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Resumo: As pesquisas para se encontrar uma vacina contra o HIV ja duram mais de vinte e cinco
anos. Até o momento, nenhum resultado satisfatério foi encontrado. Vacinas promissoras falharam,
causando consternacdo na comunidade cientifica. Talvez algumas respostas e modelos para essa
vacina possam ser encontrados nao apenas nos simios usualmente utilizados, mas na pesquisa
veterinaria. Essa revisdo pretende abordar as falhas e sucessos conseguidos em outros mamiferos e

relacionar os dados com as pesquisas recentes da vacina contra o HIV.
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Abstract: The researchs to find a vaccine against HIV began more than twenty-five years ago. To
date, no satisfactory result was found. Promising vaccines failed, causing consternation in the
scientific community. Maybe some answers and models for this vaccine can be found not only in
simians usually used, but in veterinary research. This review aims to address the failures and
successes achieved in other mammals and connect the data with recent research on the vaccine

against HIV.
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Introducéao

Os males advindos de microrganismos
atingem qualquer espécie viva. Admite-se que
existe pelo menos um virus para cada espécie
no planeta, podendo esse ser causador de
alguma enfermidade ou simplesmente um
agente replicante que faz uma passagem rapida
e furtiva pelo organismo. Infelizmente, ¢é
natural que existam alguns hoéspedes que
causem incébmodo e um grupo desses, 0s
Retrovirus, sdo seres mais que inoportunos que
perturbam a vida de diversas espécies a
comecar pelos humanos e seguindo pelos
simios, felinos e equinos. A familia Retroviridae
segue como um mal que, com agentes que
distribuidos entre vérias espécies, dita um
desafio para a sobrevivéncia e para a ciéncia.

Dentre as doencas retrovirais, a AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) esta
entre os grandes desafios. J4 se alcanca a
terceira década desde o inicio da epidemia em
que 65 milhdes de pessoas foram infectadas.
Catorze mil novas infeccbes  ocorrem
diariamente em todo o mundo, 12 mil dessas
em pessoas entre 15 e 49 anos (FAUCI, 2006).

O causador dessa terrivel pandemia é o
HIV  (virus da imunodeficiéncia humana).
Diversos esforcos ja foram despendidos na
tentativa de deté-lo, seja no estagio de infeccéo
ou para diminuir os graves efeitos por ele
causados. A tentativa de diminuir os danos
gerados pelo HIV-1 (o principal agente entre os
dois tipos de grupos de virus causadores da
AIDS) tem encontrado grande sucesso. Agentes
antiretrovirais podem minimizar a replicacdo
viral ao serem administrados em uma terapia
antiretroviral altamente ativa (HAART; highly
active antiretroviral therapy). Geralmente séo

administradas de trés a quatro drogas de pelo

menos duas classes diferentes capazes de inibir
varias etapas da replicacdo viral (ADAMSOM &
FREED, 2008). Essas sado boas novas que
permitiram melhorar a qualidade de vida dos
infectados, no entanto ndo atendem o principal
anseio da humanidade, uma cura ou, se livrar
desse mal ao impedir a infeccao.

A melhor resposta para o virus seria
uma vacina. Trabalhar com a cura de um
agente como esse, um retrovirus capaz de se
integrar o genoma do hospedeiro, ainda ndo se
encontra nos prospectos da ciéncia, mas a
vacina é um sonho a ser alcancado e cujos
esforcos continuam em diversas pesquisas. Os
resultados até o momento estdo mais ligados a
novas descobertas do que a sucessos. O
recente fracasso da vacina da Merck gerou
consternacdo no meio cientifico. A empresa foi
obrigada a interromper testes clinicos de alta
escala em humanos ao descobrir que os
peptideos gerados pelo adenovirus utilizado
como vetor ndo s6 ndo protegiam contra a
infeccéo, mas também aumentavam a
suscetibilidade das células a entrada do HIV-1.
O pessimismo gerado por esses resultados foi
tamanho que no editorial da revista Nature a
principal chamada foi Don”t Stop Me Now (N&o
me Pare Agora) (NATURE, 2008).

As pesquisas realmente ndo podem
parar. Dai a necessidade de se observar nao
apenas o HIV-1, mas procurar pelas respostas
que a familia Retroviridae pode conceder. A
partir de trabalhos realizados com retrovirus de
outras espécies, a replicacdo do virus e os
métodos de escape do sistema imune e
incubacdo podem ser compreendidos. Novas
vacinas podem ser testadas com maior
liberdade e sem as pesadas restricbes ao se

trabalhar com humanos.
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Essa revisado busca tratar justamente dos
avancos conseguidos na area veterinaria, a
fonte de muitas respostas para o entendimento
da virologia humana. Talvez as melhores

respostas se encontrem em agente que

debilitam espécies que estejam
filogeneticamente proximas da humanidade
(como os simios) ou que estejam tdo préximos
fisicamente (como equinos e felinos). Como
metodologia, pretende-se uma breve
explanagdo sobre os virus sobre o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), virus da anemia
infecciosa equina (EIAV) e dois virus
pertencentes ao grupo dos Lentivirus dos
Pequenos Ruminantes (SRLV) conhecidos como
virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) e
virus maedi-visna (MVV), seguidos por algumas
das pesquisas mais recentes sobre o assunto.

O virus da imunodeficiéncia simia (SIV)
nao sera abordado, mas apenas citado. Apesar
de ser in6cuo para macacos africanos, quando
aplicados em macacos rhesus geram uma
infeccdo similar ao do HIV-1. Um virus hibrido
(SHIV) com o SIV completo expressando o
envelope do virus da AIDS, é utilizado em
outros modelos animais. Para uma revisdo
detalhada desses, atentar para os trabalhos de

Ambrose et al. (2007) e Hu (2005).

Tipos de vacinas

As vacinas abordadas nesse trabalho
serdo divididas em quatro tipos. A primeira
delas, vacinas inativadas, geralmente lida
com o virus completo inativado por formalina
ou calor com resposta imune principalmente
humoral. Geralmente ndo geram uma resposta
potente por parte dos linfocitos T citotoxicos
(CTL) do

complexo maior de

histocompatibilidade de classe I (MHC-I). Essa
seria necessaria para a eliminacdo total das
células infectadas pelos lentivirus. Existe ainda
o fato de ndo serem efetivas contra variantes
virais (ISSEL et al., 1992).

As vacinas com subunidades
trabalham com particulas do virus expressas
por diversos mecanismos. Porcdes
imunogénicas de Env ou Gag sdo as mais
utilizadas. Vacinas contendo peptideos
sintéticos com epitopos mdultiplos para linfécitos
Th, células B e CTL podem gerar respostas
protetoras contra microrganismos (ANN &
WHITTON, 1997). A

peptideos em peptideos é

estratégia de ligar
superior a de
simplesmente se usar conjugados de proteinas
portadoras devido ao fenbmeno da supressao
epitopo-especifica. A mesma ocorre quando
existe uma imunidade preexistente ou resposta
imundominante a proteina portadora, o que
previne a inducdo de anticorpos contra o
peptideo sintético conjugado (KYDD et al.,
1994).

Vacinas de DNA oferecem muitos dos
beneficios de vacinas vivas sem 0s riscos
inerentes como reversdo da viruléncia. Também
podem ser utilizadas em neonatos por néo
sofrerem interferéncia dos anticorpos maternais
(MEALEY et al., 2007). No topico de vacinas de
DNA serdo abordados também as vacinas que
outros virus,

utilizem vetores, geralmente

in6cuos, carreando proteinas heterdlogas
capazes de gerar a resposta imune.
lidam com o

As vacinas vivas

microorganismo ainda ativo, porém atenuado
por mutacdes apés adaptacdo a células de
linhagem ou delecéo de fatores de viruléncia ou
mecanismos de regulacdo da replicacdo. Sao

eficientes em estimular resposta imune celular,
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mas tém a desvantagem de poderem resultar
em reversao da viruléncia seja por mutacdes ou
por recombinacdo com virus infectante. Ainda
podem gerar uma infeccdo persistente no
organismo, que pode ser perigosa a longo
prazo. Deve-se ainda lidar com cuidado com o
nivel da atenuacdo que pode acarretar em
diminuicdo da eficacia da vacina (HOFMAN et
al., 2003).

