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I. Introdução
1. O vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (VIH-1)

1.1. Perspectiva histórica e estado actual da pandemia da SIDA

A síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) foi oficialmente reconhecida em Junho de 1981, nos E.U.A., com a descrição de cinco casos clínicos de pneumonia por Pneumocystis carinii em homossexuais, do sexo masculino, na cidade de Los Angeles (CDC, 1981). Para além da pneumocistose, todos os pacientes apresentavam outras manifestações clínicas, que, associadas à anergia cutânea, eram sugestivas de uma disfunção da imunidade celular. A publicação, pouco tempo depois, de diversos novos casos (Gottlieb et al., 1981; Masur et al., 1981; Siegal et al., 1981) definiu o padrão básico da nova entidade clínica, traduzido por uma diminuição na contagem periférica de linfocitos T CD4+.

O agente etiológico da SIDA foi isolado pela primeira vez em 1983, no Instituto Pasteur de Paris, a partir de um gânglio linfático de um doente com linfadenopatias generalizadas (Barré-Sinoussi et al., 1983), sendo, posteriormente, isolado também nos E.U.A. (Gallo et al. 1983, 1984; Levy et al., 1984; Popovic et al., 1984). Este novo vírus, cujas características indicaram tratar-se de um retrovírus, foi designado independentemente, pelas diferentes equipas que o isolaram, por LAV (do inglês lymphadenopathy-associated virus), HTLV-III (do inglês human T-cell lymphotropic virus, type III) e ARV (do inglês AIDS-associated retrovirus). Mais tarde, uma comissão de peritos, nomeada pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Vírus, propôs a nomenclatura actual de vírus da imunodeficiência humana (VIH ou HIV, do inglês human immunodeficiency virus) (Coffin et al., 1986a, 1986b).

Pouco tempo depois, foi isolado e caracterizado um outro retrovírus associado a casos de SIDA em dois indivíduos originários da África Ocidental (Guiné-Bissau e Cabo Verde), mas seronegativos para o VIH até então conhecido (Clavel et al., 1986, 1987; Guyader et al., 1987). Esse vírus, morfologicamente semelhante ao descrito anteriormente, ainda que genetica e antigenicamente diferente, foi designado vírus da imunodeficiência humana tipo 2 (VIH-2), passando o primeiro a ser conhecido, a partir de então, por VIH-1. Reconheceu-se mais tarde que este segundo vírus de imunodeficiência humana desencadeia um espectro clínico semelhante ao do VIH-1, isto é, uma síndrome de imunodeficiência, sendo, no entanto, menos transmissível e patogénico (Kanki et al., 1992; Andreasson et al., 1993). Estudos clínicos longitudinais demonstraram que a velocidade de progressão da infecção por VIH-2 para estádios mais avançados de imunodepressão e para SIDA é significativamente mais baixa do que nos casos de infecção por VIH-1 (Marlink et al., 1994; Jaffar et al., 1997).


No final de 2002, o Programa Conjunto das Nações Unidas e da Organização Mundial de Saúde para o VIH/SIDA (UNAIDS/WHO) estimava em 41,8 milhões o número de indivíduos infectados com o VIH em todo o mundo, sendo metade do sexo feminino, e em cerca de 5 milhões o número de novas infecções, só nesse ano. Do número total de infectados ainda vivos, cerca de 8% eram crianças com idade inferior a 15 anos. A prevalência da infecção na população adulta a nível mundial era estimada, nessa altura, em cerca de 1,2%. Este problema é particularmente sério na África sub-Sahariana, região que concentra cerca de ¾ do número total de seropositivos. A incidência da infecção é muito elevada nos países daquela região, continuando a subir em muitos deles, e estima-se que apenas 0,1% dos indivíduos infectados em África recebam qualquer tipo de terapia anti-VIH (Behbahani, 2002). Face a esta situação epidemiológica, torna-se necessário aumentar consideravelmente os esforços para o desenvolvimento de uma vacina preventiva e de terapias antivirais mais eficazes e disponíveis, de modo a controlar esta gravíssima epidemia.

1.2. Classificação taxonómica e origem biológica

Pelas suas características estruturais e de organização genómica, bem como pela análise filogenética das regiões mais conservadas do gene da transcriptase reversa, os vírus da imunodeficiência humana foram classificados no género Lentivirus da família Retroviridae, formando um grande e complexo grupo monofilético com os vírus da imunodeficiência símia (VIS ou SIV, do inglês simian immunodeficiency virus), com os quais partilham homologias consideráveis. Grosso modo, os vírus da família Retroviridae caracterizam-se pela existência, durante o ciclo de replicação viral, de um passo de transcrição do genoma de ARN em ADN (transcrição reversa ou retrotranscrição), por acção de uma polimerase de ADN dependente de ARN, a vulgarmente designada transcriptase reversa. Os retrovírus estão amplamente representados na natureza, tendo sido descritos em virtualmente todos os vertebrados e ainda em moluscos, insectos e outros invertebrados. Por sua vez, o género Lentivirus caracteriza-se pela evolução lenta das patologias associadas à infecção e ainda pelo tropismo viral para células do sistema nervoso central e/ou de linhagem hematopoiética, particularmente linfocitos e macrófagos diferenciados, numa associação directa a doenças de natureza neurológica ou imunossupressiva. Para além dos vírus da imunodeficiência dos primatas, este género compreende ainda, os vírus da imunodeficiência felina e bovina, o vírus da anemia infecciosa equina, o vírus maedi-visna dos ovinos e o vírus da artrite e encefalite caprina.


A origem biológica dos vírus da imunodeficiência humana parece residir em África, continente onde numerosas espécies de primatas têm sido encontradas infectadas naturalmente por diversos tipos de vírus da imunodeficiência símia (Hahn et al., 2000; Peeters et al., 2002). Vários factos, bem comprovados, parecem apontar uma transmissão zoonótica para o Homem, em diversas ocasiões, a partir de reservatórios animais (Hahn et al., 2000; Sharp et al., 2001). Estimativas recentes sugerem que o ancestral comum da grande maioria dos vírus responsáveis pela pandemia actual a VIH-1 (grupo M) terá existido por volta de 1930 (Korber et al., 2000; Salemi et al., 2001), na região da África Centro-Ocidental. A separação, a partir de uma linhagem símia, da linhagem evolutiva de vírus que mais tarde originaria todas as formas de VIH-1 hoje conhecidas, terá ocorrido provavelmente no final do século XVII (Salemi et al., 2001). Para a realização destas estimativas foi importante a caracterização genética parcial de uma estirpe viral ancestral, presente numa amostra de soro datada de 1959, proveniente de um indivíduo infectado natural do ex-Zaire (actual República Democrática do Congo) (Nahmias et al., 1986; Zhu et al., 1998). Diversos estudos têm sugerido que uma subespécie do chimpanzé comum (Pan troglodytes troglodytes) terá sido o reservatório natural para esta transmissão zoonótica dos ancestrais do VIH-1 (Gao et al., 1999; Hahn et al., 2000). Em relação ao VIH-2, a sua origem biológica estará relacionada com a transmissão cruzada para o Homem, em diversas ocasiões, de estirpes de VISsm do cercocebo-enfarruscado (Cercocebus atys), algures numa vasta região da África Ocidental, a norte do Golfo da Guiné (Hirsch et al., 1989; Gao et al., 1992). Tal como no caso do VIH-1, diversas linhas de evidência parecem validar esta hipótese (Hahn et al., 2000).

1.3. Morfologia do virião e organização do genoma

As partículas virais maduras do VIH-1 têm forma esférica, simetria icosaédrica e cerca de 110-125 nm de diâmetro, sendo compostas por um invólucro externo de natureza fosfolipídica, com origem na membrana plasmática das células infectadas, uma matriz interna de natureza proteica e uma cápside proteica que contém o genoma viral (Fig. 1). Na bicamada lipídica exterior existem as glicoproteínas do invólucro gp120 (SU) e gp41 (TM), a última das quais emersa na própria bicamada fosfolipídica, para além de inúmeras proteínas da membrana celular. A parte interior do invólucro viral está em íntimo contacto com a matriz viral, estrutura formada pela multimerização da proteína viral p17 (MA). No seu interior existe a cápside viral, estrutura densa aos electrões e com forma de cone truncado, composta pela proteína p24 (CA). Esta encerra, por sua vez, um complexo ribonucleoproteico, constituído pela proteína da nucleocápside p7 (NC) associada ao genoma viral, para além de proteínas virais de natureza enzimática (transcriptase reversa, protease e integrase) e acessória e ainda moléculas de origem celular (por exemplo, ARNt e ARNr).
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Figura 1. Representação esquemática da morfologia do virião maduro do VIH-1. A cápside viral encerra duas cópias semelhantes do genoma viral, para além das enzimas virais transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e protease (PR) (adaptado a partir de http://biology.kenyon.edu/courses/biol63/chime2000/HIV-1/FRAMES/HIVi2r.gif).

O genoma viral é dimérico, sendo composto por duas moléculas lineares, semelhantes, de ARN de cadeia simples e polaridade positiva, com cerca de 9,7 kb de comprimento. A sua organização é complexa, uma vez que há sobreposição das três grelhas abertas de leitura, de modo a conter nove genes diferentes num comprimento relativamente curto (Fig. 2). Estes genes podem ser classificados em dois grupos: os genes estruturais (gag, pol, env), comuns a todos os retrovírus e que codificam proteínas estruturais e enzimas virais, e os genes reguladores (vif, vpr, tat, rev, vpu e nef), que codificam pequenas proteínas (reguladoras e acessórias) cujas importantes e múltiplas funções estão, regra geral, relacionadas com o controlo de fases específicas do ciclo replicativo viral e/ou com mecanismos de evasão à resposta imune do hospedeiro. Entre as proteínas não estruturais, Vif, Nef e Vpr parecem estar associadas à partícula viral madura (Lu et al., 1993; Liu et al., 1995; Welker et al., 1996), com localização incerta e número de moléculas controverso.
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Figura 2. Representação esquemática da organização genómica do VIH-1 (adaptado a partir de http://www.web-books.com/MoBio/Free/images/Ch3H2.gif).

O genoma do VIH apresenta ainda certas características peculiares, algumas das quais típicas dos retrovírus. Em primeiro lugar, o ARN genómico apresenta modificações químicas nas suas extremidades que reflectem o facto de ser transcrito por uma polimerase de ARN celular: 5’-capping e uma cadeia de cerca de 200 nucleótidos de adenina na extremidade 3’ (polyA). Depois, há uma associação, por emparelhamento de bases complementares, com uma molécula específica de ARNt (lys3) ao nível da extremidade 5’ do genoma, mais especificamente numa região denominada pbs (do inglês primer binding site). Esta molécula de ARNt funcionará como iniciadora no processo de transcrição do genoma viral por parte da transcriptase reversa. Finalmente, existem ainda diversas pequenas regiões não codificantes junto às extremidades do genoma (r, u5 e pbs, na extremidade 5’, e ppt, u3 e r, na extremidade 3’). Algumas destas regiões (u3 e u5) são duplicadas durante a síntese do ADN complementar do genoma viral, formando uma nova estrutura (U3, R, U5), presente em cada uma das extremidades do ADN, denominada LTR (do inglês long terminal repeat) (Fig. 2). Nesta região do genoma proviral estão localizados importantes elementos de controlo transcricional, aos quais se ligam inúmeros factores de transcrição de origem celular.

1.4. Proteínas virais

As proteínas do VIH-1 podem ser classificadas em três grupos distintos: proteínas estruturais, reguladoras e acessórias. O primeiro grupo compreende as proteínas estruturais, propriamente ditas, responsáveis pela morfologia característica do virião maduro (SU, TM, MA, CA, NC), e as actividades enzimáticas virais, transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e protease (PR). As glicoproteínas do invólucro lipídico (SU e TM), codificadas pelo gene env, são responsáveis, respectivamente, pela ligação do vírus aos receptores das células hospedeiras e pela fusão das suas membranas. Ambas são sintetizadas inicialmente como uma proteína precursora única (gp160), sendo clivadas por uma enzima celular durante o processo de transporte para a superfície da célula hospedeira. Estas proteínas apresentam um elevado grau de glicosilação, o que, dada a sua exposição superficial, permite a protecção do vírus contra a acção de anticorpos neutralizantes do hospedeiro. As proteínas da matriz (MA), da cápside (CA) e da nucleocápside (NC) são todas codificadas pelo gene gag. Este gene codifica ainda outras proteínas mais pequenas, p2, p1 e p6, desconhecendo-se ainda as funções das duas primeiras. Relativamente a p6, esta tem sido associada ao processo de libertação das novas partículas virais e é responsável pela incorporação de Vpr no virião. O gene pol codifica todas as actividades enzimáticas virais anteriormente referidas: a transcriptase reversa, uma polimerase de ADN dependente de ARN, responsável pela síntese do ADN proviral a partir do genoma de ARN do vírus, a integrase, que, como o nome indica, permite a integração do genoma de ADN complementar nos cromossomas das células hospedeiras, e, finalmente, a protease, responsável essencialmente pelo processamento dos precursores das proteínas estruturais, ao nível do virião imaturo, após a libertação da célula hospedeira.

As proteínas reguladoras, Tat e Rev, são essenciais para a replicação viral. Tat estimula a síntese dos ARNm virais, aumentando significativamente a processividade da polimerase de ARN celular (Karn, 1999). A proteína Rev intervém no transporte dos ARNm virais, total ou parcialmente não processados, do núcleo para o citoplasma da célula infectada, permitindo assim a tradução das proteínas estruturais (Hope, 1999). Este facto determina a passagem da fase precoce para a fase tardia do ciclo de replicação viral, dando início à produção da progénie viral.

