VIII. Discussão geral e conclusões
_______________________________________________________________________________________


VIII. Discussão Geral, Conclusões E Perspectivas

Desde o seu reconhecimento oficial em 1981, a síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) tornou-se numa das pandemias com os efeitos mais devastadores de toda a história da humanidade. No final de 2002, as estimativas do Programa Conjunto da Organização das Nações Unidas e da Organização Mundial de Saúde para o VIH/SIDA (UNAIDS/WHO) estimavam em cerca de 42 milhões o número total de indivíduos infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (VIH) ainda vivos. Nos últimos 20 anos, a SIDA terá sido responsável pela morte de cerca de 40 milhões de pessoas, uma grande parte das quais nos países da África ao sul do Sahara, e, actualmente, pensa-se que mais de 15000 novos indivíduos são infectados diariamente, em todo o mundo. Outras estimativas do mesmo programa internacional, cujas actualizações podem ser consultadas em http://www.unaids.org/epidemic_update/, apontam para a ocorrência de até 100 milhões de novas infecções, nos próximos dez anos. Na ausência de uma cobertura terapêutica generalizada a nível mundial (em África, por exemplo, apenas 0,1% dos indivíduos infectados recebem algum tipo de terapia anti-retroviral) e com a falência, em vastas regiões do mundo, das intervenções de saúde pública de índole educacional e preventiva (reflectida na subida continuada da incidência da infecção na Europa Oriental, Sudeste Asiático e China, e também em grupos populacionais específicos nos países desenvolvidos), torna-se cada vez mais premente o desenvolvimento de uma vacina eficaz, profiláctica ou terapêutica, contra o VIH.

Logo após a descoberta e caracterização inicial do agente etiológico da SIDA (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983, 1984; Levy et al., 1984; Popovic et al., 1984), inúmeras equipas científicas, espalhadas por todo o mundo, centraram os seus esforços na tentativa de desenvolver uma vacina eficaz anti-VIH. Embora, tal como ainda hoje, não fossem então conhecidos os parâmetros da resposta imune correlacionados com uma protecção natural contra a infecção, as primeiras abordagens vacinais focaram-se, fundamentalmente, na utilização das glicoproteínas do invólucro viral (gp120 e gp41). Seguindo estratégias conhecidas, utilizadas anteriormente com sucesso na formulação de vacinas para outros microorganismos patogénicos, considerou-se que as glicoproteínas do invólucro, sendo as únicas proteínas virais existentes à superfície do virião, constituiriam, sem dúvida, um alvo primordial para o desenvolvimento de vacinas baseadas na produção de anticorpos neutralizantes anti-VIH. Estes seriam os únicos componentes da resposta imune adaptativa que, neutralizando as partículas virais antes da infecção de um número considerável de células susceptíveis, nomeadamente ao nível das portas de entrada mais comuns (e.g. as mucosas), poderiam impedir a disseminação do vírus para regiões do organismo de microambiente favorável ao estabelecimento, não só de uma infecção generalizada, como também de uma população de células infectadas de um modo latente. Estudos pioneiros, realizados em modelo primata, nos quais se procedeu à transferência passiva de anticorpos anti-gp120 em fases iniciais da história natural da infecção (Emini et al., 1992) ou nos quais foram realizados esquemas de imunização com proteínas recombinantes do invólucro viral (Berman et al., 1996), tiveram resultados animadores, reflectidos na protecção dos animais contra a infecção após a inoculação experimental de estirpes virais patogénicas. No entanto, e confirmado posteriormente por inúmeras abordagens experimentais diferentes, começou a tornar-se evidente que as vacinas de subunidades baseadas exclusivamente nas proteínas do invólucro viral seriam incapazes de induzir em humanos a produção de anticorpos neutralizantes contra isolados primários do vírus (Mascola et al., 1996). Para além disso, em muitos casos, os anticorpos produzidos eram específicos apenas para vírus do mesmo genótipo do qual era proveniente a proteína utilizada como imunogénio. Estes e outros factos (Veljkovic et al., 2001), corroborados a posteriori pelos maus resultados preliminares do único ensaio clínico de fase III para uma vacina experimental anti-VIH realizado até hoje (vacina AIDSVAX(, baseada na glicoproteína recombinante gp120), levaram a maioria dos investigadores a centrar os seus esforços no desenvolvimento de formulações vacinais capazes de estimular eficazmente a componente celular da resposta imune antiviral, especialmente a de natureza citotóxica dependente da actividade dos linfocitos T CD8+.