A Familia Retroviridae

Os retrovirus sdo virus RNA capazes de

realizar a transcricdo reversa desse acido

nucléico e integrar seu genoma ao do

hospedeiro. Dentre as divisdbes da familia
Retroviridae, esta o género Lentivirus que inclui
0 agente causador da AIDS, o HIV e outros
como o virus da imunodeficiéncia simia (SIV) o
virus da anemia infecciosa equina (EIAV) e o
virus da imunodeficiéncia felina. Como regra,
todos sdo compostos de duas fitas Unicas de
RNA e enzimas néo-estruturais como a
transcriptase reversa e integrase dentro de um
capsideo protéico que, por sua vez, se encontra
envolto em um envelope lipoprotéico.

0] genoma  dos retrovirus  esta
organizado em trés regibes principais. Gag
(group specific antigen) codifica as proteinas
estruturais internas. Pol (polymerase) contém
as ORFs (open reading frames ou janelas
abertas de leitura) das enzimas virais como
transcriptase reversa, protease, integrase e
RNAse H. Env (envelope) constitui a regido
responsavel pela codificacdo das glicoproteinas
do envelope (CARTER & SAUNDER, 2007).

Um dos passos fundamentais da infeccao
pelos retrovirus é a integracdo do genoma ao

DNA do hospedeiro. Apds a adesdao a membrana

celular e penetracdo, a transcriptase reversa
encarrega-se de polimerizar uma molécula de
DNA utilizando como molde o genoma RNA viral
e como iniciadores um par de RNA
transportadores presentes no capsideo viral e
derivados de uma infeccdo prévia. A partir dai,
a replicacdo tem-se inicio utilizando-se o pro-
virus (DNA viral integrado) como molde para a

codificacdo das proteinas.

Pesquisas Recentes em Modelos Animais

Anemia Infecciosa Equina (AIE)

O virus da anemia infecciosa eqlina é
um lentivirus com tropismo por macrofagos.
Causa uma infeccdo persistente em eqlinos e
esta distribuido mundialmente. Associa-se com
sintomas como febre, anemia, trombocitopenia,
1994).

semelhancas genéticas com o HIV-1, tem um

edema (Sellin et al., Apesar das

percurso unico da enfermidade em na Ordem.

Enquanto humanos e outros animais

acometidos por lentivirus tendem a uma doenca

degenerativa e progressiva ou a
imunossupressdo, o0s eqlUinos acometidos
caracterizam-se por ciclos recorrentes e

dindmicos dos sintomas durante o primeiro ano
da infeccdo. Cada um desses ciclos esta
associado a emergéncia de novas variantes
virais com caracteristicas diferentes da
populacéao anterior (HAMMOND et al., 2000).
Esse estado crdnico dura entre seis e
doze meses ap6s a infeccdo, apés o que o
animal passa para um estado inaparente em
que nao se demonstra sinais clinicos
(HAMMOND et al., 1997). E interessante notar

que o animal ndo adquire esse estado por
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eliminacao total do virus, mas sim pelo controle
imunoldgico da replicagdo do mesmo. Os niveis
de virus infectantes no plasma diminuem
somente devido a intervencédo por uma resposta
imune especifica ao EIAV mediada tanto por
humorais celulares do

fatores quanto

hospedeiro. Os portadores inaparentes séo
altamente resistentes a exposi¢cao adicional por
cepas altamente virulentas, o que sugere que a
resposta imune nao apenas controla a infeccdo
existente,

imunidade profilatica (TAGMYER et al., 2007).

mas garante um alto nivel de

Somados esses fatores, o EIAV demonstra-se
como um 6timo modelo para o estudo do HIV-
1, sem contar o fato 6bvio de que uma vacina
para esse lentivirus auxiliaria muito nos
programas de erradicacdo da anemia infecciosa
equina que quase sempre necessitam do

sacrificio dos animais infectados.

Vacina Inativada

A eficacia de vacinas inativadas
contendo o virion completo do EIAV foi testada
Nenhum deles

em alguns experimentos.

apresentou um resultado satisfatéorio. O
primeiro foi realizado com a inativacao do virus
por formalina e adicdo de subunidades de
glicoproteinas do envelope. A vacinacdo néo
impediu a infeccdo por uma estirpe heteréloga
do EIAV. Ao se inocular unicamente as
subunidades, houve um aumento da viruléncia
(ISSEL et al., 1992).

virus

Uma outra tentativa com o

completo inativado foi elaborado
posteriormente, agora com a intencdo de se
ligar os virions a particulas de 6xido de ferro.
Pretendeu-se avaliar a capacidade de essa

preparacdo antigénica com multicomponentes

particulados ser processada e apresentada
pelas células fagocitarias para reconhecimento
dos CTL. A vacinacdo ndo foi suficiente para
gerar uma protecdo eficiente ou imunidade
estéril quando os animais foram expostos ao
virus, apesar de ter havido uma reducdo da
carga viral no plasma e atraso no aparecimento
dos sintomas clinicos. O estudo gerou
resultados interessantes ao demonstrar que a
efetiva de contra

producao anticorpos

glicoproteinas do envelope dos lentivirus
depende dos meios qualitativos em que o
antigeno é apresentando ao braco humoral do

sistema imune (HAMMOND et al., 1999).

Vacina com Subunidades

foram imunizados com

gp90

Pbneis
subunidades de expressadas em
baculovirus e em seguida desafiados um uma
estirpe virulenta do EIAV. Os resultados foram
bastante peculiares. Houve tanto a inexisténcia
de doenca clinica quanto o severo aumento dos
sintomas. O RNA viral foi encontrado no plasma
de todos os animais testados (RAABE et al.,
1998).

Lonning et al. (1999a) procuraram por
epitopos nas proteinas p26 e pl5 com a

intencdo de encontrar alvos que gerassem

resposta celular e fossem suficientemente
conservados para serem utilizados como
vacinas. As mesmas possuiam regides

homodlogas com as de outros lentivirus contra
essas outras infecgbes, 0 que poderia ajudar a
entender o processo de protecdo. A maioria
desses foi encontrada na p26, mas epitopos
multiplos para linfécitos Th foram encontrados

em pl15.
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Um peptideo sintético da proteina 26
também foi utilizado em conjunto com uma das
glicoproteinas do envelope, gp45, para se
verificar as respostas humoral e celular, tendo
como base as regifes altamente conversadas
(aminoacidos 523 a 547 em gp45 e 318 a 346
em p26). Foi feita a inoculagdo em animais
portadores e todos geraram anticorpos. Houve
proliferacdo de linfécitos em 80% dos animais
em resposta a pelo menos um peptideo
(SOUTULLO et al., 2005).

semelhante foi realizado pelo mesmo grupo,

Experimento

agora sintetizando peptideos para gp90 e gp45,
no entanto medindo aqui o perfil de citocinas
através da quantificacdo do mRNA. Todos os
animais responderam a sequéncia de
aminoacidos da primeira glicoproteina, mas
apenas 60% apresentaram modificacdo no
perfil em relacdo a segunda (BAILAT et al.,
2008).
Epitopos para CTL sdo geralmente
compostos de 8 a 12 aminoacidos gerado no
interior do citoplasma apo6s clivagem de
sequUéncias maiores na via de processamento
do MCH de classe I. Residuos que flanqueiam
essa area e moadificagbes quimicas como

glicosilagdo e adicdo de lipideos podem
modificar a acdo da protease que gerara essas
sequéncias curtas (MICHELETTI et al., 2000).
Esse entendimento levou a um teste com uma
lipoproteina ligada a um peptideo sintético
derivado de p26 ou de gp90 e ainda a um
peptideo antigénico multiplo (MAP). Ao se
comparar as respostas in vitro com os epitopos
livres, particulas virais ou lipopetideo sem MAP,
percebeu-se que todos geravam estimulo de
CTL igual ou

inferior. Os resultados

demonstraram também que as respostas

dependiam do haplétipo de MCH I, o que indica

uma restricdo da utilizagdo dos mesmos em
animais outbred (RIDGELY et al., 2002).

Esses mesmos lipopeptideos foram
usados para imunizacdo de trés cavalos com
haplétipos de MHC | especificos. Os animais
desafiados e todos

foram apresentaram

viremia, febre e trombocitopenia. Quando
comparados com os alvos nao imunizados,
sintomas

verificou-se que 0s eram

estatisticamente inferiores. A explicacdo para o
fato se deve a menor carga viral apresentada
em dois dos animais inoculados com os
lipopeptideos (RIDGELY et al., 2003).