As restantes proteínas codificadas pelo genoma viral (Vif, Vpr, Vpu e Nef) são consideradas acessórias, uma vez que não são essenciais para a replicação viral in vitro. No entanto, parecem ser necessárias para uma eficiente replicação in vivo, uma vez que estão relacionadas com diversos fenómenos de patogenicidade viral. Nas células que não se encontram em divisão (e.g. macrófagos), a proteína Vpr está envolvida no transporte para o núcleo de um complexo de pré-integração (PIC, do inglês preintegration complex) (Heinzinger et al., 1994), o qual compreende, para além de uma cópia do ADN complementar e de Vpr, pelo menos, a proteína MA e a integrase. Por outro lado, em células em proliferação activa, Vpr é capaz de induzir a paragem do ciclo celular na fase G2 (Di Marzio et al., 1995; He et al., 1995; Jowett et al., 1995; Re et al., 1995) e, subsequentemente, apoptose (Stewart et al., 1997), constituindo estas duas funções independentes (Nishizawa et al., 2000). Finalmente, foi recentemente descrito que Vpr, expressada de novo ou libertada do virião após a entrada na célula, é essencial para a expressão do ADN viral não integrado (Poon e Chen, 2003). A proteína Vpu induz a degradação, ao nível do retículo endoplasmático, da molécula CD4 em trânsito para a membrana plasmática (Willey et al., 1992; Bour et al., 1995) e estimula a saída de partículas virais das células infectadas, presumivelmente pela formação de canais iónicos no plasmalema (Gottlinger et al., 1993; Ewart et al., 1996; Schubert et al., 1996). Em relação a Vif, os últimos dados indicam que a sua presença na célula infectada impede a incorporação no virião de uma enzima celular, a APOBEC3G, existente em alguns tipos de células, ditas não permissivas (e.g. linfocitos T CD4+, algumas linhas contínuas de células T transformadas) (Sheehy et al., 2002; Harris et al., 2003; Lecossier et al., 2003; Mangeat et al., 2003; Mariani et al., 2003; Zhang et al., 2003). Esta enzima pertence a uma família de desaminases de citidina e, convertendo resíduos de desoxicitidina em resíduos de desoxiuridina nas moléculas nascentes de ADN de polaridade negativa durante o mecanismo da transcrição reversa do ARN viral (Sheehy et al., 2002), induz a fixação de mutações de tipo C(T ao nível do genoma proviral, o que, dependendo dos codões afectados, poder-se-á revelar letal para o vírus. A interacção directa de Vif com a APOBEC3G (Mariani et al., 2003), com a consequente neutralização da actividade desta última, parece constituir pois um mecanismo de protecção do vírus contra os efeitos deletérios da hipermutação. Dados muito recentes indicam que, para além da exclusão da APOBEC3G das novas partículas virais (Kao et al. 2003), a proteína Vif promove também a remoção desta enzima das células infectadas que a expressam, induzindo a sua ubiquitinização e subsequente degradação pelo proteassoma (Sheehy et al., 2003; Yu et al., 2003). Por fim, foi ainda referido que a proteína Vif possa estar também envolvida no transporte do PIC para o núcleo (Karczewski e Strebel, 1996). A proteína Nef, implicada na modulação negativa do receptor CD4 e das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC I, do inglês major histocompatibility complex, class I), e igualmente em múltiplas interacções com proteínas celulares das vias de transdução de sinal, será objecto de uma análise detalhada mais à frente.

1.5. Ciclo replicativo viral

Genericamente, o ciclo replicativo do VIH-1 pode ser dividido em oito fases principais: entrada do vírus na célula hospedeira, síntese do ADN complementar e seu transporte para o núcleo, integração do ADN complementar no genoma da célula, transcrição dos genes virais, processamento dos ARNm virais e seu transporte para o citoplasma, síntese das proteínas virais, montagem e gemulação de novas partículas virais imaturas e, finalmente, maturação dos viriões. 

A entrada do VIH-1 nas células susceptíveis, células com o receptor membranar CD4, como, por exemplo, linfocitos T auxiliadores, macrófagos, monocitos e outras células da linhagem monocitária (e.g. células dendríticas, células de Langerhans, células da glia), é um processo complexo que compreende duas fases. Primeiramente, a glicoproteína principal do invólucro viral (gp120) liga-se ao receptor celular CD4 (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984), sofrendo uma alteração conformacional. Nessa nova conformação, gp120 estabelece uma interacção com um co-receptor membranar (receptor transmembranar de quimiocinas) (Wu et al., 1996), o que, por sua vez, resulta na exposição de uma sequência hidrofóbica fusogénica amino-terminal de gp41 e na subsequente fusão das membranas viral e celular (Wyatt e Sodroski, 1998; Berger et al., 1999). Os dois co-receptores mais frequentemente utilizados pelo VIH-1 são CXCR4 e CCR5, membros das famílias de receptores de quimiocinas CXC e CC, respectivamente. Após fusão do invólucro viral com a membrana plasmática da célula-alvo, ocorre a penetração da cápside viral no citoplasma celular. Segue-se a descapsidação do ARN viral, através de um mecanismo mal conhecido, no qual intervêm a proteína da cápside p24 e proteínas celulares (ciclofilinas) (Luban et al., 1993).

A síntese do ADN complementar de cadeia dupla pela transcriptase reversa, a partir do genoma viral, é normalmente iniciada imediatamente após a entrada da cápside viral para o interior da célula e constitui um processo bastante complexo e ordenado (Telesnitsky e Goff, 1997). A transcriptase reversa é constituída por duas subunidades (p66 e p51) e catalisa três tipos diferentes de reacções: a polimerização de uma cadeia simples de ADN complementar, a partir do genoma de ARN do vírus, para a qual necessita do iniciador ARNtlys3 (actividade de polimerase de ADN, dependente de ARN); a degradação concomitante da cadeia simples de ARN genómico, à medida que vai polimerizando a de ADN complementar (actividade de RNase H); a síntese da cadeia de ADN de polaridade positiva, de modo a sintetizar um ADN de dupla cadeia, a partir de uma pequena região híbrida ARN/ADN (sequência ppt), na qual o ARN do genoma não foi degradado (actividade de polimerase de ADN, dependente de ADN). No final do processo, forma-se uma molécula linear de ADN de dupla cadeia, cujas extremidades, representadas pelas LTR, contêm, como referido previamente, importantes regiões de controlo da transcrição. Esse ADN, associado a várias proteínas virais (MA, NC, Vpr, transcriptase reversa e integrase), forma então o complexo de pré-integração (PIC) (Miller et al., 1997a), o qual é transportado através do citoplasma até aos poros da membrana nuclear, havendo, possivelmente, algum tipo de interacção com os filamentos de actina do citoesqueleto. A entrada do PIC no núcleo da célula é um mecanismo ainda pouco conhecido, parecendo haver interacções dos seus constituintes com componentes dos próprios poros nucleares (von Schwedler et al., 1994; Gallay et al., 1997; Nie et al., 1998). Por outro lado, a formação, induzida pela proteína Vpr, de disrupções transitórias da integridade da membrana nuclear, com rápida mistura dos conteúdos nuclear e citoplasmático, poderá estar também implicada no transporte do PIC para o interior do núcleo (de Noronha et al., 2001).

Uma vez no interior do núcleo, o ADN complementar é integrado no genoma da célula hospedeira, através de um mecanismo no qual intervém a integrase viral, proteínas do hospedeiro e, possivelmente, na sua fase final, os sistemas enzimáticos celulares de reparação (Esposito e Craigie, 1999; Hindmarsh e Leis, 1999). Esta integração, que dá origem ao estabelecimento do provírus, parece ocorrer em locais ao acaso do genoma hospedeiro e é considerada permanente e irreversível (Coffin, 1999). 

A síntese de novas cópias do ARN viral a partir do ADN proviral é mediada pela maquinaria enzimática celular e é realizada com uma dupla finalidade: síntese do genoma viral e dos ARNm das proteínas virais. A expressão dos genes do provírus é regulada pela ligação de diversos factores de transcrição celulares (e.g. NF-(B) a regiões reguladoras das LTR virais. Por outro lado, também a actividade da proteína viral Tat é fundamental a este nível. Na sua presença, e em associação com a própria cadeia nascente de ARN e com factores celulares adicionais, a polimerase de ARN celular sofre fosforilação, tornando-se muito mais eficiente, o que permite a síntese de moléculas completas de ARN viral (Wei et al., 1998). Depois de sintetizado, o ARN viral sofre algumas transformações características dos ARNm celulares, como a poliadenilação na extremidade 3’ ou o processamento de splicing. Este último, necessário para a síntese dos ARNm de env e de todos os genes das proteínas não estruturais, é um processo complexo, no qual intervêm enzimas celulares. Resumidamente, a expressão dos genes virais é um fenómeno que ocorre basicamente em duas fases, reguladas pela proteína reguladora Rev. Nas fases iniciais pós-integração, os níveis de expressão são muito baixos, todos os ARNm virais sintetizados são completamente processados e apenas se produzem as proteínas virais precoces Tat, Rev e Nef. À medida que a proteína Tat se vai acumulando na célula, aumenta a expressão das proteínas precoces, que acaba por ocorrer a taxas elevadas, comparativamente aos genes celulares (Kim et al., 1989; Robert-Guroff et al., 1990; Greene, 1991). Este facto permite, por sua vez, a acumulação da própria proteína Rev, que, a partir de um certo ponto, inicia o transporte para o citoplasma de ARNs virais não processados, ou parcialmente processados, codificantes das proteínas estruturais Gag, Pol e Env ou futuros genomas virais, dando assim início à fase tardia de expressão. Nesta segunda fase são então sintetizadas as proteínas estruturais e as restantes proteínas acessórias.

A síntese das proteínas virais ocorre a dois níveis distintos na célula: as glicoproteínas do invólucro (e Vpu) são sintetizadas em poli-ribossomas associados às membranas do retículo endoplasmático, ficando de imediato emersas na própria estrutura membranar, e as restantes proteínas, em poli-ribossomas livres no citoplasma (Swanstrom e Wills, 1997). As proteínas estruturais são sintetizadas sob a forma de poliproteínas precursoras de alto peso molecular, sofrendo depois processamentos proteolíticos, já na fase final de maturação, para dar origem às proteínas maduras. A montagem dos novos viriões ocorre no citoplasma, junto à membrana plasmática (onde já estão incluídas as proteínas do invólucro), num processo complexo para o qual são necessárias cópias de ARN do genoma viral e as proteínas precursoras Gag e Gag-Pol (Swanstrom e Wills, 1997; Freed, 1998; Sakalian e Hunter, 1998). Apenas algumas regiões de Gag parecem ser necessárias para que ocorra a montagem do virião e posterior gemulação para o exterior, ainda que numa forma imatura, não infecciosa (Wang et al., 1998). Para além da função anteriormente referida aquando da descapsidação, as ciclofilinas celulares parecem intervir também na montagem dos viriões (Luban, 1996). Depois de libertadas, as partículas virais sofrem um processo rápido de maturação estrutural, no qual intervém a protease viral (Navia e McKeever, 1990), transformando-se assim em partículas infecciosas. 

Após a integração do ADN complementar no genoma da célula hospedeira, o vírus pode manter-se, no entanto, em forma latente, proviral, durante largo período de tempo, fundamentalmente ao nível das células da série linfocitária T CD4+ de memória. O seu ciclo biológico irá ser completado logo que haja activação da célula infectada, por intermédio de antigénios ou mitogénios, dando assim início a uma fase replicativa activa.

1.6. História natural da infecção

A história natural da infecção pelo VIH-1 pode ser dividida em três fases: fase aguda ou infecção primária, fase crónica ou assintomática e fase de SIDA. Os linfocitos T CD4+ são os alvos celulares principais, mas o vírus pode também infectar outras células, incluindo, monocitos, macrófagos, células dendríticas (Cameron et al., 1996), células de Langerhans (Ayehunie et al., 1995) e células da neuroglia (He et al., 1997). Quando a infecção ocorre através das mucosas, a entrada do vírus no organismo está dependente da interacção inicial com células dendríticas. São estas células que transportam o vírus para gânglios linfáticos regionais, local onde irá ocorrer a infecção dos primeiros linfocitos T CD4+ activados.

A fase aguda da infecção é acompanhada por um aumento rápido do número de partículas virais em circulação, devido à sua produção massiva, podendo atingir-se o número impressionante de 1010 novos viriões por dia (Piatak et al., 1993; Ho et al., 1995). Esta fase manifesta-se com sintomatologia em 50-90% dos casos de infecção. O intervalo de tempo entre a exposição e o aparecimento dos primeiros sintomas é normalmente de 2-4 semanas. Sintomas clínicos clássicos da fase aguda incluem febre, fadiga, faringite, suores nocturnos, dor de cabeça, linfadenopatias e, por vezes, esplenomegalia e exantema cutâneo, definindo, grosso modo, uma síndrome de tipo mononucleósico, que passa muitas vezes despercebida (Cooper et al., 1985; Quinn, 1997; Schacker et al., 1998). Estes sintomas desaparecem rapidamente, sensivelmente em simultâneo com a montagem de uma resposta imune eficaz, nomeadamente, com o aparecimento dos primeiros linfocitos T CD8+ específicos para o vírus (Mackewicz et al., 1991; Roos et al., 1992; Borrow et al., 1994). Pouco tempo depois, detectam-se também em circulação os primeiros anticorpos neutralizantes anti-VIH (Koup et al., 1994; Pellegrin et al., 1996). A seroconversão, com detecção de anticorpos específicos contra o vírus, ocorre geralmente entre 3-12 semanas após a exposição, sendo o intervalo médio de 9 semanas. Após a fase de replicação massiva inicial, o vírus dissemina-se via corrente sanguínea para diferentes órgãos, como o cérebro, o baço e os tecidos linfóides periféricos e, depois de algum tempo, assiste-se a um decréscimo considerável da virémia, uma vez que a resposta imune, nesta fase, é bastante eficiente. A partir de um certo momento, o sistema vírus-hospedeiro atinge o equilíbrio, iniciando-se a fase crónica ou assintomática. Pensa-se que a qualidade da resposta imune inata e adaptativa montada na primeira fase da infecção pode influenciar toda a progressão posterior da doença (Mellors et al., 1996, 1997; Rosenberg e Walker, 1998; Phair, 1999; Lyles et al., 2000). 

