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Almeida A. Estudo de fase I/ll de uma terapia celular para HIV
baseada em células dendriticas aut6logas pulsadas com virus autélogos
guimicamente inativados [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2017.

RESUMO
Desde o inicio da pandemia de HIV/aids, a imunoterapia vem sendo utilizada como
alternativa terapéutica numa tentativa de estimular uma resposta do sistema
imunoldgico contra 0 agente agressor. Esta abordagem tem sido considerada promissora
para obtencdo do controle da infeccdo em longo prazo. A administracdo de células
apresentadoras de antigeno, em especial células dendriticas, é fundamentada pelos
conceitos de imunoterapia passiva e de terapia celular ativa (vacina terapéutica) além da
perspectiva da eliminacdo dos chamados reservatorios virais, unindo assim estas
diversas estratégias de intervencdo. Dentre os diferentes antigenos do HIV utilizados
para pulsar as células dendriticas, alguns dos melhores resultados foram obtidos com a
inativacdo quimica do virus, preservando a integridade da estrutura da sua superficie.Ha
alguns anos nosso grupo vem trabalhando com terapia celular baseada em células
dendriticas derivadas de mondcitos autélogos, pulsadas com HIV inativado
quimicamente, seguindo o protocolo descrito por Lu e colaboradores em 2004. Aqui,
nés apresentamos os resultados de um ensaio clinico de fase I/ll que teve como
objetivos avaliar a tolerancia, seguranca e impacto imunovirologico, de diferentes
formulacGes do produto em pacientes cronicamente infectados pelo HIV, sem uso de
antirretrovirais. Os participantes foram alocados em trés bracos para receber
composicdes distintas: 3x10 células dendriticas sem pulso adicional de HIV inativado
(Braco A), 3x10° células dendriticas com pulso adicional de HIV inativado (Brago B) ou
3x10 células dendriticas com pulso adicional de HIV inativado (Braco C). O niimero de
participantes no bragco A evoluiu com uma consideravel diminuicdo ao longo do periodo
de observacdo do estudo, prejudicando as avaliagcbes. As analises dos outros bracos
mostraram que as preparacdes foram seguras, ndo se observando eventos adversos
relacionados a intervencdo. Os resultados sugeriram um aumento na carga viral
plasmatica associados a uma redugdo das sub-populagdes de linfocitos TCD4+ e
TCDB8+ nos pacientes do brago C alem de uma reducdo na quantidade de linfocitos T
reguladores nos individuos do braco B.

Descritores: HIV, imunoterapia, ensaio clinico, célulasdendriticas, seguranca do

paciente, vacinas contra a AIDS.



Almeida A. Phase | / Il study of cellular therapy for HIV based on
autologous dendritic cells pulsed with autologous chemically inactivated
virus [Thesis]. Sado Paulo: ""Faculdadede Medicina, Universidade de S&o
Paulo™; 2017.

Abstract

Since the beginning of the HIV / aids pandemic, immunotherapy is being used as an
alternative therapy in attempt to stimulate an immune response against the pathogenic
agent. This approach has been considered as promising for achieving the control of
infection in the long term. Administration of antigen presenting cells, particularly
dendritic cells is based on the concepts of passive immunotherapy and active cellular
therapy (therapeutic vaccine), with the perspective of eliminating the so-called viral
reservoirs, thus joining different intervention strategies. From different antigens tested
for loading DCs, some of the best results were obtained with chemically inactivated
virus, which preserves its surface proteins.Our group has been working with cellular
therapy based on dendritic cells derived from autologous monocytes pulsed with
chemicallyinactivatedHIV, following the protocol described by Lu et al in 2004.Here, we
present the results of a phase 1 / 11 clinical trial aimed to evaluate tolerance, safety and
immunovirological impact of different product formulations in chronically HIV-infected
individuals, naive for antiretroviral treatment.Participants were allocated to receive:
3x10" un-pulsed DCs (Arm A), 3x10° HIV-pulsed DCs (Arm B) or 3x10’ HIV-pulsed
DCs (Arm C). The number of participants in the arm A evolved with a considerable
decrease over the study, so any considerations about effect of DCs without antigen
overload were difficult to carry out. Outcomes in other arms showedthat they were safe,
with no adverse events related to the products. The results suggested an increase in
plasma viral load and decline in CD4+ and CD8+ T cells subpopulations after
intervention in arm C. Additionally, we observed a decrease in percentage of regulatory
T cells in arm B patients.

Descriptors: HIV, immunotherapy, clinical trial, dendritic cell, patient safety, AIDS

vaccines.
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1.1 TERAPIAANTI-HIV

O emprego terapéutico da combinacédo de drogas anti-HIV, chamada de “terapia
antirretroviral da alta eficacia” (Highly Active AntiretroviralTherapy-HAART), trouxe
um beneficio inquestionavel para os pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana adquirida ™ 2. A despeito deste sucesso, 0s antirretrovirais ndo conseguem
eliminar o patogeno, especialmente devido ao estabelecimento precoce dos chamados
reservatorios virais & . Desta forma, ainda ndo se conseguiu o fim da epidemia, que
estd relacionado ao desenvolvimento e implementacdo de diversas estratégias de

intervencéo profilatica e terapéutica .

Embora aspectos ligados a adesdo, distribuicdo e acesso a estas medicagdes
sejam importantes para o melhor controle da infec¢do, frequentemente o uso das
mesmas € acompanhado de efeitos adversos significativos, tais como: toxicidade
mitocondrial e desenvolvimento de alteracBes metabdlicas, incluindo resisténcia a

insulina e lipodistrofia, dentre outras ©.

A emergéncia de cepas resistentes aos antirretrovirais, levando a faléncia
terapéutica também se tornou um grande problema “% 'V sendo, portanto, imperativa a

busca de novas abordagens de tratamento.

Desde o inicio da pandemia de HIV/aids, a imunoterapia vem sendo utilizada
como intervencdo, numa tentativa de estimular uma resposta do sistema imunoldgico
contra o agente agressor ‘%, Mais recentemente esta abordagem tem sido considerada

como promissora para obtenco do controle da infecgdo em longo prazo 3%,

Vaérios estudos tém avaliado a administracdo de componentes do sistema imune
como: imunoglobulinas ®¢® citocinas %% ou células @2®, numa tentativa de

reconstituir e/ou reforcar possiveis aspectos relevantes de uma resposta anti-HIV.

Outra abordagem imunoldgica dentro da terapia de combate a este retrovirus
consiste na administracdo das mais diversas formulagGes antigénicas buscando
estimular uma resposta imune eficiente, o que levou os pesquisadores a incluirem este

recurso dentro do rol do que convencionamos chamar “vacinas terapéuticas” (27,28)
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1.2. VACINAS

Ao lado da utilizacdo da &gua potével e dos antibidticos, a vacinacdo tem sido a
acdo de saude publica de maior sucesso no controle das moléstias infecciosas. Mais de
duzentos anos apds o desenvolvimento da imunizacdo ativa por Edward Jenner, a
historia tem testemunhado varios exemplos de sucesso no controle de diversas doencas
através deste tipo de intervencdo, passando pela erradicacdo da variola, até a velocidade

espantosa no desenvolvimento da vacina contra 0 HIN1 39,

A vacinacdo classica envolve a administracdo do agente infeccioso completo
inativo/atenuado ou seus componentes, incluindo seu material genético para insercdo no
acido desoxirribonucleico (DesoxyribonucleicAcid-DNA) das células do hospedeiro
(com ou sem o auxilio de vetores) 2. Nesta ltima situagdo, durante a transcricdo e
traducdo do genoma celular, havera também a producdo de elementos do patdégeno que

vao, assim, ativar a resposta imune.

Qualquer que seja a estratégia de producdo do imunobioldgico, os antigenos
envolvidos deverdo estimular uma reagdo protetora, constituindo-se desta maneira em
imundgenos. Para tanto, por vezes entram na composicao da vacina substancias capazes

de amplificar e/ou modular a resposta imunoldgica, chamadas de adjuvantes ¢339,

A imunizacdo ativa é um procedimento ja bem sedimentado na medicina,
extremamente eficaz, com exemplos de controle de patégenos cuja composicdo
antigénica ndo é muito varidvel. No caso, entretanto, de microrganismos com
mecanismos de escape mais complexos, como alta taxa de mutacdo e alteracdo da
composicdo estrutural, o desenvolvimento de novas estratégias € necessario. A ciéncia
busca o entendimento de como o sistema imunoldgico interage com o0 agente agressor,

identificando suas partes relevantes para montar uma resposta eficaz ©°.

Os conhecimentos derivados da vacinologia sugerem que a inducdo da resposta
imune pode atuar no controle da replicacdo de diversos agentes causadores de doencas
em seres humanos. Desta forma, a intervengcdo com imunoterapia poderia ser uma
estratégia util na infeccdo pelo HIV. A questdo, portanto, é desenvolver uma vacina
capaz de suplantar a imunodeficiéncia estabelecida nos pacientes infectados, sendo o

grande desafio avaliar quais componentes do sistema imunologico devem ser
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preferencialmente estimulados, e qual estratégia utilizar para a ativacdo eficiente desses

componentes.

1.3. CORRELATOS DE PROTECAO IMUNE ANTI-HIV

Um dos maiores desafios no campo da imunoterapia contra o HIV repousa no
fato de que os correlatos de protecdo imune nesta infeccdo ndo foram, até o momento,

totalmente esclarecidos ©& 37,

O estabelecimento dos correlatos de protecdo imune é algo relativamente recente
no campo da vacinologia. A maioria das vacinas ainda € analisada sob uma ldgica
“Jenneriana”, testando-se (com algum grau de empirismo) sua seguranca e eficacia, com
posterior estudo dos correlatos de protecdo que, uma vez estabelecidos, sdo utilizados

para o aprimoramento do produto.

Esta logica é sustentada pelo fato de que, para grande parte das infecgdes,
existem individuos que resistem ao processo e eliminam o agente agressor o que,

infelizmente, ndo ocorre na imunodeficiéncia humana associada a retrovirus.

Desta forma, no HIV/aids, a maior parte das pesquisas de correlatos de protecéo

imunoldgica direciona-se para:

1- individuos que representam modelos naturais de resisténcia a infeccao
seja por que sdo capazes de bloquea-la (ex. individuos altamente
expostos mas ndo infectados ©® ou nos quais a interacdo com o
patdgeno leva a uma alteracdo na histéria natural da infeccdo (ex. ndo
progressores em longo tempo %, controladores de elite “?, infectados
pelo HIV-2, que evoluem mais lentamente para aids do aqueles
infectados pelo tipo 1 (HIV-1), agente mais comum da epidemia®* *?);
2- resposta imune a infeccdo aguda, que sabidamente controla a

replicacdo viral, ainda que por um periodo de tempo curto (43, 44)

A fungdo da resposta humoral especifica na resposta anti-HIV ainda €
controversa. A persisténcia da exploracdo deste tipo de imunidade é apoiada
especialmente pelos achados obtidos com modelo de primatas ndo humanos onde a

imunizacdo ativa ou passiva protegeu da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia simia
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(Simianimmunodeficiency virus-SIV) 47,

Impulso adicional foi dado com a
descoberta de anticorpos neutralizantes de amplo espectro, capazes de inativar diversas
cepas do virus “® entretanto, como se demonstrou mais tarde, o surgimento destes
anticorpos ocorre tardiamente ndo contribuindo para o controle da infeccio natural “°
%0 Ainda que a légica da resposta imune contra virus em geral sugira que anticorpos

com funcdo neutralizante tenham um papel importante ©* %2

, 0 fato € que ndo ha
evidencia contundente de que estes anticorpos alterem a evolucdo da infeccdo natural

pelo HIV 359,

O Unico ensaio clinico que demonstrou, até 0 momento, algum beneficio com
uma vacina profilatica anti-HIV sugere, como correlato de protecdo, a acdo de
anticorpos ndo neutralizantes direcionados para o envelope viral, com funcéo
relacionada a citotoxicidade ®®. Outros estudos, todavia, falharam em demonstrar a
importancia do fendmeno citotéxico mediado por anticorpos nos individuos capazes de

controlar naturalmente a infecgao ©®.

Contribuem para a polémica em torno do tema, pesquisas mostrando que a
deplecdo de linfocitos B em primatas ndo humanos e humanos estd relacionada ao

aumento da carga viral plasmatica no HIV/aids ©7-°9,

Existem evidencias de que a¢des mediadas por células linfoides, maturadas no
timo (linfécitos T) e que expressam em sua superficie as moléculas CD8 e CD4, sdo
importantes para o controle do virus ®*V. A hipétese de que a resposta implementada
pelos linfocitos TCD8+ represente um correlato de prote¢do imunoldgica na infeccao

pelo HIV possui grande nimero de argumentos cientificos.

Esta reacdo esta relacionada ao controle transitério da carga viral plasmatica
durante a histéria natural da aids “* 52.A despeito da imunodeficiéncia manifesta, os
individuos infectados pelo HIV apresentam uma resposta TCD8+ robusta, capaz de
controlar a replicacdo viral in vitro®. Na infeccdo aguda, este tipo de resposta
encontra-se direcionada a poucos epitopos, mas, a semelhanca do que acontece com 0s
anticorpos neutralizantes, & medida que a doenca progride, a reacdo torna-se mais ampla
(64.65) " Até cerca de 18% do total das células destes individuos podem ser especificas
para o retrovirus®®. Paradoxalmente, entretanto, esta resposta parece ndo ser suficiente
para controlar definitivamente a infeccéo e, cedo, séo encontradas cepas virais mutantes,

resultado do escape da resposta TCD8+ ©7.
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Evidencias em modelos de primatas ndo humanos corroboram a importancia da
resposta TCD8+, sendo que a deplecdo destas células associada ao aumento da carga
viral plasmética do HIV (CV)©8 9.

Resposta celular TCD8+ também foi encontrada, com aspectos funcionais

29 ¢

caracteristicos, entre os “ndo progressores em longo tempo”, “controladores de elite” e

“individuos altamente expostos, mas nao infectados” (70-72),

Fisiologicamente, existe uma intima relagdo entre os linfocitos T CD4+ e a
resposta TCD8+. Esta associacdo persiste na infeccdo pelo HIV ™ ™ sendo que,
Ritchie et al.(2011) demonstraram a importancia da resposta mediada por células

TCD4+ em individuos altamente expostos, mas nio infectados .

Embora pareca sublinhada pelo 6bvio, a preservacdo da resposta T CD4+ €
relevante na resposta anti-HIV e isto também tem sido demonstrado em estudos
comparativos envolvendo “ndo progressores em longo tempo” e “controladores de

elite”, que apresentam caracteristicas funcionais distintas deste tipo de linfécito ¢ 7",

Dentro dos linfocitos T CD4+, merece destaque uma sub-populacdo chamada de
“reguladora” (Treg), importante na patogénese da aids. Estas células parecem
desempenhar papeis aparentemente antag6nicos na infeccdo pelo retrovirus causador da
imunodeficiéncia humana adquirida. Estas funcOes contrastantes, derivam da
propriedade supressora destas células, relevante para reduzir a ativacdo celular
excessiva, caracteristica da aids e sabidamente deletéria no ambito da doenca. O mesmo
efeito inibidor das Tregs prejudica, entretanto, o desenvolvimento de uma resposta anti-
HIV especifica ® 7. Observando os efeitos dos linfécitos T reguladores nos modelos
naturais de resisténcia, verificamos que ndo ha um padrdo exclusivo definido como
“protetor” no que diz respeito a frequéncia das Tregs. Nos individuos que controlam a
infeccdo, ainda que mantida ativagdo celular, hd uma reducdo das Tregs®”. Ja nos

) Nos

altamente expostos, mas ndo infectados, h4 maior nimero destas células ¢
ultimos anos, tem sido sugerido que a modulagdo da fungdo das Tregs atraves de

imunoterapia poderia auxiliar no controle da infecgdo pelo HIV €283,

A cronologia dos eventos na fisiopatologia da aids mostra que a rapidez com que
a infeccdo se estabelece suscita um acionamento imediato dos mecanismos de defesa
84 Neste cenario, a imunidade inata e das mucosas também parecem representar

aspectos fundamentais da resposta contra o virus ©5%®).
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Produtos capazes, portanto, de estimular um ou mais aspectos diversos da
resposta imune anti-HIV representam uma abordagem atraente para o desenho de uma

0899 Neste sentido, diversas estratégias de vacinagdo

imunoterapia nesta condicé
utilizando diferentes antigenos tém demonstrado que a imunizacdo de primatas nao
humanos com o virus da imunodeficiéncia adquirida simia (SIV) e/ou o virus quimérico

SHIV foi capaz de protegé-los do desafio com o virus vivo %4,

Dentro do mesmo contexto, dezenas de ensaios clinicos, envolvendo vacinas

candidatas empregando diversas abordagens vém sendo conduzidos nos tltimos anos®"
91, 95-97)

1.4. TERAPIAANTI-HIV BASEADA EM CELULAS DENDRITICAS

Paul Langerhans foi o primeiro a caracterizar as células dendriticas (DCs) em
1868, acreditando que estas eram células nervosas por causa de suas longas extensdes
citoplasmaticas tipo dendritos. Mais de um século depois, em 1973, Ralph Steinman e

Zanvil Cohn foram os primeiros a cunhar o termo "célula dendritica™®®.

Estas células estdo estrategicamente posicionadas na superficie da pele e das
mucosas, onde literalmente capturam possiveis agentes agressores. Ao tomar contato
com eles, as DCs se ativam e desencadeiam uma resposta imune imediata (resposta
inata). Associadas ao antigeno, as DCs migram para érgdos linfoides especificos (ex.:
linfonodos, baco, tecido linfoide associado as mucosas), onde véo interagir com outras
células, iniciando um tipo de resposta distinto, chamada de adaptativa. Nestes locais, 0s
linfocitos B e T sdo ativados através de seus receptores, capazes de reconhecer
pequenos fragmentos, chamados de determinantes antigénicos, conjugados as proteinas
produtos dafamilia de genes chamados complexo maior de histocompatibilidade (Major
HistocompatibilityComplex-MHC) classe | e 1l, exibidos na superficie da DCs , num

fenomeno chamado de apresentaco antigénica ©°.