Testes com peptideos realizados por
(2005) nao nada

Fraser et al. foram

animadores. Houve uma ampla reacédo
linfocitaria por parte dos animais inoculados,
demonstrando que o MHC de classe Il desses
animais era capaz de apresentar as seqiUéncias
em teste. Os animais foram desafiados e

descobriu-se que, apesar das respostas a
peptideos (nesse trabalho derivados dos genes
Gag e Pol) e de resposta CTL duas semanas
apdés a inoculagdo dos virus, nao houve
protecdo significativa. Os autores relatam a
induzir uma

dificuldade de se imunizacédo

consistente, mesmo quando se controla
diversas variaveis como o0s peptideos e os

haplétipos do MHC classe | e classe I1.

Vacinas com DNA Recombinante

As tentativas de se desenvolver uma
vacina de DNA para o EIAV primeiro usaram as
glicoproteinas do envelope, devido a sua
capacidade de gerar uma resposta imune
maior. Um plasmideo de baixo ndmero de
contendo Env,

copias um promotor de

citomegalovirus e um sinal de poliadenilacdo do
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hormdnio de crescimento bovino. Uma baixa
producdo de gp90 foi detectada, mas também
de dois polipeptideos com 29 e 20 kDa,
provavelmente Rev, responsavel por se ligar ao
mMRNA viral ndo processado e exporta-lo para o
citoplasma. Julgando que o0 processamento
alternativo durante a expressdo de Env fosse
responsavel essa producdo indesejada e a
mesma diminuisse a expressao de gp90,
inseriu-se uma mutacdo para se evitar o
problema. Ainda sim, ndo houve um aumento
significativo da expressdo. A imunogenicidade
foi pobre com pouca resposta humoral em
camundongos. O  experimentou permitiu
entender que Env provavelmente ndo seria uma
boa opc¢do para uma vacina de DNA (ZHOU et
al., 2002).
Outro trabalho lidou com genes
diferentes. Um plasmideo codificante para as
proteinas Gag pl5 e p26 foi sintetizado com
cédons otimizados para maior imunogenicidade
em cavalos. A inoculacdo desse plasmido foi
acompanhada de um outro codificante para
interleucina 12 com a intencdo de exacerbar a
resposta imune. O teste in vivo foi realizado em
potros neonatais (o0 experimento também
avaliava uma vacina de DNA para Rhodococcus
equi, importante causador de enfermidades em
cavalos jovens) e em cavalos adultos. Nesses
ultimos, houve a inducdo de anticorpos
especificos e proliferacdo de linfocitos, mas néo
de CTL sem que a presenca da interleucina
alterasse os resultados. Os filhotes tiveram uma
resposta fraca. Percebeu-se também que a rota
de administracdo e a dose eram variaveis
importantes. A via intramuscular provou-se
mais eficiente do que intradérmica, além de se
notar, mais por teste cientifico do que por

sugestao de rota de administracdo, a eficiéncia

da aplicacdo
2007).

Ainda que néo seja uma vacina de DNA e

intratraqueal (MEALEY et al.,

tenha obtido resposta tdo pouco animadoras
quanto os citados anteriormente, um outro
experimento merece ser mencionado pela
peculiaridade do vetor. Lonning et al. (1999b)
retroviral contendo

utilizaram um  vetor

promotores de citomegalovirus, virus simio
SV40 e virus do sarcoma murino de Moloney
(para expressao de Gag/Pr e gp90) e Env do
virus da leucemia do gibao para internalizacao.
Apesar da reposta in vitro, somente um dos
cinco animais inoculados via intramuscular
geraram uma resposta com CTL especificos

para EIAV.

Vacina Viva

Vacinas vivas atenuadas sdo um campo
de estudo continuo para o combate a AIE. O
primeiro relato de funcionamento de uma
dessas é da China onde se utilizou um virus
vivo para o controle da enfermidade durante a
década de 80 do século XX. O processo de
atenuacao foi realizado em trés estagios.

Primeiramente foram feitas dezesseis
passagens em cavalos para se obter uma
estirpe patogénica, apds o0 que se inoculou
sucessivamente 133 jumentos. O resultado
desse segundo processo foi uma estirpe mais
virulenta que foi logo submetida a sucessivas
passagens em cultivo in vitro de macr6fagos de
asininos de onde surgiu o virus atenuado que
seria utilizado denominado DLV. Os testes
clinicos em 500 cavalos e jumentos
demonstraram a estabilidade da vacina visto
nao se percebeu a reversdo da viruléncia. Como

vantagens citadas, tem-se a inexisténcia de
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reacdes adversas sistémicas ou locais e ainda a
resisténcia a desafios com EIAV homodlogos e
heterélogos (SHEN et al., 1979).

A vacinacao de animais foi interrompida
na China apds ser declarado o controle da
enfermidade. Apoés isso, poucos trabalhos foram
realizados para se compreender o motivo da
atenuacdo da estirpe. Publicacbes recentes
comecaram a elucidar as perguntas sobre o
DLV. Percebeu-se que clones do virus
tornavam-se mais Vvirulentos apés algumas
poucas mutacdes criticas em gag e em env.
Trés dessas levariam a substituicdo de
aminoacidos em pl5 e em p9, 0 que estaria
associado a replicagdo viral. Outras quatro
mutacBes ndo sinbnimas em gp90 levariam a
perda de sitios de glicosilacdo importantes para
diminuir a disponibilidade de epitopos para o
MHC (SHEN et al., 2006). Outro estudo relata o
inicio do entendimento dos mecanismos de
protecdo imunolégica. Cavalos vacinados com
DLV foram desafiados com uma estirpe
homodloga. Resultados indicaram o aumento da
producdo de citocinas, a diminuicdo dos niveis
de interferon & e interleucina 12 e, trés meses
apos o desafio, altos niveis de interleucina 2.
Nos controles negativos, 0s niveis de citocinas
nao se sustentaram ou flutuaram (ZHANG et
al., 2007).

A producdo de uma vacina norte-
americana é mais recente. O desenvolvimento
de um pro-virus atenuado denominado
EIAVKAS2 se deu a partir da inativacdo do
gene acessério S2 o0 que gera regulacdo
negativa da replicacdo in vivo sem alterar o
crescimento in vitro. Imunizacdo com essa
estirpe permite a maturacdo do sistema imune
em seis meses. O desafio com cepa padrdo PV
eficiéncia da

demonstrou a resposta

imunoldgica visto que o virus ndo foi detectado
2003).

posteriores correlacionaram a importancia da

no plasma (LI et al., Publicacdes
maturacdo do sistema imune com a eficiéncia

da vacina. Uma protecdo eficiente foi

estabelecida somente seis meses apdés a
inoculacdo. O nivel de atenuagdo do virus e sua
replicacdo também estariam relacionados.
Testes com estirpes mais atenuadas deram
origem a respostas relativamente imaturas
nesse mesmo periodo (CRAIGO et al., 2005).

norte-

Os estudos com a vacina

americana ndo pararam nesse ponto.

Resultados  posteriores demonstraram a
importancia de estudos aprofundados dos virus
atenuados e os reais efeitos de sua inoculacdo
no sistema imune. Com o objetivo de
determinar se a vacinagdo realmente prevenia a
infeccdo persistente ap6s o desafio, foi
empregado um método de imunossupressao de
doze animais com dexametasona por 14 dias.
Resultados anteriores a esse experimento
demonstraram que o virus do desafio ndo era
encontrado no plasma ao se verificar sua
presenca por RT-PCR em tempo real. No
entanto, cinco dos cavalos imunossuprimidos
apresentaram apenas esse Uultimo virus no
plasma e um sexto era portador também da
estirpe vacinal. Encontrou-se somente 0 virus
derivado da vacinacdo dos udltimos seis animais,
sugerindo-se um total de protecdo de 50%. Os
autores consideraram, ainda sim, um sucesso
relativo na imunizagdo. Esse foi um dos poucos
experimentos em que além de se evitar os
sintomas clinicos, a vacinacdo impediu o
estabelecimento da infecgcdo persistente. Uma
preocupacao gerada foi a replicagdo do EIAV

vacinal nos cavalos, 0 que sugere que 0 mesmo
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poderia causar a enfermidade em animais
imunossuprimidos (CRAIGO et al., 2007a).