Dados provenientes de estudos realizados ao longo dos últimos anos suportam a ideia de que a resposta citotóxica por linfocitos T CD8+ (resposta LTC) está inequivocamente envolvida no controlo da replicação do VIH-1, controlando a replicação viral na fase aguda da infecção e impedindo a progressão da doença, até certos limites, em indivíduos cronicamente infectados (Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994; Klein et al., 1995; Rowland-Jones et al., 1997). Indivíduos seropositivos para o VIH-1 cuja progressão para o estádio final de SIDA ocorre durante períodos de tempo muito superiores ao normal (os chamados assintomáticos de longa duração ou, na nomenclatura anglo-saxónica, LTNP) são caracterizados pela presença de uma resposta LTC eficaz, persistente e alargada, acompanhada pela manutenção de cargas virais muito baixas e contagens estáveis de células T CD4+ (Learmont et al., 1992; Sheppard et al., 1993; Buchbinder et al., 1994; Cao et al., 1995; Rinaldo et al., 1995; Rowland-Jones, 1999). Respostas imunes potentes da mesma natureza têm sido também caracterizadas em indivíduos repetidamente expostos ao vírus mas persistentemente seronegativos (HEPS, na nomenclatura anglo-saxónica) (Clerici et al., 1992; Rowland-Jones et al., 1993, 1998; Pinto et al., 1995; Goh et al., 1999; Fowke et al., 2000). Da utilização de diferentes estratégias de vacinação em modelo símio, baseadas em vectores e imunogénios de natureza diversa, foi possível concluir que a imunidade celular, nomeadamente de tipo citotóxico, desempenha um papel protector para os animais imunizados, mesmo na ausência de anticorpos neutralizantes (Barouch et al., 2000; Amara et al., 2001). Corroborando esta afirmação, noutros trabalhos, também em modelo primata, assistiu-se à perda do controlo da replicação viral em animais nos quais os linfocitos T CD8+ tinham sido neutralizados pela administração de anticorpos monoclonais anti-CD8 (Jin et al., 1999; Schmitz et al., 1999). No entanto, também a resposta celular de natureza citotóxica por parte dos linfocitos T CD8+, por si só, não parece conseguir manter indefinidamente sob controlo os níveis de carga viral. Por exemplo, resultados recentes de vacinação em modelo símio, com vacinas caracteristicamente indutoras de imunidade de tipo celular, demonstraram um bom nível de protecção imune inicial, mas somente até ao aparecimento de variantes virais de escape imune nos animais vacinados, resultado da ocorrência de uma simples mutação num epitopo imunodominante do gene gag (Barouch et al., 2002). Tal fenómeno, profusamente descrito também para o caso humano (Goulder et al., 1997; Price et al., 1997; Lieberman et al., 2001), conduziu a um rápido aumento da taxa de replicação viral, acompanhado de progressão clínica para estádios de imunodepressão profunda. Para além deste, outros factos serão co-responsáveis pela falência desta importante componente da resposta imune anti-VIH, havendo a considerar, entre eles, o relevante papel da proteína Nef na modulação negativa dos componentes do MHC I à superfície da célula infectada. Dados recentes apontam também para uma paragem precoce do processo de maturação dos linfocitos T CD8+ em indivíduos infectados pelo VIH-1, pelo que a maior parte das células específicas para este vírus não parecem ser células maduras efectoras completamente diferenciadas (Appay et al., 2000; Champagne et al., 2001). A perda progressiva de células T CD4+, alvos primordiais da infecção, poderá estar na base deste fenómeno, uma vez que a diferenciação completa dos linfocitos T CD8+ está dependente de um conjunto de citocinas (IL-2, IL-15) produzidas pelos linfocitos auxiliadores (Behbahani, 2002).

A resposta imune anti-VIH por parte dos linfocitos T CD4+ parece desempenhar também um papel relevante no estabelecimento de um estado de imunidade eficaz (Kalams e Walker, 1998; Kalams et al., 1999). A presença de uma população abundante de células T CD4+ específicas para a proteína viral p24 foi relacionada com baixas cargas virais em indivíduos infectados e respostas proliferativas in vitro dessas células, induzidas pela mesma proteína viral, foram mais frequentemente observadas em indivíduos assintomáticos de longa duração (Rosenberg et al., 1997). Nestes, são também detectados números significativamente mais elevados de linfocitos auxiliadores com a capacidade de produzir citocinas especificamente em resposta à presença de antigénios do VIH-1, designadamente as citocinas características da resposta imune de tipo 1, como IFN-( e IL-2 (Pitcher et al., 1999).