Sentinelas e reguladoras da resposta imune, as DCs apresentam notoria
plasticidade em suas propriedades e fungdes 1%V Constituem uma populagéo celular

heterogénea, dividida em subtipos, de acordo com determinadas caracteristicas como a

localizacdo, a expressdo de marcadores, a capacidade migratoria e a fungdo imune (102-

104)
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Protétipos de vacinas com células dendriticas foram inicialmente desenvolvidos
a partir de observacdes de que em neoplasias, como melanomas e tumores renais
metastaticos, havia uma disfuncdo das DCs e uma reducdo significativa destas @%. A
ideia de que o mesmo fendmeno pudesse ocorrer na infeccdo pelo HIV impulsionou
pesquisas na determinacao do numero e da fungdo das DCs em pacientes com HIV/aids.
Diversos trabalhos apontaram para o declinio, ao longo da infeccdo, da atividade das
células dendriticas, impossibilitando o organismo de elaborar uma resposta imune

adequada %1,

Acredita-se que essas alteracdes, juntamente com a diminui¢cdo do nimero de

linfocitos TCD4", potencializem o progresso da infeccéo.

Na infec¢cdo pelo HIV, a administracdo de células apresentadoras de antigeno,
em especial células dendriticas, é fundamentada nas estratégias de imunoterapia passiva
e vacina terapéutica, unindo estas duas modalidades de intervencédo. O racional para este
tipo de intervencdo apoia-se ainda na propriedade dasDCs de estimular células

infectadas latentes, auxiliando na eliminagdo dos reservatdrios virais 113,

Estratégias de imunizacdo utilizando DCs pulsadas com antigeno tém se
mostrado uma forma racional e promissora para inducdo de resposta imune contra o
HIV 19,

1.4.1. Caracterizagdo do produto

Um dos protocolos amplamente utilizado para obtencdo de DCs objetivando a
imunoterapia baseia-se na sua diferenciacdo a partir de mondcitos, através de cultura
por 5-7 dias na presenca de interleucina 4 (IL-4) eGranulocyte-macrophagecolony-
stimulatingfactor (GM-CSF). As DCs assim obtidas, denominadas células dendriticas
derivadas de mondcito (monocyte-derivedDCs- MoDCs) apresentam caracteristicas

similares as DCs intersticiais % 119,

Outro grande desafio em protocolos de imunoterapia é a escolha e a introdugao
de antigenos relevantes na DC para 0 processamento, apresentacdo e ativacdo da

resposta imune.

A obtencdo de antigeno capaz de induzir uma resposta especifica anti-HIV

constitui um aspecto fundamental para o desenho de vacinas. No caso da terapia celular,
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além da amplificacdo da resposta de memoria do individuo vacinado, é também
desejavel a indugdo de uma protecdo contra eventuais virus mutantes, evitando assim os

mecanismos de escape viral.

O HIV apresenta uma grande diversidade genética, resultado da alta dindmica de
replicacdo do virus. Isto induz a “erros” que constantemente produzem mutagdes,
levando a uma notoria variabilidade dentro da populacdo infectada e também num

mesmo paciente, individualmente.

Esta grande diversidade entre os clones de variantes plasmaticas e de
reservatorios latentes tem levado muitos trabalhos a utilizar virus autélogo para inducéo

de uma resposta especifica.

De fato, estudos demonstram que a resposta celular a peptideos derivados de
sequéncia viral autologa apresenta-se significativamente maior em comparacdo a
resposta a uma sequéncia consenso 1", sugerindo que uma resposta mais acurada pode

depender de epitopos virais muito particulares que infectam cada individuo.

A obtencdo de particulas virais autdlogas para a producdo de vacinas é um
processo complexo e laborioso que requer a manipulacdo em laboratério com adequado
nivel de biosseguranca. O procedimento envolve uma etapa de isolamento de virus do
paciente, que pode ser dificultada pela baixa carga viral de alguns individuos,seguida de
uma etapa de expansdo do HIV isolado, que requer a obtencdo de uma grande
quantidade de células CD4+ do proprio paciente, necessarias para a superinfeccdo e
multiplicacdo do patégeno. Na sequéncia estes virus sdo submetidos a inativacao para
posterior incorporacdo as DCs.

Um dos métodos empregados para a inativacdo do HIV envolve a utilizacdo de
aldrithiol-2 (AT-2). O aldrithiol-2 age sobre estruturas chamadas Zincfingers, presentes

na protefna do nucleocapsideo viral (p7"°

), produto de uma das mais conservadas
sequencias do genoma dos retrovirus. E um composto oxidante, que tem como efeito a
desestabilizacdo das ligacGes covalentes entre os residuos de cisteina e zinco presentes
no nucleocapsideo, mantendo intacta a conformacao e a funcionalidade das proteinas do
envelope do HIV, que preservam a capacidade de ligacdo com seus receptores, fusdo
com a membrana celular e introducdo do contetdo viral no citoplasma sem, entretanto,

haver replicago viral 819,
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A inativacdo pelo AT-2, com preservacao dos epitopos antigénicos da superficie
do virus representa uma vantagem potencial sobre outros métodos como inativagao pelo
calor ou outras substancias quimicas (derivados do aldeido, &lcoois), que promovem a

desnaturacao proteica,

1.4.2. Estudos pré-clinicos

A hipdtese de que o distarbio nas células dendriticas de pacientes com HIV/aids
seria a origem da disfuncdo da resposta citotdxica relacionada aos linfécitos TCD8+
(Cytotoxic T lymphocytes-CTL) levou varios grupos a estudarem estas células. Lu
&Andrieu (2001) mostraram que células dendriticas de pacientes estimuladas in vitro
com virus inativados pelo AT-2, foram eficazes na inducdo de linfocitos T CD8+, 0s
quais erradicaram o virus em culturas de células mononucleares periféricas

(Peripheralblood mononuclear cells -PBMCs) de pacientes infectados®??.

A partir desta demonstracdo a etapa seguinte foi testar esta hipotese em modelo
animal. DCs pulsadas com HIV-1 inativados com AT-2 induziram imunidade protetora
antiviral em camundongos desprovidos de resposta imune B e T, que receberam

passivamente células de sangue periférico humano ¢,

Num dos mais interessantes estudos ja conduzidos nesta area, Lu &Andrieu
(2003), demonstraram que macacos infectados pelo SIV e submetidos a intervencao
com células dendriticas pulsadas ex-vivo com virus inativado controlaram a infecgéo

com reducéo da carga viral plasmatica ?2.

1.4.3. Estudos clinicos

Nos altimos anos, varios ensaios clinicos tém testado a tolerancia, seguranca e
imunogenicidade destes produtos (revisto por Garcia e Routyem 2011) ) Conforme as
definigdes dolnternationalCouncil for HarmonisationofTechnicalRequirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH), estes estudos séo classificados como sendo de

fase | (farmacologia humana) e fase 11 (exploracdo terapéutica) 2.

Todos estes ensaios concluiram que os produtos eram seguros e bem tolerados, a

despeito das diferencas na composi¢do da vacina e desenho de cada pesquisa. Além
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disto, dois estudos mostraram resultados expressivos em termos de reducdo na carga

viral plasmética 12> 129),

As primeiras tentativas de imunoterapia com DCs na infeccdo pelo HIV
analisaram um numero pequeno de individuos (n=5-6) e utilizaram proteinas
recombinantes/peptideos sintéticos via endovenosa, ndo tendo mostrado resultados
animadores. A despeito dos produtos serem bem tolerados, ndo houve impacto sobre a
carga viral plasméatica e os achados de imunogenicidade, encontrados em alguns
individuos ndo seguiram o mesmo padrdo de cinética da resposta. Estas diferencas
foram relacionadas a fatores como: contagem sanguinea de células TCDA4+,

polimorfismos de HLA e sobrevida das DCs apés infuséo ¢ 127,

Estudos posteriores, realizados com um nimero um pouco maior de pacientes,
utilizando peptideos ou particulas virais inativadas revelaram ndo s6 um aumento na
resposta imune especifica como o controle da replicacdo viral #® 2 embora nem

sempre com uma relaco nitida entre os dois parametros 2.

Em 2004, Lu e colaboradores avaliaram o efeito em humanos de um produto
voltando para imunoterapia anti-HIV, baseado em com DCs, derivadas de células
monociticas autélogas pulsadas com HIV-1 aut6logo inativado com AT-2. Esses autores
observaram, em pacientes infectados cronicamente com HIV-1, na auséncia de terapia
antirretroviral altamente potente, uma supresséao significativa da carga viral plasmatica.
A vacina mostrou-se capaz de conter o avan¢o da doenca em 83% dos pacientes (15/18)

com a diminuicdo da carga viral em 44,5% (8/18) apés um ano %%,

Esses resultados encorajaram a continuidade desse trabalho em um grupo similar

de pacientes.

1.5. JUSTIFICATIVA

A presente proposta defende a hipOtese de que a administracdo de células
dendriticas dos proprios pacientes, carregadas com virus autélogos inativados pelo
aldrithiol-2 constitui uma intervencdo segura e bem tolerada, podendo atuar como

estratégia imunomoduladora relevante no controle da infecgdo pelo HIV.
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A imunoterapia com DCs pulsadas com virus inativado quimicamente pelo AT-2
constitui um procedimento para controle do HIV em pacientes cronicamente infectados
que ja& demonstrou bons resultados anteriormente, entretanto a manufatura do produto
para intervencdo é uma etapa complexa e ardua, impondo a necessidade da investigacao

de diferentes formulagdes com objetivo de simplificar o processo.

Ha alguns anos nosso grupo vem trabalhando com um produto baseado em
células dendriticas autélogas derivadas de mondcitos, pulsadas com HIV inativado com

AT-2, seguindo os estudos desenvolvidos por Lu e colaboradores (20 122125

Aqui, nos apresentamos os resultados de um ensaio clinico testando diferentes
formulacBes do produto em pacientes cronicamente infectados pelo HIV, sem uso de
ARVs.



2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO PRIMARIO

» Avaliar a seguranca e tolerancia a diferentes formulagdes de uma terapia celular baseada
em DCs, nos pacientes cronicamente infectados pelo HIV;

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

» Avaliar o impacto imunol6gico nos pacientes submetidos a terapia celular baseada em
DCs;

> Avaliar o impacto virologico nos pacientes submetidos a terapia celular baseada em
DCs.



3. METODOS
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3.1. DESENHO DO ESTUDO

3.1.1. Descric¢éo do desenho do estudo

Estudo aberto, no qual os voluntarios foram alocados em trés bragcos para
receberem diferentes formulacfes de um produto composto de DCs geradas a partir de
mondcitos de sangue periférico, pulsadas com HIV autélogo inativado por AT-2. A
evolucdo primaria (seguranca, tolerabilidade e impacto imunoldgico/virolégico) foi
monitorada ao longo do periodo de observacdo através de avaliagbes clinico-

laboratoriais. A figura 1 contém a representacao grafica do desenho do estudo.

Figura 1 — Esquema do desenho do estudo

CULTURA 13 22 e 32 doses
HIV (1ml-SC)

v

Brago A zzzzzzzzzzzaizizzzzzzzzzzzzzzzz224 DCs (3x107)

Brago B (2220000077777 DCs+HIV (3x10°)

Brago C zzzkizzzz22272222773 DCs+HIV (3x107)

-90 -8 0 1530 360
dias

AFERESE

Legenda: SC — subcuténeo.

3.1.2. Endpoints
3.1.2.1. Endpointprimario:

e Quantidade de eventos adversos de grau 3 ou superior, incluindo sinais /
sintomas, toxicidade laboratorial e/ou eventos clinicos, relacionados com o

agente de estudo.



Métodos

3.1.2.2. Endpointssecundarios:
e Quantidade de participantes com reducdo na contagem sanguinea de células
TCD4+ para <350 ceél./uL, confirmada por, pelo menos, duas avaliagdes

consecutivas;

e Quantidade de participantes com elevagdo da carga viral (CV) plasmatica > 1,0
log,em relacdo ao baseline, confirmada por, pelo menos, duas avaliacbes

consecutivas;

3.2. POPULACAO DE ESTUDO

Todos os individuos selecionados foram matriculados no ambulatorio de
dermatologia especializada-3002 (ADEE-3002) do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, e continuaram sendo assistidos durante todo

o0 estudo a fim de evitar qualquer prejuizo a sua salde.

3.2.1. Tamanho da amostra

O numero dos voluntarios para este estudo foi estimado em um total de 25
individuos infectados pelo HIV, sem indicacdo do uso de terapia antirretroviral, segundo
os critérios do Departamento de Doengas Sexualmente Transmissiveis, Aids e Hepatites
Virais do Ministério da Saude do Brasil (MSB). Os individuos foram alocados em trés

bragos descritos a seguir:

e Braco A: pacientes submetidos & imunoterapia com 3 x 10"células dendriticas

ndo pulsadas com virus (quantidade prevista = 05).

e Braco B: pacientes submetidos & imunoterapia com 3 x 10° células dendriticas

pulsadas com particulas virais (quantidade prevista = 10).

e Braco C: pacientes submetidos & imunoterapia com 3 x 10’ células dendriticas

pulsadas com particulas virais (quantidade prevista = 10).



Métodos

3.2.2. Area geografica de abrangéncia

Pacientes procedentes de S&o Paulo, que estivessem em acompanhamento

regular para infeccdo pelo HIV e que preenchessem os critérios de incluséo no estudo.

3.2.3. Duracao do estudo

Ap0s o recrutamento e selecdo dos pacientes, houve um periodo de observacgéo
pré-vacina, seguido de um periodo de vacinacao e de observacdo pos-vacina (Figural).
O estudo foi encerrado apds o periodo de 12 meses de observacdo depois da aplicacédo

da primeira dose do produto no Gltimo paciente incluido.

3.2.4. Critérios de inclusdo
e |dade: pacientes com 18 anos ou mais;

e Infeccdo pelo HIV documentada segundo os critérios do Departamento de
Doencas Sexualmente Transmissiveis, Aids e Hepatites Virais do MSB vigentes

a época da selecéo;

e Auséncia de terapia antiretroviral, terapias antineoplasicas ou uso de
corticosterdides por um periodo minimo de seis meses antes da entrada no

estudo;

e Carga viral > 1.000 copias/mL, estavel (isto ¢, sem variacdo > 0,5 log) nos seis

meses que antecederam o inicio do estudo;

e Contagem sanguinea de TCD4+ > 350 células/uL, estavel (isto é, sem variagdo

> 25%) nos seis meses que antecederam o inicio do estudo;

e Formulario de consentimento livre e esclarecido assinado (apéndice A).

3.2.5. Critérios de exclusdo

e Individuos sem acesso venoso adequado para o procedimento de coleta de

sangue ou aférese.
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e Uso de qualquer substancia psicoativa de uma maneira que interferisse com a

habilidade dos pacientes em seguirem as exigéncias do estudo;
e Historia de infeccdo pelo HIV < 01 ano;
e Gravidez ou amamentagéo;

e Uso de terapia antiviral, terapias antineoplasicas ou corticosterdides no periodo

de seis meses antes do inicio do estudo;

e Presenca de doencas cronicas, tais como: infeccdo pelo virus das hepatites B
(HBV) ou C (HCV), infeccdo por HTLV I/l ou qualquer condicdo capaz de
promover disfuncdo do sistema imune, com excecdo da infeccdo pelo HIV,
assim como desordens psiquiatricas ou quaisquer distarbios que pudessem afetar
a clareza do voluntario no entendimento do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

3.2.6. Participacao de mulheres
3.2.6.1. Contracepcao

Os efeitos deste tipo de imunoterapia sobre o desenvolvimento do feto humano
sdo desconhecidos. Por esta razdo, as mulheres em idade fértil e homens participantes
tiveram que concordar em utilizar contracep¢do adequada antes da entrada e durante o
periodo de participacdo no estudo. Preservativos masculinos foram fornecidos a todos
o0s participantes. Todas as mulheres em idade fértil realizaram duplo teste de gravidez

(urina e sangue) em todas as visitas programadas.

Como os riscos para o feto ndo sdo conhecidos, os individuos tiveram que
concordar em ndo engravidar uma fémea. As mulheres em idade fértil participantes do
estudo foram orientadas a procurar um servico de ginecologia para orientacdo e

implementacdo de métodos contraceptivos.
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3.2.6.2. Amamentacao

Devido ao risco desconhecido para efeitos adversos em lactentes, secundarios ao
tratamento da mde com o produto, as mulheres foram orientadas a interromper

amamentacao porventura em curso.

3.2.7. Envolvimento em outros estudos

A participacdo simultanea em outros ensaios foi restrita a estudos
observacionais. Nao foi permitida coparticipacdo em estudos de intervencéo terapéutica

ou profilatica.

3.3. PRODUTO / INTERVENCAO

3.3.1. Formulacao e apresentacao

Cada dose do produto foi individualmente manipulada, acondicionada em
seringa com volume total de 1 mL e entregue diretamente ao pesquisador responsavel
pela aplicacdo. De modo a excluir possibilidade de erro por troca das amostras, nunca

mais do que um individuo teve material manipulado no mesmo dia.

3.3.2. Armazenamento e estabilidade do produto

Apds o preparo e acondicionamento na seringa o produto foi transportado, a uma
temperatura média de 8-12 °C, até o local onde seria aplicado, sendo sempre utilizado

no prazo maximo de 8h apds sua producao.

3.3.3. Preparacao, dose e administracdo do produto de estudo

O isolamento, expanséo e inativacdo do HIV, bem como a diferenciag¢éo das DCs
a partir dos monocitos autologos foram realizados em laboratorio de nivel de
biosseguranca 2 “*? do Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical
(IMT-USP).
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3.3.3.1. Descricédo do produto

O produto de teste foi composto por células dendriticas geradas a partir da
diferenciacéo in vitro de mondcitos autologos, pulsados com HIV autélogo inativado
por AT-2.

3.3.3.2. Coleta de sangue

Para a obtencdo de material necessario a fabricagdo do produto, inicialmente as
coletas eram executadas através de puncdo venosa de sangue periférico em intervalo de
15 dias. Posteriormente passamos a utilizar o material obtido atraveés de aférese,

otimizando, desta maneira, o protocolo (necessidade de menos coletas).

As coletas foram realizadas nas dependéncias da Fundacdo Pro-sangue
Hemocentro de Sdo Paulo, com o equipamento separador celular automatico Spectra®
(Cobe BCT, Lakewood, CO, USA), utilizando o programa MNC do software atualizado
versdo 6.1, com o kit WBC de coleta semiautomética de células mononucleares.

