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o inicio da década de 80,

diversos casos de Sarco-

ma de Kaposi e pneumo-

nia foram diagnosticados

em homossexuais e/ou
usudrios de drogas injetaveis, nos Esta-
dos Unidos e na Europa, sem que um
agente etiologico definido fosse identi-
ficado. Todos 0s pacientes apresenta-
vam um quadro de imunodeficiéncia
celular severa, com uma resposta de
linf6citos T reduzida. O termo SIDA, ou
do inglés AIDS, (Sindrome da Imuno-
deficiéncia Adquirida) comecou entao
a ser empregado para definir clinica-
mente as varias manifestacoes dessa
doenca. A década de 80 foi entao
intitulada a “década da AIDS”, causan-
do preocupacio e temor a doenga. No
entanto, dentro do seu quadro assusta-
dor, existia uma ponta de otimismo, de
que, com o fim da década, terminaria
também a AIDS. No final de 1982, os
casos de AIDS nos Estados Unidos nao
estavam mais restritos aos homossexu-
ais e usudrios de drogas injetaveis, mas
atingiam também hemofilicos, pessoas
que haviam realizado transfusées de
sangue, criancas nascidas de maes conta-
minadas, prostitutas e parceiros de
membros de grupo de risco. Até entao,
o causador da doenca nao havia sido
identificado, mas demostrava ser um
agente etiologico transmissivel através
do sangue e secrecoes genitais. Somen-
te em 1983, Barré-Sinousi e colabora-
dores detectaram atividade da enzima
transcriptase reversa no linfonodo de
uma paciente que apresentava sindro-
me de linfoadenopatia persistente. Isso
sugeriu que a AIDS pudesse ser causa-
da por um retrovirus, o qual foi deno-
minado inicialmente como “Lymphoa-
denopathia Associated Virus”. Durante
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todo o ano de 1983, e em parte de 1984,
diversos pesquisadores estudaram esse
novo virus e novas classificacoes lhe
foram atribuidas, como, por exemplo,
HTLV-IIIL. Mas, esse virus possuia carac-
teristicas bem peculiares e bem dife-
rentes daquelas observadas em retrovi-
rus como o HTLV. Embora infectassem
omesmo tipo celular, linfécitos T CD4*,
esse novo virus mostrava altos niveis
de particulas virais no sobrenadante
das células infectadas e lise destas célu-
las. Finalmente, em 1986, o nome Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV) foi
unificado para definir o virus causador
da AIDS. Mas somente em 1987 esse
virus foi classificado como membro de
um subgrupo distinto no grupo dos
retrovirus, o subgrupo dos lentivirus,
0s quais estdo associados a infeccdes
com longos periodos de laténcia clini-
ca. Assim, a década de 80 chegava ao
fim e com ela a esperan¢a de uma cura
iminente.

Onze anos mais tarde, a epidemia
de AIDS continua a se expandir por
todas as regides do mundo e em 1997
os casos notificados atingiam 30.000.000
de pessoas. Apesar dos esforcos da
comunidade cientifica e dos avancos ja
obtidos, a AIDS continua representan-
do um grave problema de saude publi-
ca, principalmente para os paises em
desenvolvimento como no caso do Bra-
sil, onde, em 1997, foram notificados
110.845 casos (UNIAIDS 1997). Em
meados de 1998, ja foram notificados
138.000 casos de AIDS e se estima que
existam 550.000 pessoas infectadas com
HIV no pais.

Essa marcha aterradora do HIV de-
manda que todos os esfor¢os sejam
concentrados na pesquisa de uma vaci-
na eficaz para o combate ao virus. Essa



seria uma importante arma para deter o
avanco da epidemia nos paises pobres.
Diversas caracteristicas do HIV devem
ser levadas em consideracao quando
desenhamos uma estratégia para o de-
senvolvimento de uma vacina. Primei-
ro, sua variabilidade: como outros vi-
rus de RNA, ele muta rapidamente,
produzindo viroses antigenicamente
heterogéneas, mesmo dentro de um
uUnico individuo. Atualmente, existem
identificados cinco subgrupos de virus
distintos e todos podem ser encontra-
dos na Africa. Segundo, seu modo de
transmissdo: o HIV é transmitido atra-
vés da mucosa pelo contato sexual,
através do sangue contaminado e da
mae para o feto neonato. Embora a
transmissao dos virus na sua forma livre
ja tenha sido documentada, a forma de
contigio mais comum deve ser pelo
virus associado a célula do hospedeiro.
Anticorpos neutralizantes devem ser
suficientes para prevenir contra a infec-
¢ao pelo HIV livre, mas nio ao associ-
ado a uma célula, que nao deve entrar
em contato direto com o soro. Ou seja,
o desenvolvimento racional de uma
vacina deve ser baseado tanto em uma
resposta imune humoral, como na res-
posta celular. Finalmente, sua célula
alvo: infeccoes de linfocitos T e macro-
fagos, os alvos primarios do HIV, de-
pendem da ligacao das suas proteinas
do envelope, com as moléculas de CD4
expressas nas superficie dessas células.

