasileiros virgens de tratamento. Devido a falha na sustentagcdo do controle da carga
viral (CV) mesmo com a producéo de altos niveis de linfocitos, o escape imunoldgico
pode ter ocorrido associado ao polimorfismo viral. Variagdes na frequéncia de
polimorfismo do virus neste grupo de pacientes antes e apds a vacina poderiam ter
influenciado de forma distinta na evolugdo dos isolados virais de pacientes que
sustentaram o controle da viremia. Portanto este estudo procurou verificar a frequéncia
de polimorfismo viral na regidao pol do HIV-1 antes e apds a imunizacédo dos 18
pacientes descritos anteriormente e a presenga de mutagbes relacionadas aos
antiretrovirais (ARV) descritas no banco de dados de sequéncia de HIV. A vacina
terapéutica de células dendriticas quanto a evolugdo da regido pol do HIV-1 induziu
uma diminuicdo no polimorfismo dos isolados virais dos pacientes. Em 83% dos
pacientes ocorreram mutagdes acessoérias primarias para a protease, comuns em
pacientes virgens de tratamento. Para a transcriptase reversa um paciente apresentou
mutacg&o principal antes e apds imunizagao e outro apresentou uma mutagao acessoria
antes da vacina. O controle da viremia poderia estar relacionado a estabilizacdo de
epitopos importantes para CTL e linfocitos CD4"Th1. Desta forma pode-se concluir que
a vacina nao aumenta o risco de polimorfismo viral nem induz mutagdes relacionadas a
resisténcia aos ARV atualmente empregados consistindo numa alternativa promissora

para a imunoterapia em pacientes infectados cronicamente por HIV.
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ABSTRACT

The first demonstration of a therapeutic vaccine for HIV in humans was described
by in 18 Brazilian chronically infected patients and drug naive. By the fact that some
patients did not reach significant suppression of viral load (VL) in spit of high
lymphocytes count, immunological escape associated to induction of viral polymorphism
may be occurred. Therefore this study aimed to investigate the variation in the frequency
of polymorphism in the pol region of the HIV-1 before and after immunization of the 18
patients reported previously. Also mutations of resistance related to antiretroviral drugs
(MRRD) were evaluated for protease (PR) and reverse transcriptase (RT). It was
demonstrated that the virus isolates of the 18 patients submitted to the therapeutic
vaccine had decreased in the initial polymorphism. This could render the CTL and
CD4'Th1 epitopes stable to the efficient immune response which represents the main
anti-viral mechanism in those patients. It was found primary accessory mutations for PR
in 83% of the patients. Regarding the RT only 1 patient had primary principal mutation
and other had shown a primary accessory mutation. Thus the dendritic cell vaccine
doesn’t enhance the viral polymorphism nor induces MRRD to the ARV consisting in a

successful immunotherapy for patients chronically infected with HIV.
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INTRODUCAO

Polimorfismos gerados por substituicdes de bases no genoma viral assim como
delegcbes e insergcbes no mesmo conferem ao HIV uma grande flexibilidade para
responder a pressdes seletivas in vivo e é responsavel pela geragdo rapida de
mutantes que possibilitam o escape imunoldgico e resisténcia aos antiretrovirais nos
individuos infectados (SAAG et al. 1993; KARLSSON et al., 2003). Estes representam,
portanto importantes obstaculos no desenvolvimento de vacinas e drogas eficientes
para deter este virus (LETVIN,1993; JAMIESON et al., 2003). Além disso, o HIV é
capaz de se replicar em todos os estagios clinicos da infeccao (PIATAK et al,1993;
PANTALEO et al.,1993).