Apds a puncdo venosa bilateral em regido de fossa antecubital, 0 equipamento
retirou o sangue total sob velocidade de fluxo controlada entre 50-80 mL por minuto.
Ap6s a separacdo da camada mononuclear, o sangue remanescente foi devolvido
simultaneamente ao paciente. O tempo de procedimento foi de cerca de 120-180

minutos.

Em virtude da utilizacdo do citrato de sédio, o sangue permaneceu anticoagulado
durante todo o procedimento, inclusive a unidade de concentrado de células
mononucleares. A velocidade de infusdo do citrato em relacdo ao sangue total dependeu

da velocidade de fluxo e da superficie corpérea do paciente.

A bomba de coleta de células foi, apds a estabilizacdo da faixa mononuclear,
fixada em 1,3 mL por minuto, portanto, a quantidade volumétrica da unidade coletada

foi em torno de 156 mL.
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3.3.3.3. Isolamento e expanséo dos virus

O isolamento e expansdo dos virus a partir de amostra de sangue
periférico/produto de aférese de pacientes infectados foram realizados segundo
protocolo obtido do AIDS ClinicalTrialsGroup (ACTG)
LaboratoryTechnologistCommitte, com algumas modificacdes “*. O material obtido
foi separado por gradiente de FicollPaque Premium® (GE HealthcareBio-Sciences AB,
Bjorkgatan, Uppsala,Sweden) e as PBMCs foram submetidas a protocolo de deplecao
de células T CD8+ através de selecdo positiva em campo magnético utilizando
tecnologia Magnetic-activatedcellsorting(MACS)® MicroBeads(Miltenyi.Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany)Cerca de 10" células TCD8 negativas (TCD8-) foram
cultivadas em 5 mL de meio de cultura contendo 10% de Soro Fetal Bovino, na
presenca de fitohemaglutinina (Phytohaemagglutinin-PHA) e interleucina 2 (Interleukin
2 - IL-2®) (PeproTechinc, Rocky Hill, NJ, USA) para promover a ativacao das células.
As PBMCs excedentes foram congeladas em aliquotas de 10’ células/vial para uso

posterior.

As culturas que foram ativadas com PHA e IL-2 tiveram o meio trocado a cada
trés dias e semanalmente foram realimentadas com 10’ células TCD8-autélogas,

previamente ativadas com PHA e IL-2 por 48 horas.

As culturas foram monitoradas semanalmente por ensaio imunoenzimatico
(Enzyme-linkedimmunosorbentAssay — ELISA) para deteccdo da proteina p24 no
sobrenadante. Culturas positivas foram expandidas em garrafas maiores e culturas que

se mantiveram por mais de quatro semanas negativas foram desprezadas.

A cada repique o sobrenadante da cultura contendo as particulas virais foi
armazenado a —20° C para posterior inativagdo. Apds acimulo de cerca de 1.000-2.000
mL de sobrenadante comprovadamente positivo para p24, as culturas foram finalizadas,
sendo as PBMCs armazenadas em nitrogénio liquido e o sobrenadante dividido em

aliquotas congeladas a -70° C.
3.3.3.4. Ensaio de ELISA para deteccéo de p24

As culturas de virus foram monitoradas pela detec¢do da proteina p24 do HIV

nos sobrenadantes. Para tanto foi utilizado o kit Vironostika® HIV-1


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAAahUKEwjMr7HTuMDHAhUFS5AKHRdtA2A&url=https%3A%2F%2Factgnetwork.org%2F&ei=j2LaVYysJ4WWwQSX2o2ABg&usg=AFQjCNHDVDKZg2W-wfyIoFaFtFE7ZlKhuw
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Antigen(bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, France) e os procedimentos foram realizados

de acordo com instrucdes do fabricante.

Em resumo, placas de ELISA previamente sensibilizadas com a proteina p24
foram tratadas com tampdo de disrupcdo (25 uplL/poco) e em seguida foram
acrescentados 100 pL da amostra a ser testada. Para o controle da reacdo foi utilizado
um poco contendo somente sobrenadante de cultura ou controle positivo contendo 160
pg/mL de p24. Quando necessario, a curva-padrao foi determinada utilizando diluicdo
seriada de proteina p24 entre 80 e 5 pg/mL.

Apds incubacdo por duas horas a 37° C, a placa foi lavada quatro vezes com
tampdo fosfato e incubada por uma hora a 37° C com 100 uL de anticorpo de detecgdo
conjugado a peroxidase. Apos ciclo de lavagem a placa foi incubada por mais 30
minutos com substrato Tetrametilbenzidina (TMB) e a reacdo bloqueada com acido

sulfarico.

A leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm e a concentracdo da proteina p24
nas amostras foi determinada utilizando-se o programa SoftMaxPro® (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA).

3.3.35. Inativacao e purificacdo do HIV

Para a inativacdo dos virus obtidos foi utilizado o protocolo descrito por Rossio

et al (1998), com algumas modificacdes 9.

O volume total dos sobrenadantes obtidos nas culturas de expanséo viral, em
geral cerca de um litro, foi incubado com 250 uM de Aldrithiol-2® (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA) sob agitagdo constante por uma hora, a 37° C.

Apds a inativacdo, o material foi centrifugado a 3.000g por 20 minutos para
remocao de debris celulares e, a seguir, concentrado em dispositivo de ultrafiltracdo
Amicon® (Merck Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, USA) com
membrana de 100 kDa, atraves de centrifugacdo a 2.880 g por 20 minutos em cada
ciclo. Apés a concentracdo de todo o volume, o material foi lavado duas vezes em
solucdo salina tamponada com fosfato (Phosphatebufferedsaline - PBS), estéril, para
remocao do AT-2.
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A purificagdo dos virus foi realizada por ultracentrifugacdo em centrifuga L80
Beckman™ (BeckmanCoulter, Inc, Fullerton, California, USA) utilizando rotor de
angulo maével (SW41 Ti). Para tanto, o material foi acondicionado sobre solucdo de
sacarose 20% em 20 mM de Tris/HClI + 20 mM de NaCl + 2,5 mM de é&cido
etilenodiaminotetracético (Ethylenediaminetetraaceticacid — EDTA) (TNE), na
proporcdo de 1/3 de sacarose:2/3 sobrenadante concentrado e em seguida centrifugado a
4° C por uma hora a 100.000 g. Apds este periodo, todo o material acima da sacarose foi
removido e o pelletressuspendido em TNE. Procedeu-se a nova centrifugacao por mais
uma hora a 100.000 g e em seguida o pellet foi ressuspendido em meio de cultura
Roswell Park Memorial InstituteMedium (RPMI) e quantificado com rela¢do ao nimero
de particulas virais através da reacdo de cadeia da polimerase (PCR), utilizando Cobas®

Amplicor kit (Roche Molecular Systems Inc., Branchburg, NJ, USA).

O controle do processo de inativacdo foi realizado através da cultura durante
quatro semanas de uma aliquota de particulas virais inativadas, na presenca de PBMCs
previamente estimuladas com PHA. O sobrenadante foi recolhido a cada trés dias e

monitorado com relacdo aos niveis de p24, dosados através da técnica de ELISA.
3.3.3.6. Geracao de células dendriticas

PBMCs provenientes do produto da aférese dos participantes foram obtidas
através de separacdo em gradiente Ficoll-Paque Premium (produzido em condigdes
Goodmanufacturingpractices - GMP) e, apds duas lavagens, foi ressupendido em meio
RPMI. A suspensdo celular foi ajustada para a concentracdo de 5x10° células/mL e o

material distribuido em diferentes volumes, em garrafas plasticas de 75cm?.

As garrafas foram incubadas em posicao horizontal por duas horas em estufa de
CO, a 37° C para aderéncia dos monadcitos. Apos este periodo as células ndo aderentes
foram retiradas e as células remanescentes foram entéo cultivadas em meio de cultura
AdoptivelmmunotherapyMedia(Therapeutic Grade) (AIM-V®Medium CTS™,Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA USA ), suplementado com 50 ng/mL de interleucina 4
(IL-4®) e 50 ng/mL de GM-CSF® (CellGenixGmbH,Freiburg, Germany), ambos com

qualidade para aplicacéo clinica.

No 5° dia de cultura as células foram pulsadas com HIV inativado, na proporcdo
de 10° particulas/ 3x10'DCs, incubadas por quatro horas e ativadas através de cultivo

com pool de citocinas pro-inflamatérias (50ng/mL de fator de necrose tumoral-Tumor
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necrosis fator - TNFa®, 10ng/mL de interleucina 1p - IL-1p® e 100ng/mL de
interleucina 6 - IL-6®) (CellGenixGmbH, Freiburg, Germany), por 48 horas, periodo
apo6s o qual o material foi analisado com relacdo a rendimento, viabilidade e perfil
fenotipico.

3.3.3.7. Controle de qualidade da vacina

Células dendriticas diferenciadas a partir de mondcitos de sangue periférico
foram analisadas com relacdo a expressao de moléculas de superficie por citometria de
fluxo (BD FacsCalibur™, San Jose, CA, USA).

Para tanto, foi analisado o percentual de células expressando as moléculas:
CDla, CDllc, CD14, CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-DR e CCR7. Foram
empregados 0s seguintes anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos: anti-
CD1a-ficoeritrina  (Phycoerythrin - PE), anti-CD11c-ficoeritrina cianina 5
(PhycoerythrinCyanine 5 - PECy5), anti-CD14 PE, anti-CD40-Isotiocianato de
fluoresceina (Fluoresceinisothiocyanate — FITC), anti-CD80 PE, anti-CD86 FITC, anti
HLADR FITC, anti-CD83 FITC, anti-CCR7 PE e seus respectivos isotipos (todos do
fabricante BD-Pharmingen™, Becton, Dickinson andCompany, Franklin Lakes, New
Jersey, USA). Foram analisados no minimo 10.000 eventos de uma regido (gate)
determinada segundo as caracteristicas de tamanho e granulosidade celular, excluindo-
se as celulas mortas. Critérios estabelecidos internamente fixaram uma porcentagem
minima de células expressando CD83 ¢ CD40 > 50%, com viabilidade superior a 70%

para validar o produto.

O controle de qualidade microbiolégico foi realizado através da pesquisade
presenca de bactérias e fungos nas amostras do produto, através da técnica de citometria
de fluxo (BD™ CellViability Kit with BD LiquidCountingBeads-BD Biosciences, San
Jose, CA, USA).

3.3.3.8. Dose e administracéo

A vacina foi aplicada em trés doses, cada uma delas constituida de quatro
injecBes de 0,25 mL (total de 1 mL/dose). A dose da vacina continha 3x10° ou 3x10’
DCs pulsadas ou ndo com HIV autdlogo inativado por AT-2.

A rota de administracao foi subcuténea e as doses foram aplicadas aos 0, 15 e 30

dias do estudo segundo o cronograma estabelecido (Figura 1).
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3.4. LIMITACOES A TERAPIAANTERIOR

Os voluntérios ndo tinham indicacdo de uso de antirretrovirais (ARVS). Néo era
tolerada medicagdo imunomoduladora nos 180 dias que antecediam a entrada no estudo.

3.5. MEDICACOES E PROCEDIMENTOS CONCOMITANTES

Porquanto possivel, apesar de desconhecido o potencial de interagdo com outros
farmacos / imunobiolodgicos, sua utilizacdo nao foi estimulada durante a participacéo no

estudo. Medicacdo com acdo imunomoduladora relevante ndo foi tolerada.

Os medicamentos utilizados e procedimentos realizados durante a participacdo
no estudo foram registrados em formularios de relato de caso (CRFs) elaborados
especificamente para este estudo (apéndices B e C). Pelo protocolo, a prescrigédo de
qualquer medicagédo/procedimento concomitante poderia ser feita apenas quando

devidamente autorizada pelo investigador clinico responsavel.

3.6. ACESSO AO PRODUTO APOS O ENCERRAMENTO DO
ESTUDO

O estudo ndo previa doses adicionais apés o término do esquema proposto. Os
voluntarios foram esclarecidos de que, caso provada a seguranca e tolerancia do

produto, poderiam ser convidados a participar de estudos futuros.
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3.7. AVALIACOES E PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

3.7.1. Avaliagdes clinicas

Os pacientes foram avaliados clinicamente em visitas rotineiras de seguimento de
acordo com os procedimentos padronizados. Todos os pacientes foram acompanhados
até a data de encerramento, estimada em aproximadamente 12 meses ap0s a primeira
dose do produto. Visitas de acompanhamento para coleta de dados em todos os bracos

de tratamento seguiram o cronograma pré-estabelecido.

A cada visita, o paciente foi avaliado por membros de uma equipe
multidisciplinar, devidamente capacitados para o desenvolvimento desta pesquisa. As
seguintes informac6es foram coletadas no screening: consentimento livre e esclarecido
assinado, histoérico medico, exame clinico (anamnese, sinais vitais, exame fisico

direcionado).

As seguintes informacdes foram coletadas em cada visita de acompanhamento:
historico direcionado de saude, gravidez auto relatada para mulheres em idade fértil,

exame clinico (anamnese, sinais vitais, exame fisico direcionado).

A fim de facilitar a coleta de dados, foi utilizado um diario de estudo (apéndice

D), fornecido ao participante para registro de intercorréncias pertinentes.

Todos os individuos, submetidos ou ndo a vacina, receberam ao término da sua
participacdo, um relatério para ser entregue ao medico assistente. Relatdrios adicionais

foram providenciados sempre que necessario.

3.7.2. Avaliac0Oes laboratoriais

As andlises necessarias para as respostas as questfes formuladas neste estudo
foram realizadas no Laboratério de Investigacdo em Dermatologia e Imunodeficiéncias,
LIM 56 do Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sdo Paulo-SP e na Divisdo de Laboratério Central do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo-SP.
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As seguintes avaliacbes foram realizadas ao longo do estudo: hemograma
completo, determinagdes bioquimicas sanguineas (glicose, aspartato aminotransferase-
AST e alanina aminotransferase-ALT, uréia, creatinina), contagem hematoldgica de
células TCD4+, TCD8+, Tregs, quantificagdo plasmatica do RNA do HIV, sorologia
para o virus da hepatite B* e da hepatite C* e para o virus HTLV 1 e 2*, dosagem de

anticorpos anti-nucleo (ANA) e Beta Gonadotrofina Coriénica (BHCG)**.

*Quando ndo tivessem sido realizados dentro dos Gltimos 12meses.

**Quando indicado.

3.7.3. Avaliacoes clinico-laboratoriais extras e coleta das amostras

Os procedimentos acima descritos referem-se a visitas de screening / seguimento
que tém a finalidade de coleta de dados. Para garantir a seguranca do paciente, visitas de
seguimento mais frequentes poderiam ser realizadas sob determinadas circunstancias
tais como aparecimento de sintomas clinicos, queda rapida na contagem de células
TCD4+ ou elevacdo rapida no RNA-HIV. Quando necessario, as coletas foram

realizadas nas dependéncias do LIM56.

3.8. PREPARACAO, MANUSEIO E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

3.8.1. Risco bioldgico

Como a transmissdo do HIV e de outros agentes patogénicos de origem
sanguinea pode ocorrer através de contato com agulhas contaminadas, sangue e outros
produtos bioldgicos, precaucdes adequadas foram adotadas por todo o pessoal na coleta,
manuseio e transporte de todos o0s espécimes para este estudo, como atualmente
recomendado pelo Centers for DiseaseControl (CDC) e instancias regulatdrias

brasileiras®3% 132 133),
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3.8.2. Transporte das amostras

Todas as amostras foram transportadas utilizando embalagens adequadas de
acordo com as normas de Goodlaboratorypractice(GLP) esegundo a regulamentacédo
brasileira.As doses preparadas e contidas em seringa foram transportadas em caixas
plasticas acondicionadas em material absorvedor de impacto, sob banho de gelo, para as
dependéncias do HCFMUSP.

3.9. ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

3.9.1. Utilizacdo de amostras armazenadas

As amostras foram adequadamente armazenadas até seu processamento, segundo

as normas de Goodlaboratorypractice (GLP)*3¥.

Conforme previsto, as amostras excedentes e os dados recolhidos no &mbito do
presente protocolo constituiram um biorrepositério, nos termos da resolu¢do do
Conselho Nacional de Satde (CNS) 441 de 12 de maio de 2011™*® e podem ser
utilizados para estudos futuros relacionados ao desenvolvimento de vacinas anti-HIV,
apenas se explicitamente autorizado pelos participantes do estudo. Em qualquer
hipotese, ndo serdo realizados testes de manipulacdo genética. Para qualquer outra
investigacdo ou tratamentos experimentais propostos por este ou outros protocolos sera
exigida a obtencdo de novo(s) termo(s) de consentimento informado em separado,

conforme a legislacéo brasileira.

3.9.2. Acesso e descarte das amostras

O acesso as amostras foi restrito ao pessoal envolvido no estudo. As amostras e
os dados foram armazenados usando cddigos atribuidos pelos investigadores. Os dados
sdo mantidos em documentos impressos arquivados em armario lacrado e computadores
protegidos por senha. Apenas os investigadores e inspetores devidamente credenciados

pelas instancias regulatdrias pertinentes podem ter acesso aos dados e amostras.
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No futuro, caso outros pesquisadores queiram estudar essas amostras e/ou dados,
sera exigida a aprovacdo pelos 6rgdos competentes, conforme a legislacdo brasileira.
Qualquer informacdo a ser compartilnada sobre as amostras exigira, similarmente,

aprovacao previa.

Qualquer perda ou destruicdo inesperada de amostras (por exemplo, devido ao
mau funcionamento do congelador), que resultasse em uma violacdo que
comprometesse a integridade dos dados cientificos recolhidos para o estudo, seria

reportada as instancias regulatorias competentes.

Além disso, os individuos podem decidir a qualquer momento ndo ter as suas
amostras armazenadas. Neste caso, 0 investigador principal ird destruir todas as
amostras restantes conhecidas e enviar relatério ao participante da pesquisa e as
instdncias regulatérias competentes. Esta decisdo ndo afetard a participacdo do

individuo em quaisquer outros estudos futuros.