A mesma vacina foi utilizada como base
para um experimento fundamental para a
associacao das mutacdes do virus e o escape do
sistema imune. Animais vacinados foi
desafiados com estirpes virais com variacdes
progressivamente maiores. Percebeu-se que
tdo pouco quanto 6% de diversidade de
aminoacidos reduz em 25% a protecdo contra
AIE. Se a divergéncia do ENV alcancar 13%, a
protecdo cai em 50%. Tracando-se um relacédo
linear, os pesquisadores concluiram que se o
virus infectante divergisse em 23% da amostra
vacinal, nenhum dos animais teria defesa

contra a enfermidade (CRAIGO et al., 2007b)

Imunodeficiéncia Felina

O FIV é o \virus causador da
imunodeficiéncia felina (FI), uma enfermidade
relacionada com sintomas como
linfoadenopatia, febre, leucopenia, gengivite,
conjuntivite e diarréia em felinos. O virus foi
primeiramente isolado nos Estados Unidos em
1987 (PEDERSEN et al., 1987). Caracterizado
como um lentivirus, tem um genoma similar ao
do HIV-1, com apenas algumas diferencas. Uma
delas é o fato de codificar a pirofosfatase
deoxiuridina na regido Pol, uma enzima
responsavel pela diminuicdo dos niveis celulares
de dUTP, cuja presenca pode provocar sua
incorporacdo no cDNA viral. Essa atividade
permite que o FIV infecte células que ndo estdo
em divisdo como os macrofagos e é susbtituida
no HIV-1 pela Vpr (LERNER et al., 1995). Os
receptores utilizados pelo virus felino também o
diferenciam do lentivirus humano. O receptor

primario do FIV é o CD134 e o co-receptor é o

CXCR4, responsavel por se ligar a quimiocinas.
O HIV-1 utiliza CD como receptor primario e
CCR5 e CXCR4 como co-receptores (WILLET et
al., 1997).

O virus esta dividido em cinco subtipos,
denominados de A, B, C, D e E. O primeiro
subtipo é encontrado nos Estados Unidos,
Austrélia e Europa. O subtipo B esta presente
no Japao, Brasil, Estados Unidos e Europa. O
virus do tipo C é encontrado no Canada e na
Europa. No Japao também foram detectados os
subtipos D e E, sendo esse ultimo também
relatado na Argentina. As taxas de prevaléncia
variam de 2,5% até 44% (LARA et al., 2007). A

principal via de transmissdo do FIV é a
mordida, quando o virus ou o virus associado a
células é inoculado pela saliva de um animal
infectado. Tais caracteristicas associam a
doenca a animais de vida livre que lutam por
territério (NATOLI et al., 2005). Um pico de
viremia ocorre de oito a doze semanas apos a
infeccdo, periodo no qual o felino pode
apresentar sintomas de moderados a leves
como anorexia, pirexia, anorexia e
linfoadenopatia generalizada. A infeccdo se
propaga por orgaos linféides. A resposta imune
demora semanas para ocorrer, quando entdo o
aumento de linfécitos T CD8+ correlaciona-se
com a diminuicdo da viremia. Os sintomas
clinicos desaparecem por tempo indeterminado
(algumas vezes por muitos anos). Nesse
periodo ocorre um declinio progressivo da
funcdo imune em que chama a atencdo a
diminuicdo de linféctios T CD4+ (BUKHARD &

DEAN, 2003).

Vacina Inativada
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As vacinas inativadas foram aquelas que
apresentaram o0s melhores resultados para
protecdo contra o FIV. Elas partem de dois
principios, a utilizacdo do virus inteiro inativado
(VIl) ou células infectadas com o virus inteiro
inativado (CIVII). Os primeiros testes indicaram
que ambos os tipos elaboravam uma protecédo
substancial quando animais eram desafiados
com estirpes homélogas do FIV. Foram
realizados entre quatro e seis imunizacdes ao
longo de cinco meses. A VIl utilizada no
experimento protegeu seis de nove animais,
enquanto a CIVII conferiu imunidade a cinco
em seis animais quando desafiados. O teste
falhou, no entanto, quando a dosagem foi
(YAMAMOTO et al.,, 1991).

semelhante foi realizado

aumentada
Experimento
posteriormente, agora também com um virus
heter6logo. Nesse, 90% dos animais foram
considerados imunizados apds o0 desafio
(YAMAMOTO et al., 1993).

A tentativa de se melhorar a vacina
contra FIV continuou com a idéia de se utilizar
dois subtipos no processo de imunizacdo.
Foram escolhidos os clados A e D. A mistura
desses dois subtipos foi comparada com uma
vacina com apenas um subtipo. A primeira
obteve um maior grau de imunizacéo,
principalmente quando comparada a protecédo
contra um virus derivado de sistema in vivo (PU
et al., 2001). Os testes seguintes foram feitos
em um experimento que simularia as condicdes
em campo. Gatos livres de patégenos
especificos foram mantidos em uma sala.
Divididos em grupos, haviam felinos desafiados
com subtipo B, vacinados e n&o vacinados.
Sendo monitorados por técnicas de ELISA e
Nested PCR por um ano, percebeu-se que

nenhum dos animais imunizados desenvolveu a

enfermidade, enquanto metade dos felinos néo
vacinados foram infectados. Essa vacina esta
disponivel comercialmente nos EUA (KUSUHARA
et al., 2005). Apesar desses resultados, a
vacina ainda ndo induz uma protecao estéril
(DUNHAM et al., 2004).

Os avancos em VIl e CIVII ndo se deram
somente no estudo da imunizagdo, mas
também na producdo das mesmas, permitindo
sua comercializagéo. A utilizacao de
biorreatores e meios sintéticos facilitaram a
transposicdo dos experimentos para serem
produzidas em escala industrial e ainda com
processos minimos de purificagdo (KALLEL et
al., 2003). Estudos com adjuvantes trabalham
com citocinas de linfécitos T auxiliares e
estimulantes de toll-like receptor (SEYA et al.,
2006).

Uma alternativa interessante foi a de
utilizar células dentriticas carregadas com um
virus inativado. Supunha-se que devido ao
importante papel dessas na resposta imune,
essas atuariam como adjuvantes vivos no
processo de vacinacdo. Os animais vacinados
exibiram proliferacdo das células mononuclares
do sangue periférico e anticorpos, porém foram
infectados da mesma maneira que os gatos nao

imunizados (FREER et al., 2008).

Vacinas com Subunidades

Os estudos com peptideos sintéticos ndo
sao promissores em FIV, mas como ocorreu em
outras enfermidades, permitiram o
entendimento sobre as dificuldades de se criar
uma vacina contra lentivirus. Flynn et al.
(1995) utilizaram MAPs contendo epitopos do
terceiro dominio variavel da glicoproteina do

envelope viral. Houve resposta de CTL e
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anticorpos contra os peptideos, porém nenhum
dos animais foi protegido ao serem desafiados.

Peptideos expressados em virus vaccinia
foram inoculados trés vezes em animais. As
sequéncias utilizadas pertenciam ao envelope
viral, contendo ou nao sitios de clivagem das
glicoproteinas transmembrana e de superficie
ou, ainda, uma proteina bacteriana (beta-
galactosidade) ligada ao envelope viral . Apos o
desafio, notou-se que as duas primeiras
sequUéncias geraram um aumento mais rapido
da producdo de anticorpos do que a proteina de
fusdo, sendo que essa Ultima apresentou niveis
similares aos controles. Entretanto, a vacinacao
gerou também o aumento da infectividade
(SIENBELINK et al., 1995). Na tentativa de se
determinar quais eram os fragmentos
responsaveis por esse resultado, deletou-se as
regibes hipervariaveis 3, 4 e 5 em uma nova
vacinacao. Obteve-se resultado semelhante ao
do trabalho anterior, o que indica que essas néo
sdo as Uunicas responsaveis pelo realce da
infectividade (HUISMAN et al., 2004)

Uma alternativa foi a imunizacao
alvejando linfonodos iliacos. Peptideos foram
inoculados nesses locais para posterior
utilizacdo em um desafio com virus homoélogo
via retal. Houve resposta proliferativa e
humoral que geraram algum grau de protecédo
contra ocom FIV (FINERTY et al., 2001).

H& um questionamento sobre a presenca
de Vif ou da Orf-A em vacinas. Ambas sdo
essenciais para a replicacao viral, portanto sua
delecdo permite desenvolver vacinas inativas
ou atenuadas. Ainda que expressadas em

baixos niveis, ambas sdo processadas e

reconhecidas pelo sistema imune, gerando
resposta celular nos gatos infectados por FIV.