Na ausência de terapia, a fase assintomática prolonga-se, em geral, por 2 a 12 anos após a seroconversão (Lifson et al., 1988; Muñoz et al., 1989), mas está associada, em termos patológicos, a dois fenómenos característicos: depleção gradual das células T CD4+, a partir dos valores médios normais de aproximadamente 1000 células/(l de sangue, e replicação viral persistente ao nível dos tecidos linfóides periféricos (Pantaleo et al., 1991, 1993; Haase et al., 1996; Chun et al., 1997; Wong et al., 1997; Finzi et al., 1999; Hockett et al., 1999). O número de células infectadas nestes tecidos está directamente correlacionado com a carga viral ao nível do plasma (Pantaleo et al., 1991, 1993; Harris et al., 1997). Por outro lado, linfocitos T CD8+ específicos para epitopos imunodominantes do vírus são, regra geral, encontrados abundantemente nesta fase assintomática, sofrendo um decréscimo à medida que ocorre a progressão para a SIDA (Carmichael et al., 1993; Klein et al., 1995). Estima-se que aproximadamente 1% de todos os indivíduos infectados não sujeitos a terapia preserve o número de células T CD4+ e a função imune a níveis aceitáveis durante muito mais de uma década, pelo que não contraem infecções oportunistas ou desenvolvem qualquer outra sintomatologia. Estes indivíduos, interessantes objectos de estudo, são comummente designados de assintomáticos de longa duração ou, na nomenclatura anglo-saxónica, LTNP (de long-term nonprogressors) (Learmont et al., 1992; Sheppard et al., 1993; Buchbinder et al., 1994; Schrager e Fauci, 1995). Um conjunto de factores virais e do hospedeiro, alguns dos quais serão sucintamente abordados em subcapítulos posteriores, estarão implicados neste fenómeno. Nos casos típicos de progressão, no entanto, atinge-se inevitavelmente a fase final de SIDA. Um rápido declínio do número de células T CD4+ (Connor et al., 1993; de Wolf et al., 1997), normalmente abaixo das 200 células/(l, e do número de clones T CD8+ específicos para o VIH-1 (Ogg et al., 1998; Champagne et al., 2001), bem como um aumento substancial da virémia (Mellors et al., 1996), estão correlacionados com o aparecimento de doenças infecciosas de natureza oportunista (e.g. pneumocistose, criptococose, toxoplasmose cerebral, candidose, aspergilose, micobacterioses atípicas, reactivação de infecções virais latentes por citomegalovírus, herpes simplex ou vírus JC) e/ou de algumas doenças cancerígenas raras (e.g. sarcoma de Kaposi, linfoma não-Hodgkin). Em suma, esta imunodeficiência progressiva e profunda, reflexo de uma disfunção generalizada da resposta imune, deve-se fundamentalmente à depleção continuada das principais células-alvo do vírus, os linfocitos T CD4+, e, na ausência de terapêutica adequada, conduz, de um modo inevitável, à morte.

Também o próprio vírus sofre um processo evolutivo ao longo da história natural da infecção, nomeadamente no que se refere ao alargamento progressivo do seu tropismo celular. Como referido brevemente atrás, a entrada do VIH-1 nas células susceptíveis é mediada pela interacção entre as glicoproteínas do invólucro viral (gp120 e gp41), o receptor celular CD4 e um receptor transmembranar de quimiocinas, geralmente CCR5 ou CXCR4 (as quimiocinas são proteínas de baixo peso molecular, produzidas por diversas células do sistema imunitário e envolvidas em fenómenos de quimiotaxia). CCR5 é o receptor das quimiocinas da classe ( ou CC (e.g. RANTES, MIP-1(, MIP-1() e é essencial para a entrada nas células CD4+ das estirpes de VIH-1 que apresentam tropismo preferencial para macrófagos primários (estirpes M-tropic, do inglês macrophage-tropic strains, R5 ou não indutoras de sincícios) (Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996). O estudo dos fenótipos das estirpes de VIH-1 ao longo da progressão da infecção mostra que os isolados provenientes das fases aguda inicial e assintomática são fundamentalmente do tipo R5, independentemente do modo de transmissão (van’t Wout et al., 1994). Por sua vez, o receptor de quimiocinas CXCR4 é o co-receptor utilizado para a entrada nas células CD4+ dos vírus apresentando tropismo preferencial para células T activadas ou linhas celulares T transformadas (estirpes T-tropic, do inglês T cell line-tropic strains, X4 ou indutoras de sincícios). Estirpes virais com tropismo X4, ou tropismo duplo R5X4, surgem geralmente mais tarde no decurso da infecção e são abundantes na fase de SIDA (Schuitemaker et al., 1992; Connor et al., 1997). Assim, poderá concluir-se que à medida que se dá a progressão para um quadro franco de imunodeficiência, ocorre, em simultâneo, um alargamento do tropismo viral, com o aparecimento de uma gama crescente de estirpes virais capazes de utilizar receptores de quimiocinas alternativos.

A utilização preferencial de um determinado tipo de co-receptor por uma estirpe de VIH-1 parece estar correlacionada, pelo menos in vitro, com a sua cinética de replicação e citopatologia. Por outro lado, in vivo, a utilização de determinado co-receptor é indicativo do tropismo tecidular e do grau de transmissibilidade de um vírus (Pillai et al., 2003). Os determinantes primários para a utilização dos dois tipos de co-receptores estão localizados numa sequência de 35 aminoácidos (ansa V3) da gp120 (Pillai et al., 2003) e as alterações de tropismo verificadas no curso da infecção estão associadas com mudanças naquela sequência. Ambos os co-receptores são expressados em inúmeras células-alvo potenciais para o VIH-1, de um modo consistente com os papéis desempenhados por essas células durante a história natural da infecção. Particularizando, a expressão de CCR5 foi documentada em células que poderão constituir alvos importantes no estabelecimento de novo de uma infecção, incluindo, células T CD4+ (Raport et al., 1996), monocitos/macrófagos (Combadiere et al., 1996), células dendríticas (Granelli-Piperno et al., 1996), células de Langerhans (Dittmar et al., 1997; Zaitseva et al., 1997) e células das mucosas do recto, cólon, vagina e cérvix (Zaitseva et al., 1997; Zhang et al., 1998). O receptor CXCR4 é expressado em muitas das mesmas células que CCR5, embora em níveis muito mais baixos nas células da mucosa do tracto genital (Granelli-Piperno et al., 1996; Raport et al., 1996). Para além destes, outros receptores de quimiocinas têm sido identificados como co-receptores para VIH-1, VIH-2 e VIS, embora a grande maioria dos isolados virais primários estudados até hoje utilizem CCR5 ou CXCR4 (Choe et al., 1996).

1.7. Patogénese e resposta imune


No contexto da resposta imune adaptativa contra um vírus, duas vertentes fundamentais há a considerar: a humoral, baseada na produção de anticorpos pelos linfocitos B, e a mediada por células, centrada, fundamentalmente, na acção dos linfocitos T citotóxicos (LTC) ou CD8+. Os anticorpos actuam prevenindo a infecção de novas células pela opsonização ou lise viral mediada pelo complemento, participando também em fenómenos de citotoxicidade (fenómenos tipo ADCC, do inglês antibody-dependent cellular cytotoxicity). Por seu lado, a resposta celular, mediada em parte pela interacção FasL/Fas ou pela libertação de perforina e granzima A pelos LTC, é, em geral, necessária para a eliminação completa da infecção viral (Zinkernagel e Doherty, 1979). Numa infecção viral de tipo persistente, como a causada pelo VIH, os LTC desempenham uma importante função de limitação da replicação viral, através da eliminação das células infectadas. Por sua vez, os linfocitos T auxiliadores/indutores, ou CD4+, alvos principais do vírus, desempenham um papel fulcral na regulação da resposta dos diversos componentes celulares do sistema imunitário, tais como, monocitos/macrófagos, linfocitos T CD8+, linfocitos B e células assassinas naturais (ou células NK, do inglês natural killer).

Imediatamente após a infecção, aquando de uma transmissão por via sexual, o VIH é transportado por células da linhagem monocitária (células dendríticas das mucosas) até gânglios linfáticos regionais. Aí, o vírus vai aproveitar o ambiente característico destes tecidos em sua própria vantagem, tirando partido, por um lado, da grande abundância de células efectoras CD4+ e, subsequentemente, do estado de extensa activação pró-inflamatória, característica dos compartimentos linfóides infectados. Este estado de activação é reflectido pela abundância local de IL-1(, IL-1( e IL-12, e por uma expressão aumentada de citocinas típicas da resposta Th1 (IL-2 e IFN-() (Behbahani, 2002). Nestas condições, linfocitos T CD4+ activados, migrando através destes tecidos, constituem alvos preferenciais para a infecção pelo VIH (Hufert et al., 1997) e, imediatamente após a infecção, também a replicação viral é estimulada pelas elevadas concentrações de citocinas pró-inflamatórias (Stevenson et al., 1990; Bukrinsky et al., 1991). Esta replicação viral massiva, que ocorre nos compartimentos linfóides nas fases iniciais da infecção, antes mesmo do desenvolvimento de qualquer tipo de resposta imune, é a base para a disseminação do vírus pelo organismo do hospedeiro por via linfática e hematogénica. Contudo, mesmo durante fases mais avançadas da doença, os tecidos linfóides permanecem os reservatórios virais mais importantes (Pantaleo et al., 1994a). Para além destes, no entanto, outros tecidos têm sido apontados como potenciais santuários de replicação viral persistente, designadamente, o sistema nervoso central e o tracto genital (Schrager e D’Souza, 1998). Importantes, neste contexto, são as células da linhagem monocitária, que, devido às suas características intrínsecas (fagocitose e diapedese), parecem contribuir activamente para a disseminação activa do vírus pelo organismo do hospedeiro. 

Para além dos linfocitos T CD4+, virtualmente qualquer célula expressando o receptor CD4 e um co-receptor apropriado pode ser infectada in vivo pelo vírus. Deste modo, a disfunção imune progressiva, característica da patogénese deste vírus, estará intimamente relacionada com a infecção de células chave para o funcionamento dos diferentes componentes da resposta imune. Anomalias da sua função normal, nomeadamente do perfil normal de citocinas e/ou quimiocinas produzido, foram descritas para os linfocitos T CD8+ (Mackewicz et al., 1991; McKinney et al., 1999), os linfocitos B (Conge et al., 1998), as células apresentadoras de antigénio da linhagem monocitária (Fauci, 1988, 1993), as células NK (Ahmad e Menezes, 1996; André et al., 1999; Galiani et al., 1999), os neutrófilos (Mertins et al., 1990), para além, como é óbvio, dos linfocitos T CD4+. Assim, durante todo o decurso da infecção, assiste-se a uma profunda alteração dos níveis normais das citocinas produzidas pelas células infectadas, o que constitui um componente importante de imunopatogénese viral. O microambiente criado, para além de estimular a replicação viral, suprime a montagem de uma resposta antiviral eficaz, induzindo ainda o aparecimento de efeitos citopatogénicos mediados pelas próprias citocinas produzidas (Fauci, 1996; Cohen et al., 1997). Particularizando, a infecção pelo VIH está associada a um aumento da expressão das citocinas pró-inflamatórias (e.g. TNF-() e a um decréscimo progressivo da expressão das citocinas de natureza imunorreguladora (e.g. IL-2) (Lane et al., 1985; Cohen et al., 1997).

Uma série de outros mecanismos deverão estar implicados na disfunção imune progressiva instalada, até porque, em indivíduos infectados, apenas uma pequena fracção das células T se encontra infectada pelo vírus, geralmente menos de 1%, mesmo nas fases finais da doença (Pantaleo et al., 1991). Entre estes mecanismos, um dos mais estudados tem sido a interferência com a expressão de CD4 por intermédio das proteínas virais gp120, Nef, Vpr e Vpu, algumas das quais são solúveis (Crise et al., 1990; Cefai et al., 1992; Willey et al., 1992; Aiken et al., 1994; Yao et al., 1995; Craig et al., 1998; Conti et al., 2000). Como consequência, há uma interferência com os mecanismos intracelulares normais de transdução de sinal, gerando-se respostas celulares anómalas que têm sido relacionadas com diversos mecanismos de imunopatogenicidade, incluindo, apoptose (Banda et al., 1992; Casella et al., 1999; Xu et al., 1999; Zauli et al., 1999), anergia (Oyaizu et al., 1990) ou formação de sincícios (Cohen et al., 1992). Para além destes, têm sido ainda descritos fenómenos de auto-imunidade (Golding et al., 1988; Grant et al., 1994), morte de células não infectadas, mas apresentando proteínas virais à superfície (Weinhold et al., 1989; Zarling et al., 1990), e inibição da hematopoiese, particularmente pela infecção de células progenitoras CD34+ da medula óssea e pela alteração do microambiente do timo (Stanley et al., 1992, 1993), o que contribui para a não regeneração da população de células imunocompetentes em circulação (Fauci, 1996).

Embora o resultado global da infecção pelo VIH se traduza numa profunda imunodeficiência, paradoxalmente, a infecção está associada a uma hiperactivação dos diferentes componentes do sistema imune, ao longo da maior parte da história natural da infecção. Através de múltiplos mecanismos, o vírus é capaz de subverter a resposta imune, induzindo um estado crónico de activação que, como se viu, é vantajoso para a sua própria replicação (Fauci, 1993; Cohen et al., 1997). Entre as respostas imunes profusamente documentadas, contam-se a produção de anticorpos neutralizantes (Sei et al., 1989), a morte de células infectadas directamente por actividade lítica dos LTC (Walker et al., 1987) e das células NK, mas também por fenómenos indirectos do tipo ADCC (Lyerly et al., 1987; Ojo-Amaize et al., 1987), mediados por células NK (Tyler et al., 1989) ou monocitos (Jewett et al., 1990), e a coordenação dessas mesmas respostas por intermédio dos linfocitos T CD4+ (Rosenberg et al., 1997), como resultado da libertação de citocinas e proliferação celular após reconhecimento de antigénios virais apresentados via MHC II (Clerici et al., 1989). Para além da actividade lítica, bem documentada, os LTC são ainda responsáveis pela produção de factores solúveis com propriedades antivirais, entre os quais, o factor antiviral CD8 (ou CAF, do inglês CD8 antiviral factor) (Chen et al., 1993), cuja natureza, uma mistura de três proteínas da família das (-defensinas, foi recentemente elucidada (Zhang et al., 2002), as quimiocinas RANTES, MIP-1( e MIP-1( (Cocchi et al., 1995; Kinter et al., 1996) e a interleucina IL-16 (Baier et al., 1995; Maciaszek et al., 1997; Viglianti et al., 1997).

A cinética da replicação do VIH é mais complexa do que a de outros retrovírus, devido à existência de numerosos genes acessórios (Coffin, 1996). A proteína Nef parece ser particularmente importante neste contexto, especialmente na manutenção de elevadas taxas de replicação viral in vivo (Kestler et al., 1991; Daniel et al., 1992; Deacon et al., 1995). Collins et al. (1998) descreveram que os LTC são incapazes de lisar eficientemente células infectadas com VIH-1 sempre que a proteína Nef estiver a ser expressada. Este facto, a par da capacidade do vírus antagonizar a acção dos LTC através da acumulação de mutações nas sequências codificantes dos seus epitopos alvo (Phillips et al., 1991; Klenerman et al., 1994; Price et al., 1997; Borrow et al., 1997), poderá ajudar a explicar o facto de haver, inevitavelmente, progressão para estádios mais avançados da infecção, mesmo em indivíduos infectados nos quais se detectam respostas celulares intensas contra diversos epitopos virais (Rinaldo et al., 1995; Rowland-Jones et al., 1995; Goulder et al., 1997). Este fenómeno de antagonismo poderá ser ainda potenciado pela ocorrência de alterações do reportório do receptor das células T (receptor TCR, do inglês T cell receptor) dos LTC específicos para o vírus, logo durante a resposta primária à infecção (Pantaleo et al., 1997a). Durante esta fase, assiste-se ao rápido desaparecimento de um número significativo de clones celulares T específicos para o VIH, parecendo este facto ser consequência de um fenómeno de exaustão clonal (Pantaleo et al., 1997b).