3.10. CALENDARIO DO ESTUDO

O cronograma dos procedimentos do projeto esta descrito no anexo A

3.10.1. Screening

O objetivo da visita de screening foi o rastreamento para determinar a
elegibilidade do voluntério para participar do estudo. Individuos diagnosticados com
uma condicdo médica durante o processo de recrutamento (por exemplo, o teste
reagente para a hepatite B, hepatite C, etc.) foram notificados e encaminhados para
cuidados médicos. Os seguintes procedimentos de avaliacdo foram concluidos antes do

envolvimento efetivo no estudo:

e Consentimento livre e esclarecido assinado;
e Histérico médico;

e Exame clinico (sinais vitais, exame fisico);
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e Testes imunoviroldgicos (TCD4+, TCD8+, carga viral plasmatica);
e Coleta de amostras de plasma, soro e células (PBMCs);

e Hemograma completo;

e Determinacdes bioquimicas (glicose, AST e ALT, uréia, creatinina);

e Sorologia para o virus da hepatite B* e da hepatite C* e para o virus HTLV 1 e
2*, ANA e BHCG**,

*Quando nao tivessem sido realizados dentro dos Gltimos 12meses.

**Quando indicado.

3.10.2. Matricula (Baseline)

A visita 1 foi definida como a data da entrada no estudo e o dia 0, a data da
primeira administracdo da imunoterapia. Todos os participantes tiveram que assinar
consentimento informado para serem considerados inscritos no ensaio clinico, e tiveram
todos os procedimentos de triagem realizados antes de efetivar a primeira administracao
do agente da intervencdo. AvaliacOes antes da primeira intervencdo foram a base para
posteriores avaliacGes de seguranca. Mulheres com potencial reprodutivo tiveram um
teste sorologico e em urina negativos para gravidez nas visitas antes da aplicacdo do

produto e em cada visita ap0s a intervencao.

3.10.3. Seguimento

Os individuos receberam o produto nos dias 0, 15 e 30 do estudo. O calendario
das visitas e injecoes ¢ apresentado no anexo A. O protocolo permitiu uma “janela” de
até £ 5 dias na programacao das visitas e inje¢des do estudo. A cada vacinacao, a dose
foi dividida em injec¢Bes aplicadas a direita e a esquerda dos bracos (regido axilar) e das
pernas (regido inguinal) como locais para a imunizagdo. Apos as injecoes, os individuos
foram observados por um periodo medio de 60 minutos. Os sinais vitais foram obtidos
antes e apos a aplicacdo do produto. Apés a aplicacdo do produto, o participante foi

contatado pelo telefone no periodo de até 24h.
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3.10.4. Visita final do estudo

Uma visita final foi realizada para os pacientes que completaramo estudo (dia 360).

Os procedimentos desta visita incluiram:
e Avaliacdo clinica (anamnese e exame fisico);
e Estudos imunoviroldgicos (TCD4+, TCD8+, Tregs, Carga Viral plasmaética);
e Amostras de plasma, soro e PBMCs;
e Hemograma completo;
e Determinacdes bioquimicas (glicose, AST e ALT, uréia, creatinina);

e Sorologia para o virus da hepatite B* e da hepatite C* e para o virus HTLV 1 e
2*, ANA e BHCG***,

*Quando nao tivessem sido realizados dentro dos Gltimos 12meses.

**Quando indicado.

3.10.5. Visita de encerramento precoce

Nos casos dos pacientes que encerraram sua participacdo precocemente no

estudo, sempre que possivel, foi realizada uma visita extra de encerramento.

Os procedimentos executados nesta visita foram 0os mesmos da visita final (vide
item acima), constando a observagdo ‘“visita extra de encerramento precoce” no

formulario de relato de caso.

3.10.6. Contato com os individuos apds o término do ensaio

Apenas em casos extraordinarios, a critério do investigador, os individuos
poderiam ser contatados ap6s o término do estudo. Caso isto fosse necessario o contato

seria realizado via o servigo de assisténcia que estivesse acompanhando o paciente.



Métodos

3.11. AVALIACAO DA SEGURANCA

3.11.1. Especificacdo dos parametros de seguranca

Parametros clinico-laboratoriais relacionados a seguranca da intervencao
proposta foram avaliados durante todo o estudo. Estes parametros incluiram qualquer
manifestacdo clinica percebida pelo participante e/ou investigador, e deveriam ser
relatados & equipe do estudo. Os parametros de avaliagdo laboratorial incluiram todos

aqueles descritos no item 3.7.2..

Antes da aplicacdo da imunoterapia, foi recolhida uma aliquota de PBMC que
apos identificacdo, foi armazenada, em recipiente estéril e congelada em nitrogénio
liquido para eventuais analises posteriores, mantendo-se a guarda por cinco anos. Esta
aliquota serd usada como contraprova em caso de necessidade. O objetivo da aliquota
para contraprova é parear a identidade do individuo imunizado com a identidade da
vacina e suas caracteristicas funcionais, bioldgicas e de esterilidade. Os testes a serem
feitos dependerdo dos questionamentos que surgirem, como percentual de células
viaveis, DNA fingerprint, atividade imunoldgica das células e/ou outros testes que
possam comprovar a qualidade e a identidade da vacina em relacdo ao individuo

imunizado.

As avaliacGes laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Investigacdo
Médica em Dermatologia e Imunodeficiéncias-LIM56 do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e na Divisdo de Laboratorio
Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o

Paulo.

3.11.2. Avaliacéo, analise e registro dos parametros de seguranca
3.11.2.1. Escala de intensidade (severidade)

Oseventosadversos (EAs) seguiram as definigdes do International Council on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH)“** e foramcategorizadosquanto a severidadesegundo a Common

Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) do National Cancer
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Institute(NC1)**e  Table for Grading the Severity of Adult and Pediatric Adverse
Events Version 2.0 November 2014. Division of AIDS (DAIDS)™*%9.

No estudo similar anterior nenhum dos 18 voluntarios vacinados apresentou
evento adverso sério. As reacOes adversas encontradas naquele estudo foram:
linfadenopatia localizada nos ganglios periféricos de drenagem, prurido na pele e dor no

local da injec&o™?.
3.11.2.2. Avaliacéo da relagéo de causalidade

Baseando-se nos “Principios de Hill”(1965)"* 29 3 avaliacdo da relacio de
causalidade seguiu as recomendagdes do Council for InternationalOrganizationsof
Medical SciencesWorkingGroup VI report™*Y e do Manual for ExpeditedReportingof
Adverse Eventsto Division of AIDS, Version 2.0%“?). Desta forma os eventos adversos
foram classificados de forma binaria, de modo a responder a pergunta: Existe uma

possibilidade razoavel de uma relacéo causal entre o produto e 0 EA?

Os EA também foram submetidos ao algoritmo estabelecido pela

ClinicallmmunizationSafety Assessment (CISA)®4?,

Para todos os EAs registrados, o clinico que avaliou o participante da pesquisa,

determinou a causalidade do efeito adverso.
3.11.2.3. Arquivo / documentacao

Em cada contato com o participante do estudo, a informagdo sobre eventos
adversos foi solicitada através de questionamento adequado e avaliacdo clinica sendo
imediatamente registrada em um documento fonte. Documentos fonte incluiram:
anotacOes em prontuario, laudos de laboratorio, registros de telefonemas e instrumentos
de coleta de dados. Os documentos fonte foram analisados em tempo habil pela equipe
de investigacdo. Todos os eventos adversos identificados foram registrados em um
formuldrio de relato de caso (CRF) e em formulario especifico para relato de EA®)- A
data de inicio, a data de término, a gravidade de cada evento e a avaliagdo do
investigador principal sobre relacdo entre o EA e o agente de estudo / intervengao
também foram registrados no CRF e em formulario especifico para relato de EA.
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3.11.2.4. Relato de eventos adversos

Os relatos de eventos adversos para este estudo seguiram 0s seguintes

procedimentos:

e Todos os eventos adversos identificados foram registrados em um formulario de

relato de caso (CRF) e em formulério especifico para relato de EA.

e Os investigadores submeteram, periodicamente, relatério contendo um sumario
atualizado de todos os eventos adversos ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) de
referéncia do estudo (Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo-
CaPPesg-HCFMUSP).

3.11.2.5.Requisitos especificos para eventos adversos graves (EAS)

No interesse da seguranca dos participantes do estudo e objetivando cumprir 0s
requisitos legais para a conducdo de estudos clinicos no Brasil, todos os eventos
adversos sérios, devido a qualquer causa, que ocorreram durante o curso do estudo
foram imediatamente comunicados ao CEP de referéncia assim que o pesquisador

responsavel teve conhecimento do evento.
Eventos adversos sérios foram devidamente comunicados a:
Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP
Telefone: (011) 2661-7585
Fax: (011) 2661-7585

E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

3.11.3. Seguimento dos participantes apos eventos adversos
3.11.3.1. Acompanhamento

Em cada contato com o participante da pesquisa, 0 investigador buscou
informacdes sobre 0s eventos adversos especificos através de questionamento e exame
adequado. O diagnoéstico de eventos adversos se deu através da observacdo pelo

investigador e/ou equipe do estudo, relatos espontaneos feitos pelo individuo e/ou
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membro da familia e, ainda, por meio de relato no diario do estudo. Os eventos adversos
anteriormente relatados pelo participante foram constantemente reavaliados quanto a
duracéo, intensidade e relagdo com o produto em estudo. Avaliacdo de seguranca incluiu
a observacdo e monitoramento de parametros clinicos, viroldgicos, bioquimicos,

hematoldgicos e imunologicos.

Durante o estudo, os voluntarios continuaram a ser acompanhados para
assisténcia a sua salde nos servicos de origem. Alternativamente, foi oferecida a
possibilidade de manterem acompanhamento com a equipe do ADEE 3002. Apos o
término do estudo, a atencdo primaria a salde do paciente retornou ao seu servigo de
salude de referéncia. Alternativamente, foi oferecida ao participante do estudo a
manutencdo da assisténcia no ambulatério de infeccdo pelo HIV do HCFMUSP (ADEE
3002). Em qualquer caso, um documento descrevendo o estudo foi enviado ao médico
assistente responsavel pelos cuidados priméarios. Este médico foi instruido verbalmente
e por escrito para manter contato com os pesquisadores imediatamente, para qualquer
duvida e/ou informacdo sobre evento adverso. Um e-mail e um nimero de telefone

estiveram disponiveis para fornecer acesso a equipe de investigadores.

Todos os EAS e EA ndo graves relatados neste estudo foram seguidos até a sua
resolucdo ou até que o investigador entendesse que o EA / EAS tinha se estabilizado e o
acompanhamento ndo era mais necessario. Isto significa que, em alguns casos, o

acompanhamento foi necessario ap0s 0 paciente interromper a participacao no estudo.

3.12 MODIFICACAO DA INTERVENCAO / AGENTE DO ESTUDO
PARA UM PARTICIPANTE

A dose e/ou esquema de vacinacdo poderia sofrer alteracdo, desde que, na
opinido dos investigadores isto ndo representasse nenhum risco adicional aos

participantes do estudo.
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3.12.1. Normas para interrupcéo do estudo

O investigador monitorou e analisou os dados do estudo a medida que estes
foram disponibilizados e determinou a presenca e gradacdo de possiveis eventos
adversos. A avaliacdo dos EAs bem como complicacbes do procedimento da
imunoterapia foi realizada separadamente nos trés bracos propostos. Caso fosse
decidido, o estudo seria interrompido a qualquer momento (nenhuma nova inclusao e/ou
vacinacdo) seria realizada e um relatorio seria enviado as autoridades regulatorias

competentes.

O sistema envolvendo os CEPs / Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o MSB, como parte
de suas fungdes para garantir que os participantes da pesquisa sejam protegidos, poderia
interromper o estudo a qualquer momento. Revisdo posterior dos eventos adversos
graves, inesperados e eventos adversos relacionados ao agente/procedimento também
poderiam levar as instancias regulatorias a interromper os procedimentos do estudo.
Estas instancias detinham a autoridade para interromper o estudo temporaria ou

definitivamente.

3.12.2. Normas para interromper a participacdo de um individuo
Um participante poderia ser retirado do estudo nas seguintes situacdes:
e Por decisdo propria, sem necessidade de maiores esclarecimentos;
e Por deciséo da equipe do estudo, esclarecendo-se 0 motivo da descontinuagéo;
e Desenvolvimento de um endpoint;

e Qualquer evento adverso clinico ou laboratorial, doenca intercorrente ou outra
condi¢do médica ou qualquer situacdo, de maneira que a permanéncia no estudo

nédo fosse do melhor interesse do participante;

e Por decisdo das instancias regulatorias responsaveis pelo acompanhamento do

estudo;

e Ao final do estudo, cuja duracéo prevista foi de, aproximadamente 90 semanas.
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Em qualquer das situacbes acima estava prevista a garantia do acesso a

assisténcia a saude do participante.

No caso em que o participante fosse retirado do estudo devido a um EA, ele
deveria ser registrado no CRF como tal. O participante deveria ser acompanhado e
tratado pelo pesquisador até o pardmetro anormal ou sintoma ter se resolvido ou
estabilizado. Caberia ao investigador determinar se o EA estava resolvido ou se atingiu
um estado estavel, definindo que nenhum outro seguimento seria necessario. Também

deveria haver documentacdo para apoiar essa deciséao.

3.12.3. Retirada precoce de um participante do estudo

O voluntério poderia ter sua participacdo no estudo precocemente interrompida
devido aos motivos descritos acima. Neste caso seu seguimento pds-estudo seria
realizado segundo as determinacOes deste protocolo (como descrito anteriormente). Sua
descontinuacdo seria registrada e informada as instancias regulatorias competentes
(CEP/CONEP e ANVISA).

3.12.4. Reposicdo de participantes que interromperam sua

participagédo no estudo

O recrutamento de individuos em substituicdo aos que interromperam
precocemente sua participacao no estudo foi permitido durante o todo o periodo em que

se realizou a selecdo/recrutamento/inclusao.

3.13. PLANO E ESTRUTURA DE MONITORAMENTO DO ESTUDO

Relatorios periddicos sobre o estudo foram submetidos ao CEP, segundo a

legislagdo brasileira para conducéo de ensaios clinicos.

O centro onde se realizou o estudo estd apto para ser auditado pelos 6rgdos

competentes a qualquer momento.
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3.14. CONSIDERACOES ESTATISTICAS

3.14.1. Revisdo dos objetivos do estudo

Este ensaio de fase I/11 foi conduzido com os objetivos de estabelecer, através da
analise de parametros clinico-laboratoriais, a tolerancia, seguranca e possivel impacto
imunovirolégico de um produto anti-HIV constituido por células dendriticas
diferenciadas a partir de monadcitos autélogos pulsadas com HIV autdlogo inativado por
AT-2. Trés formulagOes distintas foram avaliadas. Duas contendo diferentes doses de
células dendriticas (3x10° e 3x10") &s quais se adicionou o virus inativado e um terceiro
braco de individuos que foi submetido a imunoterapia apenas com células dendriticas

sem pulso adicional de HIV.

3.14.2. Populagéo de estudo

A previsdo inicial era de vinte e cinco individuos envolvidos no estudo, segundo

os critérios de inclusdo, seguindo a distribuicao abaixo:
Brago A: 3x10’ células dendriticas sem pulso com HIV- 05 individuos.
Braco B: 3x10° células dendriticas pulsadas com HIV- 10 individuos.

Brago C: 3x10’ células dendriticas pulsadas com HIV- 10 individuos.

3.14.3. Descricdo da analise

As avaliagdes de seguranca foram realizadas monitorando-se a evolugédo dos

parametros para cada individuo.

Para as avaliacdes relacionadas a um possivel impacto imunovirologico, o

periodo total de observacao foi dividido em trés fases distintas:

e Fase pré-vacina (semana -51 a semana 0)
e Fase pos-vacina imediata (semana 0 a semana 6)

e Fase pos-vacina tardia (semana 6 a semana 51)
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Foram calculadas as médias das variaveis de interesse obtidas em cada fase para
cada um dos pacientes submetidos a intervencao, realizando-se a avaliagdo ao longo da
pesquisa, comprando-se as fases pré x pds-vacina em cada braco. A divisdo do periodo
pos-vacinacdo em dois intervalos (0-6 semanas e 6-51 semanas) permitiu ainda a

avaliacdo de um possivel efeito “precoce” da imunoterapia.

Também foram calculadas e observada a evolucdo das medianas das contagens

das variaveis de interesse para cada brago a partir do baseline (dia 0).

Foram calculadas e observada a evolucdo dos A das variaveis de interesse em
relacdo ao momento imediatamente antes do inicio da intervencéo (baseline, dia 0), para

cada braco, no periodo pds-vacinacgéo.

Foi avaliada a correlagdo entre as variaveis monitoradas no estudo.

3.15. HIPOTESE DO ESTUDO

A hipotese do estudo é de que a terapia celular baseada em DCs aut6logas
pulsadas com HIV aut6logo inativado com AT-2 constitui um produto seguro e bem
tolerado, capaz de induzir alteracGes imunoldgicas e virologicas relevantes do ponto de

vista de controle da infeccéo pelo HIV.

3.16. MANUTENCAO DOS CODIGOS DE ALOCACAO

A alocacéo foi feita por distribuicdo sequencial controlada pela equipe do
estudo. Assim, o primeiro individuo arrolado no estudo foi incluido no bragco A o
segundo no braco B, o terceiro no bragco C, o quarto no bragco A e assim
sucessivamente, até que fossem atingidos 0s numeros propostos para cada braco.
Apbs se completar o brago A (n=5), os participantes passaram a ser distribuidos
apenas entre os bracos B e C. Como o estudo ndo foi “cego”, os investigadores

estavam cientes de qual brago os voluntarios foram alocados. Uma planilha
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contendo os cddigos de alocacdo foi elaborada e mantida sob a guarda dos

pesquisadores.

3.17. SELECAO, RECRUTAMENTO E SEGUIMENTO DOS
PARTICIPANTES

Os individuos foram selecionados segundo os critérios de inclusdo/excluséo, a
partir de uma triagem inicial efetuada pela equipe do Ambulatorio de Imunodeficiéncia
Secundéria (ADEE3002) do Departamento de Dermatologia do HCFMUSP.

Individuos que fazem parte da coorte de seguimento deste ambulatério foram,
apos selecdo, encaminhados para o estudo. Os individuos externos puderam ser
encaminhados para selecdo com relatério contendo dados clinico-laboratoriais
relevantes. Durante o estudo, os participantes continuaram a ser acompanhados para
assisténcia a sua salde nos servicos de origem. Alternativamente, foi oferecida a

possibilidade de manterem acompanhamento com a equipe do ADEE 3002.