Em resumo, os dados acumulados actualmente parecem demonstrar inequivocamente a dificuldade de obtenção de uma vacina eficaz anti-VIH baseada exclusivamente numa das vertentes da resposta imune. Parece pois importante que as estratégias vacinais a seguir sejam adequadas ao desenvolvimento e manutenção de uma resposta imune diversificada, estimulando os seus vários componentes, nomeadamente, a resposta humoral neutralizante, a vertente de carácter celular, quer citotóxica, mediada especificamente por linfocitos T CD8+ específicos para o vírus, quer auxiliadora, mediada por linfocitos T CD4+, não esquecendo o compartimento das mucosas, muito frequentemente os primeiros tecidos do organismo em contacto com o vírus. Estudos recentes realizados em indivíduos HEPS parecem relacionar uma resposta LTC alargada muito activa ao nível da mucosa genital, bem como a produção local de níveis elevados de anticorpos do tipo IgA secretória com capacidade de neutralização de isolados de VIH-1 de diferentes genótipos, com um grau elevado de resistência à infecção (Fowke et al., 2000; Kaul et al., 2000; Broliden et al., 2001; Lo Caputo et al., 2003). Finalmente, estratégias de imunização que favoreçam a tomada eficiente de antigénios virais pelas células apresentadoras de antigénio, designadamente pelas células dendríticas, poderão revelar-se fundamentais, dada a importância deste fenómeno de interface entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa na activação de clones celulares T e B específicos para o VIH-1. Hoje em dia, diversos autores levantam importantes objecções acerca do desenvolvimento de vacinas anti-VIH dirigidas especificamente a uma das vertentes da resposta imune, uma vez que estas parecem capazes de induzir apenas uma protecção parcial, mesmo tendo efeitos positivos a curto e médio prazo. Considerando que, a longo prazo, estas vacinas parcialmente protectoras poderão ser responsáveis pela selecção de variantes virais ainda mais virulentas, as novas tendências nesta área da vacinologia parecem apontar para a utilização de esquemas de imunização mistos (Newman, 2002). Nestes esquemas de imunização experimental, do tipo inoculação inicial-reforço(s) ou, na nomenclatura anglo-saxónica, prime-boost, são utilizadas combinações de diferentes abordagens vacinais, desenhadas de modo a estimular os diferentes componentes de uma resposta imune adaptativa eficiente.

À data da redacção desta dissertação, existiam, segundo o último relatório do International AIDS Vaccine Initiative (IAVI), passível de ser consultado em http://www.iavi.org/trialsdb, cerca de 30 ensaios clínicos em curso de vacinas anti-VIH-1. A grande maioria desses ensaios clínicos (86%) encontrava-se ainda em fase I, o que corresponde a ensaios realizados em pequenos grupos de voluntários, com baixo risco de infecção, nos quais se testa a inocuidade e a imunogenicidade da formulação vacinal utilizada. Como referido anteriormente, apenas para uma das vacinas (AIDSVAX() foram obtidos resultados de fase III (ensaios realizados em grupos populacionais de grande dimensão, em indivíduos seronegativos com elevada probabilidade de contrair a infecção, com o objectivo principal de se testar a eficácia da vacina na prevenção dessa mesma infecção), sendo que os resultados preliminares apresentados não foram, de modo algum, animadores. De facto, a administração desta vacina experimental, baseada, como já referido, na glicoproteína recombinante gp120, numa formulação genotípica bivalente B/B ou B/E, resultou na indução de respostas LTC anti-VIH muito fracas, em apenas cerca de 1/3 dos participantes e raramente dirigidas contra mais do que um epitopo viral. Por outro lado, não ocorreu também a produção pelos indivíduos imunizados de anticorpos neutralizantes para isolados virais primários. Na totalidade dos ensaios clínicos em curso encontram-se em utilização 24 formulações vacinais diferentes, individuais ou em diversas combinações do tipo prime-boost, baseadas em plasmídios de ADN, vectores virais recombinantes (poxvírus e adenovírus), subunidades proteicas e lipopéptidos, constituindo esta última a abordagem mais recente. A grande maioria utiliza epitopos de estirpes virais do subtipo B, mas as formulações mais recentes são já direccionadas para genótipos particularmente abundantes na pandemia, como os subtipos A, C, D e E. De todas as vacinas anti-VIH-1 em ensaio clínico, 7 (23%) utilizam epitopos da proteína Nef, o que corresponderá ao reconhecimento, por um lado, da elevada imunogenicidade desta pequena proteína acessória, e, por outro lado, da sua importância no contexto dos mecanismos de patogenicidade viral. Inúmeras abordagens experimentais têm sido seguidas entre as vacinas contra o VIH-1 em fase pré-clínica de desenvolvimento (Letvin, 2002; Mwau e McMichael, 2003). Entre estas, podem destacar-se, pela sua natureza distinta em relação às vacinas presentemente em ensaio clínico, as baseadas em vectores bacterianos atenuados, como, por exemplo, o BCG (Falk et al., 2000), Salmonella typhimurium (Wu et al., 1997), Listeria monocytogenes (Mata et al., 2001) e Streptococcus gordonii (Di Fabio et al., 1998), particularmente interessantes na estimulação da imunidade das mucosas, ou as baseadas na produção de partículas proteicas semelhantes a vírus, ou VLP (do inglês virus-like particles), contendo epitopos do VIH (Akahata et al., 2003; Tsunetsugu-Yokota et al., 2003).