1.8. Diversidade genética viral e suas consequências

O VIH, tal como a generalidade dos vírus de genoma de ARN, mantém elevadas taxas de replicação in vivo (Holland et al., 1992), mesmo durante a longa fase assintomática da infecção. Este facto, aliado às elevadas taxas de mutação durante a síntese do ADN proviral, devido à ausência de actividade correctora da transcriptase reversa, e também às elevadas taxas de recombinação, resultado da co-infecção de células com vírus genotipicamente diferentes, permite-lhe evoluir de um modo extremamente rápido in vivo, podendo subverter a resposta imunitária do hospedeiro, bem como a acção de drogas antivirais (Bangham e Phillips, 1997). A manifestação genotípica destes fenómenos é traduzida no aparecimento e manutenção de uma extensa variabilidade ao nível da sequência nucleotídica do genoma viral. Mesmo num só indivíduo infectado podem encontrar-se, num determinado momento, vários clones virais distintos, embora relacionados geneticamente, formando uma grande e complexa população (quasiespécies) que funciona como um todo (Eigen, 1993).

As estirpes circulantes do VIH-1 foram classificadas em 3 grupos filogenéticos principais, denominados M, N e O (Carr et al., 1998), todos eles com capacidade para induzir uma síndrome de imunodeficiência nos indivíduos infectados. O grupo M (do inglês major) compreende a grande maioria das estirpes circulantes à escala mundial e, devido à sua extensa variabilidade genética, foi ainda subdividido, até agora, em 9 subtipos distintos (A-D, F-H, J e K). Para além dos subtipos puros, têm sido descritos também vírus com genomas mosaico, resultantes de fenómenos de recombinação genética ocorrendo entre genomas virais de subtipos diferentes, após a infecção mista de uma mesma célula hospedeira. Algumas destas formas recombinantes apresentam uma distribuição geográfica considerável, sendo responsáveis já por um número elevado de indivíduos infectados, epidemiologicamente não relacionados, sendo, por isso, designadas de formas recombinantes circulantes ou CRF (do inglês circulating recombinant forms). São exemplo destas, as CRF_AB, CRF_AE, CRF_AG e CRF_AGI. O grupo O (do inglês outlier), cujo primeiro vírus foi descrito há cerca de uma década atrás (Nkengasong et al., 1993; Charneau et al., 1994; vanden Haesevelde et al., 1994; Gürtler et al., 1994), compreende um número bastante mais restrito de estirpes virais, epidemiologicamente relacionadas com os países da África Centro-Ocidental, nomeadamente, Camarões, Guiné Equatorial, Gabão e Nigéria (Gürtler et al., 1996). Vírus deste grupo foram já identificados em indivíduos infectados na Europa e nos E.U.A., mas, em quase todos os casos, estes tinham relações epidemiológicas óbvias com países daquela região do continente africano (Hampl et al., 1995; Loussert-Ajaka et al., 1995; Soriano et al., 1996; Rayfield et al., 1996). Mesmo naqueles países, apesar de endémica, a infecção por vírus do grupo O representa apenas 1-9% do total das infecções por VIH-1 (Peeters et al., 1997; Zekeng et al., 1997). Propôs-se, muito recentemente, uma classificação das estirpes virais do grupo O em cinco subtipos distintos, à semelhança do que acontece para o grupo M (Yamaguchi et al., 2002). Finalmente, vírus do grupo N (do inglês new ou non-M, non-O) foram, até hoje, apenas identificados em seis indivíduos camaroneses infectados (Simon et al., 1998; Ayouba et al., 2000). Em termos geográficos, a maior diversidade genética de estirpes do VIH é encontrada actualmente em África, existindo, neste continente, virtualmente todas as formas genéticas descritas até hoje.

O grau de variabilidade genética entre as estirpes virais das diferentes linhagens filogenéticas é considerável, atingindo os valores mais elevados para o gene env. Neste caso, podem observar-se valores na ordem dos 18% de variabilidade, entre diferentes subtipos do grupo M, e até 42%, entre membros dos três grupos (Yang et al., 2000). É claro que esta tão elevada variabilidade genética, associada a uma série de outros mecanismos característicos da imunopatogénese viral, contribui decisivamente para dificultar as tentativas de obtenção, quer de uma vacina eficaz, quer de terapêuticas anti-retrovirais consistentes. No que se refere às suas propriedades biológicas, foram demonstradas algumas diferenças entre os genótipos, relativas à constituição das regiões reguladoras do genoma proviral, algumas das quais poderão ter reflexos ao nível das taxas de replicação do vírus, bem como do seu tropismo celular (Naghavi et al., 1999; Jeeninga et al., 2000). Para além disso, também a utilização preferencial dos co-receptores CCR5 ou CXCR4 poderá variar entre os diferentes genótipos virais (Tscherning et al., 1998; Tscherning-Casper et al., 2000). No entanto, permanece controversa a correlação existente entre estas diferenças biológicas e a patogenicidade viral, particularmente no que se refere ao grau de transmissibilidade ou à velocidade de progressão da doença (McCutchan, 2000). Também o grau de fiabilidade dos testes de diagnóstico e de quantificação de carga viral é afectado pela extensa variabilidade viral existente. Paradigmático, é o facto de ainda hoje não estarem comercializados testes que permitam monitorizar com eficácia o decurso da infecção por VIH-1 do grupo O ou por VIH-2, por impossibilidade de correcta quantificação da respectiva carga viral. Em relação ao grupo N de VIH-1, nem sequer é ainda possível realizar a detecção fiável de anticorpos em produtos biológicos por testes de rastreio baseados em técnicas imunoenzimáticas comuns.

2. A proteína Nef do VIH-1

A proteína Nef é uma pequena proteína acessória de 206 aminoácidos e 27-29 kDa de peso molecular, existente somente nos lentivírus dos primatas. É miristilada na extremidade NH2, o que ocorre após remoção do resíduo terminal de metionina, e simultaneamente fosforilada nos resíduos de serina, sendo estas modificações essenciais para a generalidade das suas funções descritas. Embora seja dispensável para a replicação viral in vitro, a proteína Nef parece desempenhar um papel fundamental ao nível da patogénese viral in vivo.

A primeira evidência da importância da proteína Nef na patogénese da SIDA surgiu dos estudos de Kestler et al. (1991) com o VIS quando se evidenciou que em símios infectados experimentalmente com um vírus mutante contendo um gene nef com um codão de terminação prematuro se observava o rápido aparecimento de vírus revertentes para a sequência selvagem. Estes, rapidamente predominavam ao nível da população viral, indiciando a existência de fortes pressões selectivas para a manutenção de uma proteína Nef funcional in vivo. Para além disso, observou-se também que animais infectados com vírus contendo deleções extensas no gene nef não desenvolviam cargas virais elevadas, nem uma síndrome de imunodeficiência. Posteriormente, foram descritos fenómenos semelhantes em humanos infectados com VIH-1 com genes nef aparentemente não funcionais (Deacon et al., 1995; Kirchhoff et al., 1995; Salvi et al., 1998; Learmont et al., 1999). Estes indivíduos tinham sido anteriormente considerados assintomáticos de longa duração, uma vez que permaneciam sem quaisquer sinais de doença por períodos de tempo superiores ao normal (até cerca de 20 anos). Por outro lado, foi descrito ainda, em modelo de ratinho transgénico, que a expressão de Nef, por si só, é suficiente para induzir o aparecimento de uma síndrome clínica em tudo semelhante à SIDA (Hanna et al., 1998). Em conjunto, todas estas observações levaram a concluir da importância fundamental da proteína Nef para os mecanismos complexos de patogenicidade do VIH-1 in vivo. No entanto, vírus defectivos para o gene nef replicam eficientemente na generalidade das linhas celulares, pelo que esta proteína foi considerada dispensável para a replicação viral in vitro, sendo classificada como uma proteína viral acessória.

A proteína Nef é expressada em níveis elevados logo após a integração do ADN proviral no genoma das células infectadas, sendo, por isso, considerada, a par das proteínas reguladoras Tat e Rev, uma proteína precoce do VIH. Nas primeiras fases após o início da transcrição do genoma proviral, até 80% das espécies de ARNm viral sintetizadas na célula codificam a proteína Nef (Robert-Guroff et al., 1990; Ranki et al., 1994), pelo que a sua expressão a níveis tão elevados parece importante para a estratégia replicativa do vírus. A proteína Nef é encontrada na forma de oligómeros no interior da célula infectada (Arold et al., 2000), resultando essas estruturas do estabelecimento de interacções entre domínios hidrofóbicos expostos presentes no domínio central da proteína. A formação destes oligómeros parece ser indispensável para muitas das funções celulares da proteína. Em termos de localização intracelular, somente cerca de metade da proteína expressada nas células infectadas tem localização citosólica (Kaminchik et al., 1994), enquanto a porção restante se associa preferentemente à membrana plasmática. A sinalização de Nef para a membrana plasmática, mediada pela miristilação N-terminal e pela sequência de aminoácidos básicos subsequentes, parece ser necessária para a generalidade das suas funções conhecidas (Aiken et al., 1994; Chowers et al., 1994), tendo sido sugerido que a forma solúvel possa desempenhar funções específicas diferentes (Baur et al., 1994). Em determinadas circunstâncias, Nef pode também localizar-se no núcleo da célula infectada (Murti et al., 1993), embora a relevância de tal localização permaneça desconhecida.

Os primeiros estudos in vitro realizados com a proteína Nef por Ahmad e Venkatesan (1988) e Cheng-Mayer et al. (1989) indiciavam uma modulação negativa da proteína relativamente à taxa de replicação viral (daí o nome Nef, do inglês negative factor). Esta hipótese foi mais tarde contrariada pelos resultados dos trabalhos de vários autores que demonstraram os efeitos positivos de Nef ao nível da replicação viral, quer in vitro, quer in vivo (Kestler et al., 1991; de Ronde et al., 1992; Zazopoulos e Haseltine, 1993; Jamieson et al., 1994). De facto, provou-se que Nef não só promove a replicação viral, como também induz um aumento da infecciosidade dos viriões (Chowers et al., 1994; Miller et al., 1994; Spina et al., 1994). Posteriormente, verificou-se que após a entrada do vírus em células susceptíveis, a transcrição reversa do genoma viral é mais eficiente em vírus selvagem (nef+) do que em vírus com Nef não funcional (Aiken e Trono, 1995; Chowers et al., 1995; Schwartz et al., 1995). Uma vez que Nef é incorporada no virião, na proporção de 10-100 moléculas de proteína por partícula viral, sendo processada proteoliticamente pela protease viral para originar uma forma truncada (Pandori et al., 1996; Welker et al., 1996, 1998; Kotov et al., 1999), foi sugerido que essa forma da proteína poderia desempenhar funções específicas durante a transcrição reversa do genoma viral. Porém, dados experimentais anteriores, tais como a não complementação da reduzida infecciosidade de viriões defectivos para Nef pela expressão heteróloga da proteína nas células infectadas (Aiken e Trono, 1995; Miller et al., 1995), parecem ser argumentos contra essa hipótese. Outras evidências no sentido da não intervenção directa da proteína Nef no mecanismo da retrotranscrição foram também apresentadas (Miller et al., 1997b; Chen et al., 1998; Pandori et al., 1998), corroboradas pelo facto dessa forma truncada ser inactiva para todas as funções celulares conhecidas da proteína (Aiken et al., 1994; Chowers et al., 1994; Wiskerchen e Cheng-Mayer, 1996). Assim, parece pouco provável que Nef consiga modular o ambiente celular da célula hospedeira antes da integração proviral ocorrer, embora este continue a ser um tema sujeito a discussão.


No sentido de explicar de que modo Nef induz um aumento da infecciosidade das partículas virais, diversas teorias têm sido propostas. Numa delas, Swingler et al. (1997) propõem que esse aumento de infecciosidade seria dependente da incorporação pelo virião de uma cinase de serina de origem celular e que esta incorporação estaria dependente, por sua vez, da expressão de Nef. Aquela actividade enzimática seria responsável, na partícula viral em maturação, pela fosforilação de serinas da proteína da matriz (p17), o que seria requerido para uma máxima infecciosidade no próximo ciclo replicativo (Bukrinskaya et al., 1996). Outra das hipóteses apresentadas assenta no reconhecimento da capacidade de Nef realizar a modulação das vias de sinalização celular/transdução de sinal. Deste modo, a alteração do ambiente celular nas células infectadas permitiria, simultaneamente, uma optimização do processo de montagem das novas partículas virais e a realização das modificações pós-tradução necessárias à maturação das proteínas estruturais do virião. Por fim, foi ainda descrito que viriões produzidos na ausência de Nef apresentam níveis mais baixos de incorporação da proteína gp120 (Lama et al., 1999), o que poderá constituir uma explicação para a sua infecciosidade mais reduzida. 

Uma das funções mais profusamente descritas da proteína Nef consiste na modulação negativa da expressão da glicoproteína celular de superfície CD4. Este fenómeno, que envolve uma interacção física entre Nef e o domínio citoplasmático de CD4, com consequente transporte lisossomal de CD4 e sua posterior degradação, foi primeiramente descrito por Guy et al. (1987), sendo subsequentemente confirmado por inúmeros trabalhos científicos (Garcia e Miller, 1991; Anderson et al., 1993; Garcia et al., 1993; Mariani e Skowronski, 1993). De facto, a proteína Nef parece regular a expressão superficial daquele receptor a vários níveis, um dos quais implica a interacção com um motivo dileucina do seu domínio citoplasmático (Aiken et al., 1994; Bandres et al., 1995; Salghetti et al., 1995; Gratton et al., 1996; Rossi et al., 1996; Preusser et al., 2001). Ao ligar-se àquele motivo proteico, Nef provoca a disrupção da ligação normalmente estabelecida entre CD4 e Lck, uma cinase de tirosina da família Src, que ocorre no mesmo local. Em circunstâncias normais, esta ligação impede o reconhecimento de CD4 pelas proteínas de sinalização das vias de transporte endocitótico (complexo proteico adaptador da clatrina AP-2) e, consequentemente, a sua degradação. Na presença de Nef, a interacção CD4/Lck é anulada, expondo-se o sinal de internalização de CD4 (Garcia e Miller, 1991; Aiken et al., 1994; Bandres et al., 1995; Salghetti et al., 1995). Segundo alguns autores, no entanto, Nef poderá possuir ela própria um domínio que funciona como um sinal directo de internalização para CD4, uma vez que proteínas quiméricas CD4-Nef, às quais foram removidas os domínios citoplasmáticos de internalização de CD4, sofrem rapidamente endocitose e ulterior degradação ao nível dos lisossomas (Mangasarian et al., 1997). Neste caso, o encaminhamento directo de CD4 para a endocitose parece depender da interacção entre um motivo de dileucina de Nef e algumas subunidades dos complexos adaptadores da clatrina (Greenberg et al., 1997; Le Gall et al., 1998; Piguet et al., 1998). Este motivo proteico é altamente conservado e existe na região carboxílica terminal da proteína (Bresnahan et al., 1998; Craig et al., 1998; Greenberg et al., 1998a). Alguns estudos sugeriram posteriormente que os dois mecanismos descritos atrás não são, no entanto, suficientes para a sinalização de CD4 para a degradação lisossomal (Kim et al., 1999; Piguet et al., 1999). A interacção de Nef com uma multiplicidade de outras proteínas celulares tem sido correlacionada, por diversos autores, com a modulação negativa de CD4 à superfície celular, havendo, no entanto, por vezes, conclusões contraditórias.