3.18. ANALISE DE IMPACTO IMUNOVIROLOGICO

Entre os objetivos deste estudo estd a analise de possiveis alteracoes
imunoviroldgicas induzidas pela intervencdo. Foram analisadas a contagem sanguinea

de células TCD4+, TCD8+, Tregse a carga viral plasmatica do HIV.

A avaliacdo das sub-populacBes linfocitarias foi realizada pela técnica de
imunofenotipagem por citometria de fluxo utilizando o aparelho BD
FacsCalibur™(Becton, Dickinson andCompany, San Jose, CA, USA).

Para tanto, foi analisado o numero absoluto e/ou o percentual de células
expressando as moléculas: CD3, CD45RA, CD4, CD8, CD25 e FOXP3. Foram
empregados 0s seguintes anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos: anti-
CD3-Isotiocianato de fluoresceina (Fluoresceinisothiocyanate — FITC), anti-CD45-
Peridinina clorofila proteina (Peridininchlorphyllprotein- PerCP), anti-CD4 -



Métodos

Aloficocinina (Allophycocyanin-APC), anti-CD8- Ficoeritrina (Phycoerythrin - PE),
Anti-CD25 — Ficoeritrina cianina 5 (PhycoerythrinCyanin 5 — PE Cy5), Anti-FOXP3-
Ficoeritrina (Phycoerythrin-PE) e seus respectivos isotipos (todos do fabricante BD-
Pharmingen™, Becton, Dickinson andCompany, Franklin Lakes, New Jersey, USA).
Foram analisados no minimo 10.000 eventos de uma regido (gate) determinada segundo
as caracteristicas de tamanho e granulosidade celular, excluindo-se as células mortas. As

sobpopulac@es foram definidas segundo os seguintes painéis:
-Células TCD4+: CD3+/CD45+/CD4+
-Células TCD8+:CD3+/CD45+/CD8+
-Células Treg: CD3+/CD4+/CD25+/FOXP3+

A carga viral plasmatica do HIV foi avaliada através da amplificacdo do material
genético do virus pela reacdo de cadeia da polimerase em tempo real (Real time
polymerasechainreaction — RT-PCR) utilizando-se o kit Abbott Real Time HIV-1

(Abbott Molecular Inc., Des Plaines, Illinois, USA) segundo as instruc6es do fabricante.

Estes dados foram relacionados entre si e com parametros de evolucdo clinica e
laboratorial. Outros estudos imunoldgicos e virolégicos poderdo ser propostos, devendo
sempre ser submetidos as instancias regulatorias e implicando obrigatoriamente na

autorizacdo explicita dos participantes do estudo.

3.19. ANALISE PRELIMINAR

Foi realizada uma andlise interina com os dados de 12 semanas de seguimento

de todos os pacientes incluidos.

3.20. ETICA/PROTECAO AOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

Os pesquisadores asseguram que todas as suas atividades relacionadas com o
participante da pesquisa foram guiadas e estdo em conformidade com a resolucdo 466,
de 12 de dezembro de 2012 da Comisséo Nacional de ética em Pesquisa (CONEP), que
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rege as pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil. Além disso, os investigadores
garantem que este estudo foi realizado em plena conformidade com a revisao atual da
Declaragéo de Helsinque e com os regulamentos e orientaces do InternationalCouncil
for HarmonisationofTechnicalRequirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH)
GoodClinicalPractice (GCP)**®o que proporcionou maior protecdo aos participantes

da pesquisa.

3.20.1. Comités revisores

Uma copia do protocolo e do formulario de consentimento livre e esclarecido foi
apresentada ao CEP/CONEP e ANVISA para aprovagdo por escrito (registros:
CEP=0239/09, CONEP=15549 e ANVISA=914858092).

Os investigadores submeteram e obtiveram aprovacdo do CEP/CONEP para
todas as alteragOes posteriores do protocolo, do documento de consentimento livre e

outros documentos, conforme a legislagdo vigente no Brasil.

3.20.2. Processo de obtencdo do consentimento livre e esclarecido

O consentimento livre e esclarecido é um processo que se inicia antes do
individuo concordar em participar do estudo e continua durante toda a participacdo do

individuo no estudo.

Ampla discussdo dos riscos e possiveis beneficios desta intervencdo foram
fornecidos aos participantes através de um processo de ‘“‘acolhimento”. Material
audiovisual descrevendo em detalnes o agente de estudo, a intervencdo, 0s
procedimentos do estudo e os riscos envolvidos, foi apresentado aos participantes e
documentacao por escrito do consentimento informado foi necessaria antes de se iniciar

a pesquisa.

O termo de consentimento livre e esclarecido foi aprovado pelos érgéos
responsaveis e os participantes foram convidados a ler e revisar o documento. Apds
examinar o documento, o investigador explicou a pesquisa ao participante e respondeu
quaisquer perguntas que pudessem surgir. Os participantes assinaram o documento de

consentimento informado antes de qualquer procedimento a ser feito especificamente
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para o estudo. Os participantes tiveram oportunidade suficiente para discutir o estudo e
entender as informagGes antes de concordar em participar. Os participantes foram livres

para retirar o consentimento a qualquer momento durante o curso do estudo.

Os direitos e bem-estar dos participantes foram protegidos, enfatizando a eles
que a qualidade da sua assisténcia médica ndo seria prejudicada, casorecusassema

participar deste estudo.

A aquisicdo de consentimento informado foi documentada em CRF apropriado e
no prontuario do participante. O formulério de consentimento livre e esclarecido foi
assinado e datado pessoalmente pelo participante e pela pessoa que conduziu a
discussdo do consentimento informado. O formulério de consentimento livre e
esclarecido assinado foi elaborado em duas vias. Uma via esta sendomantida no arquivo

do estudo e uma via foi fornecida ao participante.

3.21. MANUSEIO DOS DADOS E MANUTENCAO DOS REGISTROS

Os dados obtidos foram manipulados pela equipe responsavel pela conducéo do
estudo. Os registros sdo mantidos em arquivo, Cujo acesso é restrito ao pessoal
envolvido e instancias regulatorias, pelo tempo necessario segundo a legislacdo

brasileira.

3.21.1. Metodologia de coleta dos dados

Todos os dados coletados foram registrados em formularios de registro de caso
(Case ReportForms - CRFs), especificos para o estudo, transferidos para planilha Excel
microsoft office® (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) e, posteriormente
digitados no sistema eletrénico de gerenciamento on-line de dados, Researchelectronic

data capture(RedCap)™*®, para as analises pertinentes.
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3.21.2. Tipos de dados obtidos

Foram coletados dados relacionados a evolugdo clinico-laboratorial dos

individuos nas visitas previstas no estudo.

3.21.3. Documentos fonte e acesso aos documentos fonte / dados

Os pesquisadores foram responsaveis por assegurar que os dados coletados

fossem completos, precisos e registrados de maneira adequada.

A documentacdo fonte (registro inicial dos dados) deveria estar em concordancia
com os dados registrados no formulario de relatério do caso. Documentos fonte
incluiram todos os registros de observacdes ou anotacfes de atividades clinicas e todos

os relatorios e registros necessarios para a avaliacdo e reconstrucdo do ensaio clinico.

Dados para os CRFs foram coletados durante as visitas do participante do
estudo, os contatos telefénicos com os individuos, os diarios dos pacientes e agueles
captados a partir do prontuario médico. O CRF péde servir como documento fonte para
os procedimentos especificos do estudo. Ndo se aceitou que o CRF fosse o Unico
registro de participacdo de um paciente no estudo. Isso serviu para garantir que qualquer
pessoa que acessasse 0 prontudrio médico tivesse conhecimento de que o paciente

estava participando de um ensaio clinico.

3.21.4. Politica de publicacéo

Apbs a conclusdo do estudo, os investigadores submeteram os resultados desta
pesquisa a uma revista cientifica. A pesquisa também foi registrada na base de dados
Clinical Trials.gov (NCT02766049)"4").
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4.1. CASUISTICA

4.1.1. Recrutamento, selecdo, alocacdo & retengao
Quarenta e quatro pacientes convidados para participar da pesquisa foram
submetidos a sele¢do segundo os critérios definidos no projeto. Estes individuos eram

provenientes de varios servicos que prestam assisténcia a pessoas com HIV/aids.

O recrutamento se estendeu de 25/03/2010 a 02/02/2012. Durante este periodo,
os participantes excluidos foram sendo substituidos de modo a tentar completar as
amostras previstas em cada braco do estudo. Dos 44 individuos recrutados, 13 sairam
antes da alocacdo nos bracos que iriam receber o produto. A razdo da retirada de 12
destes 13 foi o ndo preenchimento dos critérios para prosseguir na pesquisa
(screeningfailure). Uma pessoa desistiu apés assinar o TCLE.

Apbs a alocacdo, houve ainda a exclusdo de outros 12 individuos.

A figura 2 exibe o fluxograma de progresso dos participantes atraves das etapas
do estudo. No gréafico 1 estdo detalhadas as causas da remocao de todos os participantes

ndo vacinados (antes e apos a alocacgdo).
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Figura 2 — Diagrama de fluxo com a progressao do namero de participantes ao longo

do estudo
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Grafico 1 — Causas de exclusdo dos pacientes ndo vacinados, pré e pos -alocagdo.

mPRE-ALOCAGAO POS-ALOCAGAO

Desisténcia apds assinatura do TCLE
Coinfecgao pelo HBV

Coinfecgao pelo HTLV

Coinfecgao pelo HCV
Suspeita de doenga autoimune
Carga viral < 1.000

Impossibilidade de cultivar o virus
Vacina fora dos padrées de qualidade ———

Inicio ARVs | e

Sem acesso venoso para aférese ( 3 2 d

TCD4+ < 350 8"— — - — 2

Neoplasia de estdmago N

Legenda: TCLE-Termo de consentimento livre e esclarecido; HBV-Virus da hepatite B;
HCV-Virus da hepatite C; HTLV-Virus T-linfotropico humano

O produto da intervencdo terapéutica foi efetivamente administrado a 19

individuos, distribuidos da seguinte maneira:

. Quatro participantes no brago A (formulagdo=somente DCs na dose de
3x10 células)

. Nove participantes no braco B (formulacdo=DCs na dose de 3x10°
células, com pulso adicional de HIV-AT-2, da ordem de 10° particulas virais)

. Seis participantes no braco C (formulagdo=DCs na dose de 3x10’ células,

com pulso adicional de HIV-AT-2, da ordem de 10° particulas virais)

No total, a maioria dos individuos que receberam a intervengdo eram homens
(n=14; 73,7%), sendo a distribuicdo por bragos: A=4 (100%), B=7(77,7%), C=3(50%).
A média de idade foi de 34,63 anos e a media do tempo desde a primeira evidéncia da
infeccdo pelo HIV foi de 5,73 anos. Com relagdo ao nimero de células T CD4+ no
momento de entrada no estudo, a media foi de 543 /uL (dez participantes com TCD4+ >
500 celulas/uL). Ja a quantidade média inicial de particulas virais no plasma foi de
20.371 copias/mL.
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No que diz respeito a este parametro (carga viral plasmatica), vale destacar que,
com exce¢do de um individuo, todos os outros participantes vacinados apresentavam
contagem inicial abaixo de 50.000 cépias/mL.

No baseline (momento imediatamente antes da primeira dose da intervencao), a
média de TCD4+ foi de 458 células/uL (oito participantes com TCD4+ > 500
células/uL), enquanto que a média da carga viral plasmatica, 42.563 copias/mL. Nesta

ocasido, trés individuos apresentavam carga viral acima de 50.000 copias/mL.

O tempo médio entre a entrada no estudo e a aplicacdo do produto foi de 39,94

semanas (variacdo: 13,29 a 79 semanas), com as seguintes médias para cada braco:
-Braco A: 31,21 semanas
-Braco |B: 39,52 semanas
-Braco C: 49,11 semanas

As tabelas 1 e 2 exibem algumas caracteristicas dos participantes. Quando
estratificamos por braco de intervencao, observamos que as caracteristicas sdo similares
entre os bracos (Tabela 2). No que diz respeito aos parametros de células TCD4+ e CV
plasmatica, considerados os niveis de variacdo assumidos como significantes para este
estudo (0,5 log para CV e 25% para TCD4+), notamos que ndo houve diferenca
relevante entre os bragos. Apenas no braco B houve elevacdo média da CV entre o

screeninge baseline de 0,56 log.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos individuos submetidos a intervengéao

CODIGO DE SEXO TEMPO DESDE IDADE BRACO SCREENING BASELINE SCREENING CV  BASELINE CV
ALOCACAD A PRIMEIRA TCD4+ TCD4+

(14M/  EVIDENCIA DA (22-56 a(n=4) (2.159-53.309 (1.569-

5F) INFECCAOD (1- ANOS) (306-810 (291-608 copias/ mL) 400.450

15 ANOS) b(n=9) células/pd) células/d) copias/ mL)
¢ (n=6)

14/14 M 4 40 b 648 566 27.564 12.352
3813 M 11 32 a 474 320/398 6.983 22741
4716 M 1 24 b 508 569 24.665 24.530
4918 M 5 56 a 473 594 27.575 29.154
51/20 F [ 39 b 439 543 2931 3.480

53122 M 6 47 a 499 351 40.507 105.848
55/24 M 2 40 c 427 400 30.654 45.591
58/27 M 14 27 b 107 502 7.280 2.833
62131 M 1 40 b 320/470 329 /298~ 16.624 19.898
63/32 M 6 32 a 306/481 306 /297* 53.309 34255
64/33 F 3 28 c 306/432 376 3245 5121
65/34 M 9 35 c 583 471 27.418 59.152
67/36 F 1,5 32 c 596 580 26.994 16.168
68/37 M 6 22 b 810 544 3.538 1.569
69/38 M 1 28 c 774 427 40.843 15.789
70/39 M 4,5 38 b 784 608 18.808 3.682
74/43 F 15 39 c 586 480 2.159 3.429

77/46 M 1 27 b 479 291/416 22.226 400.450
78/47 F 12 32 b 515 456 3.743 2.661

Nota: Os niimeros em vermelho referem-se aos pacientes que apresentaram TCD4+<350 céls/mL ,
com o resultado do re-teste apos a barra. Os asteriscos sinalizam individuos excluidos por
TCD4+<350 céls/mL apos a confirmacao.

Legenda: ADEE-Ambulatério de Dermatologia Especializada; ITER-Instituto de Infectologia
Emilio Ribas; CR-Centro de Referéncia.

Tabela 2 — Caracteristicas dos participantes (médias por brago do estudo)

BRACO TEMPO DESDE A IDADE TCD4+ TCD4+ cv Ccv
PRIMEIRA (anos) Screening Baseline Screening Baseline
EVIDENCIA DA (células/pL) (células/pL) (copias/mL) (copias/mL)
INFECCAO PELO (log) (log)
HIV (anos)
A 7 417 481 447 32.093 47.999
(1,50) (1,68)
B 5,6 321 605 467 14.153 52.383
(1,15) (1,71)
o] 6 33,6 566 455 21.885 24.208

(1,34) (1,38)




Resultados

Nove individuos foram excluidos apds o inicio da intervengdo. Destes, sete
receberam as trés doses previstas e foram removidos do estudo durante o seguimento
pos-vacina. Outros dois participantes foram retirados antes de completar as trés doses
previstas (um recebeu 1 dose e outro recebeu 2 doses, ambos excluidos por queda de

TCD4+ para niveis inferiores a 350 células/pL).

As informagfes sobre os participantes submetidos a terapia do estudo cuja
participacdo foi finalizada precocemente estdo representadas no quadro 1.

Quadro 1 — Individuos excluidos apos a vacinagao
ULTIMA

% DOSES VISITA
ALOCAGAO MAOENECTONE RECEBIDAS ANTES DA

EXCLUSAO

CODIGO DE

53/22 A Queda de TCD4+
63/32 A Queda de TCD4+ 1= V6
Perda de seguimento (viagem para fora
0F g do pais) 3 V10
62/31 B Queda de TCD4+ 2 V6
Inicio ARVs (decisao do médico
lia8 B assistente) 3 V9
68/37 B Perda de seguimento (faltou) 3 V11
64/33 c Queda de TQP4+ (Indlcagao de ARVs na
opinido do pesquisador) 3 V8
Inicio ARVs (decisdo do médico
B34 G assistente) 3 V10
74/43 C Perda de seguimento (faltou) 3 V11

Nota:*N&o recebeu a 22 dose da vacina devido a problemas no controle de qualidade (redugéo na viabilidade das DCs).

Todos os participantes submetidos a intervencdo foram acompanhados pelo
tempo previsto no protocolo (48 semanas), mesmo aqueles que foram excluidos. Para
estes individuos vacinados, o seguimento apds o término precoce da participacéo teve
como Unico objetivo 0 acompanhamento conjunto para assisténcia a sua saude, visando
a seguranca do paciente. Nestes casos, ap6s a exclusdo, nenhum dado foi considerado

para analise.

4.2. PREPARO DO PRODUTO

Ap0s a distribuicdo dos participantes pelos bracos do estudo, foram feitas coletas
de sangue com a finalidade de realizar o processo in vitro de isolamento, expanséo e
inativacdo do virus com AT-2. Estas coletas, previstas para as visitas 2 e 3, foram
realizadas em sete dos 19 individuos através de pungdo venosa periféerica.
Posteriormente o virus passou a ser obtido no momento da leucoaférese, junto com as

células precursoras para a geracdo das DCs (procedimento realizado na visita 4). Isto
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permitiu o0 aprimoramento da producédo do antigeno, através da captacdo de um volume
maior de material para sua preparacdo. Desta forma, foram abolidas as visitas 2 e 3,
sendo todo o material para a composi¢do do produto (virus, células TCD8- e mondcitos)

captado em uma Unica etapa.

Inicialmente procedeu-se o processamento do antigeno, congelando-se as

PBMCs para posterior geracdo das DCs.