Para estudar o efeito dessas proteinas nas

vacinas, foram feitas trés inoculacdes

diferentes, com as proteinas da Orf-A e
adjuvantes, DNA codificante das mesmas e
inoculacédo inicial com DNA (prime) e reforco
(boost) com proteinas. Os resultados indicaram
reposta imune detectavel, porém um visivel
aumento da infeccdo na fase aguda. Andlises
posteriores levaram a conclusdo que o realce da
viruléncia foi transiente, pois o declinio dos
linfécitos CD4+ foi menor nos gatos imunizados
do que nos controles. O estudo corroborou
outros trabalhos que relatavam a necessidade
de mais de uma proteina na vacinacdo, sendo
importante a presenca de proteinas acessorias
e estruturais. E preciso salientar, entretanto,
que mesmo que esses imunoégenos auxiliem na
atividade de protecdo, podem causar um
aumento transiente da infeccdo (PISTELLO et

al., 2008).

Vacinas de DNA Recombinante

Hosie et al. (1998) testaram uma vacina
de DNA para FIV construindo um pro-virus com
uma delecdo em Pol. Inocularam-na em dez
animais via intramusuclar juntamente com DNA
de interferon gamma felino. As imunizacfes
foram feitas em 0, 10 e 23 semanas gerando
resposta de CTL contra Gag e Env, porém com
auséncia de anticorpos. Apds o desafio (26
semanas pos-imunizagdo), todos o0s animais
controle se tornaram soropositivos. Quatro dos
vacinados permaneceram soronegativos e livres
da enfermidade. Mais testes demonstraram que
a presenca do DNA para interferon gerou a
melhor imunizacgao.

Outra vacina foi testada com DNA pro-
viral atenuado com a delecdo de Vif e ligado a

um plasmideo. Imunizou-se 0s animais via
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intramuscular com boost apdés 43 semanas.

Seis semanas depois de completada a

vacinacgao, desafiou-se 0s animais via

intraperitoneal. Ao contrario dos animais
controle, em que o virus foi detectado, nenhum
dos vacinados teve deteccdo do virus. As
principais respostas geradas foram de CTL
especificos para Gag e Env, além de anticorpos
anti-Env (LOCKRIDGE et al., 2000).

Um proé-virus com delecdo em Vif é uma
técnica que aparece também em um trabalho
mais recente. Uma vacina de DNA foi elaborada
com o virus defectivo co-expressando interferon
gama felino. Ela foi testada com frente a
diferentes inoculagbes que incluiram um
plasmideo com apenas o pré-virus com delecdo
de Vif ou esse ultimo e ainda um outro
plasmideo para expressdo separada do
interferon. A proliferacdo de células T foi
sempre maior na presenca de interferon, mas
em nenhum dos casos foi detectado o
aparecimento de anticorpos antivirais. Ao se
inocular de virus ativo para se avaliar a
imunizacdo, encontrou-se como resultado a
falha da vacina em proteger os animais ou
sequer reduzir a carga viral (GUPTA et al.,
2007).

Um clone de FIV teve sua replicacao
impedida com dele¢Bes na transcriptase reversa
ou na integrase para desenvolvimento de uma
vacina de DNA. Além de um desses Vvirus
defectivos, gatos foram inoculados com DNA de
interleucina 12 e/ou interleucina 18. O desafio
dos animais foi feito com duas estirpes virais,
uma de baixa viruléncia e outra de alta
viruléncia. A combinagcdo que obteve maior
protecdo foi com a delecdo da integrase e
interleucina 18 em resposta a cepa menos

virulenta. No entanto, foi detectada viremia em

todos os animais quando o virus mais infeccioso
foi utilizado no desafio, apesar de os animais
vacinados apresentarem menor carga viral e
menor queda na contagem de linfécitos T CD4+
(DUNHAM et al., 2002).

Tentativas de se mesclar a vacina de
DNA com VII foram infrutiferas. Dunham et al.
(2006) separaram trinta gatos em quatro
grupos, sendo um nao vacinado e os outros trés
imunizados com DNA, com VII e com prime-
DNA/VII. controles

boost Todos 0s

apresentaram viremia, porém um animal
vacinado com o plasmideo e um com o reforco
misto permaneceram livres de FIV. Houve um
aparente aumento da carga de RNA viral no
plasma nos animais inoculados somente com
VII. A utilizagdo de cada elemento vacinal
sozinho providenciou melhor efeito do que o
prime-boost, apesar de ndo oferecerem uma
protecdo efetiva. Os resultados indicaram que a
utilizacdo do reforco misto nado implica em
nenhum efeito significatio.

A tecnologia do DNA recombinante

permitiu utilizar vetores variados para a
vacinagdo contra FIV. Tijhaar et al. (1997a)
usaram a bactéria Salmonella typhimurium
aroA expressando a proteina Gag do FIV em
fusdo com uma proteina ligante de maltose.
Uma cepa codificando uma subunidade da
toxina do coélera foi o controle do experimento
em que gatos receberam as vacinas oralmente
ou via intraperitonial (com nova imunizacdo
nove semanas depois). Em ambos o0s casos,
houve resposta de anticorpos contra Gag,
porém os animais se tornaram infectados
perante o desafio e a carga viral ndo foi
reduzida. Essa mesma vacina (agora
expressando também parte de Env) foi testada

em comparacao com complexos



Junior, A. A. F. et al./Revista Eletronica de Farmacia Vol 6(4), 10 - 41, 2009. 22

imunoestimulantes composto de proteinas de

Gag e Env. Mesmo depois de quatro
imunizacdes, a vacina com vetor bacteriano nao
induziu resposta imune eficiente. O complexo
gerou melhores resultados com forte resposta
imune e diminuicdo da carga viral apdés o
desafio (TIJHAAR et al., 1997b). Um outro
estudo com bactérias como vetores trabalhou
com Listeria monocytogenes expressando Gag e
liberando um plasmideo contendo Env. A carga
viral foi sensivelmente controlada, todavia nao
houve uma protecdo estéril de nenhum dos
animais. Mesmo n&o se obtendo os efeitos
desejados € preciso notar que as bactérias
podem ser um vetor importante para vacinacao
ja que se replicam no citoplasma da célula do
hospedeiro e podem transferir plasmideos para

células de mamiferos (STEVENS et al., 2004).

Vacinas Vivas

O FIV esta relacionado com outros
lentivirus que infectam felinos selvagens, entre
eles um virus infectante de pumas e outro de
lebes. Ambos foram utilizados como vacinas
vivas que geraram

medidas por células (VANDEWOUDE et al.,

respostas humorais e

2003). Essa pode ser uma via interessante a
ser utilizada para vacinacdo ao notar-se que
quando o lentivirus do puma é exposto via
mucosa tem sua infeccdo controlada nado se
percebe diferencas no perfil de citocinas e na
proliferacdo de CTL durante a replicacdo do
microrganismo. O mecanismo desse controle
ainda nao foi elucidado, estando possivelmente
relacionado com a capacidade de o virus cruzar
a barreira das mucosas (TERWEE et al., 2005)..

Um dos métodos para se gerar uma

vacina atenuada para FIV foi a delegao da Orf-A

que diminui drasticamente a capacidade de

replicacdo do virus em linfécitos, mas
praticamente ndo a altera em outras células.
Nao se percebeu sinal de reversdo da viruléncia
apos 22 meses de observacdo. Trés de nove
animais vacinados foram considerados
protegidos sem apresentar sinais do virus
durante os quinze meses em que foram
analisados. Esse trabalho apresenta testes
iniciais, mas promissores de uma vacina
atenuada com resultados que podem ser
comparados a outros ja citados (PISTELLO et
al., 2005).

Outro estudo com vacinas vivas verificou
também a replicacdo dos virus atenuados. Os
trabalho continham

microrganismos desse

mutacdes aleatodrias em Env (regido
imunodominante de epitopos de células B) e
foram atenuados ao serem adaptados a
replicacdo em células de linhagem. N&o foram
encontradas diferencas na replicacdo entre os
virus atenuados com mutacdes e a estirpe
parental. A protecdo durante o desafio
demonstrou que essas vacinas podem oferecer
protecdo e a insercdo dessas variacbes
aleatorias podem ser um método importante
para melhorar a atenuagcdo das vacinas. Um
problema detectado foi a presenca de certas
reversdes e a persisténcia por até um ano, o
que aumenta o risco de retorno da viruléncia.
Como pelo menos uma dos microrganismos
utilizados no trabalho foi mais estavel, talvez
certas mutacbes possam controlar melhor essa

caracteristica (BROCHE-PIERRE et al., 2005).