O HIV-1 esta classificado em trés grupos filogeneticamente distintos (M,O e N)
sendo o M o mais diversificado deles com dez subtipos (A, B, C, D, E, F, G, H, J e K),
que diferem entre si na regido do envelope (env) em torno de 15 a 30% (MOORE et
al.,1996; SPIRA., 2003). As regides env e a do capsideo (gag) viral possuem
caracteristicas antigénicas e imunogénicas importantes, tornado-as menos conservadas
principalmente a env sendo hoje uma grande fonte de estudo para desenvolvimento de
vacinas e medicagbes. Embora a regido codificadora das enzimas virais (pol) do HIV-1
seja a mais conservada ao nivel de aminoacidos, variagbes consideraveis de
nucleotideos podem ser observadas. Substituicbes sinbnimas sao mais comuns que as
nao sinbnimas nesta regido, como resultado da pressdo seletiva para manter a
integridade da seqUéncia e a transcriptase reversa (RT) funcional (DUMANS, 2004). As
enzimas RT e protease (PR), localizadas nesta regido, desempenham papel importante
no ciclo replicativo do virus sendo os principais alvos das drogas antiretrovirais (ARV)

disponiveis.

Essas drogas ao longo do tempo podem gerar efeitos adversos no organismo

dos pacientes, assim como selegdo de mutantes que levam a resisténcia (SAAG et al.,



Ferreira, Valeria O.M. Polimorfismo da regido pol do HIV-1 de pacientes imunizados 53

Artigo I

1993). Esta falha torna extremamente importante a investigagdo de outras estratégias

terapéuticas para conduzir o tratamento dos pacientes HIV+.

A primeira demonstracdo em humanos de uma vacina terapéutica de células
dendriticas para HIV foi descrita com sucesso por Lu et al. (2004) num grupo de 18
pacientes brasileiros virgens de tratamento. A vacina consistia de células dendriticas
autdlogas pulsadas com virus inativados autologos, a qual foi capaz de induzir resposta
de linfocitos T especifica associada com uma supressao viral forte e sustentada. Antes
da vacina esses pacientes apresentavam uma perda progressiva de linfocitos TCD4" e
carga viral (CV) alta, porém um ano apds a imunizagdo ocorreu uma diminuigao

significativa da CV e manutengéo dos linfocitos TCD4".

Entretanto os pacientes apresentaram perfis marcantes de resposta imunoldgica
e virolégica, sendo classificados como respondedores fortes e fracos. Os
respondedores fracos ndo conseguiram suprimir significativamente a replicagao viral no
periodo de um ano, enquanto os respondedores fortes apresentaram uma resposta
virolégica sustentada neste periodo de observagdo. A resposta sustentada foi
associada com a ativagao de linfocitos CD4"Th1 assim como resposta CTL mediada por
perforina (LU et al., 2004). Devido alguns pacientes nao ter conseguido controlar a CV
mesmo com a produgéo de altos niveis de linfocitos TCD8", o escape imunoldgico pode
ter ocorrido associado ao polimorfismo viral. Variagdes na frequéncia de polimorfismo
do virus do paciente antes e apds a vacina podem ter influenciado de forma distinta na

evolucgao dos isolados virais de pacientes que responderam forte ou fracamente.

A avaliagdo da freqUéncia intrinseca do polimorfismo viral poderia fornecer
informacdes importantes sobre o impacto desta imunoterapia na evolugao do virus e
auxiliar no entendimento da falha de resposta viroldgica que ocorreu em 10 dos 18
pacientes. Portanto este estudo procurou verificar a frequéncia de polimorfismo viral na
regido pol antes e apds a imunizagao dos 18 pacientes descritos por Lu et al. (2004) e a
presenca de mutagdes relacionadas aos antiretrovirais (ARV) descritas no banco de

dados de sequéncia de HIV.
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PACIENTES E METODOS

Amostragem

O grupo em estudo foi constituido por 19 (dezenove) pacientes HIV+, virgens de
tratamento, adultos com idade > a 21 anos e < a 65 anos, participantes do ensaio
clinico fase 1 realizado pelo IPIPE, no LIKA-UFPE, submetidos ao processo de
imunizagdo com células dendriticas autélogas carreadas com HIV autélogo inativado
(LU et al., 2004). Porém das 57 amostras de DNA extraidas das células mononucleares
do sangue periférico (PBMC), obtidas em trés momentos (0, 112, 360 dias) dos 19
(dezenove) pacientes imunizados, trés amostras referentes a um dos pacientes (n°14)
imunizado, nao foram analisadas devido a problemas na amplificagcao por possuir baixa
concentragdo de DNA do provirus. Os pacientes foram imunizados em setembro de
2003.