A interacção que se estabelece entre Nef e o receptor celular CD4, conduzindo à modulação negativa da sua expressão, será importante ao nível do complexo ciclo de replicação do VIH. Por um lado, a rápida internalização, e posterior degradação, do receptor viral CD4 poderá impedir a super-infecção da célula infectada por novos viriões (Benson et al., 1993). Por outro lado, níveis baixos de expressão superficial de CD4 poderão facilitar a libertação de novas partículas virais da célula infectada, aumentando ainda a sua infecciosidade, uma vez que é inibida a interacção precoce entre CD4 e a glicoproteína gp120 do invólucro viral (Lama et al., 1999; Ross et al., 1999). Finalmente, a perda rápida de CD4 à superfície da célula infectada poderá funcionar também como mecanismo de escape imune, conhecida a função deste receptor ao nível da apresentação de antigénios. Para além de Nef, também as proteínas acessórias Vpu e Vpr, bem como a própria gp120, são capazes de modular negativamente a expressão do receptor CD4 (Cefai et al., 1992; Yao et al., 1995; Conti et al., 2000), pelo que este fenómeno deverá desempenhar um papel essencial durante o ciclo replicativo do vírus (Chen et al., 1996).

Outra das funções descritas para a proteína Nef consiste na modulação negativa da expressão superficial do complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC I) (Schwartz et al., 1996). Os mecanismos moleculares subjacentes a este fenómeno, ainda mal conhecidos, diferem dos descritos anteriormente para CD4 e conduzem aparentemente à retenção do MHC I no compartimento intracelular do complexo de Golgi (Greenberg et al., 1998b; Le Gall et al., 1998; Mangasarian et al., 1999), havendo, deste modo, um bloqueio do transporte de novas moléculas de MHC I para a superfície das células infectadas (Swann et al., 2001). Alguns autores sugerem que a endocitose possa desempenhar também um papel importante nesta função (Schwartz et al., 1996; Le Gall et al., 2000), sendo necessária uma interacção directa entre Nef e a proteína citosólica PACS-1 (Piguet et al., 2000). Qualquer que seja o fenómeno envolvido, a redução da concentração de moléculas do MHC I à superfície das células infectadas é considerada como um mecanismo de fuga dessas células à acção do sistema imunitário, nomeadamente dos linfocitos T CD8+ (Collins et al., 1998).

A interacção da proteína Nef com outros receptores celulares tem sido descrita, nomeadamente na modulação negativa da expressão superficial do complexo formado entre o receptor das células T (TCR) e CD3, através da sua ligação a uma das cadeias polipeptídicas (cadeia zeta) do TCR (TCR() (Bell et al., 1998; Schaefer et al., 2000; Munch et al., 2002). Contrariamente a esta interacção, que constitui uma actividade conservada por todas as proteínas Nef do VIS testadas até hoje, mas não parece estar associada ao VIH-1 (Schaefer et al., 2002), foi ainda descrita, como uma actividade universal de todas as proteínas Nef, a modulação negativa da expressão do receptor de células T CD28 (Swigut et al., 2001, 2003), embora persista alguma controvérsia a respeito desta universalidade (Bell et al., 2001). Finalmente, Nef foi também implicada na indução da expressão aumentada do receptor DC-SIGN em células dendríticas (Sol-Foulon et al., 2002), ainda que não sejam conhecidas de momento as implicações de tal interacção.

Para além da modulação da expressão de diversos receptores à superfície das células infectadas e da relação com um aumento da infecciosidade das partículas virais, a proteína Nef está ainda envolvida na modulação de inúmeras vias de sinalização celular/transdução de sinal, em linfocitos T. Os efeitos de Nef a este nível têm sido amplamente estudados, mas a descrição de um quadro coerente tem sido dificultada pela obtenção de resultados contraditórios, em sistemas experimentais bastante diversos. No entanto, e no sentido de melhor compreender os mecanismos moleculares através dos quais a proteína Nef consegue modular as vias celulares de transdução de sinal, duas vertentes experimentais fundamentais têm sido genericamente utilizadas: a identificação de proteínas celulares com as quais Nef interactua e a descrição dos motivos da proteína responsáveis por essas interacções (Renkema e Saksela, 2000). De facto, muitas destas interacções proteicas foram inferidas primeiramente pela análise da estrutura de Nef, especialmente por comparação de diferentes variantes da proteína, não só do VIH-1, mas também do VIH-2 e do VIS. A este propósito, é interessante verificar que, embora pareçam desempenhar funções celulares semelhantes, as sequências de aminoácidos das proteínas Nef destas duas linhagens filogenéticas diferem entre si em cerca de 40-50% (Renkema e Saksela, 2000). Apesar de tudo, diversas regiões de Nef são altamente conservadas, sugerindo um papel fundamental desses motivos no desempenho de algumas das funções moleculares da proteína. Constituem exemplos disso, uma sequência rica em resíduos de prolina no domínio central de Nef (motivo PxxP) ou o sinal de miristilação N-terminal seguido por uma sequência de aminoácidos básicos. O motivo PxxP é uma sequência consenso mínima encontrada em todos os ligandos de proteínas com o domínio SH3 (Ren et al., 1993). A ligação SH3/PxxP medeia a interacção proteína-proteína em inúmeros exemplos das vias de sinalização celular (Sudol, 1998). Por analogia, no caso de Nef, o domínio PxxP será o responsável pela interacção com proteínas da família SH3. Particularmente relevantes, neste contexto, são as alterações induzidas por Nef nas vias de sinalização celular características dos linfocitos T CD4+, dado a importância fulcral dessas vias na organização de uma resposta imune eficaz pelo sistema imunitário do hospedeiro infectado. Por sua vez, a miristilação N-terminal e a sequência de aminoácidos básicos imediatamente a jusante parecem mediar a associação, referida anteriormente, de Nef às membranas celulares (Kaminchik et al., 1991).


Resultados obtidos a partir de numerosos estudos permitiram fazer corresponder algumas das actividades funcionais de Nef a locais distintos da proteína, constituindo, portanto, funções independentes (Goldsmith et al., 1995; Saksela et al., 1995; Hua et al., 1997; Iafrate et al., 1997). No entanto, dados mais recentes, resultantes da realização de experiências de mutagénese dirigida, parecem demonstrar que há regiões da proteína cuja integridade se revela fundamental para a manutenção de mais do que uma função em simultâneo (Manninen et al., 2001). Este facto corrobora o reconhecimento prévio de que a integridade do motivo PxxP parece ser requerida para a generalidade das funções descritas de Nef, à excepção da modulação negativa da expressão de CD4 (Saksela et al., 1995; Manninen et al., 1998). O mesmo parece ser o caso para os resíduos de aminoácidos implicados primariamente na associação a PAK2 (Renkema e Saksela, 2000), a descrever mais adiante, e para os resíduos intervenientes na formação do domínio hidrofóbico requerido para a oligomerização de Nef, fenómeno aparentemente necessário à activação funcional da proteína (Liu et al., 2000).


Apesar da diversidade de interacções e mecanismos propostos em diversos estudos, Nef tem sido geralmente implicada na modulação (positiva ou negativa) das fases proximais das cascatas de transdução de sinal desencadeadas após a estimulação por antigénios ou mitogénios do receptor das células T (TCR). De uma das interacções descritas, dependente no VIH-1 da existência de um motivo PxxP funcional e da sua ligação à cadeia zeta do TCR (Xu et al., 1999), parece resultar a activação da célula T na ausência de estimulação antigénica e, subsequentemente, uma expressão superficial aumentada de FasL (Xu et al., 1997; Zauli et al., 1999). A interacção de FasL com a proteína Fas existente à superfície das células vizinhas, incluindo linfocitos T CD8+ específicos para o VIH-1, induz a morte celular programada dessas células, no que poderá constituir um importante mecanismo de escape imune (Xu et al., 1997, 1999; Geleziunas et al., 2001). Por outro lado, da infecção pelo VIH-1 resulta também uma expressão aumentada de Fas à superfície da célula infectada. Com o objectivo de evitar a rápida morte das células infectadas por apoptose mediada pela ligação em cis de Fas e FasL, a proteína Nef associa-se à cinase ASK1, uma proteína pró-apoptótica, inactivando-a, inibindo assim, em simultâneo, as vias de morte celular programada mediadas por Fas e por TNF-( (Geleziunas et al., 2001; Yoon et al., 2001). Adicionalmente, Nef promove ainda um aumento da disponibilidade intracelular da proteína antiapoptótica Bcl-2, o que resulta num aumento da sobrevida da célula infectada e numa replicação viral aumentada (Wolf et al., 2001). Resumindo, Nef interfere no processo de indução da morte celular, não só porque protege da apoptose as células infectadas, mas também porque parece capaz de a induzir nas células vizinhas não infectadas, incluindo linfocitos T CD8+ específicos para o VIH-1.

Como referido anteriormente, um tipo de interacções importantes estabelecido por Nef é o que ocorre entre o seu motivo PxxP e o domínio SH3 de algumas das proteínas celulares da família Src das cinases de tirosina, nomeadamente, Hck (Saksela et al, 1995), Lyn (Saksela et al, 1995), Lck (Greenway et al., 1995), Fyn (De e Marsh, 1994) e a própria Src (Du et al., 1995). Estas proteínas estão envolvidas nas vias celulares de transdução de sinal entre receptores ao nível da membrana celular (CD4, TCR e outros) e factores proteicos activadores da transcrição génica, como os do complexo AP-1 e da família NFATc, que, ligando-se a certas regiões do ADN celular, controlam a transcrição de genes importantes (no contexto da activação das células T, por exemplo, genes de IL-2, IL-4, TNF-(, FasL, etc.). Em última instância, esta modulação da transcrição génica por parte de Nef pode traduzir-se num aumento da própria taxa de transcrição do provírus e/ou na secreção aumentada de alguns tipos de citocinas que poderão promover a criação de um ambiente favorável à propagação do vírus (Swingler et al., 1999). 

Uma série de outras proteínas celulares tem sido implicada em interacções diversas com Nef, entre as quais se podem destacar, a cinase celular de serina e treonina PAK2 (Renkema et al., 1999; Arora et al., 2000) e diversas outras proteínas envolvidas nos mecanismos de activação e de proliferação das células T, como por exemplo, VAV (Fackler et al., 1999), PKC( (Smith et al., 1996) e c-Raf1 (Hodge et al., 1998). Particularmente importante parece ser a interacção com PAK2, uma vez que esta proteína está implicada numa grande variedade de respostas celulares, nomeadamente, a reorganização do citoesqueleto de actina e a indução de apoptose via Fas (Bagrodia e Cerione, 1999), para além das cascatas de activação celular em linfocitos T (Yablonski et al., 1998). Entre outros, a modulação negativa da actividade de PAK2 por Nef poderá constituir um mecanismo suplementar de protecção da célula infectada contra a apoptose mediada por Fas e conferir eventuais vantagens ao virião aquando da montagem e/ou gemulação para o exterior da célula (Renkema et al., 2001). Para finalizar, têm sido descritos ainda mecanismos de modulação das vias de sinalização celular por parte de Nef que não implicam uma interacção física com as proteínas intervenientes directamente nessas mesmas vias. Swingler et al. (1999) descreveram que a expressão de Nef em macrófagos induz a secreção das quimiocinas MIP-1( e MIP-1(, o que poderá ter como objectivo o chamamento e activação de novas células T susceptíveis aos locais de replicação viral activa.

Estudos recentes sugerem que também uma forma extracelular de Nef possa contribuir para a desregulação das vias de sinalização celular em células susceptíveis à infecção pelo VIH (Alessandrini et al., 2000; Haraguchi et al., 2001). A proteína Nef extracelular foi igualmente implicada na modulação negativa da expressão de perforina em células T CD8+ activadas, muito provavelmente de um modo indirecto (Behbahani, 2002). Uma vez que a perforina, libertada por aquelas células, é a molécula que dá início a um dos mecanismos de indução da morte de células infectadas por vírus, este seria um modo adicional do VIH escapar à acção citotóxica dos linfocitos T CD8+. Pensa-se que este facto possa estar directamente relacionado com o fenómeno da persistência de células infectadas nos compartimentos linfóides de indivíduos seropositivos submetidos a longos períodos de terapia anti-retroviral altamente eficaz. Desde há muito que se reconhece que a utilização destes esquemas terapêuticos resulta numa redução significativa da expressão das citocinas características da resposta pró-inflamatória ao nível do tecido linfóide (Andersson et al., 1998; Behbahani et al., 2000), sem que o número de células contendo ADN proviral do VIH-1 (1-5%) se altere significativamente ao longo do tempo. Postulou-se que esta impossibilidade de eliminação das células infectadas estaria relacionada com a supressão da função citolítica dos linfocitos T CD8+ activados, facto que foi observado logo em estádios precoces do curso da infecção (Andersson et al., 1999, 2002). Dados recentes obtidos in vivo parecem corroborar a relação entre Nef e a expressão diminuída de perforina em células T CD8+, uma vez que símios infectados com vírus cujo genoma contém uma deleção para o gene nef apresentam níveis elevados de expressão de perforina ao nível dos tecidos linfóides, em claro contraste com animais infectados com vírus selvagem (Stahl-Hennig et al., 2002). Por outro lado, a análise fenotípica dos linfocitos T CD8+ anti-VIH de pacientes submetidos a terapias anti-retrovirais, com cargas virais indetectáveis, mas nos quais se detectam indícios de replicação viral persistente, especialmente a transcrição dos ARNm de Nef, revela a produção de baixos níveis de perforina, simultaneamente com a expressão persistente do marcador CD27, o que está associado a uma diferenciação celular incompleta (Appay et al., 2002).