4.2.1. Antigeno

Baseado na experiéncia anterior dos pesquisadores com estudos in vitro
utilizando células alogénicas para a cultura e expansdo do virus, a expectativa era de
que o processo de preparacdo do antigeno durasse em torno de oito semanas. Observou-
se, entretanto, que a producdo do HIV em células aut6logas foi bem mais demorada do
que em células alogénicas (média de tempo necessario para a cultura do virus = 15,87
semanas, com variagdo de 5 a 37,46 semanas. Brago A= 9,14 semanas, braco B=16,57
semanas, bragco C=18,19 semanas). Na tabela 3 encontra-se representado o tempo
necessario para a etapa de producdo do antigeno (HIV-AT-2) para cada um dos
individuos vacinados. Para os participantes do brago A o processo teve como objetivo a
produgdo de antigeno, visando a realizagdo de experimentos imunovirologicos

posteriores, ja que o pulso adicional do virus ndo era necessario nas DCs deste braco.
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Tabela 3-Tempo consumido para a producéo do antigeno

ALOCACAO BRAGO TEMPO (SEMANAS)
38/13 A 14,14
49/18 A 5,43
53/22 A 7,85
14/14 B 37,43
47/16 B 12,42
51/20 B 28,43
58/27 B 9,43
62/31 B 9,57
68/37 B 16,01
70/39 B 5,86
77/46 B 11,43
78/47 B 18,57
55/24 e 5
64/33 5 17,86
65/34 5 10,01
67/36 s 36,99
69/38 c 25,28
74/43 e 14

Nota: para o participante 63/32 (brago A) néo foi realizado o procedimento

4.2.2. Células dendriticas

A quantidade média de DCs efetivamente utilizada na composicdo das
formulacdes do produto foi: 2,81x10" no braco A (93,9 % do previsto), 2,93x10° no
braco B (97,9% do previsto) e 2,59x10'no brago C (86,4% do previsto). A viabilidade
média obtida foi de 71,85%, sendo que um participante (63/32), ndo recebeu a segunda
dose devido a baixa quantidade de células vivas (52%). Este individuo foi excluido

posteriormente, antes da terceira dose, por queda de TCD4+.

A expressdo das moléculas de superficie permitiu caracterizar as iDCs e sua

transformagao em DCs “maduras/ativadas” (Figura 3).
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Figura 3 - Marcadores fenotipicos das DCs utilizadas na vacina (MFI)
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Nota: MFI-Intensidade média da fluorescéncia (Mean of fluorescence intensity)
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Apos a diferenciacdo, houve reducdo no nimero de DCs expressando CD14 e
CD1a quando comparadas com as iDCs. Ja 0 nimero de DCs expressando HLA-DR,
CD40, CD80, CD83 e CD86 aumentou.

A porcentagem de células expressando CCR7 mostrou-se muito baixa, sendo

este marcador desconsiderado para a caracterizagao das DCs.

A descricdo fenotipica das DCs utilizando os diversos marcadores previstos no

estudo esta representada na figura 4.
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Figura 4-Marcadores fenotipicos das DCs utilizadas na vacina
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Problemas com a criopreservacdo em nitrogénio liquido levaram a necessidade
de realizacdo de uma segunda aférese em cinco participantes. Uma participante (78/47)

apresentou dificuldade de acesso venoso nesta segunda aférese, resultando num baixo
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rendimento celular e a equipe optou pelo seu remanejamento para o braco de menor

quantidade de DCs na composic&o do produto (braco B= 3x10°DCs).

4.2.3. Controle de qualidade

Os critérios estabelecidos para a liberacdo e utilizacdo do produto foram
obedecidos satisfatoriamente. Dos 44 recrutados, trés ndo receberam o produto por nédo
preenchimento dos pardmetros adotados. Dois individuos foram excluidos antes do
inicio da intervencdo por este motivo. O outro participante (63/32), ndo recebeu a

segunda dose da vacina.

4.3. SEGURANCA

4.3.1. Laboratoério

Os limites dos parametros laboratoriais monitorados seguiram os padrbes de
referéncia definidos pelo Departamento do Laboratério Central do HCFMUSP®49),
Nenhum dos valores fora dos limites de normalidade foi considerado clinicamente
relevante na opinido dos pesquisadores, ndo sendo associado a evento adverso (Anexos
B-1).

Cinco participantes apresentaram testes positivos para o Fator Antinuclear
(FAN). Em dois deles, a deteccéo ja havia ocorrido antes da intervencdo. Todos 0s casos
foram testados para outros auto-anticorpos, ndo se confirmando a suspeita de auto-

imunidade.

4.3.1.1. Contagem de células T CD4+
Quatro participantes vacinados foram excluidos por apresentarem reducdo no
numero de linfocitos TCD4+ abaixo do limite de 350 células/uL. A observacdo do
periodo pré-intervencdo sugere a possibilidade de que estes pacientes (53/22 e 63/32 do
braco A; 62/31 do braco B e 64/33 do brago C) j& apresentavam tendéncia de queda
destas células que ndo conseguiu ser totalmente revertida pela imunoterapia. (Figura 5).

Desta forma, em nenhum destes individuos, conseguiu-se estabelecer uma associagao
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consistente entre a queda de TCD4+ e a aplicacdo do produto. O grafico 2 exibe a
distribuicdo por brago dos participantes com TCD4+ < 350 celulas/uL, comparando 0s
periodos pré e pos-vacina. Vale destacar que alguns pacientes, em especial no brago B,
tiveram, logo apds a vacinacdo, queda discreta e fugaz da contagem de linfécitos

TCDA4+, sem repercusséo clinica (Figura 5).

Grafico 2 — Distribuicdo dos partcicpantes com TCD4+ < 350 céls./mL por brago do estudo

mPré mPés

Braco B

Braco C
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Figura 5 - Evolugdo do numero de células TCD4+ dos participantes submetidos a intervengao
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Nota: as linhas horizontais tracejadas referem-se aos limites de 0 e 1 log As linhas
tracejadas verticais referem-se aos momentos de aplicagdo da intervengao

(0, 2 e 4 semanas). Os simbolos * significam avaliagoes fora do
cronograma original de seguimento.

4.3.1.2. Carga viral plasmatica
A analise foi realizada com os valores da carga viral plasméatica do HIV
expressos em logaritmo de base 10. Antes da intervencdo, nenhum participante

apresentou elevacdo da CV > 1 log. Em apenas um individuo do brago C (69/38) houve,
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apos a intervencdo, uma elevacgédo da carga viral plasmatica superior a 1 log em relagéo
ao momento imediatamente antes do inicio da vacinacdo. Este aumento ndo foi
confirmado apds repeti¢des do teste conforme descrito no protocolo. Desta forma, a
observacao dos niveis de CV HIV no plasma dos pacientes revelou ndo haver aumento
significativo em nenhum dos participantes. A figura 6 ilustra a variacdo dos niveis
plasméaticos de CV ao longo do periodo de observacdo em relagdo ao momento

imediatamente antes do inicio da vacinagao (semana zero), nos trés bracos estudados.
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Figura 6 - Evolugao da variagao da CV plasmatica dos participantes submetidos a

intervengao
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cronograma original de seguimento.
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4.3.2. Sinais vitais

Para os sinais vitais (Anexos J-O), adotaram-se como referéncia os valores
estabelecidos pelo American CollegeofEmergencyPhysicians“®. A fim de simplificar a
analise, as pressdes arteriais sistolica e diastdlica foram convertidas em presséo arterial
média (PAM) seguindo o célculo referenciado pela Sociedade Brasileira de
Cardiologia™®. Considerando a referéncia adotada, observou-se que a maioria dos
pacientes apresentou frequéncia respiratoria acima dos limites considerados normais,
antes e apds a intervencdo. Um individuo (65/34, bragco C) apresentou queda
significativa do peso registrada na semana 13 apds o inicio da intervencdo. Este
individuo possuia patologia proctologica (retite associada ao HPV), apresentando
episddios de diarréia ao longo do estudo. Este quadro ja estava presente antes da entrada
na pesquisa, ndo sendo, portanto, associado a intervencdo. Nenhuma outra alteracdo dos
sinais vitais foi considerada clinicamente significativa. Da mesma forma que os dados
laboratoriais, nenhum valor fora dos parametros de referéncia foi associado a evento

adverso.

4.3.3. Eventos Adversos
Diferente de alguns ensaios ja publicados®®® 2% 150 n3o observamos efeitos
inflamatorios locais ou enfartamento ganglionar adjacente ao local da aplicacdo da

vacina em nenhum dos pacientes submetidos a terapia.

Setenta eventos adversos foram registrados ao longo de todo o estudo. O tempo
de observacdo foi ajustado de modo a igualar o periodo de analise pré e pds-vacina.
Verificou-se que a frequéncia foi de vinte eventos antes e cinguenta eventos apds a

aplicacdo do produto (representados no quadro 2).
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Quadro 2 - Frequiéncia e caracterizagéo dos eventos adversos nos individuos vacinados

PERIODO PRE-VACINA PERIODO POS-VACINA

CODIGO N° DE CODIGO N° DE
(BRACO) EVENTO ADVERSO | .\ = o (BRACO) EVENTO ADVERSO e ENTOS
-_- 53/22(A) Cefaléia

38/13(A) Escoriagées MM 1 38/13(A) Corpo estranho ocular 1
Exerese de lesGes de
49/18(A) face 1 38/13(A) Desvio septo nasal 1
38/13(A)
38/13(A) Diarréia 2
38/13(A) Giardiase 1
38/13(A)
38/13(A) Otalgia 2
49/18(A) Febre 1
Febre + dores
53/22(A) generalizadas 1
38/1 3|A| Sinusoiatia 1
78/47(B) Acne 1 78/47(B) Amenorréia 1
62/31(B) Colite 1 47/16(B) Artralgia ombro 1
62/31(B) Colonoscopia 47/16(B) Bronquite 1
14/14(B)
14/14(B)
78/47(B)
78/47(B)
78/47(B)
78/47(B) Cefaléia 6

47/16(B) Dermatite face 1

14/14(B)

77/46(B) Epigastralgia

1

62/31(B) Retite 1 Herpes Zoster

-

14/14(B) Lesdes de pele 1

78/47(B) Sinusopatia

1

Nota: Eventos adversos identificados em ambos os periodos (pré e pds vacina) estao sombreados em azul
mais escuro
Legenda: IVAS-Infecgéo das vias aéreas superiores; MM-Membros

(continua)
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(conclusdo) Quadro 2 - Freqliéncia e caracterizagdo dos eventos adversos nos individuos vacinados

PERIODO PRE-VACINA PERIODO POS-VACINA

cODIGO N° DE cODIGO N° DE
(BRACO) EVENTO ADVERSO | .o\ -0 (BRACO) EVENTO ADVERSO EVENTOS

65/34(C) Artralgia MM 1 65/34(C) Colonoscopia 1

65/34(C) Cisto renal 55/24(C) Cdlica renal 1

Sorologia reagente para
65/34(C) Clamidia 1 64/33 (3) Herpes 1

65/34(3) Infecgao pelo HPV 1

Lesbes discromicas em
74/43(3) face 1

67/36i3) Leucorréia iGardnerelIa) 1

65/34(3) Sinusopatia 1
69/38(3) Tosse 1

67/36i3) Trauma mama 1

Nota: Eventos adversos identificados em ambos os periodos (pré e pos vacina) estdo sombreados em azul
mais escuro
Legenda: IVAS-Infecgao das vias aéreas superiores; MM-Membros; HPV-Human papillomavirus
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A distribuicdo dos EAs pelos bracos de estudo aparece no grafico 3.

Grafico 3 — Distribuicdo dos EAs nos bracos de intervengado

®Pré mPo6s

Braco A

BracoB

BracoC

Legenda: EAs-Eventos adversos

Segundo os critérios definidos, nenhum evento adverso foi considerado

relacionado ao produto testado.

Apenas um participante apresentou um evento grau 3 (c6lica renal - braco C). Os

resultados sdo apresentados nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 — Grau de severidade dos eventos adversos nos vacinados

CODIGO  BRAGO GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3 GRAU 4

38/13 a
49/18 a
53/22

V]

63/32
14/14
47/16
51/20
58/27
62/31
68/37
70/39
77/46

(on o (on o (on (on o (on {op V]

78147
55/24

(o]

64/33 c
65/34 c
67/36 c
69/38
74/43

Nota: Evento adverso grau 3 = cdlica renal
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Tabela 5 — Distribuigao dos EAs nos bragos de intervencao segundo a severidade

Graul Grau 2 Grau 3 Grau 4
Braco A 3 2 0 0
Braco B 8 6 0 0
Braco C 6 4 di 0

Legenda: EAs-Eventos adversos

Observou-se ainda que nenhum individuo submetido a imunoterapia apresentou
evento adverso sério (EAS).

Todos os eventos adversos foram notificados a CAPPesq em relatérios
periddicos.

Todos os individuos envolvidos no estudo receberam um relatorio detalhando
sua participacdo na pesquisa, no momento do encerramento da sua contribuicao.
Relatdrios parciais também foram fornecidos sempre que necessario. Conforme previsto
no protocolo, os pacientes foram orientados a entregar os relatorios a equipe

responsavel pela sua assisténcia a sua saude.

4.4. IMPACTO IMUNOLOGICO E VIROLOGICO

4.4.1. Variacao no numero de linfécitos TCD4+

Os resultados evidenciaram queda progressiva nas médias dos participantes do
braco A, queda inicial seguida de elevagdo na maioria dos pacientes do braco B (7 em 9)
e queda em quatro dos seis participantes do braco C. Neste braco (C) os pacientes 67/36
e 69/38 apresentaram aumento das médias de TCD4+. As médias dos bracos sugerem a
confirmacdo destes achados, embora sem significancia estatistica. Os resultados sao

mostrados na figura 7 e grafico4.
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Figura 7 - Evolugcao das médias de TCD4+ nos trés periodos de observagao
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Grafico 4 - Médias das contagens de TCD4+ por brago, nos trés periodos de observagao
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Com relacdo a mediana da contagem de células T CD4+ circulantes apds a
intervencdo, a observacdo mostrou uma elevacéo no bragco A até a semana 26. Os bragos
B e C apresentaram uma queda inicial seguida de uma elevacdo sustentada até a semana
38 no braco B e fugaz (até a semana 6) no braco C. Em todos os trés bragos observamos
uma consideravel amplitude dos niveis das células. Estes dados sdo apresentados no

grafico 5 e no anexo P.
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Grafio 5 - Evolugao das medianas do numero de células TCD4+ dos participantes
submetidos a interengao
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Nota: A linha horizontal tracejada refere-se ao limite de 350 células/pL. As linhas tracejadas
verticais referem-se ao momento de aplicagado da intervengéao (0, 2 e 4 semanas)

Tomando-se como base a contagem imediatamente antes doinicio da
intervencdo, a evolucdo das medianas das diferencas de TCD4+ (ATCDA4+) nos bragos
mostra que houve tendéncia a perda de células apds o inicio da intervencdo, que sé foi
revertida temporariamente no braco B. Os dados estdo apresentados no grafico 6 e sdo
confirmados pelo célculo da area sob a curva (AUC) representado no grafico 7. Mais
uma vez observamos grande amplitude nas contagens (Anexo Q).
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Grafio 6 - Evolugdo das medianas dos A TCD4+ dos participantes submetidos a intervencgao.

P -e- Braco A
1004 : ¢ -+ Braco B
I R — Brago C
- P
= P&
@ 0 !
\m : d
© 5
wof i i
—————t . . .
0 2 4

Tempo (semanas)

Nota: As linhas tracejadas verticais referem-se ao momento de aplicagao da intervengéao
(0, 2 e 4 semanas)

Grafio 7 - Area sob a curva das medianas dos A de TCD4+ dos individuos submetidos a

intervengao
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Nota: As linhas tracejadas verticais referem-se aos momentos de aplicagao da intervengao
(0, 2 e 4 semanas). Net area: Brago A= -1948, Brago B= 903, Brago C= - 1824
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4.4.2. Variacdo no namero de linfocitos TCD8+

A semelhanca do que se observou para as células TCD4+, individualmente
houve variabilidade na evolucdo dos niveis médios de TCD8+. No participante 38/13 do
braco A, observou-se aumento destas células. No paciente 53/22 houve aumento
seguido de queda, enquanto o inverso (queda seguida de aumento) ocorreu no
participante 49/18. O paciente 63/32 apresentou queda na média de TCD8+. No bracgo
B, dois pacientes exibiram aumento nas medias de TCD8+ (68/37, 77/46), enquanto que
trés mostraram queda (51/20, 62/31 e 70/39). Os participantes 14/14, 47/16, 58/27 e
78/47 mostram queda seguida de elevacdo da média das células TCD8+ (apenas o0 58/27
com niveis finais superiores ao pré-vacina). No braco C, observamos aumento médio
destas células nos pacientes 67/36 e 69/38. J& os participantes 55/24, 64/33 e 74/43,
apresentaram queda. O participante 65/34 apresentou elevacdo seguida de queda da
média de células TCD8+. As médias dos bragos mostraram resultados diversos, com
elevacdo no braco A e queda nos bragos B e C. Os resultados s&o exibidos na figura 8 e

no gréfico 8.



Resultados

Figura 8 - Médias das contagens de TCD8+ por brago nos periodos de observagao
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Gréfico 8 - Médias das contagens de TCD8+ por brago, nos trés periodos de observagao
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A andlise das medianas no periodo pds-vacina mostrou uma oscilacdo nos
niveis de TCD8+ no braco A e uma relativa estabilidade no brago B. Ja no braco C,
verificou-se uma queda continua apos a intervencao, persistente durante todo o periodo
de observacdo do estudo (Grafico 9). Novamente, ao observarmos a amplitude dos
niveis das células, constatamos uma grande variacdo nos bracos (menor no Braco
B)(Anexo R).
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Gréfico 9 - Evolugdo das medianas dos numeros de células TCD8+ dos participantes
submetidos a intervengao
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Nota:As linhas tracejadas verticais referem-se ao momento de aplicagdo da intervengéo (0, 2
e 4 semanas)

Tomando-se como base a contagem imediatamente anterior ao inicio da
vacinacdo, a evolucdo das medianas das diferengas de TCD8+ (ATCD8+) mostrou
oscilacdo nos trés bracos, com uma perda total ao longo do estudo maior no brago C.
Houve variabilidade consideravel nos dados. Estes resultados sdo apresentados nos

graficos 10 e 11 e no anexo S.

Grafico 10 - Evolugao das medianas dos A TCD8+ dos participantes submetidos a intervengao
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Nota:As linhas tracejadas verticais referem-se ao momento de aplicagdo da intervencgao (0, 2
e 4 semanas)
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Grafio 11 - Area sob a curva das medianas dos A de TCD8+ dos individuos submetidos a

intervengao
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Nota: As linhas tracejadas verticais referem-se aos momentos de aplicagao da intervengao
(0, 2 e 4 semanas). Net area: Brago A= 4277; Brago B= -448,5; Brago C= - 10760

4.4.3. Variacdo no namero de linfocitosTregs
Dificuldades técnicas relacionadas a coleta e processamento das amostras no
periodo pré-intervencdo prejudicaram a avaliacdo das células T regulatérias, que sé

foram contabilizadas ap0s a vacinacao.