Amplificacao e sequenciamento

O DNA gendmico foi extraido das Células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) utilizando o protocolo de extragao da QIAGEN. A técnica de reagao em cadeia
da polimerase foi usada em todas as amostras (DNA) para amplificar a regiao pol
utilizando primers especificos (Quadro 1). Esta reagdo de PCR foi realizada em 2
etapas com “primers” aninhados (TANURI et al.,, 1999). O sequenciamento dos
produtos amplificados foi realizado utilizando o kit BigDye® (Applied Biosystems, Foster
City, CA), no sequenciador automatico ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, Foster
City, CA).
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Alinhamento das sequiéncias

Os cromatogramas das sequéncias obtidas foram analisados e editados no
SegMan do programa DNASTAR (CDC, 1999) . Posteriormente as sequéncias foram
alinhadas, traduzidas e analisadas quanto a substituicdo de aminoacidos resultando na
presenca de polimorfismos no programa BioEdit (versdo 6.0.7 Pharmaceuticals, Inc
2004).

Determinagao de polimorfismo relacionado a resisténcia viral

Para analisar se a imunizacao induziu sele¢do de mutacdes de resisténcia viral,
foi analisada a evolugdo genética do virus em trés momentos antes (0) e apds
imunizagao (112 e 360 dias) dos isolados virais dos pacientes. A regido pol tanto no
gene da protease quanto da transcriptase reversa do HIV-1 nas sequéncias obtidas das
54 amostras foram sequenciadas apos edi¢do para retirar as ambiguidades no SegMan
do programa DNASTAR (CDC,1999), posteriormente  foram  comparadas as
sequéncias do banco de dados norte americano “Stanford Drug Resistance Database”

através do site http://hivdb.stanford.edu/hiv. Os percentuais de polimorfismo dos

isolados virais obtidos foi calculado interseqliéncias sendo usado como parametro o
isolado anterior, porém no caso dos isolados antes da vacina foram considerados os
numeros de substituigbes de aminoacidos entre o virus original (virus do paciente
tempo 0) e seu respectivo padrdao B (HXB2), F (F1IBR9393) e D (DCD8484) utilizados
também na analise de filogenia. A significancia entre os percentuais foi calculada pelo

teste exato de Fisher ou pelo teste do X? com nivel de significancia de 5%.

Analise filogenética

Os subtipos da populacdo estudada, foram determinados através das analises
filogenéticas baseadas na sequéncia completa de nucleotideos referentes a protease e

a transcriptase reversa do HIV-1. Os subtipos virais foram estabelecidos a partir do
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agrupamento das sequéncias dos isolados virais e de sequéncias prototipicas de cada
subtipo em ndédulos internos, na topologia obtida das arvores filogenéticas através do
método de “neighbor-joining” apds estabelecimento de distancias filogenéticas pelo
método paramétrico de Kimura (dois parametros: d=distancia ou divergéncia; e p= taxa
de transigao pela taxa de transversao). A arvore filogenética foi construida no programa
MEGA 3.

Consideragoes éticas

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica do Centro de Ciéncias da Saude da
UFPE. Numero do protocolo: 300/2004 CEP/CCS

RESULTADOS

Os subtipos do HIV do grupo em estudo foram determinados através das
analises filogenéticas baseadas na sequéncia completa de nucleotideos referentes a
protease e a transcriptase reversa do HIV-1. A figura 1 mostra a arvore filogenética
com os subtipos encontrados nos 18 pacientes do estudo. Subtipos B(72,2%), F(22,2%)

e apenas um dos individuos possuia o subtipo D (5.6%) .