Artrite-Encefalite Caprina

O lentivirus causador da artrite-

encefalite  caprina  possui um genoma
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semelhante ao do HIV-1, contendo além de
Gag, Pol e Env, genes reguladores Vif e Rev e
uma proteina semalhante a Vpr (SALTARELLI et
al., 1990). A CAEV esta

disseminada

infeccdo por
mundialmente com maior
prevaléncia em paises onde o rebanho caprino
leiteiro estd sob condi¢cdes extensivas de
producdo. As estimativas variam de 30 a 80%
de animais positivos nos EUA, Canada e
Europa, com taxas mais baixas, 0-10%, na
Africa e América do Sul (ADAMS et al., 1984).

A infeccdo é geralmente persistente e
assintomatica, mas pode gerar diversos
sintomas clinicos durante uma evolucao crbnica
que leva a perda de peso, debilidade e até
mesmo a morte do animal. Entre os principais
sinais esta a artrite em que se verifica lesdes
tipicas de processos inflamatorios e
degenerativos. Em uma forma pulmonar, tosse,
dispnéia e taquipnéia sao freqlentes. Além
disso, pode ocorrer mamite e sintomas
nervosos. A leucoencefalomielite é comum em
cabritos, enquanto a artrite e a mastite ocorre
em animais adultos (ZINK & JOHNSON, 1994).

Os animais infectados desenvolvem
respostas celulares e humorais especificas para
o CAEV. Nenhuma dessas previne a infeccdo
persistente e muito menos a capacidade de o
animal transmitir o virus durante toda a vida do
caprino (DAWNSON, 1989).

diagnoéstico mais difundido para o CAEV é a

O método de

imunodifusdo em gel de agar, considerado de

boa sensibilidade e especificidade, além

oferecer praticidade de execucdo e leitura

(HARKISS & WATT, 1990).

Vacinas Inativadas

Caprinos foram vacinados com VII em
um estudo elaborado por McGuire et al. (1986).
O desafio com estirpe virulenta do CAEV
provocou o desenvolvimento de uma infecgcao
mais grave nos animais imunizados. Todos
apresentaram artrite severa e com evolucao
mais rapida. Posteriormente, o virus foi
inoculado duas vezes mensalmente em caprinos
persistentemente infectados, o] que
desencadeou artrite aguda, algo que néo
ocorreu nos controles que receberam apenas
meio de cultura. O experimento demonstrou
que a reacdo do sistema imune frente ao CAEV
€ importante na sintomatologia da artrite-
encefalite caprina. O fato foi confirmado mais
tarde quando determinou-se que Viés na
reposta imunolégica com a producdo de 1gG2
por células T auxiliares 2 esta associada a
auséncia de inflamagfes nas juntas nos animais
nao-progressores, enquanto 1gG1 esta
associada a presenca desse sintoma nos
individuos (TRUJILLO et al.,

2004a)

progressores
Resultado semelhante foi encontrado
quando o VII foi inoculado juntamente com
adjuvantes. A soma da vacinacdo e do desafio
provocou o desenvolvimento de lesfes mais
graves sem induzir protecdo (RUSSO et al.,
1993). Apesar da forte resposta imune a
IDGA e ELISA),
anticorpos neutralizantes ndo foram detectados

(VITU et al., 1993).

vacinacdo (detectada por

Vacinas com Peptideos

A glicoproteina de superficie do CAEV,
SU ou gpl35, foi purificada e usada em
conjunto com Quil A para imunizar quatro

caprinos. O experimento ndo contou com
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nenhum desafio, mas com avaliacdo de

anticorpos contra estirpes homologas e
heterélogas do virus. Anticorpos neutralizantes
sO6 foram detectados apOs sete imunizagbes. O
soro de trés animais neutralizou um virus
independente. 0] ultimo caprino nao
desenvolveu anticorpos neutralizantes para o
CAEV heter6logo e, quando seu soro foi
misturado com o dos outros, inibiu a reacédo
prévia (KEMP et al., 2000).

A dlicoproteina 135 foi expressa em
vaccinia virus e purificada, s6 que com duas
lineares

modificacfes. Os epitopos

imunodominantes foram  mapeados com

peptideos de fusdo com trés dominios
diferentes para entdo se produzir SU-M, com
duas glicosilagbes em dois epitopos, e SU-T,
proteina truncada no aminoacido 518. Seis
caprinos foram imunizados com as duas
proteinas mutadas e SU selvagem com Quil A
como adjuvante. Reforcos foram feitos em trés,
sete e 16 semanas. Detectou-se por ELISA
anticorpos neutralizantes contra cepas
homodlogas e heterdloga nos trés tipos de
imunizados. SU-T diminuiu em até 4,6 vezes o
titulo de anticorpos enquanto SU-M aumentou
em até 2,7 vezes quando foram comparadas
com SU selvagem. Os resultados indicaram que
a glicosilacdo de epitopos lineares néo
neutralizantes, mas ndo a delecdo desses, €&
uma estratégia eficaz para melhorar a resposta
de anticorpos neutralizantes nas imunizacdes
(TRUJILLO et al., 2004b).

A resposta de diferentes haplétipos do
MHC pode ser frustrante durante o
desenvolvimento de uma vacina. Fluri et al.
(2006) imunizaram caprinos com diferentes
antecedentes

genéticos com um peptideo

contendo epitopos imunodominantes de Gag

reconhecidos por células T auxiliares e células
B. A resposta primaria a vacinacdo variou
conforme o MHC podendo ser lenta e baixa ou
rapida e alta. Os estudos com a memoria
imunolégica demonstraram maior novidade,
pois o peptideo foi capaz de superar as
diferencas genéticas e gerar uma forte resposta
nesse sentido. O aumento da Vviruléncia,
recorrente nesses casos, foi detectado e dado
como ocorrido devido ao estimulo da producédo
do fator de crescimento de colbnias macrofago-

granulécito (NECI et al., 2007).

Vacinas com DNA Recombinante

Um virus vaccinia recombinante
codificando as glicoproteinas de superficie e
transmembrana do CAEV foi incapaz de
estimular o sistema imune de caprinos para a
producdo de anticorpos neutralizantes ou
protecdo contra o desafio. Ao contrario do
semelhantes

ocorrido em experimentos

somente com peptideos, o0 aumento da
severidade das inflamacg¢des nas juntas nao foi
detectado até 24 semanas depois (CHEEVERS
et al, 1994). Quando esse vetor foi inoculado
em conjunto com um virus vaccinia
expressando interleucina 12, percebeu-se o
estimulo da producdo de interferon gama e
interleucina 4, mas ndo se alterou a resposta
para SU (CHEEVERS et al, 2000).

Dois plasmideos, um contendo Rev e Env
e outro Tat, Rev e Env, foram injetados em
caprinos para avaliagdo da resposta imune.
Ambos geraram forte resposta imune com um
viés para 1gG2. A presenca de um terceiro
elemento no segundo plasmido ndo alterou a
eficiéncia da resposta, a ndo ser quando foi

feito o reforco com SU purificada e adjuvante
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de Freund. Nesse caso, a presenca de Tat
diminuiu em até 20% a resposta, sugerindo que
a expansao de células B de memoria tenha sido
reduzida (BEYER et al., 2001). Esses mesmos
plasmideos, se inoculados com um outro
codificante para interferon gama, tém sua
resposta imunolégica suprimida (CHEEVERS et
al., 2001). Essa vacina de DNA com reforco
com SU e adjuvante incompleto de Freund
protegeu os animais em um desafio posterior,
suprimindo a artrite e a carga pro-viral nos
linfonodos, apesar de ndo ter impedido a
infeccdo de nenhum dos quatro

vacinados (CHEEVERS et al, 2003).

caprinos

Vacinas Vivas

A inoculagcdo do CAEV com delecdo do
gene regular Tat provoca infeccdo persistente
em caprinos com

resposta de anticorpos

apresentando cinética de aparecimento e
padrdo de reatividade semelhante ao do virus
selvagem. Os indices de replicacdo foram os
mesmos com a atividade de transcricdo
reversa, transcricdo e producdo viral medidas
por PCR quantitativo (HARMACHE et al., 1995).
A inoculacdo do virus deletado foi feita em
quatro animais para a comparacdao da
patogénese e protecdo frente a trés animais. Os
quatro individuos vacinados foram considerados
protegidos, sendo que dois deles tiveram o
virus detectado por RT-PCR no sitio de
inoculagdo. CAEV selvagem nao foi detectado
nos macro6fagos do sangue de nenhum desses
caprinos, a ndo ser nos controles negativos.
Todos os animais foram acometidos por lesdes
inflamatérias nas juntas (HARMACHE et al.,
1998).