A maioria dos participantes evoluiu com queda nos niveis de Tregs apds a
aplicagcdo do produto (3 em 4 no Brago A, 6 em 9 no Brago B e 3 em 6 no Brago C)
(Figura 9). Estes dados sdo corroborados pela determinacdo das medianas nos trés
bracos (Grafico 12 e Anexo T), medianas das diferencas em relacdo ao baseline (A )

(Grafico 13 e Anexo U) e pelo calculo da area sob a curva (AUC) (Grafico 14).



Resultados

Figura 9 - Evolugao da % de células Tregs dos participantes submetidos
a intervengao
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Nota: As linhas tracejadas verticais referem-se aos momentos de aplicagao
da intervencao (0, 2 e 4 semanas).
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Grafio 12 - Evolugdo das medianas do numero de células Tregs dos participantes
submetidos a interencao
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Nota: As linhas tracejadas verticais referem-se ao momento de aplicagao da
intervengao (0, 2 e 4 semanas).

Grafio 13 - Evolugdo das medianas dos A Tregs dos participantes submetidos a
intervengao
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Nota: As linhas tracejadas verticais referem-se ao momento de
aplicagao da intervengao (0, 2 e 4 semanas).
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Grafio 14 - Area sob a curva das medianas dos A de Tregs dos
individuos submetidos a intervengao
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Nota: As linhas tracejadas verticais referem-se aos momentos de aplicagdo da intervengao
(0, 2 e 4 semanas). Net area: Brago A= -131,4; Brago B= - 91,22; Brago C= 3,77

4.4.4. Variacdo na carga viral plasmatica

As analises foram realizadas com CV em log.

Com relacdo a analise por braco da pesquisa, todos os pacientes do braco A

evoluiram com aumento das médias de CV.

No braco B, participantes (58/27, 70/39 e 77/46) apresentaram queda da CV
plasmatica média ao longo dos trés periodos de observacdo, enquanto que outros trés
(14/14, 51/20 e 62/31), tiveram aumento. O paciente 78/47 apresentou uma queda
inicial da CV, seguida de elevacdo para niveis superiores aos da etapa pré-vacina. Os
participantes 47/16 e 68/37 evoluiram com aumento seguido de queda das médias da

CV plasmatica.

Apenas dois de seis pacientes do braco C tiveram queda nas médias da CV
plasmatica (64/33 e 65/34). A despeito desta queda, a participante 64/33 foi excluida
precocemente por queda concomitante de TCD4+ para menos do que 350 células/uL.
Os outros quatro individuos deste braco evoluiram com elevacdo das médias da CV
(55/24, 67/36, 69/38 e 74/43). As médias por brago confirmam os resultados, que sdo
mostrados na figura 10 e no gréafico 15.



Figura 10 - Evolugdo das médias de CV nos trés periodos de observagao
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Grafico 15 - Médias das contagens de CV por brago nos periodos de observagao
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A andlise das medianas permitiu evidenciar um aumento inicial da carga viral
plasmética do HIV durante o periodo de vacinacdo. Nos bracos A e B, seguiu-se uma
oscilacdo da CV, entretanto, pudemos notar que o aumento foi persistente no braco C.
Quando calculada a diferenca entre as contagens nos tempos apds a intervencdo e o
baseline (ACV) e a AUC, confirmamos esta tendéncia no braco C. Os dados sdo
apresentados nos graficos 16, 17 e 18. As amplitudes das contagens nos bracos sdo

exibidas nos anexos V e X.
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Gréfio 16 - Evolugdo das medianas de CV dos participantes submetidos a intervengao
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Nota: As linhas tracejadas verticais referem-se ao momento de aplicagao da intervengao
(0, 2 e 4 semanas)

Grafio 17 - Evolucao das medianas dos A da CV plasmatica dos participantes
submetidos a intervencgao
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Grafico 18 - Area sob a curva das medianas dos A CV dos individuos submetidos a

intervencgéao
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Nota: As linhas tracejadas verticais referem-se aos momentos de aplicagao
da intervengao (0, 2 e 4 semanas).
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5.1 DISCUSSAO

Imunoterapia para a infecgdo pelo HIV tem sido uma intervencéo alternativa aos
antirretrovirais perseguida ha muito tempo. A semelhanca do que vem sendo observado
em oncologia, a utilizacdo de células dendriticas pulsadas com antigenos do virus
parece ser uma opcao promissora ***°**) Em pessoas vivendo com HIV/aids, este tipo
de tratamento comecou a ser estudado no final dos anos 90 ®® contabilizando, até o

momento, cerca de 22 estudos envolvendo seres humanos.

No cenério da imunodeficiéncia causada pelo HIV a utilizagdo das DCs como
intervencdo terapéutica parte de trés premissas fundamentais: primeiro, o conhecimento

de que nesta doenca ocorre uma disfuncdo quantitativa e qualitativa destas células %

11 155, 156) Neste sentido, o emprego das DCs derivadas de mondcitos autélogos
manipulados ex-vivo teria um papel de “reposi¢do” semelhante a outras imunoterapias
como, por exemplo, a administragdo de imunoglobulinas em pacientes com
hipogamaglobulinemia. O segundo principio que norteia este tipo de terapia é a
reconhecida capacidade das DCs de estimular a resposta imune, notadamente suas
vertentes relacionadas a resposta adaptativa © 102 103 157159 " Eqte sequndo aspecto foi
responsavel pela inclusdo desta estratégia entre as chamadas “vacinas terap€uticas”. A
terceira diretriz que norteia o racional deste tipo de intervencdo na infeccdo pelo HIV
deriva do conhecimento da capacidade que as DCs tém de, quando em contato com
células latentes infectadas, promoverem a ativacdo destas células, estimulando a
producéo ativa de virus e exposicao ao sistema imune, favorecendo assim a eliminacéo

dos reservatorios virais 2 113,

Este ensaio clinico de fase /Il baseia-se na pesquisa publicada por LU W et al
em 2004 % em que se alcancaram resultados espetaculares, com reducéo significativa
da carga viral em boa parte dos individuos submetidos & intervencdo. Nossa proposta foi
explorar diferentes formulagdes do produto no contexto de seguranca/tolerabilidade e
possivel efeito imunoviroldgico, seguindo-se as outras diretrizes estabelecidas naquele

estudo realizado em Recife.

O pequeno numero de participantes distribuidos pelos bracos impossibilitou
analises comparativas consistentes entre 0s grupos, atendo-se o presente estudo a

avaliag¢do evolutiva e correlagdo dos parametros de interesse “intragrupo”. Este mesmo



Discusséo

aspecto (numero reduzido de individuos) foi mais prejudicial no brago A, no qual
apenas dois pacientes completaram o tempo total de observagédo previsto. Desta forma,

neste braco em particular, nenhuma concluséo mais contundente pode ser realizada.

As caracteristicas de idade e sexo dos participantes submetidos a intervencgao
refletiram, proporcionalmente, a prevaléncia da condigdo na &area de abrangéncia
segundo dados do MSB, com uma menor quantidade de individuos brancos %9, O
tempo de diagnostico e os niveis de CV e TCD4+ permitiram caracterizar individuos

cronicamente infectados sem critérios de maior gravidade da doenca.

Um dos aspectos discutidos em estratégias de intervencdo terapéutica na
infeccdo pelo HIV diz respeito ao momento certo para a intervencdo. Teoricamente, toda
intervengdo baseada no “fortalecimento” da resposta imune seria mais efetiva em
pacientes com menor dano no sistema. A semelhanca do que tém sido proposto para 0s
ARVs, vérios pesquisadores defendem a utilizacdo de imunoterapia precocemente
(16162 " |sto corresponderia a estagios iniciais da infeccdo, o que impde desafios

substanciais:

1-O virus causa dano ao sistema imune muito precocemente, no prazo de poucos
dias™®® sendo pequena a ‘“janela” de tempo para que a intervengdo possa ser

considerada precoce;

2-Na pratica clinica € quase impossivel diagnosticar individuos recentemente
infectados, consequentemente a abordagem se faz em pacientes cronicamente

infectados.

A participacdo das pessoas ndo se restringiu a vacinacao e cessdo de material
biolégico junto com outros dados para analise. Os individuos foram envolvidos no

estudo, desde o processo de elaboragdo de materiais utilizados na pesquisa (como, por

exemplo, o “diario do estudo”) até a discussdo dos resultados com os pesquisadores,
seja individualmente ou em reunifes periodicas com toda a equipe. Esta estratégia
permitiu uma maior retengdo dos participantes além de influenciar na melhor qualidade

das informacdes obtidas.

O periodo de recrutamento, embora comparavel a outros ensaios clinicos
envolvendo terapia anti-HIV baseadas em DCs™¥ foi prolongado devido a

dificuldades técnicas na producédo da vacina.
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Para esta producdo, a escolha do imunogeno representa um aspecto fundamental.

No cenério do HIV/aids, as opgdes envolvem:

a) a particula viral inteira inativada pelas mais diversas metodologias,
lembrando que a utilizacdo de virus atenuado foi praticamente abolida depois
que estudos em primatas ndo humanos revelaram a possibilidade de reversao
do processo de atenuagéo com retorno da patogenicidade *°°;

b) “fragmentos” do HIV como, por exemplo, proteinas/peptideos;

c) material genético viral, que serd incorporado ao genoma das células do
hospedeiro (com ou sem auxilio de vetores), levando a transcricéo e traducao
de proteinas virais.

Qualquer que seja a estratégia utilizada, a DC representa, como potente
apresentadora de antigeno, um “intermediario natural” no desenvolvimento da resposta
imune. Isto torna a terapia baseada em DCs uma atraente intervengédo, pois,
teoricamente, simula e amplifica a imunogenicidade. A opcéo pela utilizacdo do virus
inteiro, inativado, proporciona a exposi¢do da maior diversidade de epitopos antigénicos

possivel.

A inativacdo pelo AT-2 permite a preservacdo da conformacdo proteica da
superficie do virus, mantendo sua capacidade de fusdo do envelope com a membrana
celular e introducdo do material viral no citoplasma celular para potencial
processamento e apresentacdo antigénica. Enquanto intervencdo em individuos ja
cronicamente infectados, esta propriedade do AT-2 parece mais relevante que a
preservacdo de epitopos do envelope para reconhecimento por receptores de linfocitos B
(B cell receptor-BCR), visando uma resposta humoral especifica, embora esta seja

também uma perspectiva possivel.

Em nosso estudo adotamos uma adaptacdo do protocolo utilizado por Lu e
Andrieu (2004) que emprega células pulsadas com virus autologos inativados com AT-2
como imunégeno™®. Nossa opcéo do uso dos virus do proprio individuo foi calcada na
assercao de que estes seriam menos nocivos para o receptor do produto. O conceito de
autologo na infeccdo pelo HIV € passivel de criticas, se levarmos em consideracéo a
dindmica de replicacdo deste retrovirus, que se multiplica a uma velocidade
impressionante, gerando varios mutantes (cerca de 10° em 24h)®% 67 |sto significa
que o conjunto de populagdes virais que infecta o individuo esta mudando

constantemente. Por outro lado, é fato que o envelope da particula viral deriva, em
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grande parte, da membrana da célula do organismo hospedeiro, sendo procedente a

discussdo de self x non self, sob este prisma.

Um raciocinio semelhante também pressupde que a utilizacdo de células
autologas no processo de expansdo do virus em cultura resultaria num produto final
mais seguro e melhor tolerado, embora haja argumentos de que o uso de células
alogénicas poderia potencializar a diferenciacdo das DCs, aléem de representar uma

possivel aceleragdo na produgdo do antigeno para utilizagio em larga escala °**7),

Poucos estudos publicados na literatura empregaram uma metodologia que
necessitasse da cultura do virus para composicdo deste tipo de vacina. Evidentemente a
necessidade de expandir o HIV em cultura esta ligada a necessidade de determinar sua
quantidade necessaria para a producdo da vacina. Um dos fatores criticos passa a ser,
entdo, estabelecer a melhor quantidade de DCs para se empregar e qual a quantidade
ideal de virus para pulsa-las. Whiteside et al (2009) estudaram quatro pacientes
infectados pelo HIV sem terapia antiretroviral. Estes autores conseguiram cultivar e
expandir o virus num sistema in vitro, comparando células CD4+ autdlogas com células
alogénicas de individuos ndo infectados para alimentar a cultura. Eles obtiveram éxito

em trés pacientes, com um rendimento superior utilizando células autélogas ‘7.

Garcia et al(2011), mostraram auséncia de um possivel efeito deletério com a
utilizacdo de virus cultivado em células alogéncias, embora o tempo de preparo do Ag

ainda tenha sido longo (mediana de 10 meses) *°Y.

Na nossa experiéncia, observamos que cultivo do virus em células aut6logas foi
mais demorado do que com células alogénicas’®, o que levou a um atraso na aplicacéo
do produto nos participantes. Isto teve impacto negativo na conducdo da pesquisa, uma
vez que as caracteristicas dos individuos podem mudar ao longo do tempo, interferindo
em um possivel efeito da vacina. Além disto, a obtencdo das informacGes no periodo
pré-intervencdo também ficou bastante prejudicada, pois o tempo para atingir a
quantidade de virus suficiente para a imunoterapia era imprevisivel e, de fato, foi

diferente para os participantes, impedindo a sincronizagéo da coleta dos dados.

A dificuldade de producdo do antigeno a partir de celulas autlogas pode ser
explicada pelo fato de que, nos individuos com HIV/aids, os mecanismos de defesa
contra o virus, como fatores de restricio e a producdo de interferons, ja foram

disparados, tornando as células mais resistentes a infecgao '>%7®,
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No nosso estudo, observamos também que, para alguns individuos, ndo se
conseguiu éxito no processo de diferenciacdo de DCs a partir de monacitos e este fato
ndo foi esclarecido pelos pesquisadores. Uma possivel explicacdo para este problema
seria a formacdo de agregados de plaguetas e mondcitos, frequente nos individuos
infectados pelo HIV ™ e que dificultaria o processo de separacdo dos mondcitos das
outras células, feito por aderéncia em superficie plastica. Outro fenémeno observado foi
a apoptose precoce dos mondcitos em cultura o que poderia estar relacionado ao grau de
ativacdo celular do individuo infectado, levando a morte celular induzida por ativacdo

(activation-inducedcell death)®8°-182).

A estas dificuldades relacionadas com a producdo do antigeno viral e das DCs,
somou-se um problema técnico envolvendo a criopreservacao das células, que obrigou a
realizacdo de um segundo procedimento de aférese em alguns pacientes, contribuindo

para a demora até a intervenc&o.

O longo tempo decorrido desde a entrada no estudo até a intervengdo associou-

se com a queda de TCD4+ e exclusdo de varios pacientes antes da aplicagdo do produto.

Apds o recrutamento de 44 individuos, o nimero originalmente previsto de 25
participantes ndo foi atingido, aplicando-se o produto efetivamente a 19 pacientes. Este
rendimento pode ser considerado bom se comparado com outros estudos envolvendo

vacinas anti-HIV®8),

Além da interferéncia pelas dificuldades ja citadas, este baixo numero de
participantes vacinados relacionou-se ao rigor adotado na caracterizacdo e selecdo da
populacdo de estudo segundo os critérios de inclusdo e exclusdo, préprios deste tipo de

pesquisa.

Com relacdo a producdo da vacina, uma inovacdo em relacdo a outros estudos
publicados foi a adocdo do controle de qualidade exclusivamente por citometria de
fluxo. J& bem estabelecida na literatura “®* %) a utilizacio da citometria de fluxo para
controle de imunobiolédgicos implementou uma agilidade estratégica fundamental ao
estudo, considerando a curta meia-vida do produto e seguranca para 0 receptor.
Atravésda utilizacdo desta técnica, constatamos uma reducdo da quantidade de DCs
CCRT7+, provavelmente relacionada a utilizacdo de IL-6 no protocolo de diferenciagéo
celular. Esta citocina parece levar a inibicdo da expressdo de CCR7, por um mecanismo

de interferéncia com a transcricdo “®®. Outro possivel mecanismo estaria relacionado a
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acao da proteina Vpu, do HIV. Efeito na diminuicdo da expressdo de CCR7, mediada
por esta proteina do HIV ja foi demonstrado em linfocitos, mas, a semelhanca do que
fazem outros virus (HHV8, CMV), poderia ocorrer também nas DCs no HIV/aids®®".

A reducdo da expressdao de CCR7, proteina fundamental no funcionamento
adequado das DCs, através da inducdo da sua migracdo®®, nos remete a reflexdo sobre
qual é o “melhor tipo” de DC para utilizar nesta imunoterapia. £ extensa a lista de
fatores que podem ser alterados no processo de producdo deste tipo de produto e isto
tem sido motivo de consideracdo em vérias revisdes envolvendo o tema (2% 189 1%0)
Dentre estes, devemos considerar o fato de que as caracteristicas fenotipicas, funcionais
e genéticas permitem distinguir dezenas de tipos de DCs®™ ¥ ¢ o conhecimento que
as DCs geradas in vitro a partir de precursores, ndo possuem exatamente as mesmas

caracteristicas das DCsin vivo (t92-19),

Do ponto de vista clinico o produto testado se mostrou seguro. O discreto
aumento da frequéncia respiratéria (FR) observado na maioria dos pacientes, antes e
apos a intervencdo, provavelmente estava associado aos limites estabelecidos segundo a
referéncia adotada e ndo foi considerado clinicamente relevante. Entendemos que o
maior numero de eventos adversos observados em todos os bragos ap6s a intervencao
deveu-se ao numero de visitas realizadas no periodo p6s-vacinacao, superior ao periodo
pré-vacina. O cronograma original j& previa este “desequilibrio”, que foi acentuado apds
o cancelamento de algumas visitas pré-vacina para obtencdo do virus (substituidas pela
leucoaférese para a maior parte dos pacientes conforme ja esclarecido).

As avaliacbes de seguranca foram feitas monitorando-se as variaveis
individualmente e ndo se observou relacdo consistente de nenhum EA com a aplicacéo
da imunoterapia. No caso dos linfocitos TCD4+, quatro individuos apresentaram queda
na contagem apoés o inicio da intervencdo. A observacao caso a caso mostrou que todos
eles apresentavam, antes da aplicacdo do produto, niveis ja decrescentes, sugerindo uma

tendéncia de queda néo relacionada com a vacina.