Como se viu previamente, alguns dos ensaios clínicos em curso de vacinas contra o VIH-1 são baseados na utilização de diferentes combinações de lipopéptidos como agentes imunizantes. Uma vacina constituída por uma mistura de 6 lipopéptidos diferentes, cada um deles constituído por uma cadeia de cerca de 30 aminoácidos das proteínas virais Nef, Gag ou Env, modificada pela adição C-terminal de um resíduo de ácido palmítico, tem sido utilizada, nos últimos anos, em diversos ensaios clínicos em voluntários, com obtenção de muito bons resultados em termos de resposta imune (Klinguer et al., 1999; Gahéry-Ségard et al., 2000; Pialoux et al., 2001). Esta estratégia vacinal começou a ser considerada quando há cerca de quinze anos atrás alguns autores descreveram um péptido sintético, contendo epitopos reconhecidos por linfocitos T CD8+, que, uma vez quimicamente acoplado a um resíduo de tripalmitil-s-gliceril-cisteinilserilseril (P3CSS), simulando um lipopéptido natural, induzia a montagem de uma forte resposta imune de tipo LTC em modelo animal (Deres et al., 1989). Pouco depois, descrevia-se que da utilização de lipopéptidos como agentes imunizantes resultavam, em geral, respostas imunes alargadas, específicas para os epitopos utilizados, desencadeadas por células T citotóxicas, mas também por linfocitos B, capazes de produzir anticorpos neutralizantes, e ainda por linfocitos T CD4+ (Wiesmüller et al., 1992). Até hoje, o mecanismo preciso pelo qual os lipopéptidos são capazes de desencadear este tipo de respostas imunes alargadas continua relativamente desconhecido. Provou-se que a componente lipídica dos lipopéptidos permite, de algum modo, a sua internalização por parte de células apresentadoras de antigénio, nomeadamente as células dendríticas e os macrófagos, com consequente apresentação antigénica às células T (Rouaix et al., 1994). Recentemente, foi demonstrado que os lipopéptidos sofrem endocitose pelas células dendríticas, sendo posteriormente processados e apresentados a linfocitos T CD8+ no contexto do MHC I (Andrieu et al., 2000, 2003; Hosmalin et al., 2001), no que constitui um aparente paradoxo, já que, classicamente, a apresentação via MHC I está dependente da degradação das moléculas proteicas pelo proteassoma ao nível do citoplasma (via endógena). Certo é que a imunogenicidade destas formulações é dramaticamente reduzida quando são utilizados como agentes imunizantes os péptidos sintéticos sem a componente lipídica, pelo que esta terá uma importância fundamental, podendo mesmo ser considerada como um adjuvante incorporado (Martinon et al., 1992). Por outro lado, a estrutura conformacional característica da porção lipídica dos lipopéptidos e das lipoproteínas, nomeadamente as de natureza bacteriana, é ainda reconhecida por células da componente inata da resposta imune, incluindo, entre outras, neutrófilos, macrófagos e células dendríticas, via receptores proteicos transmembranares da família TLR (Erdile et al., 1993). Para além da resposta imune inata característica, as células intervenientes nesta resposta não específica iniciam também a produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF, IL-1, IL-12), quimiocinas e outras moléculas efectoras, responsáveis, por sua vez, pelo desencadeamento de uma resposta imune adaptativa específica (Beutler, 2003; Heine e Lien, 2003). A imunização com lipopéptidos parece estimular, preferencialmente, uma resposta imune de tipo 1, aparentemente via produção de IL-12 pelas células intervenientes na resposta imune inata (Trinchieri, 1995). Em relação especificamente aos vírus de imunodeficiência dos primatas, respostas imunes celulares anti-VIS e anti-VIH, por parte de linfocitos T CD4+ e CD8+, e também a produção de anticorpos neutralizantes, foram descritas em diversas experiências de imunização com lipopéptidos em modelo animal e também em voluntários humanos, respectivamente (Sauzet et al., 1995, 1998; Deprez et al., 1996; Loleit et al., 1996; Shimizu et al., 1996; Bourgault-Villada et al., 1997; Klinguer et al., 1999; Mortara et al., 1999, 2000; Gahéry-Ségard et al., 2000; Pialoux et al., 2001). Em conclusão, dada a experiência acumulada com a utilização de lipopéptidos como agentes imunizantes e os resultados obtidos especificamente em relação ao VIH, parece pois justificar-se plenamente a utilização de um sistema de expressão baseado numa lipoproteína bacteriana para a produção heteróloga in vitro e purificação de um imunogénio de carácter experimental a utilizar numa hipotética formulação vacinal anti-VIH-1, opção de investigação realizada neste trabalho.