Maedi-visna

O virus maedi-visna é um lentivivrus de
ovinos causador de uma pneumonia intersticial
lentamente progressiva (maedi) e, menos
frequentemente, meningoencefalite das ovelhas
(visna) (TOMAR, 2005). Os principais alvos
desse microrganimos sdo as linhagens de
mondcitos/macréfagos. Ao  contrario  dos
lentivirus de primatas, o MVV nao infecta
linfécitos T ou causa imunodeficiéncia (GORREL
et al., 1992). Assim como outros lentivirus, tem
trés ORFs principais (Gag, Pol e Env) e um
pequeno numero de ORFs que codificam
proteinas regulatérias e acessorias Vif, Tat e
Rev (KRISTBJORNSDOTTIR et al., 2004).

A resposta imunolégica contra o MVV
nao é suficiente para inibir a replicacdo viral. Os
primeiros anticorpos a aparecerem apds a
infecgcdo sdo contra a proteina do capsideo viral.
Ja a respsota contra SU surge tardiamente com
anticorpos de baixa afinidade e em quantidade
insuficiente para impedir a replicacdo (BERTONI
et al, 1994). Uma das caracteristicas que
distingue a infeccdo em relacdo ao CAEV séo os
anticorpos neutralizantes contra o MVV,
ausentes na enfermidade anterior (NARAYAN et
al. 1997).

E mais comum que a infecc&o ocorra nos
primeiros meses de vida durante a
amamentacao com leite ou colostro de ovelhas
infectadas. A separacdo dos animais positivos
para MVV, especialmente as crias, é o principal
meio de prevencdo da enfermidade. Para isso,
utiliza-se como  principais métodos de
diagnosticos sdo o IDGA e o ELISA (CALLADO et
al., 2001).

Vacinas Inativadas
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Meio de cultura de células foi coletada e
usada para preparar vacinas para o MVV. Os
virus foram inativados com calor, formalina ou
etileneimina para serem  posteriormente
inoculados em ovelhas com ou sem adjuvantes
(adjuvante incompleto de Freund ou hidréxido
de aluminio). Apesar da producdo de
anticorpos, nenhum dos animais vacinados foi
protegido frente ao desafio (CUTLIP et al.,
1987). Um desafio diferente foi tentado com
outra vacina semelhante. Injetou-se o VII com
adjuvante alun em dezesseis animais. Esses
desenvolveram altos niveis de anticorpos e
foram deixados em conjunto com outros
dezesseis animais n&o vacinados e ovelhas
altamente infectadas. As ovelhas n&o vacinadas
ndo soroconverteram apdés nove meses. O
experimento nao permitiu definir se a vacinacéao
com VIl permitiu

(GUDNADOTTIR, 1994).

protecdo nesse caso

Vacinas com Subunidades

As vacinas para MVV com subunidades
nao sdo muito encontradas na literatura. Uma
delas nao foi testada em ovinos, mas apenas
em porcos-da-india. Constituida de proteinas
do envelope viral expressas pelo sistema
baculovirus/células de inseto, induziu resposta
imune ao gerar anticorpos capazes de
neutralizar o virus livre de células e ainda
impedir a fusdo de células mediada pelo MVV

(HUSO, 1997).

Vacinas de DNA Recombinante

Gonzalez et al. (2005) seguiram o
modelo de imunizacdo e reforco (prime/boost)

com vacinas de DNA j& mencionado nos

estudos com outros lentivirus. Um plasmideo
expressando as (glicoproteinas de Env foi
inoculado na vulva de seis ovelhas de dois anos
de idade naturalmente infectadas com um
reforco posterior com esse mesmo vetor e
ainda um plasmideo expressando interferon
gama. Apo6s um més, a carga viral dos animais
vacinados foi considerada menor do que a dos
nao-vacinados. Dois meses depois, detectou-se
anticorpos neutralizantes ausentes nos animais
controle. A replicacdo viral foi transiente até
dois anos ap6s a vacinacdo, quando entdo a
protecdo vacinal desapareceu e o virus voltou a
se multiplicar como previamente. A resposta
imune ndo pbde ser associada ao MHC, pois
todas as ovelhas eram heterozigotas. Estudo
semelhante, com imunizagdo sistematica com
plasmideos codificando para Gag e/ou Env,
demonstrou que a expressdo apenas das
glicoproteinas do envelope provocavam
aumento das lesdes. Plasmideos com Gag e Env

ou apenas Gag induziram diminuicdo da carga

pro-viral no sangue e no tecido linféide
(NIESALLA et al., 2008).
Uma outra vacina de DNA, essa

codificando Gag, nao conferiu protecdo aos
animais imunizados. Mesmo que tenha ativado
a protecdo de anticorpos (em especial apds
reforco com Gag recombinante), ndo protegeu
nenhum dos animais desafiados. Devido ao
isolamento do virus apés o desafio ter ocorrido
mais cedo nos animais vacinados, € possivel
que a tenha

aumentado a infeccdo (TORSTEINSDOTTIR et

inoculacdo dos plasmideos
al., 2007). Fato semelhante ocorreu ao se
comparar a imunizagdo com Gag ou Env
associada ao virus vaccinia Ankara modificado.
Animais vacinados com expressado das proteinas

da ORF Gag tiveram aumento da carga viral
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apds desafio via pulmonar, apesar de
apresentarem reducdo das lesbes no 6rgdo de
inoculacédo (REINA et al., 2008).

Pelo menos outros dois plasmideos sao
citados na literatura como candidatos a vacina
de DNA com expressdo bem sucedida in vitro
mas ainda sem testes clinicos (HENRIQUES et

al., 2007; FRASIER et al., 2007).

Vacina Viva

Um clone atenuado do MVV com 1% de
diferenca de uma estirpe altamente patogénica
foi testado como uma vacina. A inoculacdo foi
feita em via intratraqueal em ovelhas de dez
meses de idade com reforco apds dezessete
semanas. O desafio foi realizado 46 semanas
depois. Todos os animais foram infectados,
virus foi isolado

porém o] menos

frequentemente nas ovelhas imunizadas
indicando uma protecéo parcial (PETURSSON et

al., 2005).

Obstaculos no Desenvolvimento da Vacina

contra o HIV-1

O principio de vacinas virais classicas
como variola, poliomielite e sarampo €é evitar o
desenvolvimento da doenca clinica através da
memoria imunolégica que garantira a defesa do
individuo vacinado. A partir desse ponto, o
organismo poderia se livrar o agente infeccioso
e ainda continuar protegido contra o virus. A
vacinacdo de

uma grande proporgcdo da

populagdo reduz o ndmero de pessoas
infectadas e a probabilidade de que um néo-
vacinado entre em contato com um individuo

infectado. O “efeito rebanho” diminui a difuséo

da enfermidade mesmo quando apenas parte
da populacdo suscetivel esta vacinada.

Tais acdes ainda ndo foram possiveis
com o0s retrovirus. Esses microrganismos
possuem meios de escape ainda dificeis de se
compreender. Relatos em diversos periodicos
mostram meios que o0s virus possuem de
escapar do sistema imune ou até de se

aproveitar das respostas de defesa.

Aumento da Infeccao Viral

A exacerbacdo da infeccdo pelos
lentivirus ap6s vacinacdo € recorrente nos
quatro modelos descritos acima. Foi relatada
também em estudos com HIV e SIV. Uma das
explicacbdes para esse efeito é a facilitacdo da
entrada do virus devido aos anticorpos
neutralizantes. A ligagdo do anticorpo gera
mudancas conformacionais no envelope viral,
aproximando-o do co-receptor CCR-5 (TAKEDA
et al., 1988). Entre os relatos, também é citado
o fato de que plasma derivado de macacos
infectados com SIV aumentava a infeccdo de
uma linhagem celular humana de CD4+ na
presenca de complemento (MONTEFIORI et al.,
1990).