Outro aspecto importante quando
se fala em vacinas para o HIV é a
avaliacdo de sua eficacia. A fim de se
validar a eficicia de uma vacina anti-
HIV, é necessirio que ela seja testada
in vivo. Sendo assim, diversos modelos
animais vém sendo testados, ja que o
modelo ideal seria um animal de manu-
tencdo barata e que desenvolva uma
doenca do tipo AIDS, induzida pelo
HIV. No entanto, as Unicas espécies
que podem ser infectadas com o HIV
sdo os grandes macacos, como o chim-
panzé e o gibao, mas estes nao desen-
volvem AIDS, além de terem um custo
elevado de manutenciao. Nessa busca
por um modelo animal, foi isolado e
identificado um novo lentivirus que
infecta primatas nao humanos, o virus
daimunodeficiéncia simiana (SIV). Este
possui uma alta homologia na sua se-
quiéncia de DNA com o do HIV, princi-
palmente com o de tipo 2, indicando
uma relacio evolutiva bem proxima
desses dois subgrupos. Esse virus € um
agente infeccioso natural de diversos
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Figura 1- Manipulaciio genética do HIV.

O material genético do HIV ¢ constituido por duas fitas de RNA
polaridade positiva que estio associadas na sua extremidade 5 a uma
molécula de tRNA, . Ambas as fitas de RNA possuem 5’CAP e poliadenila-
¢lo. Ao longo do RNA, se encontram associados mondmeros das proteinas
p7/9, que, por sua vez, interagem com as enzimas virais transcriptase
reversa, integrase e protease pll. Esse complexo ribonucleoproteico é
circundado pela proteina p24, formadora do capsideo viral. No espaco
entre o capsideo e o envelope, encontra-se a proteina p17; esta é miristilada
no seu N terminal, o que promove sua interacio com a proteina do
envelope gp41. O envelope € constituido por uma bicamada fosfolipidica
de origem celular, onde estao inseridas as duas glicoproteinas de origem
viral gp120 e gp41. Essas estao associadas nao covalentemente, organizan-
do-se em heterotrimeros ou tetrimeros na superficie do virion e sio as
responsaveis pela interacao com o antigeno de superficie celular CD4. O
genoma do HIV codifica para 3 genes estruturais principais: o gene gag, que
codifica uma proteina precursora de 55kDa, que, apés a clivagem, vai
originar as proteinas pl7, p24 e p7/9, formadoras da matriz viral, do
capsideo e do nucleocapsideo; o gene pol, que é transcrito e traduzido
juntamente com o gene gag em uma proteina precursora de 160kDa, apos
a clivagem, origina, além das proteina p1l7, p24 e p7/9, as enzimas virais
transcriptase reversa, protease e integrase; o gene env codifica para uma
proteina precursora de 160kDa que, depois de clivada, origina as proteinas
gp120 e gp 41, que sao as glicoproteinas formadoras do envelope viral.
Além desses genes, o genoma do HIV codifica para alguns genes acessorios
e outros regulatérios, responsdveis por uma série de eventos como:
transporte do mRNA viral para o citoplasma (REV), transdu¢io de sinais na
célula hospedeira (VPR), formacao de canais iOnicos na membrana celular
(VPU), ativacao da transcricio dos genes estruturais(TAT), destruicao dos
receptores CD4 das células linfocitdrias (NEF), etc. Em nossa estratégia de
manipulagao genética, metade do gene nef foi substituido pelo gene gpt
da E. coli, que foi amplificado por uma reacao de PCR e utilizado para
substituir o gene viral deletado. O clone infectivo foi, entao, injetado dentro
de células humanas e o novo virus foi montado e exportado para fora da
célula. Esse novo virus foi nomeado de HIV-gpt.
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primatas nao humanos africanos, mas,
normalmente, ele nao € patogénico nos
seus hospedeiros. No entanto, alguns,
quando isolados, induzem uma doencga
do tipo AIDS em certos macacos asiti-
cos, caracterizada por uma deplecao de
linfécitos CD4, imunodeficiéncia, in-
feccoes com agentes oportunistas e
tumores. Sendo assim, o SIV é um
modelo animal pratico para a pesquisa
de uma vacina contra o HIV e algum
progresso ja tem sido alcancado com
diferentes protétipos vacinais. Macacos
imunizados com virus completos inati-
vos ou com vacinas que continham
subunidades do virus resistiram a infec-
¢ao com SIV patogénicos. No entanto,
em muitas tentativas de vacinas feitas
nos tltimos anos, nao foi possivel indu-
zir uma imunidade duradoura e nenhu-
ma protecao foi conseguida contra iso-
lados de virus heterdlogos, infeccoes
com altas cargas virais ou ainda virus
que nao tivessem sido propagados em
linhagens celulares humanas. A fim de
superar esses problemas, ultimamente
vém sendo conduzidos diversos estu-
dos de vacina utilizando virus vivos
atenuados. Virus atenuados tem sua
patogenia reduzida causada primaria-
mente pela sua baixa capacidade repli-
cativa no seu hospedeiro natural. Ideal-
mente, eles ndo causam a doenga, mas
induzem a uma resposta imune poten-
te, protegendo o hospedeiro contra
uma infec¢cao subseqliente com o virus
selvagem. Foi demonstrado que a dele-
cao do gene nef no SIV reduz sua
patogenia. Macacos Rhesus infectados
com SIV atenuados por meio de muta-
¢oes no gene nef ficaram protegidos
contra uma nova infeccao utilizando
altas doses de SIV selvagem. A proteina
Nef ¢ uma proteina miristilada, encon-
trada somente em lentivirus de prima-
tas. O seu mecanismo de ac¢ao ainda
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nao é bem compreendido, mas diver-
sas evidéncias apontam para um papel
na modulacio da transducao de sinais
celulares, via interacoes fisicas com
proteinas quinase da célula hospedei-
ra. Apesar de esse tipo de estratégia de
utilizar virus vivos atenuados haver
demonstrado resultados mais expressi-
vos na tentativa de uma vacina contra
AIDS, esse modelo ainda é muito criti-
cado, ja que esses virus tém uma taxa
de mutacao, e de recombinacio com
outros virus muito alta, podendo levar
a alteracoes genéticas que facam com
que um virus nao patogénico torne-se
patogénico. Recentemente foi desco-
berto na Australia um caso de transmis-
sao sangiiinea de HIV muito interessan-
te: um doador estava infectado com um
virus que continha uma delecao no
gene nefe por doacao de plasma infec-
tou vdrios receptores. Tanto o doador
como os receptores nao desenvolve-
ram a doenca. Esse fato inusitado foi
mais uma forte evidéncia de que o gene
neftambém estd implicado com a pato-
génese no HIV e isso deu um grande
animo aos preconizadores desse tipo
de vacina anti-HIV.