Um dos objectivos principais deste projecto de investigação consistiu então na construção de um vector de expressão, baseado numa lipoproteína de origem bacteriana, a partir do qual pudesse ser induzida a produção heteróloga em Escherichia coli de uma proteína recombinante do VIH-1 como uma proteína de fusão, a fim de explorar a sua hipotética utilização como agente imunizante anti-VIH. O sistema de expressão seleccionado consistiu num vector plasmídico da série pVUB (Cornelis et al., 1996; Cote-Sierra et al., 1998), o qual possui clonado uma cópia do gene oprI de Pseudomonas aeruginosa. Esse gene codifica uma lipoproteína de 14 kDa (lipoproteína I ou OprI), uma das mais abundantes da membrana externa da bactéria. Com o objectivo de explorar algumas das potencialidades conhecidas da lipoproteína OprI, nomeadamente a sua elevada imunogenicidade e adjuvanticidade (Lam et al., 1983; Hancock et al., 1984; Anwar et al., 1985; Finke et al., 1990, 1991; Rahner et al., 1990), foram desenvolvidos os vectores de clonagem citados, para a produção de proteínas de fusão imunogénicas, nos quais o gene oprI foi modificado pela inserção em fase de um local de clonagem múltipla na sua extremidade 3’ (Cornelis et al., 1996; Cote-Sierra et al., 1998). Os plasmídios resultantes (série pVUB) permitiram a produção em E. coli de diversas proteínas de fusão com a lipoproteína OprI, a sua exportação para a membrana externa bacteriana e, após purificação, a sua utilização como imunogénios em experiências de imunização em modelo animal, sem necessidade de utilização de adjuvantes. A análise da resposta imune obtida nos animais inoculados comprovou a capacidade das proteínas de fusão baseadas em OprI induzirem a montagem de respostas, quer de natureza humoral, quer de natureza celular (Cornelis et al., 1996; Leitão et al., 1998, 2000; Cote-Sierra et al., 2002). Outra das vantagens deste sistema “transportador-adjuvante” prende-se com a possibilidade da sua utilização em outras espécies bacterianas hospedeiras Gram-negativas, para além de E. coli, o que possibilita, em teoria, a utilização de estirpes atenuadas dessas bactérias como vectores vivos para a administração oral de vacinas subunitárias baseadas em proteínas de fusão (Toth et al., 1994; Cote-Sierra et al., 1998). Finalmente, digno também de realce o facto da lipoproteína OprI, já de si, ser considerada, desde há muito tempo, como potencial candidata à inclusão numa vacina humana anti-P. aeruginosa (von Specht et al., 1996a, 1996b, 2000; Knapp et al., 1999; Mansouri et al., 1999; Larbig et al., 2001), especialmente útil em doentes com fibrose quística ou grandes queimados. Resultados recentes obtidos a partir de ensaios clínicos de fase I realizados em pacientes hospitalizados com queimaduras extensas, utilizando uma formulação vacinal híbrida contendo a porção mais imunogénica da lipoproteína OprF da membrana externa de P. aeruginosa e a totalidade da OprI madura, indiciam um elevado grau de protecção contra a infecção nosocomial oportunista por aquela bactéria (Mansouri et al., 2003).

Em termos de selecção da proteína do VIH a expressar sob a forma de produto de fusão com a lipoproteína OprI, recorrendo ao vector de expressão “transportador-adjuvante” previamente descrito, a escolha recaiu sobre a proteína Nef do VIH-1. A proteína Nef é uma pequena proteína acessória miristilada na extremidade amínica e fosforilada nos resíduos de serina, com cerca de 206 aminoácidos e 27 kDa de peso molecular, existente somente nos lentivírus dos primatas e, embora dispensável para a replicação viral in vitro, desempenha um papel fundamental ao nível da patogénese viral in vivo (Kestler et al., 1991; Deacon et al., 1995; Kirchhoff et al., 1995; Hanna et al., 1998; Salvi et al., 1998; Learmont et al., 1999). Nef é uma proteína de expressão precoce no ciclo replicativo do VIH, sendo expressada a níveis elevados logo após a integração do ADN proviral (Robert-Guroff et al., 1990; Ranki et al., 1994), parecendo constituir este, um facto muito importante para a estratégia replicativa/adaptativa do vírus. Em termos de localização intracelular, parte da proteína tem localização citosólica (Kaminchik et al., 1994), enquanto que uma porção considerável se associa preferentemente à membrana plasmática. Por analogia com outras proteínas miristiladas, o mecanismo de interacção entre Nef e as membranas celulares deve envolver não só o resíduo miristato mas também interacções adicionais, como, por exemplo, interacções electrostáticas entre aminoácidos básicos da estrutura primária da proteína e os fosfolípidos membranares, de natureza acídica. A sinalização de Nef para a membrana plasmática parece ser necessária para o desempenho da generalidade das suas funções (Aiken et al., 1994; Chowers et al., 1994). Entre as importantes e numerosas actividades funcionais descritas para esta proteína, podem destacar-se: 1) a modulação negativa da expressão do receptor membranar CD4 (Garcia e Miller, 1991); 2) a modulação negativa à superfície das células das proteínas do MHC I (Schwartz et al., 1996); 3) o aumento da infecciosidade dos viriões e da taxa de replicação viral após a infecção (Chowers et al., 1994; Miller et al., 1994, 1995); 4) a interacção com inúmeras proteínas intervenientes nas vias celulares de transdução de sinal, no que resulta, geralmente, um estado de activação das células T CD4+ alvo da infecção (Alexander et al., 1997); 5) a regulação das vias de indução da morte celular por apoptose, quer protegendo as células infectadas (Geleziunas et al., 2001; Yoon et al., 2001), quer induzindo a morte por apoptose de células vizinhas não infectadas (Xu et al., 1997, 1999; Geleziunas et al., 2001). Todas as actividades enumeradas parecem ser comuns às proteínas Nef dos VIH e dos VIS e têm sido extensamente estudadas utilizando-se diversos sistemas celulares in vitro. O que resta ainda definir é qual o grau de importância relativa de cada uma delas para os efeitos imunopatogénicos induzidos in vivo por esta proteína, não só no caso da infecção humana pelo VIH, mas também em alguns modelos animais disponíveis (ratinhos transgénicos, ratinhos com imunodeficiência combinada severa e primatas não-humanos) (Wei et al., 2003).