Nenhuma mutacdo de resisténcia principal foi detectada para inibidores de
protease (IP), entretanto foram encontradas mutagbes acessoérias em 83,3% dos
pacientes. A mais prevalente nas 54 sequéncias analisadas foi a L63P/S/V (55,6%)
seguida pela M36l (27,8%), 193L (27,8%), V771V (14,8%), A71VT (14,8%), K20R
(11,1%), D60E (11,1%) e L10IV (5,55%) (Figura 2). Quanto as mutacgdes de resisténcia
principal para os inibidores da transcriptase reversa analogos e nao analogos de
nucleosideos (ITRN e ITRNN) foi encontrada apenas a mutagdo G190A nas trés

sequéncias analisadas do paciente 32 (5,6%). Em relagdo as mutag¢des acessorias para
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RT, apenas o paciente 11 apresentou a mutagao V118l (1,8%) na sequéncia do virus

original (tempo 0).

Quanto aos resultados da associagcao dos subtipos com mutagdes relacionadas
as drogas para PR e RT, foram encontradas muta¢gées comuns aos subtipos B, F e D
na populagdo estudada, sendo a mutacdo M36l encontrada em todos os subtipos F
(Tabela 1). A ocorréncia de mutagdes M36l em subtipos F, na verdade representa a
assinatura molecular deste subtipo (CALAZANS et al.,, 2005). Trés pacientes nao
apresentaram quaisquer mutagdes, sendo dois deles do grupo de sucesso, o0s
pacientes 3 e 17, e o paciente 19 do grupo de insucesso. Nenhum paciente do grupo de
sucesso apresentou mutagdes para RT, enquanto os pacientes 11 e 32 apresentaram

as mutagdes V118l e G190A, respectivamente (Tabela 1).

O polimorfismo, ou numero de substituicbes de aminoacidos intersequéncias dos
trés momentos avaliados; (1) dia 0, (2) 112 e (3) 360 dias apos imunizagdo em cada
paciente, foram analisados entre si e entre os virus padrao (Figura 3 e 4). Foi
observada uma diminui¢ao significativa no percentual de substituicdes de aminoacidos
dos isolados virais dos pacientes quando comparados antes e apds imunizagdo. O
grupo que controlou a carga viral mantendo durante o periodo de 360 dias uma queda =
1Log, apresentou um percentual de substituicdes semelhante ao grupo de insucesso
(Figura 3 e 4). Apenas o paciente 3 apresentou um aumento significativo no percentual
de substituicdo de aminoacido aos 112 dias, mas retornou a apresentar o virus
selvagem aos 360 dias, esse paciente faz parte do grupo de sucesso viroldgico (Figura
3).

DISCUSSAO

Apesar de nosso estudo mostrar a frequéncia de polimorfismo genético natural

apenas na regiao pol do HIV-1, referentes a PR e RT nos pacientes submetidos a

vacina terapéutica de células dendriticas (LU et al., 2004) foi possivel observar
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associagdes importantes destes parametros com a resposta viroldégica a vacina. A
regido pol é a regido mais conservada ao nivel de substituicio de aminoacidos no
genoma do virus, e por estar relacionada com a produgdo das proteinas alvo das
drogas ARV disponiveis também é a mais bem estudada para mutagdes de resisténcia
(KARLSSON et al., 2003; DUMANS et al., 2004; MAKEDONAS et al., 2005).
Adicionalmente estudos tém demonstrado que mutacdes relacionadas a resisténcia aos
ARV coincidem com regides de epitopos CTL especificas para o HIV-1 (MASON et al.,
2004; BOBERG et al., 2005) sugerindo uma interface entre a terapia ARV e a resposta

imune.