O aumento da infeccdo viral é pouco
relatado nos experimentos acima, pois poucos
deles foram realizados em grandes grupos de
animais. Um dos relatos citadas acima
menciona o aumento da infeccdo pelo FIV
quando vacinas de subunidades foram
utilizadas. Esse é um fenbmeno preocupante
que deve ser levado em consideracao nas duas
areas, animal e humana, demonstrando a
necessidade de se manter uma interagdo entre

o0 conhecimento gerado nas duas areas.
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Um dado relacionado, no entanto, com a
infeccdo e a protecdo do hospedeiro € o
aumento da produgdo de anticorpos néo
neutralizantes ou até mesmo neutralizantes e
exacerbacdo dos sintomas. Trabalhos com o
MVV e o CAEV demonstraram claramente o
risco de se gerar anticorpos nao neutralizantes.
Essas imunoglobulinas estdo relacionadas tanto
com o aumento da infeccdo quanto com piora
dos sintomas. Apesar da diferenca na
sintomatologia gerada por esses dois virus
animais e o HIV-1, é preciso atentar para o
fato, visto algumas vacinas como a da Merck
(descrita a seguir) ndo gerou anticorpos com

protecdo suficiente.

Aumento da Replicacao

O aumento da replicacdo viral depende
da resposta imune mediada por células ja que
os lentivirus se multiplicam melhor em células
ativadas do sistema de defesa. Esse fato ja foi
relatado, por exemplo, durante infeccbes
oportunistas, quando a reacdo do organismo
aumenta o namero de alvos dos lentivirus (VAN
DER ENDE et al., 1990). O aumento da

replicacdo pode ocorrer até mesmo em
individuos portadores do HIV-1 vacinados para
diferentes patdégenos como na imunizacdo
trivalente contra influenza (STRAPANS et al.,
1995). Esse aumento da replicacdo em células
ativadas ndo ocorre somente por causa da
presenca da expansdo dos alvos, como o0s
linfécitos CD4+ no caso do HIV-1. Esse virus
conta com outro processo para burlar o sistema
imune. Células dentriticas ativadas capturam o
virion através de um receptor denominado DC-
SIGN. A captura ocorre nos sitios de entrada

seguida pelo transporte ativo dessas células

para os linfonodos onde ocorrera a transmissao
para as células T. A ligacdo do HIV-1 com DC-
SIGN providencia escape do processamento e
mantém o virus infeccioso por varios dias
(GENJTENBEEK & VAN KOOYK, 2003).

Esse é um dos fendbmenos mais descritos
nos experimentos animai, apesar das
peculiaridades de cada virus, demonstrando
uma caracteristica bastante peculiar dos
lentivirus. Vacinas de subunidades e inativadas
para o EIAV obtiveram um resultado muito
claro nesse aspecto. O aumento da viruléncia
também coincidiu com sintomas visivelmente
mais graves. O mesmo se repete com o FIV,
CAEV e MVV. E interessante notar que isso se
repete principalmente com as vacinas de
subunidades. Essa parece ser, portanto, a
estratégia mais viavel, ao menos ndo com o0s

peptideos utilizados nos trabalhos descritos.

Escape

Uma outra barreira a se mencionar é o
curto espaco de tempo que o sistema imune
tem para reagir ao lentivirus. Em dias ou
semanas, um microrganismo se integra ao
genoma e estabelece a infeccdo latente (CHUN
et al., 1998). A transcriptase reversa ndo tem
atividade de revisdo de leitura, determinando
uma série de erros durante a polimerizacdo da
fita de DNA que se refletirdo no fenétipo viral,
eludindo o sistema imune e permitindo
infecgcdes subsequentes (COFFIN, 1995). Como
se nao bastasse esse fator, o virus ainda se
modifica com muita facilidade com os eventos
de recombinacdo ao se integrar no genoma.
Nessa mesma fase, continuarad invisivel as
defesas do organismo até que suas proteinas

sejam expressas (EMBRETSON et al., 1993).
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Esse indice de mutacbes fica claro na
variagcdo das sequUéncias de aminoacidos do
envelope dos subtipos ou clados do HIV-1. A
divergéncia entre os sub-tipos varia de 25% a
35%. Dentro desses clados, pode ocorrer uma
variacdo de até 20%. Loops hipervariaveis e a
glicosilacdo presente nas moléculas do envelope
ainda atuam ocultado os sitios conservados de
ligacdo aos receptores e co-receptores (WEI et
al., 2003).

Uma vacina contra retrovirus ndo pode
se basear somente na resposta humoral, mas
depende de ativacdo celular. Estudos
comprovam que a imunidade celular é critica no
controle de infeccdes lentivirais. Células CD8+
sdo absolutamente necessarias para o controle
da viremia aguda e crbnica durante a infeccédo
por SIV (SCHMITZ et al., 1999). A atividade de
linfécitos T citotéxicos foi inversamente
correlacionada com a carga de RNA viral do
HIV-1 em alguns estudos (Edward set al.,
2002). Os CTLs também aparecem ao mesmo
tempo em que a viremia inicial do EIAV decai
(MCGUIRE et al., 1994).

A maturacdo do sistema imune ¢é
fundamental para a protecdo. Vacinas vivas
atenuadas utilizadas em experimentos com o
EIAV sdo um exemplo dessa necessidade. O
problema, entretanto, é trabalhar com um virus
atenuado que nao se reverta para viruléncia ou
que possa ser suprimido pelo organismo e néo

seja transmissivel.
A Falha da Merck

A vacina desenvolvida pela Merck
baseou-se na utilizacdo de um adenovirus como

vetor. Trés desses virus recombinantes foram

utilizados expressando Gag, Pol e Nef. Os testes

chegaram a ser feito em humanos em duas
fases, uma na América do Norte, América do
Sul, Caribe e Austrdlia e o outro na Africa do
Sul. Ambos foram interrompidos antes do
término ao se perceber que a vacina nao
protegia os vacinados e também nao diminuia a
carga viral além de aumentar o numero de
infeccdes (JOHNSTON & FAUCI, 2008).
Associa-se essa falha a varios aspectos.
O primeiro seria a expansao dos linfécitos T
CD4+ devido a vacinacdo com o adenovirus
(Ad5). O aumento do numero de células alvo
teria favorecido a infeccdo. O fato de diversas
pessoas ja terem entrado em contato recente
com o adenovirus pode ter gerado células de
memoria ativadas que induziriam a
suscetibilidade ao HIV-1. O problema néo se
infectados

mostra somente em individuos

previamente pelo vetor. Individuos sem
imunidade prévia ao adenovirus ja que a
infeccdo com o virus selvagem apés a
vacinacgao levaria a expansao das células CD4+
ativadas, um fator de risco em areas endémicas
para HIV-1 e Ad5, onde a co-infecgcao teria alta
(GRUTERS &

Mas esse ndo seria o

probabilidade de existir
OSTERHAUS, 2008).
Unico motivo da falha da vacina. Os vacinados
com alto titulo de anticorpos para o vetor, um
virus circulante comum principalmente nos
paises em desenvolvimento, apresentaram uma
tendéncia a exacerbacado da infeccdo (COHEN,

2007).

Conclusao

Os vinte e cinco anos de pesquisa sobre
o0 HIV-1 tiveram um grande impacto na
medicina ao colaborar para o entendimento de

novas técnicas na procura incessante por uma
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vacina ou cura para a enfermidade. Até o
momento, apenas a HAART tem apresentado
um sucesso elevado no tratamento da
enfermidade, mas com o aumento de infeccdo
ocorrendo em boa parte do mundo e o elevado
custo da doenca nao s para 0S governos, mas
para toda a humanidade, é preciso continuar o

incentivo das pesquisas. As dificuldades séo

grandes e alguns problemas podem ser
intrinsecos da diversidade do sistema
imunolégico humano, ja que diferentes

haplétipos do MHC controlam o virus de
variadas formas, desde aqueles controladores
de elite, que suprimem a doenca por longos
prazos, a individuos mais suscetiveis. Pequenas
mudancas nos alelos do MHC podem fazer uma
grande diferenca entre a suscetibilidade e a
resisténcia. Esses fatores poderiam levar a
diferentes respostas durante
(GOULDER & WATKINS, 2008).

Novas alternativas podem surgir de

a vacinacao

acordo com os avanc¢os no estudo da virologia,
vacinacao e do proéprio HIV. Nao causa surpresa
a hipotese de que o estimulo de uma defesa
baseada em células natural killer seria
importante na vacinacao (LEVY et al., 2003).
Estudo recente demonstrou que o HIV ativa a
replicacdo e gera resposta imune contra um

retrovirus humano enddégeno (HERV). Essa
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