Relativamente à imunogenicidade da proteína Nef, desde há mais de uma década que se descreveu, por um lado, a detecção de anticorpos específicos anti-Nef logo nas primeiras fases do decurso da infecção pelo VIH, podendo aqueles, ocasionalmente, preceder mesmo os anticorpos contra as proteínas estruturais do vírus (Ranki et al., 1987; Ameisen et al., 1989), e, por outro lado, a produção de anticorpos em animais imunizados com formas recombinantes da proteína (Bahraoui et al., 1990; Schneider et al., 1991; Ovod et al., 1992; Otake et al., 1994). Confirmando os dados anteriores, que apontam para uma elevada imunogenicidade da proteína Nef, constatou-se que cerca de 70% das pessoas infectadas pelo VIH-1 apresentam anticorpos anti-Nef (Sabatier et al., 1989; Cheingsong-Popov et al., 1990; Chen et al., 1999). Inclusivamente, o aparecimento de níveis elevados de anticorpos específicos anti-Nef imediatamente após a infecção chegou a ser relacionado com uma velocidade mais lenta de progressão para a SIDA (O’Shea et al., 1991; Reiss et al., 1991; Chen et al., 1999), embora haja a reportar resultados contraditórios em relação a este assunto (Franchini et al., 1987; Cheingsong-Popov et al., 1990; Kirchhoff et al., 1991). Mais recentemente, a utilização como vacinas experimentais de vectores de ADN expressando Nef, com ou sem reforços com a proteína per se, tem dado resultados promissores em termos de resposta humoral em modelo animal (Hinkula et al., 1997; Moynier et al., 1998; Putkonen et al., 1998; Moureau et al., 1999; Billaut-Mulot et al., 2000; Cazeaux et al., 2002). Em seres humanos, a produção de anticorpos após uma vacinação com vectores de ADN foi de baixa magnitude (Calarota et al., 1999), mas um esquema vacinal utilizando Nef e lipopéptidos induziu a produção de anticorpos anti-Nef na maioria dos sujeitos vacinados (Gahéry-Ségard et al., 2000). Por outro lado, também a vertente citotóxica da resposta imune anti-VIH, dirigida especificamente contra epitopos de Nef, tem sido profusamente demonstrada no decurso natural da infecção (Lucchiari-Hartz et al., 2000; Singh et al., 2001; Novitsky et al., 2001, 2002). Experiências de imunização, utilizando Nef como imunogénio, resultaram na indução de respostas imunes de natureza celular (resposta citotóxica) em animais imunizados com várias construções plasmídicas (Asakura et al., 1996; Hinkula et al., 1997; Putkonen et al., 1998; Ayyavoo et al., 2000; Billaut-Mulot et al., 2000), vectores bacterianos recombinantes (Winter et al., 1995) ou misturas de lipopéptidos (Bourgault et al., 1994). Uma resposta imune celular específica anti-Nef foi igualmente detectada em humanos imunizados com plasmídios recombinantes (Calarota et al., 1999), lipopéptidos (Gahéry-Ségard et al., 2000) e vectores virais (Evans et al., 1999). Finalmente, a proteína Nef é mais conservada do que as glicoproteínas do invólucro viral, tradicionalmente as mais utilizadas em ensaios clínicos de vacinas anti-VIH. Por tudo o que foi referido anteriormente, torna-se sustentada a utilização de Nef como candidata para o desenho de estratégias experimentais de vacinação preventiva anti-VIH, bem como alvo potencial para o desenvolvimento de abordagens imunoterapêuticas alternativas.