Em conclusão, o papel fundamental desempenhado por Nef na patogénese da SIDA levou esta proteína a ser considerada como um potencial alvo terapêutico e vacinal. No entanto, a pesquisa de drogas que interfiram especificamente com alguma(s) das suas funções estará sempre dependente da obtenção de informações mais detalhadas acerca dos mecanismos moleculares como exerce os seus efeitos ao nível das células hospedeiras. Em relação ao desenvolvimento de uma vacina anti-VIH, factores adicionais suportam as eventuais tentativas de montagem de uma abordagem profiláctica dirigida especificamente contra Nef. Uma discussão mais aprofundada sobre esta problemática será apresentada de seguida.

3. Investigação e desenvolvimento de vacinas no contexto VIH/SIDA

A pandemia da SIDA grassa pelo mundo há mais de duas décadas, constituindo, sem qualquer dúvida, uma das patologias mais devastadoras de toda a história da humanidade. Presentemente, é perfeitamente claro que a epidemia não irá ser contida por nenhum agente farmacológico, apesar do sucesso que constituiu, pelo menos nos países desenvolvidos, a implementação da terapêutica anti-retroviral altamente eficaz, a qual conduziu a um aumento considerável da esperança de vida dos indivíduos infectados. Também a implementação de políticas educacionais e de prevenção, no sentido de uma mudança de comportamentos, nomeadamente na esfera do comportamento sexual, se tem revelado difícil. Deste modo, o desenvolvimento de uma vacina eficaz revela-se mais premente do que nunca.

A vacinação, forma activa de imunização, consiste na aplicação mais generalizada e bem sucedida dos princípios da imunologia à saúde humana. Existe, actualmente, uma vasta gama de possibilidades para a realização de preparados antigénicos com o intuito da sua utilização como vacinas: desde preparações contendo os microorganismos intactos (vivos atenuados ou mortos) até preparações contendo simples péptidos e açúcares de elevado potencial imunogénico. Um dos desenvolvimentos naturais da utilização em vacinologia das técnicas da biologia molecular consiste na clonagem de genes importantes, do ponto de vista imunológico, em vectores apropriados, de natureza viral ou bacteriana. Estes, depois de inoculados no hospedeiro a vacinar, podem replicar ou multiplicar-se in vivo e expressar os genes heterólogos clonados, produzindo, deste modo, grandes quantidades dos antigénios respectivos. Entre os mais largamente utilizados experimentalmente contam-se o vírus da vacina, e outros vírus da família dos poxvírus, e uma série de vectores bacterianos atenuados, como por exemplo, estirpes avirulentas de Salmonella e Shigella e a BCG (bacilo de Calmette-Guérin), estirpe de Mycobacterium bovis utilizada como vacina contra a tuberculose. Outra abordagem de vacinação, explorada mais recentemente, consiste na utilização directa do ADN do agente patogénico, clonado num vector e sob controlo de um promotor adequado, como elemento imunizante. Esta linha de desenvolvimento, no entanto, poderá apresentar importantes contra-indicações, como por exemplo, a possibilidade de indução de fenómenos de tolerância e auto-imunidade, bem como, de mutagénese e carcinogénese. As vacinas correntemente em utilização nos esquemas aprovados de imunização são administradas, com raras excepções, por via subcutânea ou intramuscular. Para as gerações futuras de vacinas deverá explorar-se mais activamente o fenómeno da imunidade das mucosas. O facto da imunização ser realizada primariamente ao nível dos locais do organismo do hospedeiro que constituem a porta de entrada natural do agente patogénico (mucosas do tracto digestivo, das vias respiratórias ou genital) assegura a exposição de extensas áreas superficiais às vacinas, o desenvolvimento de uma defesa de primeira linha mediada pela produção de imunoglobulina A secretória, o desenvolvimento de uma resposta humoral secundária (pelo recrutamento de linfocitos B dos tecidos linfóides associados às mucosas) e ainda o envolvimento de todo o epitélio glandular ligado ao sistema das mucosas (Katz, 1997). Um dos desenvolvimentos mais interessantes, neste contexto, consiste na utilização de plantas comestíveis como vectores para a administração oral de vacinas. Nos últimos anos, plantas transgénicas, em particular os cereais, têm sido utilizadas em diversas experiências como veículos alternativos para a produção e administração de vacinas. Alguns sistemas de expressão em estudo têm apresentado resultados muito promissores (Arakawa et al., 1998; Mason et al., 1998; Streatfield et al., 2001), o que conduziu à realização de ensaios clínicos em seres humanos (Tacket et al., 1998, 2000). Outro dos campos de pesquisa a ser activamente desenvolvido nesta área da vacinologia é o do aperfeiçoamento de novos e mais potentes adjuvantes, entre os quais, emulsões lipídicas contendo materiais biodegradáveis, lipossomas, complexos moleculares imunoestimulatórios e lipoproteínas de fusão.

Na ausência de definição de uma clara correlação entre tipo de resposta imune do hospedeiro e protecção contra a infecção pelo VIH, um dos objectivos primordiais nesta área de investigação consiste no desenvolvimento de uma vacina anti-VIH capaz de estimular os múltiplos componentes de uma resposta imune potente, duradoura e protectora. A produção de anticorpos é o único componente da resposta imune adaptativa que pode levar à neutralização das partículas virais antes da infecção das células susceptíveis, podendo assim impedir, não só a infecção propriamente dita, como a consequente persistência de células infectadas de um modo latente. Diversos estudos realizados em modelo primata provaram inequivocamente este facto, através da transferência passiva de anticorpos anti-VIH ou anti-VIS imediatamente antes da infecção experimental (Prince et al., 1991; Putkonen et al., 1991; Emini et al., 1992). Teoricamente, uma resposta imune humoral neutralizante contra epitopos do invólucro viral conduziria então a uma “imunidade esterilizante”, visto que se impediria, desta forma, que o genoma do vírus se integrasse no genoma da célula hospedeira. No entanto, e apesar de alguns resultados encorajadores em modelo chimpanzé (Berman et al., 1996), as vacinas de subunidades baseadas nas proteínas do invólucro parecem não induzir em humanos o aparecimento de anticorpos neutralizantes contra isolados primários do vírus (Mascola et al., 1996). Com base nas evidências actuais, é difícil também argumentar a favor de um papel fundamental para os anticorpos neutralizantes nos estados de aparente resistência natural ao VIH (Moore e Burton, 1999). Deste modo, as abordagens experimentais mais utilizadas nos últimos anos têm tido como objectivo essencial a estimulação da vertente celular da resposta imune anti-VIH, baseada, fundamentalmente, na resposta citotóxica por linfocitos T CD8+ (resposta LTC). 

Estudos diversos de infecção aguda em indivíduos recém-infectados associaram uma resposta LTC anti-VIH forte com o controlo relativo da replicação viral (Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994; Pantaleo et al., 1994b). A utilização de estratégias de vacinação diversas em modelo símio, incluindo vectores e imunogénios distintos, parece confirmar a ideia da imunidade celular desempenhar um papel protector relativamente à progressão da doença, mesmo na ausência de anticorpos neutralizantes (Barouch et al., 2000; Amara et al., 2001). Um dado interessante a este propósito é a perda do controlo da replicação viral, logo na fase inicial da infecção, em animais nos quais os linfocitos CD8+ foram neutralizados pela administração de anticorpos específicos anti-CD8 (Jin et al., 1999; Schmitz et al., 1999). Por outro lado, respostas imunes potentes de tipo LTC têm sido também encontradas em indivíduos repetidamente expostos ao vírus mas persistentemente seronegativos (HEPS, do inglês highly exposed persistently seronegative) (Clerici et al., 1992; Rowland-Jones et al., 1993, 1998; Pinto et al., 1995; Goh et al., 1999; Fowke et al., 2000) e em indivíduos infectados nos quais a replicação viral é mantida a níveis muito baixos, na ausência de terapia anti-retroviral. No entanto, apesar desta importância fundamental, também a resposta LTC, por si só, não consegue manter indefinidamente os níveis de carga viral sob controlo e resultados apresentados recentemente estão longe de ser animadores. Por exemplo, dois trabalhos recentes de vacinação em modelo símio, com vacinas indutoras de imunidade celular, demonstraram apenas protecção parcial (Barouch et al., 2002; Shiver et al., 2002). Devido ao aparecimento de uma mutação simples num epitopo imunodominante do gene gag, Barouch et al. (2002) detectaram o aparecimento de variantes de escape imune em animais vacinados, mesmo com níveis indetectáveis de virémia, o que conduziu a um rápido aumento da taxa de replicação viral, com progressão clínica até à morte. Resultados comparáveis tinham sido também já descritos no caso da infecção humana (Price et al., 1997; Goulder et al., 1997, 2001; Lieberman et al., 2001; McMichael e Rowland-Jones, 2001). Outros mecanismos, para além da acumulação de mutações de escape como estratégia do vírus evitar o reconhecimento das células infectadas por parte dos linfocitos T CD8+, serão responsáveis, isoladamente ou em conjunto, pela falência desta importante componente da resposta imune. Em primeiro lugar, e já referido antes, há a considerar o relevante papel da proteína Nef na modulação negativa dos componentes do MHC I à superfície da célula infectada. Depois, análises fenotípicas realizadas recentemente sugerem que as células T CD8+ específicas para o VIH-1 não são células maduras efectoras completamente diferenciadas (Appay et al., 2000; Champagne et al., 2001). Por outro lado, uma estimulação antigénica massiva no decurso da infecção poderá ser responsável pela exaustão clonal das células citotóxicas específicas para o VIH-1 (McMichael e Rowland-Jones, 2001). A perda progressiva de células T CD4+, alvos primordiais da infecção, pode também contribuir para uma crescente ineficiência da resposta LTC, uma vez que a maturação e sobrevivência dos linfocitos T CD8+ estão dependentes de factores solúveis (e.g. IL-2 e IL-15) produzidos pelos linfocitos T auxiliadores (Behbahani, 2002). Em resumo, os dados acumulados actualmente demonstram inequivocamente que o escape viral ao reconhecimento das células infectadas pelos linfocitos T CD8+ é uma limitação importante à eficácia das vacinas baseadas exclusivamente nesta componente da resposta imune. Vários trabalhos levantam ainda questões importantes sobre a problemática da utilização de vacinas capazes de induzir apenas protecção parcial (e.g. vacinas dirigidas apenas a uma das vertentes da resposta imune ou desenhadas para reduzir a taxa de replicação viral), mesmo tendo efeitos positivos a curto e médio prazo. A longo prazo, no entanto, estas vacinas parcialmente protectoras poderão ser responsáveis pela selecção de variantes virais mais virulentas, para além de que poderão dar uma falsa sensação de segurança aos indivíduos vacinados, o que pode conduzir, por sua vez, à prática de comportamentos de risco e, consequentemente, a um aumento das taxas de incidência da infecção (Köhler et al., 2002).

Outra componente da resposta imune anti-VIH a estimular obrigatoriamente, de um modo eficaz, por uma futura vacina será a da imunidade das mucosas, uma vez que, presentemente, a vasta maioria das transmissões virais ocorre através delas. Esta vertente experimental tem vindo a ser largamente explorada (Belyakov et al., 2001; Crotty et al., 2001; Biragyn et al., 2002) e estudos recentes de histologia em modelo símio demonstraram que a replicação viral permanece confinada às mucosas e submucosas endocervicais até cerca de sete dias após a inoculação intravaginal do VIS, ocorrendo disseminação posterior do vírus até gânglios linfáticos locais (Haase, 2001). Estes dados levantam a possibilidade de obtenção de uma “imunidade esterilizante” através de uma vacina, caso a resposta imune ao nível das mucosas seja suficientemente eficaz. Embora devam ser confirmados no caso humano, estes resultados são, no entanto, consistentes com estudos que atestam a existência de respostas imunes vigorosas anti-VIH ao nível da mucosa do tracto genital de indivíduos HEPS. Os dados mais completos sobre resposta imune neste tipo de indivíduos são provenientes de um grupo de prostitutas de Nairobi, Quénia (Fowke et al., 1996; Plummer et al., 1999), no qual foi comprovada uma clara correlação entre protecção contra a infecção e produção de uma resposta LTC alargada muito activa (Rowland-Jones et al., 1998; Fowke et al., 2000), particularmente ao nível da mucosa cervical (Kaul et al., 2000). A este nível, foram ainda detectados níveis elevados de IgA com capacidade de neutralização de estirpes do VIH de diferentes genótipos (Broliden et al., 2001). No que se refere ao sexo masculino, um estudo recente realizado em HEPS heterossexuais comprovou a existência de IgA específica anti-VIH no fluido seminal, para além de uma resposta LTC vigorosa ao nível do sangue (Lo Caputo et al., 2003). A resistência natural à infecção pelo VIH em indivíduos HEPS não será, no entanto, exclusivamente explicada pela geração de uma resposta imune eficaz ao nível das mucosas, já que esse fenómeno tem sido associado a outros factores, como por exemplo, a presença da mutação CCR5(32 (uma deleção de 32 pb no gene do co-receptor CCR5) e a combinações particulares das proteínas do antigénio leucocitário humano (HLA, do inglês human leukocyte antigen). A mutação CCR5(32 é fortemente protectora, ainda que não de um modo absoluto, em indivíduos homozigóticos (Dean et al., 1996; Huang et al., 1996), mas ocorre muito raramente e quase exclusivamente em caucasianos, pelo que não poderá explicar a maior parte dos casos de HEPS. Por outro lado, alguns autores têm associado um menor risco de infecção nestes indivíduos a frequências elevadas de determinados alelos do HLA (Beyrer et al., 1999; MacDonald et al., 2001). Em resumo, poderá predizer-se que o estudo deste fenómeno raro de aparente imunidade natural contra a infecção pelo VIH virá a transformar-se numa das linhas de investigação mais promissoras nesta área, uma vez que poderá vir a fornecer dados preciosos para o desenvolvimento de uma vacina eficaz.