Nosso grupo vem-se dedican-
do ao desenvolvimento de uma cepa
de HIV atenuada para uma possivel
vacina. Além da atenuacio pela retira-
da do gene nef do genoma do HIV,
preocupamo-nos em inserir um gene
suicida no genoma viral. A razao de se
colocar um gene suicida na amostra
vacinal seria para abolir a infeccio da
amostra vacinal em caso de reversio
virulenta. O gene suicida escolhido foi
o gpt (guanina fosfo-ribosil transferase)
e foi doado do cromossoma da bactéria
intestinal E.coli. O gene gpt codifica
uma enzima que ¢ capaz de metaboli-
zar uma droga toxica para as células
humanas. Nesse caso especifico, é a 6-
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Figura 2- Aborto da infeccio
de linfocitos humanos pelo
HIV-gpt.

O virus HIV-gpt foi utilizado
para iniciar uma infec¢io em
uma cultura de linfécitos hu-
manos, na presenca e na au-
séncia de 6-tioxantina. Quan-
do a droga era adicionada a
cultura, a enzima gpt, expressa
nos linfécitos, era metaboliza-
da e as células infectadas des-
truidas e, assim, a infeccio
abortada.

tioxantina que, normalmente, a célula
humana nio consegue metabolizar, mas,
quando infectada com o novo HIV
recombinante, incorpora esse produto
toxico no cromossoma e inviabiliza a
célula infectada. Assim, utilizando-se
uma copia de cDNA do genoma do HIV
clonado em um plasmideo (clone in-
fectivo) foi feita uma manipulacio onde
se retirou o gene nef'e se colocou no
lugar o gene gpt da E.coli (vide Fig. 1).
Esse novo virus agora conseguia repli-
car em linfécitos humanos, mas, na
presenca de 0-tioxantina, era totalmen-
te eliminado (vide Fig 2). Dessa forma,
achamos que esses resultados demons-
tram a utilidade desses novos virus para
uma vacina anti-HIV mais segura e
eficiente, além de abrir portas para um
ensaio em macacos. O mesmo gene
suicida esta sendo inserido no genoma
de SIV para tentarmos essa mesma
experiéncia in vivo. &