Tal como referido em capítulos anteriores, o objectivo geral deste projecto de doutoramento consistiu na avaliação, em modelo murino, da imunogenicidade (vertente humoral) de uma proteína de fusão, baseada numa das lipoproteínas principais (OprI) da membrana externa de P. aeruginosa, contendo a totalidade da proteína Nef do VIH-1, após clonagem e expressão em E. coli. Este trabalho foi iniciado pela clonagem do gene nef8E5, prototípico do subtipo B do VIH-1, no sítio EcoRI do local de clonagem múltipla situado na extremidade 3’ do gene oprI em pVUB3, no que resultou a expressão em E. coli de uma proteína híbrida de Nef com a lipoproteína OprI (proteína OprI-Nef). Após a adição de um oligonucleótido codificando para uma “cauda” de histidinas (6xHis) à extremidade 3’ da construção híbrida oprI-nef em pVUB3nef8E5, foi finalmente construído o vector de expressão pVUB3nefB-6xHis, que permitiu a produção de uma nova proteína de fusão (OprI-Nef-6xHis), passível de ser mais facilmente purificada, por cromatografia de afinidade com iões metálicos imobilizados (iões Ni2+). Esta nova proteína híbrida é constituída por 275 resíduos de aminoácidos e tem um peso molecular estimado de 32 kDa. Em termos de estrutura primária, cerca de ¼ da proteína híbrida é constituído pela sequência de aminoácidos de OprI, localizada na extremidade amino-terminal, enquanto que os ¾ restantes correspondem à sequência da proteína Nef, localizada do lado da extremidade carboxílica da construção. Esta construção foi utilizada mais tarde em experiências de imunização em modelo murino, com o objectivo específico de se caracterizar a vertente humoral da resposta imune anti-Nef. Contrariamente aos trabalhos citados previamente (Bourgault-Villada et al., 1997; Mortara et al., 1999, 2000; Gahéry-Ségard et al., 2000; Pialoux et al., 2001), neste projecto foi utilizada uma lipoproteína de fusão contendo, como se viu, a totalidade da sequência de uma proteína do VIH-1 como agente imunizante e não uma mistura de pequenos lipopéptidos sintéticos contendo epitopos de várias proteínas virais. A abordagem experimental aqui seleccionada apresenta duas vantagens fundamentais em relação aquela última: a relativa facilidade de produção e purificação da proteína de fusão por expressão heteróloga em E. coli, contrariamente às dificuldades inerentes à síntese química de lipopéptidos, e a possibilidade de utilização hipotética de um imunogénio desta natureza em populações com fundos genéticos diversificados, sem necessidade de considerar a restrição genética representada pelo sistema do HLA em relação à resposta imune. A síntese química de lipopéptidos continua a ser uma tarefa difícil e onerosa, havendo necessidade de se realizar um passo complexo de purificação cromatográfica após a adição dos resíduos lipídicos à cadeia peptídica (Gras-Masse, 2001). Já em relação ao tamanho da cadeia aminoacídica utilizada para imunização, a utilização de pequenos péptidos sintéticos implica necessariamente um bom conhecimento prévio dos determinantes antigénicos de cada proteína viral e também da distribuição alélica relativa ao sistema HLA para cada população, o que constitui, obviamente, importantes obstáculos ao desenvolvimento de vacinas totalmente sintéticas (Gras-Masse, 2001). Neste contexto, uma das correntes científicas actuais levanta ainda algumas questões pertinentes relativamente a uma abordagem excessivamente reducionista na concepção de vacinas baseadas em péptidos (Van Regenmortel, 2001). Por exemplo, para a selecção dos péptidos a utilizar em esquemas de imunização com misturas peptídicas, os investigadores socorrem-se, quase sempre, do conceito de “epitopos imunodominantes”. Estudos recentes, no entanto, colocam algumas limitações relativamente a este tipo de abordagem, apontando para que a resposta imune global do tipo citotóxico, por parte dos linfocitos T CD8+, não seja correctamente representada pela resposta individual a um determinado epitopo considerado imunodominante. Uma quantificação precisa da resposta citotóxica global específica para um determinado agente patogénico (e.g. VIH) requer a avaliação das respostas individuais a todos os epitopos existentes na sua constituição (Betts et al., 2000).

Durante algum tempo prevaleceu a ideia de que uma vacina desenvolvida contra um parasita intracelular (e.g. vírus) deveria conduzir fundamentalmente à diferenciação de linfocitos auxiliadores do tipo Th1, enquanto que a montagem de uma resposta de tipo Th2 seria aconselhável para agentes microbianos de proliferação extracelular (e.g. algumas bactérias). Hoje em dia, no entanto, acredita-se não haver grande vantagem na indução de uma polarização tão marcada da resposta imune, considerando-se até imperativo a manutenção de um equilíbrio entre as duas vertentes, apropriado a cada caso de infecção (Hilleman, 2002). Uma polarização excessiva poderá reduzir a eficácia da resposta, podendo conduzir de situações caracterizadas por graus variáveis de supressão de uma das duas vertentes até situações de grave disfunção imune (Halsey, 1993; Hilleman, 2001). No presente contexto, será importante referir que, neste trabalho, os indícios de uma resposta imune mais equilibrada foram obtidos para o grupo de murganhos imunizado com a proteína de fusão OprI-Nef-6xHis. Comparativamente aos grupos de animais inoculados com Nef recombinante sem adjuvante ou com adjuvante de Freund, houve, naquele grupo de animais, um desvio da resposta imune, de uma situação de clara predominância Th2, para uma situação mista, sendo obviamente favorecida, ao que tudo indica, a vertente celular, muito importante no caso da infecção pelo VIH. Tal facto dever-se-á à presença da componente lipídica da proteína de fusão. A pesquisa de novas formulações vacinais com recurso à utilização de lipopéptidos e lipoproteínas como imunogénios tem sido grandemente estimulada na última década, não só no caso da infecção pelo VIH, dada a reconhecida capacidade dessas biomoléculas em estimular respostas imunes vigorosas (BenMohamed et al., 2002). Como se viu anteriormente, os mecanismos moleculares subjacentes a este fenómeno são ainda parcialmente desconhecidos, mas pensa-se que a porção lipídica dos lipopéptidos, especificamente os seus grupos palmitilo, pode estabelecer interacções moleculares com os componentes das membranas celulares. Este fenómeno, quando ocorre com células apresentadoras de antigénio, como as células dendríticas, conduzirá à tomada do exterior, mediada por endocitose, e ao processamento, ao nível do citoplasma ou da via endocitótica, de epitopos presentes nos lipopéptidos, o que constitui um passo sine qua non para a sua posterior apresentação no contexto do MHC (BenMohamed et al., 1997; Livingston et al., 1997; Thiam et al., 1999; Andrieu et al., 2000; Loing et al., 2000). Outra das enormes potencialidades da utilização de preparações vacinais com lipopéptidos ou lipoproteínas consiste na dispensabilidade da utilização de adjuvantes, já que a imunogenicidade dos determinantes antigénicos proteicos é enormemente potenciada pela presença da fracção lipídica (BenMohamed et al., 2002). No caso específico deste trabalho, a imunização de murganhos com a proteína Nef na forma de fusão com OprI induziu uma resposta humoral anti-Nef caracterizada por um título de anticorpos da classe IgG significativamente superior ao obtido no grupo de animais inoculado somente com a proteína Nef, o que corrobora as descrições sobre o efeito adjuvante do domínio lipídico das lipoproteínas. Por outro lado, a sua administração parece ser perfeitamente inócua para o hospedeiro, tal como parecem provar diversos resultados de ensaios clínicos de vacinas humanas com essa formulação (Gahéry-Ségard et al., 2000; Pialoux et al., 2001), contrariamente a uma parte considerável dos adjuvantes em utilização experimental em modelo animal e, especialmente, ao sistema clássico de Freund.