A pressao dos ARV leva a um alto grau de polimorfismo viral e, por conseguinte,
a selecdo de mutagdes que conferem resisténcia a esses medicamentos. Desta forma a
regido pol foi escolhida neste estudo para medir o impacto da imunoterapia com células
dendriticas na indugao de uma maior frequéncia de polimorfismos que pudessem ou
nao estar relacionados com a ocorréncia de mutagdes principais e acessorias de
resisténcia relacionadas a droga (MRRD) descritas na literatura (JOHNSON et al.,
2005). A mutacdo G190A (Figura 1), que confere resisténcia a nevirapina e resisténcia
intermediaria ao efavirenz, foi a unica mutagao principal encontrada, contudo nas trés
sequéncias dos isolados virais do paciente 32 (5,6%), demonstrando que esta mutagéo
nao foi selecionada pela imunizacdo, uma vez que estava presente no virus antes da
vacina. Portanto este paciente representa um caso de resisténcia primaria aos ITRNN
que ocorre em 2,06% dos pacientes brasileiros virgens de tratamento (BRINDEIRO, et
al., 2003). Uma explicagdo para essa resisténcia do paciente 32 poderia ter sido a
aquisicdo do virus por contato sexual desprotegido com o conjugue que faz uso de

nevirapina (Arraes, com pessoal).

Quanto as mutagdes acessorias para RT foi encontrada no paciente 11, apenas
na sequéncia original, a mutacdo V118l, que ocorre em pacientes n&o tratados
acarretando baixos niveis de resisténcia para 3TC e para outras drogas quando
associada a mutagcdo E44D (KANTOR et al, 2001;JOHNSON et al.,, 2005). Em uma
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coorte brasileira a V118l foi encontrada em baixa prevaléncia de 0,6-2,4% (BRINDEIRO
et al., 2003).

A L63P/S/V foi a mutagao acessoria para IP mais frequente nos pacientes deste
estudo (55,6%). Esta mutagao foi encontrada por Brindeiro et al. (2003) em 44,3% de
um total de 535 pacientes, por Dumans et al. (2004) em 59% das 152 sequéncias

estudadas e por Medeiros et al. (2005) em 47,6% de um total de 101 pacientes.

O Consenso brasileiro das sequéncias para PR e RT difere do consenso global
do subtipo B obtido no banco de dados de sequéncias de HIV do Laboratério Nacional

de Los Alamos (http://hiv-web.lanl.gov) na posicdo 63 da PR onde uma leucina foi

substituida por uma prolina em 59% das sequéncias e na posi¢cao 135 da RT onde a
isoleucina € substituida por treonina (1135T) em 72% das sequéncias (DUMANS et al,
2004), nos pacientes da vacina o percentual desta ultima mutagdo foi de 63%
(resultados ndo mostrados). A regido '*TAFITIPSI'™® da RT consiste em um epitopo
CTL restrito ao HLA-A2 e HLA-B51. Contudo a importancia destas substituicbes no
reconhecimento pelo CTL ndo foi possivel ser estudada, pois seria necessaria a

informacéao sobre o HLA dos pacientes.

A mudanga de metionina na posicdo 36 da PR para isoleucina (M36l) nos
pacientes do subtipo F consiste na assinatura molecular deste subtipo. E, portanto,
parece nao ser relacionada a indugao por drogas ou vacina neste grupo de pacientes
(CALAZANS et al., 2005).