Os estudos iniciais de vacinação anti-VIH centraram-se basicamente na utilização como imunogénios das proteínas do invólucro viral, na forma de proteínas recombinantes ou de péptidos sintéticos. Dados experimentais coligidos nos últimos anos apontam, no entanto, para os inconvenientes da utilização quase exclusiva de epitopos destas glicoproteínas como imunogénios, tal como revisto por Veljkovic et al. (2001), e resultados de ensaios clínicos recentes parecem reforçar algum cepticismo na eventual eficácia de uma vacina baseada exclusivamente nestas proteínas. Com efeito, ocorreu há pouco tempo o cancelamento da fase III dos ensaios clínicos de uma vacina experimental anti-VIH baseada na glicoproteína recombinante gp120, numa formulação genotípica bivalente B/B ou B/E, representando os subtipos genéticos prevalentes nos locais do ensaio (E.U.A. e Tailândia, respectivamente). De facto, nas primeiras fases do ensaio clínico, assistiu-se à 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, não havendo também indução de anticorpos neutralizantes para isolados virais primários. Apesar de tudo, muitas das abordagens vacinais actualmente em desenvolvimento são ainda baseadas nas glicoproteínas virais do invólucro. Duas das mais inovadoras, representativas de novas estratégias de imunização, consistem, respectivamente, na utilização como imunogénio de um complexo molecular híbrido de gp120 ligada ao receptor de membrana CD4, administrado através de uma estirpe atenuada de Salmonella typhi (Hone et al., 2002), e numa vacina comestível baseada na expressão de gp120 na sua forma nativa em milho transgénico (Howard, 2002). A primeira, em estado mais avançado de desenvolvimento, induz a produção de anticorpos neutralizantes em macacos Rhesus, capazes de neutralizar uma vasta gama de isolados primários do VIH, independentemente do seu subtipo ou utilização de co-receptor. Com a segunda abordagem, conseguiu-se até agora obter quantidades elevadas da proteína recombinante, numa forma estável e imunogénica (anticorpos naturais capazes de reconhecer gp120 nativa também reconhecem a proteína expressada no milho). Para além das glicoproteínas, outras proteínas virais (e.g. Gag, Tat) e inúmeros vectores de expressão têm sido utilizados nos últimos tempos, designadamente, vectores virais (e.g. poxvírus, adenovírus, alfavírus, rabdovírus), bacterianos (e.g. BCG e estirpes atenuadas de Salmonella, Shigella e Listeria) ou de ADN (i.e. plasmídios de natureza diversa expressando proteínas do VIH). A utilização de vectores virais vivos, especialmente da família dos poxvírus, tem sido largamente explorada no contexto do VIH, dado que, entre outras vantagens, estes vectores possibilitam o processamento intracelular e apresentação de antigénios via MHC I nas células infectadas (Letvin et al., 2002). A maior parte dos sistemas candidatos a vacinas anti-VIH foram baseados na expressão de proteínas virais no vírus da vacina (Cooney et al., 1991, 1993; Graham et al., 1992, 1993; McElrath et al., 1994), mas os resultados obtidos de ensaios de vacinação em modelo animal apontam para a indução de respostas humorais neutralizantes e LTC específicas relativamente modestas. Por outro lado, a utilização do vírus da vacina como vector de imunização tem sido extensamente posta em causa, uma vez que pode causar doença em indivíduos imunocomprometidos, levantando-se sérias objecções em relação à sua administração em casos de risco elevado para a infecção pelo VIH (Gurvich, 1992). Assim, nas abordagens vacinais anti-VIH mais recentes, tem-se assistido à substituição do vírus da vacina por estirpes atenuadas de baixo potencial patogénico (e.g. MVA e NYVAC) ou por outros poxvírus que não replicam em células humanas (e.g. canarypox). Embora se tenha provado a elevada tolerabilidade e segurança deste tipo de vectores vacinais, os resultados dos estudos realizados demonstram, no entanto, a sua modesta imunogenicidade, pelo que a sua utilização em ensaios clínicos de maior dimensão em seres humanos continua a ser controversa (Moore, 2002). Também a utilização de plasmídios recombinantes contendo genes do VIH tem sido estudada por diversos grupos de investigação, com a obtenção de resultados muito interessantes em modelo símio, nomeadamente no que se refere à indução de fortes respostas LTC (Barouch et al., 2000; Amara et al., 2001; Hanke et al., 2002; Shiver et al., 2002). Estas parecem suficientes para a protecção dos animais contra o desenvolvimento de SIDA, embora se demonstrem incapazes de providenciar uma “imunidade esterilizante”. Normalmente, estes vectores plasmídicos recombinantes têm sido utilizados em esquemas vacinais mistos, do tipo prime-boost, combinados com imunogénios de outra natureza (e.g. vectores virais recombinantes) ou com adjuvantes, e têm incluído genes diversos do VIH (e.g. gag, env, rev, tat). Alguns destes esquemas vacinais encontram-se presentemente em fase I de ensaio clínico em seres humanos (Hanke et al., 2002). Em termos genéricos, a estratégia de imunização com bactérias invasivas atenuadas, expressando determinantes antigénicos diversos do VIH, parece-nos das mais interessantes e tem dado resultados promissores, em modelo animal, em termos de resposta imune e/ou protecção contra a infecção experimental. Tal parece ser demonstrado pelos resultados obtidos por Xu et al. (2003) com a utilização de uma estirpe vacinal de Shigella flexneri atenuada, transformada com um plasmídio recombinante contendo o gene gag do VIH-1. Estes autores comprovaram a eficiência deste sistema experimental através da indução, em modelo murino, de respostas imunes sistémicas e locais, especificamente ao nível das mucosas, facto que é particularmente importante no contexto da infecção pelo VIH. Trabalhos anteriores, utilizando estirpes bacterianas transformadas com o gene env, consolidam as enormes potencialidades deste tipo de estratégia vacinal (Shata e Hone, 2001; Vecino et al., 2002). Uma abordagem alternativa consistiu na utilização de estirpes virais vivas atenuadas, nomeadamente com mutações no gene nef, no modelo símio de imunodeficiência. Neste caso, após a obtenção de resultados inicialmente promissores, no que se refere à protecção contra a infecção experimental com vírus selvagem (Hulskotte et al., 1998), foi observada uma reversão de virulência nas estirpes virais atenuadas utilizadas (Berkhout et al., 1999), o que coloca obviamente em causa a utilização desta estratégia de vacinação em termos humanos. Em resumo, poderá afirmar-se que após a utilização de esquemas diversos de imunização, em modelo animal, ou mesmo já nas primeiras fases de ensaio clínico em seres humanos, têm sido reportadas respostas imunes humorais e celulares mais ou menos vigorosas. Em humanos, no entanto, nem um elevado grau de protecção, nem a supressão ou o abrandamento na velocidade de progressão da imunodeficiência foram alguma vez observados.

Como referido anteriormente, a proteína Nef, bem como as proteínas reguladoras Tat e Rev, são proteínas de expressão precoce, atingindo elevadas concentrações logo após a entrada do vírus na célula hospedeira. Deste modo, uma resposta imune dirigida contra qualquer uma delas poderia prevenir as fases subsequentes do ciclo replicativo viral e, em última instância, a libertação de novas partículas virais infecciosas. A proteína Tat recombinante foi já utilizada como imunogénio em experiências de imunização em modelo símio, com obtenção de protecção parcial contra a inoculação experimental de estirpes patogénicas de vírus de imunodeficiência símia (Cafaro et al., 1999, 2000). No entanto, estes resultados não foram confirmados por outros autores que utilizaram a mesma proteína como imunogénio em modelo animal (Allen et al., 2002; Silvera et al., 2002), pelo que a sua utilização em vacinas contra o VIH permanece controversa. Em relação à proteína Nef, anticorpos específicos anti-Nef são detectados logo nas primeiras fases do decurso da infecção e podem, ocasionalmente, preceder mesmo o aparecimento de anticorpos contra as proteínas estruturais do vírus (Ranki et al, 1987; Ameisen et al., 1989). A proteína Nef é altamente imunogénica e cerca de 70% das pessoas infectadas com VIH-1 apresentam anticorpos anti-Nef (Sabatier et al., 1989; Cheingsong-Popov et al., 1990; Chen et al., 1999). Diversos epitopos de Nef reconhecidos por linfocitos B humanos têm sido descritos, pelo que se conhece hoje, com alguma precisão, quais os domínios mais imunogénicos da proteína (Ameisen et al., 1989; Sabatier et al., 1989; Kienzle et al., 1991; Schneider et al., 1991; Yamada e Iwamoto, 1999), encontrando-se estes distribuídos por todas as suas regiões. Adicionalmente, o aparecimento de níveis elevados de anticorpos específicos anti-Nef imediatamente após a infecção foi relacionado com uma velocidade mais baixa de progressão para SIDA (O’Shea et al., 1991; Reiss et al., 1991; Chen et al., 1999). Porém, foram apresentados, neste contexto, alguns resultados contraditórios, mostrando a inexistência de qualquer associação com a duração do período assintomático (Franchini et al., 1987; Cheingsong-Popov et al., 1990; Kirchhoff et al., 1991), o que pode reflectir a utilização pelos diferentes grupos de trabalho de condições experimentais bastante díspares. Por outro lado, também a vertente citotóxica da resposta imune anti-VIH, dirigida especificamente contra Nef, tem sido profusamente demonstrada no decurso natural da infecção (Lucchiari-Hartz et al., 2000; Singh et al., 2001; Novitsky et al., 2001, 2002), chegando mesmo a ter sido associada a estados de aparente imunidade natural contra o vírus (De Maria et al., 1994; Langlade-Demoyen et al., 1994). O facto de estirpes do VIH-1 de baixa patogenicidade terem deleções no gene nef (Deacon et al., 1995; Yamada e Iwamoto, 2000) reforça o papel essencial desta proteína nos mecanismos de patogénese viral in vivo e os eventuais benefícios de uma resposta imune eficaz anti-Nef. Finalmente, a proteína Nef é mais conservada do que as glicoproteínas do invólucro, as mais frequentemente utilizadas em experiências de imunização anti-VIH. Por tudo isto, parece razoável que Nef seja considerada não só como alvo potencial para o desenvolvimento de abordagens imunoterapêuticas alternativas em indivíduos infectados pelo VIH, mas também como possível candidata para o desenho de novas estratégias de vacinação.

Em conclusão, é reconhecido que, idealmente, uma vacinação eficaz anti-VIH deverá impedir a virémia inicial associada à primo-infecção, prevenindo, assim, a doença, a transmissão e o estabelecimento de reservatórios virais de longa duração. Por outro lado, uma abordagem racional para a obtenção de uma vacina eficaz anti-VIH deverá ser focada nos epitopos virais mais frequentemente reconhecidos em casos de aparente imunidade natural (e.g. HEPS) ou de doença não progressiva a longo prazo. Estes “epitopos vacinais” deverão ser o mais conservados possível, mesmo entre subtipos virais distintos, e ser apresentados no contexto de diversos alelos do HLA. O maior número possível de epitopos deste tipo deverá ser incluído, de modo a minimizar o risco de aparecimento de mutantes virais de escape imune. Para obter este controlo precoce da infecção, a via e local de administração da vacina deverão permitir também a indução de respostas imunes eficazes ao nível das mucosas. Segundo alguns autores, se esta “imunidade esterilizante”, centrada na produção de anticorpos neutralizantes de largo espectro, não for passível de ser atingida, a vacina anti-VIH deverá, pelo menos, limitar a replicação viral a níveis muito baixos, mitigando os efeitos da infecção. No entanto, esta abordagem terapêutica da vacinação, baseada na promoção da vertente de imunidade celular, comporta alguns riscos, como se viu anteriormente. Infelizmente, nenhuma das abordagens vacinais actualmente em desenvolvimento parece apresentar resultados prévios animadores em relação à totalidade dos parâmetros referidos.

4. A lipoproteína OprI de Pseudomonas aeruginosa e o sistema de expressão “transportador-adjuvante” pVUB
Desde há cerca de duas décadas que é reconhecida a possibilidade de se expressarem determinantes antigénicos, de origens biológicas diversas, à superfície de bactérias Gram-negativas, recorrendo à construção de proteínas de fusão (revisto por Georgiou et al., 1993, 1997). A construção destas proteínas quiméricas, que contêm uma porção correspondente ao(s) epitopo(s) de interesse e uma outra porção proveniente de proteínas estruturais bacterianas de localização superficial, permite a expressão dos determinantes antigénicos heterólogos à superfície das bactérias hospedeiras. A utilização desta tecnologia, em estirpes bacterianas hospedeiras avirulentas, permitiu o desenvolvimento experimental, em modelo animal, de diversas vacinas vivas recombinantes (Agterberg et al., 1990; Schorr et al., 1991; Dunne et al., 1995). Ao longo dos últimos anos, inúmeros sistemas de expressão baseados em diversas proteínas bacterianas de localização superficial têm sido utilizados para a expressão de epitopos heterólogos, destacando-se, entre eles, os baseados nos genes das porinas LamB e OmpC de Escherichia coli e OmpS de Vibrio cholerae, nos genes da flagelina e das fímbrias de Salmonella spp. e de E. coli e noutros genes codificando proteínas da membrana externa, entre os quais, os das lipoproteínas TraT, PAL e Lpp de E. coli e OprI de Pseudomonas aeruginosa (revisto por Cornelis, 2000). A utilização das lipoproteínas da membrana externa, neste contexto, apresenta algumas vantagens, nomeadamente, a possibilidade de construção de proteínas de fusão de elevado peso molecular, sem ocorrer disrupção da estrutura da bactéria, com consequente perda de viabilidade. Por outro lado, é reconhecida de longa data a elevada imunogenicidade das lipoproteínas bacterianas em geral, bem como o seu funcionamento como adjuvantes naturais em experiências de imunização em modelo animal, o que as tornou boas candidatas para o desenvolvimento de vacinas (Lex et al., 1986; Deres et al., 1989).


A bactéria Gram-negativa P. aeruginosa é considerada um microorganismo patogénico tipicamente oportunista, uma vez que, sendo facilmente isolada do solo, das águas e das plantas, se assume como agente patogénico para o Homem somente em determinadas circunstâncias. É responsável por um grande número de patologias, muitas vezes fatais, incluindo infecções respiratórias crónicas em pacientes com fibrose quística e infecções nosocomiais do tracto urinário, oculares e do ouvido. Infecta também doentes hospitalizados sujeitos a cateterismo, traqueotomia, punção lombar e infusões intravenosas e doentes com défice imunitário (e.g. casos de SIDA, cancro e terapia imunossupressora). Pode contaminar ainda feridas cirúrgicas, abcessos e queimaduras, causando, por vezes, a morte por septicemia. Em geral, as patologias associadas a esta bactéria continuam a ser de difícil tratamento, dada a sua capacidade de se multiplicar em ambientes nutricionalmente pobres e elevada resistência intrínseca aos antibióticos. A lipoproteína I (OprI, do inglês outer membrane protein I) é uma das proteínas mais abundantes da membrana externa de P. aeruginosa, representando cerca de 20% do total das proteínas aí presentes, e foi descrita pela primeira vez por Mizuno e Kageyama (1978, 1979a, 1979b). É codificada pelo gene oprI e o seu ARNm monocistrónico codifica uma proteína precursora de 83 resíduos de aminoácidos, incluindo um péptido-sinal de carácter hidrofóbico, composto por 19 aminoácidos (Cornelis et al., 1989; Duchêne et al, 1989). A prolipoproteína madura tem um peso molecular aproximado de 8 kDa e uma natureza hidrofílica, formando, provavelmente, uma única hélice (. A maior homologia com as proteínas de E. coli ocorre com a lipoproteína de Braun (Lpp), embora ambas só tenham em comum cerca de 25% dos aminoácidos. Após a modificação do resíduo de cisteína em posição 20 na sequência de aminoácidos da prolipoproteína por ligação de uma molécula de glicerol, ocorre a clivagem do péptido-sinal pela actividade de uma peptidase de sinal. A apolipoproteína assim formada é depois modificada por ligação de um resíduo de ácido gordo (maioritariamente, um ácido hexadecanóico) ao seu resíduo de gliceril-cisteína N-terminal, dando origem a uma lipoproteína de peso molecular aproximado 14 kDa, de carácter global fortemente hidrofóbico. Os resíduos de ácido gordo, na sua maioria constituídos por ácido palmítico, são os responsáveis pela associação da lipoproteína com os lípidos da membrana externa.