Finalmente, o facto de, neste trabalho, recorrendo-se a um teste imunoenzimático utilizando a proteína de fusão OprI-Nef-6xHis como antigénio, a taxa de detecção de anticorpos naturais anti-Nef em soros de indivíduos infectados com o VIH-1 ser de aproximadamente 80%, indicia que aquela construção proteica híbrida, embora purificada com métodos bioquímicos desnaturantes, manterá epitopos de Nef sob uma forma imunologicamente relevante, tanto mais que a frequência determinada é semelhante à descrita na literatura relativamente à detecção de anticorpos anti-Nef em cerca de 70% dos casos de infecção pelo VIH-1 (Sabatier et al., 1989; Cheingsong-Popov et al., 1990; Chen et al., 1999). Por outro lado, os resultados obtidos apontam também para um reconhecimento imune alargado de determinantes antigénicos da proteína Nef, sob a forma de proteína de fusão, por anticorpos naturais anti-Nef produzidos contra diferentes genótipos de VIH-1, e, muito provavelmente, mesmo contra o VIH-2. Estes factos, no seu conjunto, permitem perspectivar a hipotética utilização futura desta proteína de fusão como um potencial imunogénio experimental anti-VIH, não sem que antes uma série de outras abordagens de investigação sejam implementadas. Entre elas, contam-se obviamente o estudo das respostas humorais de longa duração e também da componente celular da resposta imune anti-Nef, após a realização de novas experiências de imunização em modelo murino com a lipoproteína de fusão OprI-Nef-6xHis. A indução de respostas específicas anti-Nef por parte de linfocitos T CD8+ poderá vir a ser avaliada por uma técnica de ELISPOT (do inglês enzyme-linked immunospot assay) (Mwau et al., 2002), enquanto que a resposta por parte dos linfocitos T auxiliadores (CD4+) será avaliada por testes clássicos de linfoproliferação a estímulos antigénicos. Poderá vir também a ser avaliada por ELISA a produção de citocinas características das respostas imunes do tipo Th1 e Th2 (e.g. IFN-( e IL-4, respectivamente) por células do baço ou de gânglios linfáticos regionais com origem em animais inoculados experimentalmente com a proteína de fusão e respectivos controlos. Caso os resultados obtidos nos estudos acima perspectivados continuem a sustentar a utilização da lipoproteína de fusão OprI-Nef-6xHis como um constituinte de uma hipotética formulação vacinal anti-VIH, experiências de imunização terão que ser obrigatoriamente planeadas em modelos animais mais próximos do Homem, nomeadamente, o modelo símio. Poderão, inclusivamente, ser então testadas formulações vacinais mais complexas, compreendendo, por exemplo, misturas de lipoproteínas de fusão da mesma natureza contendo determinantes antigénicos de outras proteínas do VIH-1, ou mesmo do VIH-2, ou proceder-se mesmo à administração de esquemas vacinais mistos, do tipo prime-boost, incluindo combinações com diferentes tipos de formulações vacinais em desenvolvimento por outras equipas de investigação nesta área.

Em conclusão, por tudo o que foi discutido antes, o sistema de expressão “transportador-adjuvante” pVUB3 parece constituir um modelo promissor para a produção heteróloga em bactérias Gram-negativas de lipoproteínas de fusão contendo determinantes antigénicos de proteínas dos vírus da imunodeficiência humana (VIH), a ser eventualmente incluídas como agentes de imunização em esquemas experimentais de vacinação contra aqueles retrovírus.
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