Varias regides imunodominantes tém sido caracterizadas para a RT de subtipos
B e C (NOVITSKY et al. 2002; SPIRA et al., 2003). Muta¢des geradas durante a terapia
ARV podem também diminuir a resposta imunoldgica para RT, no caso de substituicdes
de aminoacidos nos epitopos que sdo normalmente conhecidos por CTLs e linfécitos
TCD4" (WEINBERG & CAMERON, 1998; DALOD et al., 1998; JAMIESON et al., 2003).
A maior diversidade de mutagdes acessorias no grupo de insucesso poderia estar

associada a resposta imunoldégica menos eficiente. Porém devido ao pequeno grupo
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estudado nao foi possivel fazer uma associagao entre esta diversidade e a resposta
virolégica (Tabela 1). Por outro lado a diversidade inicial de polimorfismo geral pode na
verdade ter auxiliado na contengdo de mutantes que pudessem surgir apds a vacina
supondo-se que estes virus polimorficos tivessem estimulado anteriormente clones CTL
especificos para os mesmos (Figuras 3 e 4). Protocolos vacinais utilizando regides da
pol que apresentam MRRD tém sido sugeridos para complementar o tratamento com

ARV e conter a replicagao e geracdo de mutantes (O’'CONNOR et al., 2001).

Nossos resultados demonstraram que o polimorfismo das sequéncias dos
isolados virais dos pacientes nao aumentou de acordo com a comparagao dos isolados
antes e apos a imunoterapia (Figura 3 e 4). Todavia foi observado um alto grau de
polimorfismo do isolado viral do paciente no tempo 0 quando comparados as
sequéncias padrao do banco de dados de HIV do Laboratério Nacional de Los Alamos

(http://hiv-web.lanl.gov). Entretanto apdés a vacina este percentual diminuiu

significativamente em 61,1% dos pacientes em relagéo ao dia 0 de imunizagéo (p<0,05)

e permaneceram baixos até os 360 dias do estudo.

O paciente 3 (subtipo B) foi o unico que apresentou um aumento significativo de
substituigdes em relacao ao virus original aos 112 dias (p=0,0309). Interessantemente
algumas substituicbes relacionadas a resisténcia a drogas para o subtipo B tém
mostrado um aumento de imunogenicidade em regides da RT (SAMRI et al., 2000). O
polimorfismo observado neste caso foi na regido da RT com as substituicbes K104R e
D123N, esta ultima esta associada ao epitopo CTL restrito ao HLA-B35. Manson et al.
(2004) demonstraram que MRRD na regido pol estavam relacionadas a manutencéo da
resposta CTL ou até mesmo a um aumento na imunogenicidade desta regido
estudando HLA-A2, A3, HLA-B35 e B44. A vacina parece ter sido capaz de conter este
polimorfismo, o qual na verdade, para o paciente 3, pode ter representado um estimulo
importante para a manutencdo da resposta uma vez que, este paciente conseguiu
controlar a carga viral por um ano com diminuigdo maior que 1 Log da CV inicial (LU et
al., 2004). Entretanto para se confirmar esta observagao seria necessario dispor do HLA

deste paciente o que esta sendo investigado no momento.
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A vacina utilizando a célula dendritica carreada com virus HIV-1 inativado
consiste numa abordagem inédita para estimular o sistema imunoldgico de pacientes
cronicamente infectados, e seu sucesso parece estar relacionado com o estimulo
adequado e especifico contra o virus (GARCIA et al., 2005). A referida vacina pode
disponibilizar um grande numero de epitopos associados provavelmente ao MHC | e |,
o que difere das vacinas convencionais de subunidades que direcionam a resposta para
um numero restrito de epitopos alvo. Protocolos com camundongos mostram que
vacinas baseadas em células dendriticas conseguem estimular cruzadamente clones
de CTL especificos para o HIV-1 (ABDEL-MOTAL et al., 2001). Isto parece ter permitido
um aumento no repertdrio de linfocitos envolvidos no controle significativo da viremia.
Esta hipotese parece ser verdadeira, pois esta vacina conseguiu suprimir a replicagao
viral periférica de 8/18 pacientes por um ano, principalmente através da resposta de
linfocitos CD4"Th1 e CTL (LU et al., 2004).