A presença de anticorpos contra OprI em indivíduos infectados com P. aeruginosa foi documentada por diversas vezes (Lam et al., 1983; Hancock et al., 1984; Anwar et al., 1985), o que sugeriu de imediato uma boa exposição da proteína à superfície da bactéria. Assim, desde há muito tempo que a lipoproteína OprI é considerada uma potencial candidata a uma vacina anti-P. aeruginosa e, após ter sido clonada e expressada em E. coli (Cornelis et al., 1989; Duchêne et al, 1989), foi utilizada com sucesso na imunização de murganhos (Finke et al., 1990). Em experiências independentes, conseguiu-se também a protecção contra a infecção por P. aeruginosa de animais imunossuprimidos aos quais foram administrados anticorpos monoclonais anti-OprI (Rahner et al., 1990; Finke et al., 1991). Verificou-se, mais tarde, que, independentemente da origem ecológica e geográfica das estirpes bacterianas, o gene oprI é muito conservado em todos os elementos do grupo I da família Pseudomonadaceae (divisão taxonómica baseada na sequência do ARNr), grupo correspondente ao género Pseudomonas propriamente dito (Saint-Onge et al., 1992; De Vos et al., 1993). Deste modo, este gene foi desde logo considerado como alvo potencial para o desenvolvimento de novos ensaios de diagnóstico clínico, baseados em métodos de biologia molecular (De Vos et al., 1993, 1997), bem como para a realização de estudos de taxonomia molecular, dinâmica populacional e evolução do género Pseudomonas (De Vos et al., 1998; Kiewitz e Tummler, 2000; Pirnay et al., 2002, 2003). Entretanto, em prosseguimento dos estudos na área da vacinologia, o gene oprI foi clonado numa estirpe atenuada de Salmonella dublin, com o objectivo da construção de uma estirpe vacinal anti-Pseudomonas, de administração oral em animais de laboratório (Toth et al., 1994). Através desta estratégia de vacinação foram obtidos resultados animadores, nomeadamente a produção de anticorpos séricos anti-Pseudomonas de tipo IgG e IgA, evidências de uma resposta imune vigorosa ao nível das mucosas, nomeadamente pela produção de anticorpos do tipo IgA secretória, e a protecção de animais vacinados em ensaios de infecção experimental (Toth et al., 1994; von Specht et al., 1996a). No sentido de testar a sua eficácia como imunogénio também no caso humano, a lipoproteína recombinante foi purificada e iniciaram-se os primeiros ensaios de tolerância e imunogenicidade em voluntários. Os primeiros resultados apontaram para uma boa tolerância, ausência de efeitos secundários evidentes e uma imunogenicidade elevada, uma vez que anticorpos anti-OprI foram detectados em cerca de 90% dos indivíduos imunizados (von Specht et al., 1996a). Entretanto, melhorias consideráveis no sistema de expressão e purificação da lipoproteína recombinante foram conseguidas, particularmente através da utilização do sistema de purificação baseado na cromatografia de afinidade com iões Ni2+, o que permitiu a obtenção de elevadas quantidades de proteína purificada (von Specht et al., 1996b). Este facto permitiu, por sua vez, a realização de inúmeros estudos de imunização em indivíduos voluntários, com a obtenção de resultados muito interessantes: todas as vacinações foram bem toleradas, sem efeitos secundários, e um título elevado de anticorpos anti-OprI foi detectado, perdurando pelo menos até 30 semanas após a administração da última dose da vacina. Detectou-se também a ligação do componente C1q do sistema do complemento aos anticorpos anti-OprI, demonstrando a capacidade destes para intervir em fenómenos de opsonização dependentes do complemento (von Specht et al., 1996b). Mais tarde, iniciou-se a construção de uma nova preparação vacinal, constituída por uma proteína híbrida contendo a porção mais imunogénica da lipoproteína da membrana externa de P. aeruginosa OprF (a.a. 190-342) e a totalidade da OprI madura (a.a. 21-83), ligada, por sua vez, a uma “cauda” de 6 histidinas, de modo a facilitar a sua purificação por cromatografia de afinidade com iões Ni2+. Essa construção tem sido abundantemente testada, quer em modelo animal, quer em voluntários humanos, com muito bons resultados, em termos de tolerância, imunogenicidade (vertentes humoral e celular) e protecção contra a infecção por P. aeruginosa, pelo que tem sido considerada como uma boa candidata a vacina contra esta bactéria, útil especialmente em doentes com fibrose quística ou grandes queimados (Knapp et al., 1999; Mansouri et al., 1999, 2003; von Specht et al., 2000; Larbig et al., 2001). Recentemente, foi também demonstrado que a imunização de murganhos com uma vacina de ADN com a mesma construção híbrida oprF-oprI induz uma resposta imune protectora contra a infecção pulmonar crónica por P. aeruginosa (Price et al., 2002). A capacidade imunomoduladora de OprI foi, entretanto, posta em evidência noutro contexto, aquando da sua detecção nas membranas dos aparelhos de hemodiálise. Estudos subsequentes a esta descoberta provaram que esta lipoproteína tem a capacidade de induzir a produção in vitro de TNF-( em células da medula óssea de ratinho e que este, por sua vez, induz a produção de citocinas inflamatórias, como IL-1(, IL-1(, IL-6 e GM-CSF (Ino et al., 1999). Assim, estes resultados sugerem que OprI esteja directamente implicada na indução de respostas inflamatórias celulares, o que poderá constituir um efeito secundário adverso em indivíduos sujeitos a hemodiálise, para além dos induzidos pelos lipopolissacáridos bacterianos.


Entretanto, com o intuito de explorar algumas das potencialidades descritas da lipoproteína OprI, foram desenvolvidos vectores de clonagem, baseados no seu gene, para a produção de proteínas de fusão imunogénicas, de tamanhos diversos, localizadas ao nível da membrana externa de E. coli (Cornelis et al., 1996). O gene oprI foi modificado pela inserção em fase de um local de clonagem múltipla, em ambas as direcções, na sua extremidade 3’. Os plasmídios resultantes (pVUB1 e pVUB2) permitiram a produção de níveis elevados da lipoproteína OprI e a sua apresentação, na forma nativa, ao nível da membrana externa de E. coli, após indução com IPTG. Lipoproteínas de fusão, de natureza e tamanhos diversos, foram construídas através deste sistema e utilizadas com sucesso para a indução de anticorpos em modelo animal, sem a necessidade de utilização de adjuvante, uma vez que a sua porção lipídica desempenharia esse papel. Devido às suas características, o sistema de clonagem pVUB foi então designado por sistema de expressão “transportador-adjuvante”. Assim, foram expressados neste modelo um fragmento do gene da proteína da cápside VP72 do vírus da peste suína africana (VPSA), o gene da glicoproteína gp63 de Leishmania major e ainda um pequeno epitopo de 16 aminoácidos da região pré-S2b do genoma do vírus da hepatite B (Cornelis et al., 1996), com óptimos resultados em termos de resposta imune humoral dos animais inoculados. Por fim, provou-se ainda que este sistema possibilita a tomada do exterior, o processamento e a apresentação de determinantes antigénicos a células T, por parte de células apresentadoras de antigénios (APC, do inglês antigen presenting cells), o que sugeriu que as proteínas de fusão baseadas em OprI poderiam ser utilizadas também para a indução de respostas imunes de tipo celular. Mais tarde, esta hipótese foi comprovada em trabalhos de imunização em modelo animal realizados com determinantes antigénicos do VPSA (Leitão et al., 1998, 2000) e de Leishmania major (Cote-Sierra et al., 2002), na forma de proteínas de fusão com OprI. Neste último trabalho, provou-se inequivocamente que a porção lipídica de OprI potencia a indução de uma resposta imune de tipo Th1 de longa duração, evidenciada pela produção de IFN-( e de IgG2a, o que não ocorre quando se utiliza a proteína de fusão, sem porção lipídica. Estas capacidades adjuvante e imunomoduladora da lipoproteína parecem estar fortemente dependentes da produção prévia de TNF-(. Deste modo, estes dados indicam que esta lipoproteína bacteriana constitui um adjuvante apropriado a incluir em preparados vacinais contra doenças infecciosas para as quais as respostas imunes de tipo Th1 podem constituir importantes factores de protecção, como é o caso da infecção pelo VIH. Entretanto, uma segunda geração de vectores de expressão “transportador-adjuvante” foi construída, entre os quais pVUB3 (Cote-Sierra et al., 1998), com o qual se obteve a sobre-expressão do repressor mutante LacIq’(341). A principal vantagem deste novo vector em relação aos anteriores é que se consegue um controlo mais rigoroso da expressão das proteínas de fusão recombinantes após a indução com IPTG e, consequentemente, um aumento da viabilidade do hospedeiro bacteriano. Este facto permite, por sua vez, a utilização do novo vector pVUB3 noutras espécies bacterianas Gram-negativas, para além de E. coli (e.g. Salmonella typhimurium), o que abre a possibilidade de utilização de estirpes atenuadas destas bactérias como vectores vivos para a administração oral de vacinas subunitárias baseadas em proteínas de fusão com a lipoproteína OprI de P. aeruginosa.


Uma das inúmeras abordagens experimentais utilizadas recentemente na área de investigação e desenvolvimento de uma vacina contra o VIH é baseada na administração de lipopéptidos como agentes imunizantes. Há já algum tempo que foi reconhecido que lipopéptidos sintéticos, análogos de lipoproteínas bacterianas, ligados covalentemente a antigénios específicos, eram capazes de induzir, em modelo animal, respostas imunes humorais potentes (Hoffmann et al., 1990; Loleit et al., 1990), funcionando, simultaneamente, como adjuvante (Martinon et al., 1992). Mais tarde, provou-se que a porção lipídica dos lipopéptidos permitia a sua internalização por APC, nomeadamente células dendríticas e macrófagos, e consequente apresentação antigénica às células T (Rouaix et al., 1994), o que seria suficiente para a indução de respostas imunes celulares anti-VIH por parte dos linfocitos T CD4+ e CD8+. Estas respostas vieram a ser detectadas em várias experiências de imunização com lipopéptidos em modelo animal e também em voluntários humanos (Sauzet et al., 1995; Deprez et al., 1996; Loleit et al., 1996). Por outro lado, também a componente humoral da resposta à imunização com lipopéptidos foi estudada mais aprofundadamente, sobretudo no que se refere à produção de anticorpos neutralizantes. Aparentemente, esta produção é fortemente influenciada, não só pela natureza das moléculas utilizadas como imunogénios, mas também, pelo próprio protocolo de imunização (Shimizu et al., 1996; Sauzet et al., 1998). Uma vacina experimental constituída por uma mistura de 6 lipopéptidos diferentes, compostos cada um 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 profusamente estudada nos últimos anos, tendo dado resultados encorajadores em termos de resposta imune (Klinguer et al., 1999; Gahéry-Ségard et al., 2000; Pialoux et al., 2001). Recentemente, provou-se ainda 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). Este facto é particularmente relevante, dada a importância da apresentação antigénica no desencadeamento de uma resposta imune adaptativa específica contra o vírus. Por outro lado, é também há muito conhecida a capacidade das lipoproteínas bacterianas estimularem uma reposta imune inata, estando esta propriedade dependente do reconhecimento da sua componente lipídica por parte de determinadas células do sistema imune do hospedeiro, como por exemplo, as células dendríticas (Erdile et al., 1993).

A resposta imune inata é uma resposta não específica, desencadeada, em condições normais, imediatamente após o contacto com o agente patogénico e que depende do reconhecimento dos padrões moleculares característicos das suas biomoléculas por parte de receptores proteicos presentes em vários tipos de células, incluindo, entre outras, neutrófilos, macrófagos, células dendríticas, células endoteliais e células epiteliais das mucosas. Esses receptores proteicos, os TLR (do inglês Toll-like receptors), constituem, na espécie humana, uma família de dez proteínas transmembranares (TLR1-10), identificada com base na elevada homologia com a proteína bifuncional Toll de Drosophila melanogaster (Taguchi et al., 1996; Medzhitov et al., 1997). Reconhecendo estruturas moleculares características dos microorganismos patogénicos (e.g. lipoproteínas, lipopolissacáridos, peptidoglicano e flagelinas de origem bacteriana, proteínas de cápside virais, ARN viral de cadeia dupla, ADN bacteriano não metilado), os TLR activam uma série de cascatas intracelulares de transdução de sinal que, via factor de transcrição NF-(B, são, em última instância, responsáveis pelo aparecimento dos fenómenos característicos da resposta imune inata. Entre estes, conta-se a fagocitose de bactérias patogénicas por células de origem mielóide e um conjunto de fenómenos relacionados com uma resposta inflamatória local e, por vezes, sistémica. Por outro lado, as células intervenientes nesta resposta não específica iniciam também a produção de diversas citocinas pró-inflamatórias (TNF, IL-1, IL-12), quimiocinas e outras moléculas efectoras (e.g. (-defensina 2), que desencadeiam, por sua vez, o início de uma resposta imune adaptativa específica contra o microorganismo invasor (revisto por Beutler, 2003; Heine e Lien, 2003). A capacidade das lipoproteínas bacterianas, e dos lipopéptidos, em geral, estimularem a produção de IL-12 parece estar na base da indução, por essas moléculas, de uma resposta imune celular de tipo Th1 (Trinchieri, 1995). Em conclusão, parece justificar-se, deste modo, a utilização de lipopéptidos/lipoproteínas como imunogénios, dada a sua capacidade de, via TLR, desencadearem uma forte resposta imune inata e, subsequentemente, induzirem a activação de clones celulares T e B específicos para o agente patogénico em causa.
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