Nos pacientes, em que a resposta ndo foi capaz de controlar de forma
sustentada a CV, pode-se especular que os virus desses pacientes, devido a sua
plasticidade natural, tenham aumentado seu polimorfismo e escapado do controle
imunoldgico. Contudo nossos resultados ndo apoiam tal suposigao, pelo menos para a
regido pol do HIV-1, na qual foi possivel determinar um decréscimo do polimorfismo em
61,1% dos pacientes aos 112 dias apds a imunoterapia e a manutencdo de uma baixa
frequéncia do mesmo ao final de um ano de observagao. Coincidentemente no periodo
de 112 dias ocorreu um decréscimo médio de 0,5 Log da CV em 14 pacientes, sendo
que oito destes aumentaram a redugao da carga viral em 1 Log ou mais e o restante

retornou aos niveis iniciais de CV no periodo de um ano.

O surgimento de escape imunolégico esta associado ao equilibrio de diversos
fatores que sdo pouco compreendidos in vivo. O balango entre a pressdo CTL seletiva e
o custo da mutagdo ao fitness viral sao fatores determinantes para o escape. A
frequéncia de CTL, a especificidade dos epitopos, as propriedades do receptor de

linfécitos T (TCR) e o estado funcional do CTL devem modular esse fendmeno (YANG
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et al., 2005). Entretanto, Yang et al. (2005) sugerem que a pressao exercida pelos CTL
in vivo seja suboptima. Partindo desse pressuposto um dos motivos para o controle
significativo da CV nos pacientes de reposta sustentada deve envolver a diminui¢do do
polimorfismo de forma eficiente sem indugédo de pressédo imunoldgica seletiva. Embora
a estabilizagcdo na frequéncia deste polimorfismo, possa ter auxiliado na resposta
adequada contra a replicagao viral nos pacientes de sucesso virolégico, nao foi possivel
estabelecer uma associacdo independente entre resposta sustentada e nivel de

polimorfismo (Figuras 3 e 4).

CONCLUSOES

Demonstramos que a vacina terapéutica de células dendriticas quanto a
evolugdo da regiao pol do HIV-1 induziu uma possivel estabilizagdo do polimorfismo
dos isolados virais dos pacientes imunizados. A importancia deste fato para o controle
viral pode estar relacionada a manutencdo de epitopos importantes para CTL e
linfocitos CD4'Th1 envolvidos na resposta celular antiviral. Adicionalmente a presenga
de mutagdes acessorias primarias para a PR, comuns em pacientes virgens de
tratamento, pode influenciar na resposta a esta vacina, porém esta observacio
necessita ser confirmada. Verificamos também que a imunoterapia com células
dendriticas ndo induziu mutagdes de resisténcia aos ARVs sendo segura para
posteriores esquemas de tratamento o que consolida o protocolo da vacina como uma
alternativa terapéutica promissora. Todavia mais estudos serdo necessarios para a
adequacao da complexa logistica e custo elevado do procedimento para que este seja

instituido na pratica clinica para a maioria dos pacientes.
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sucesso viroldgico no periodo de 0, 112 e 360 dias de imunizagao. O percentual obtido
no dia O foi calculado a partir do virus padrédo B (HXB2), F (F1.BR.93.93) e D
(DCD8484).

Figura 4. Variagcdo do percentual de substituicbes na PR e RT dos pacientes com
insucesso virolégico no periodo de 0, 112 e 360 dias de imunizagdo. O percentual
obtido no dia O foi calculado a partir do virus padrdo B (HXB2), F (F1.BR.93.93) e D
(DCD8484).

Tabela 1. Mutagdes principais e acessorias associadas com resisténcia aos ARVs as

quais ocorreram antes da imunizagao e que foram mantidas ou nao apds a vacina.
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Artigo I
QUADRO 1
Regido | Etapa | Primer Sequéncias 5-------- 3 Tamanho
POL 1° K1(F) CAGAGCCAACAGCCCCACCA
(RT/PRT) K2(R) GTCAATGACATACAGAAGTTAGTGGGAAAA 1000pb
2° Dp10(F) | CAACTCCCTATCAGAAGCAGGAGAAG
RT4(R) | CTTTGGATGGGTTATGAACT
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TABELA 1

Subtipos Genétipos em posigdes associadas
Pacientes a resisténcia
PR RT PR RT

Sucesso

2 F M36l1, D60E, -

3 B - -

10 F M36l, 193L -

13 B L63PS, 193L -

17 B - -

18 F M361, L63PS, L10IV -

24 B L63PS, V77I -
Insucesso

4 B L63PS, 193L -

9 F M361, K20R, L63V

11 B L63PS V118

16 B D60E -

19 B - -

21 D L63PS, 193L, A71V, V77I -

27 B L63PS, V771 -

29 B 193L, K20R, A71V, V77I -

31 B L10IV -

32 B L63PS, A71T G190A

33 B L63PS, M36I -
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Conclusbes Gerais

Conclusodes Gerais

- A tendéncia dos pacientes portadores do subtipo F apresentarem uma melhor
resposta viroldgica a imunoterapia com células dendriticas, precisa ser confirmada

em uma amostragem mais representativa.

- A imunoterapia com células dendriticas ndo induziu mutacées de resisténcia aos
ARVs.

-A imunoterapia com células dendriticas ndo foi capaz de produzir selecdo de
mutacfes de resisténcia nos pacientes vacinados nem aumento de polimorfismo
genético mostrando que esta abordagem parece néo oferecer risco na inducao de
selecdo de mutantes pelo contrario, a vacina foi capaz de induzir uma possivel
estabilizacdo do polimorfismo na regido pol (RT/PR) do virus dos isolados

primarios dos pacientes.

- Devido aos resultados obtidos neste trabalho, a vacina terapéutica com células
dendriticas pode ser uma alternativa promissora para o tratamento de pacientes

com infeccao crénica pelo HIV-1
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N.° 668/2004-CEP/CCS Recife, 01 de dezembro de 2004

Ref. Protocolo de Pesquisa n.° 300/2004-CEP/CCS
Titulo “Evolugéo de polimorfismos nas regides ENV, GAG e POL do virus HIV-1, em pacientes
HIV+, antes e apds imunizacéo com células de virus autélogos inativados.”.

Senhor (a) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro
de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco CEP/CCS/UFPE registrou e
analisou, de acordo com a Resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, o protocolo
de pesquisa em epigrafe aprovando e liberando-o para inicio da coleta de dados em 01 de
dezembro de 2004, com recomendag¢io de inserir no texto de forma clara os risco e
beneficios aos voluntirios.

Ressaltamos que ao pesquisador responsavel devera apresentar relatério, em 30/ 06/ 2005.

Atenciosamente,

Ibuguerque
Comité de Ftica
CCSNiFRE

A
Sra. Valeria de Melo Ferreira
Coordenagéo do Mestrado em Medicina Tropical CCS/UFPE

Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cid. Universitéria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 3271 8588; cepces@npd. ufpe.br




Registro CONEP do projeto Sub-Projeto: Paciente n°
principal: Evolucdo de polimorfismo nas regides ENV, GAG, POL do
HIV-1, em pacientes HIV+, antes e apds imunizacdo com
células dendriticas pulsadas com virus aut6logos
inativados.

Data:
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu,

RG n° UF

Autorizo a utilizacdo de meu sangue ja estocado no Laboratorio P3 no LIKA,
como complemento da investigacdo da vacina de células dendriticas a qual fui
submetido. Fui informado que este subprojeto tem como finalidade investigar a
variacéo do virus apés a vacina para avaliacao da eficiéncia da mesma. Eu estou
ciente de que este termo também abrange as coletas futuras durante o periodo
que a pesquisa vigorar. Serei informado dos meus resultados referentes a esta
pesquisa.

Assim sendo concordo em patrticipar do estudo.

Recife, de de 2004

Assinatura do Paciente

Testemunha 1

Testemunha 2

Pesquisador
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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