Outra analise do impacto da terapia com DCs na contagem de TCD4+, TCD8+,
Tregs e CV HIV foi feita através das medias dos individuos nos periodos pré x pos-
vacina e também pela comparacdo entre as medianas das contagens e dos As dos bracos
no periodo pds-vacina. As interpretacfes utilizando as medianas e As devem ser

consideradas com cautela, principalmente no braco A, que possuia um ndmero muito
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pequeno de individuos. Isto fica claro quando observamos a evolugdo de TCD4+ neste
brago. Individualmente notamos queda das médias em todos os participantes, mas a
curva das medianas pos-vacina sugere elevacdo constante até a semana 38. Isto se deve
ao fato de que o braco, com apenas quatro participantes no inicio da intervencao, perdeu
outros dois ao longo do seguimento, sendo que um deles (49/18) apresentou sempre

niveis mais elevados que todos os outros, deslocando a curva.

O mesmo tipo de interferéncia parece ter ocorrido quando observamos a
evolucdo das médias de TCD8+ no bragco A (diferentes para cada individuo) e
comparamos com as medianas dos As e AUC, que sugerem o maior ganho de células

entre os trés bragos.

No braco B, observamos um padrao evolutivo de queda seguida de elevacao de
linfocitos TCD4+ em sete dos nove participantes. Considerando que Lu W e Andrieu
JM observaram, in vitro, inducdo de resposta CTL especifica analisando este mesmo
produto 2% elaboramos a hipétese de que esta oscilacéo na contagem de TCD4+ pode
ser decorrente de um estimulo da resposta citotdxica, causando um clearence inicial das

células infectadas.

A falta de sincronismo entre as coletas no periodo pré-intervencdo sugeriu a
possibilidade de criopreservacdo das amostras para posterior avaliacdo das Tregs,
entretanto, a comparacdo da frequéncia destas células em amostras a fresco X
amostradas congeladas mostrou uma reducdo nas amostras criopreservadas,
corroborando dados da literatura “*¢*%)_ Isto imp6s a necessidade do processamento das
amostras a fresco, em tempo real logo ap6s a coleta, o que s6 pode ser efetivado no

periodo pos-intervencao.

A ambiguidade relacionada ao papel das Tregs na infeccdo pelo HIV se
mostraquando procuramos por estudos envolvendo imunoterapia anti-HIV baseada em

DCs que analisaram a freqliéncia destas células.

Macatangay BJ et. al. (2010) demonstraram um aumento na quantidade de total
de Tregs apds a administracéo de DCs carregadas com peptideos do HIV *%) enquanto
Brezar V et. al. (2015) evidenciaram uma redugdo na porcentagem de Tregs HIV
especificas ap0s a vacinagdo com um produto baseado em DCs pulsadas com

lipopeptideos virais %7,
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Em nosso ensaio clinico, procuramos, neste primeiro momento, apenas avaliar se
a aplicacdo de DCs poderia afetar os niveis das Tregs, analisando uma possivel
correlagdo com outras variaveis clinico - laboratoriais. Diferente do estudo de
Macatangay BJ et al (2010), nosso ensaio sugere uma possivel reducdo da frequéncia de
Tregs, melhor caracterizada no braco B (3x10° DCs pulsadas com HIV-AT2), e que ndo
se correlacionou nem com aspectos clinicos, nem com PVL ou outras subpopulagdes

linfocitarias.

Da mesma forma que para os linfécitos TCD25+, cautela deve ser usada na
interpretacdo das variacdes de Tregs associadas a infeccdo pelo HIV, uma vez que
alteracbes nos niveis destas subpopulacdes podem simplesmente relacionar-se com

variacdes no total de TCD4+.

No artigo publicado por Brezar V et. al.(2015), a caracterizacdo das Tregs foi
feita utilizando-se um fendtipo, baseado em citometria de fluxo, mais especifico do o
empregado por Macatangay BJ et al. (2010) e em nosso estudo. Os pesquisadores
argumentaram que a metodologia empregada permitiu caracterizar Tregs HIV
especificas, enquanto nos observamos Tregs “totais”. Estende-se a critica ao fato de que
o painel de anticorpos monoclonais utilizado por nds e pelo grupo de Pittsburgh néo
pode ser considerado absolutamente especifico para Tregs, jd que outros linfocitos T

auxiliadores ativados, também podem expressar CD25 e FoxP3 %Y.

Em ambos os estudo (Macatangay BJ et al.-2010 e Brezar V et al.-2015),

observou-se uma correlacdo inversa entre Tregs e resposta celular especifica anti-HIV.

Varios fatores podem influenciar os niveis de Tregs relacionados a imunoterapia

baseada em DCs pulsadas com HIV.

E possivel que a quantidade final de Tregs associada ao uso da vacina seja a
resultante da influéncia do HIV (dependente da ligagcdo gp120-CD4) versus a influéncia
das DCS. Foi demonstrado que a ligacdo entre a glicoproteina do envelope viral, gp120
e seu receptor CD4 presente na superficie dos linfécitos regulatorios, leva a ativagdo e
acumulo destas celulas em orgdos linfoides secundarios e esta relacionada a
sobrevivéncia destas células através da inducéo de moléculas anti-apoptéticas®>2%. E
também notoria a propriedade das DCs de influenciar na diferenciagdo dos linfocitos em

206)

diferentes sub-populagdes, incluindo Tregs®® Consideradas as diferencas
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quantitativas na composicdo do produto nos bragos B e C, a reducdo de Tregs sugerida

no braco B poderia ser o somatdrio dos fatores acima.

O HIV esta se relaciona ao fendbmeno de translocacdo microbiana, ativacao
celular e apoptose induzida por ativacdo®?, reduzindo, desta forma a populacéo total
de TCD4+/CD25+ e, consequentemente, as Tregs . A imunizagdo, por sua vez, induz
ativacdo celular e expansao das células de memoria, incluindo Tregs. Se a ativacdo ja
estiver “no limite”, ocorrera uma maior morte das células especificas ativadas (AICD),

incluindo Tregs.

Com relacdo a CV plasmatica, todos os bracos apresentaram, ap0s o inicio da
intervencdo, elevacdo transitoria, num efeito semelhante ao conhecido quando da
aplicacdo de qualquer imundgeno em individuos com HIV/aids e explicado pela
ativagdo imune induzida pelas vacinas % 2®)_ E possivel, também, que a ativacdo de
células produtoras de virus, induzida pelo contato com as DCs tenha colaborado para
este fenomeno 2 Apés este periodo, seguiu-se uma reducdo dos niveis de CV em
diferentes magnitudes para cada braco. Esta reducdo foi fugaz, durando até a 13-26
semanas, seguindo-se novamente de elevagdo da CV, ndo se correlacionando com as
subpopulacdes de linfécitos estudadas.Esta reducdo na CV ja havia sido observada em
outros estudos % 12 e sua duragdo efémera pode estar ligado ao déficit quantitativo

das DCs observada na infeccdo pelo HIV.

Num elegante estudo em primatas ndo humanos, Pandrea et al (2013)
demonstraram que a reducdo das mDCs parece ser consequenciada apoptose destas
celulas, secundaria a ativacéo celular induzida principalmente por LPS, num mecanismo
semelhante ao que acontece com os linfécitos ™ %7 Estes e outros pesquisadores ja

haviam demonstrado a relacdo entre ativacdo cronica do sistema imune e disfuncdo das
DCs07. 209)

Assim, o fendmeno de “hiperativacao” cronica do sistema imune, consequente a
translocacdo microbiana, parece exercer um papel fundamental na patogénese da
doenca, levando a deplegdo e a disfuncdo de varios tipos de células fundamentais na

resposta imunolégica®®” 219,

Nossos resultados parecem reforcar o paradoxo representado pelos papeis das
DCs na infecgdo pelo HIV. A atuacdo fundamental destas células na resposta imune faz

delas uma alternativa atraente no desenvolvimento de imunoterapia para esta
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condig@oPor outro lado, também importante e bem estabelecida é a atividade das DCs
na patogénese do HIV/aids, disseminando e amplificando a infeccdo em estagios
precoces “*?*3) Este segundo aspecto parece-nos importante para reflexdo no contexto
da terapia celular anti-HIV baseada nestas células e pode estar associado aos resultados

encontrados neste estudo, constituindo-se na base de uma hipdtese para explica-los.

A interacdo HIV-DCs tem sido alvo de numerosos estudos desde o inicio da
epidemia M9 Embora muitos aspectos desta complexa interagdo permanecam ainda
obscuros, é bem reconhecida a capacidade das DCs de se associarem a dois tipos de
infeccdo: CIS-representada pela replicagdo intracelular associada a retrotranscricdo e
integracdo do genoma viral ao da DC e TRANS-associada a ligagdo do virus com a
membrana celular através da interacdo com varios receptores % 215210 Estag
interacdes com diferentes tipos de receptores levam a distintos destinos da particula
viral apds contato com a DC. O virus pode ser transportado pela DC diretamente ligado
a membrana, ou em compartimentos intracelulares (endossomas)®®. Nos endossomas
ele pode permanecer intacto ou ser processado e ter seus peptideos conjugados a
moléculas de MHC I, para estimulo de células TCD4+. Alternativamente, o0s antigenos
virais podem seguir a via de conjugacao e apresentacdo com MHC | para ativacdo de
linfocitos TCD8+(cross-presentation).

A transferéncia do HIV a outras células mediada pelas DCs, independente de
replicagdo viral (infeccdo TRANS) ocorre quando, ao encontrar uma “célula-alvo”, o
virus reemerge, formando a chamada “sinapse infecciosa”, sendo entdo transmitido (218)
Outro mecanismo envolvido na infeccdo do tipo TRANS esta associado aos chamados
exossomas. Estas estruturas, inicialmente descritas por Johnstone et al nos anos 80, sdo
nanoparticulas derivadas de microvesiculas contidas no interior dos endossomas®® 229,
Quando da fusdo do endossoma com a membrana celular, os exossomas sdo liberados
para 0 meio exterior. Responsaveis pela comunicacéo intercelular, os exossomas contém

proteinas, lipideos e mMRNA ?2.

Este comportamento das DCs na infec¢do pelo HIV levou & sua comparagdo com
0 “Cavalo de Troia”®> #2228 Os exossomas vém sendo implicados na patogénese da
infeccdo pelo HIV ha algum tempo, ndo s6 pelo seu papel na infeccdo TRANS, mas

também pelo seu efeito citopatico associado & entrega de fatores virais nocivos®@?.
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O tipo de produto utilizado no nosso e em varios outros ensaios de imunoterapia
anti-HIV baseada em DCs pressupde a utilizagdo da particula viral inativada. O tipo de
inativacéo promovida pelo AT-2 tem como suposta “vantagem” o fato da manutengao da
conformacdo protéica, importante em varios aspectos da resposta imune. Esta
superioridade pode, entretanto, ser relativizada se levarmos em conta que as DCs
pulsadas com HIV-AT-2 estdo carregadas de proteinas citopaticas, numa concentragdo
elevada, provavelmente maior do que aquela encontrada na histéria natural do HIV/aids.
Neste sentido, o papel de “Cavalo de Troia” atribuido as DCs na infeccao pelo HIV,
poderia estar sendo reforcado, explicando o porqué de a utilizacdo de concentracdes da
ordem de 10" células com pulso de 10° virus resultarem num efeito deletério nas
contagens de TCD4+, TCD8+ e CV. Note-se que isto ndo se traduziu em manifestacéo
clinica, uma vez que ndo observamos EA associados. J& a dose de 10° DCs parece ndo
ter tido um efeito prejudicial, que poderia representar a resultante positiva do balango
entre os dois papeis da DC. Infelizmente 0 nimero pequeno de participantes no brago
que recebeu as DCs sem pulso adicional ndo permitiu maiores conclusdes quanto ao
pulso com o virus inativado. A proposta é conduzir estudos in vitro no sentido de

esclarecer este aspecto.

Infelizmente os varios ensaios clinicos utilizando esta terapia celular baseada em
DCs na infeccdo pelo HIV possuem, quase todos, diferencas metodoldgicas que
dificultam a comparacédo entre os seus resultados. A despeito disto, nosso estudo, como
a grande maioria dos ja realizados, mostrou que o produto foi seguro, no que diz
respeito ao desenvolvimento de EAs, sugerindo uma evolucdo temporal diferente dos
parametros imunovirolégicos monitorados nos dois bracos que utilizaram diferentes

quantidades de DCs pulsadas com HIV inativado.

Nosso ensaio estudou trés formulacdes diferentes da vacina, utilizando como
comparagdo os individuos no periodo antes da intervencdo. Ndo achamos que a
utilizacdo das DCs sem pulso adicional de virus possa ser considerada placebo.
Devemos levar em consideracdo o fato que de embora estas células sejam consideradas
pela maioria dos estudiosos como mais resistentes a infeccdo do que os linfocitos, elas
também contém virus in natura, e sua administracdo em concentracGes elevadas como a
que utilizamos, ndo pode ser considerada indcua. Os estudos de Steinman R e Inaba K

(1989) administrando DCs “puras”, sem pulso antigénico, mostraram apenas que nao
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houve estimulo de resposta imune especifica®®?, ndo se aprofundando em avaliar outros

possiveis efeitos.

Comparando nossos achados com os descritos por Garcia et al em 2011¢%Y
percebemos alguma semelhanca no que diz respeito a evolugdo do ACV HIV no braco
que utilizou as DCs sem o pulso adicional do virus, ressaltando que utilizamos uma
quantidade de DCs da ordem de 10’ , enquanto aquele autor utilizou 10° células.
Observando o braco que utilizou DCs na ordem de grandeza de 10° pulsadas com HIV
inativado, verificamos uma melhor evolucdo no estudo de Garcia. Comparando-se as
metodologias em detalhes observamos varias diferencas que podem ser responsaveis
pelos achados. Estas diferencas e as curvas evolutivas do ACV nos dois estudos sao

apresentadas na figura 11.
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Figura 11 — Comparacao da evolugao do ACV plasmatica com o estudo de Garcia F et al (2011)
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eInativagdo pelo AT-2
*Expansao do virus em células autélogas
*N3o se utilizou AZT no processo de pulso das DCs
*Obtencgdo de PBMCs através de leucoaférese
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Fonte: adaptacao de figura extraida de Garcia F et al. A Therapeutic Dendritic Cell-Based Vaccine
for HIV-1 Infection. JID. 2011

Nota: Comparacao entre o presente estudo (A) e o estudo de Garcia et al (B). As setas mostram os
momentos de aplicacdodas doses da vacina. Legenda: DC-Control-apenas DCs sem pulso adicional
de HIV; DC-HIV-1-DCs com pulso adicional de HIV inativado (10° particulas virais); AT-2-aldrithiol 2;
AZT-azidotimidina; PBMCs-peripheral blood mononuclearcells
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Afora uma menor quantidade de DCs, observa-se no estudo espanhol a
inativacdo pelo calor. Esta técnica, amplamente utilizada desde os primordios da
vacinologia tém como inconveniente a redugdo no efeito imunogénico, decorrente da
desnaturacdo proteica®®. Na infeccdo pelo HIV, entretanto, esta mesma desnaturagdo
poderia ser responsavel pela inativacdo do arsenal protéico viral disseminado pela DC,
inclusive com reducdo do potencial “inflamatdrio” decorrente da presenca de proteinas
celulares “estranhas” decorrentes do cultivo do HIV em células alogénicas. A utilizagdo
da Zidovudina na cultura celular evitaria a infeccdo CIS da DC. Desta forma, as DC do
estudo espanhol estariam menos carregadas com particulas e peptideos virais com

potencial nocivo.

E ainda possivel que a coleta através de puncdo venosa periférica resulte em
células menos ativadas. Durante nosso estudo, comparamos a ativacdo de linfocitos T,
através da expressdo do marcador CD38, em células colhidas por puncdo venosa e
colhidas por leucoaférese, encontrando uma ativacdo maior na ultima situacdo (dados
ndo publicados). Ainda que a evidéncia seja episodica, paira a possibilidade de
interferéncia na imunoterapia devido a este fator, sendo que o efeito final sobre o

produto carece de maiores estudos.

A producéo de antigenos e células para composi¢do do produto representa, sem
duvida um aspecto crucial no desenvolvimento deste tipo de intervencdo. Na infeccdo
pelo HIV, a terapia celular baseada em DCs sofre criticas pertinentes quanto a sua
aplicabilidade em larga escala, mas o esforgco empregado no sentido de simplificar o
processo tem mostrado que este ndo €, em absoluto, um obstaculo intransponivel.
Recentemente a FoodandDrugAdministration (FDA) aprovou, para testes em seres
humanos, uma vacina terapéutica composta por DCs pulsadas com HIV-AT-2,

baseando-se nos estudos realizados por Miller et al®*®

. Nesta plataforma, o virus
autologo € obtido diretamente, inativado e estocado para posterior pulso das DCs,

dispensando a cultura em células permissivas para sua expansao.

Outro ponto passivel de melhora neste tipo de imunoterapia refere-se a
abordagem feita em estudos como o de Vogt et al (2013), onde peptideos do virus sdo
adsorvidos a nanoparticulas que sdo introduzidas na base do foliculo piloso e captadas
pelas DCs residentes®”. Desta forma o “carregamento” das DCs é feito in vivo,
dispensando a necessidade de diferenciacdo a partir da manipulacdo in vitro de seus

percussores.
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A despeito da boa perspectiva e do consideravel papel da DC na resposta imune,
as lacunas no conhecimento da biologia desta célula e na patogénese da infeccdo pelo
HIV afetam aspectos fundamentais no desenho dos testes pré-clinicos e ensaios clinicos
comprometendo Vvarias etapas do processo, dificultando padronizagdes sobre tipo de DC
e de antigeno a ser utilizado, via de administracdo, monitoramento de respostas, etc,.
Isto compromete a comparacdo entre os estudos ja realizados impedindo conclusdes
mais consistentes em ensaios clinicos de fases iniciais, cujo niamero de participantes ¢,

por definicdo, pequeno.
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6.1. CONCLUSOES

Seguindo as definicbes e os critérios estabelecidos para este ensaio
clinico, as formulagdestestadas utilizando diferentes quantidades de DCs,

pulsadas com HIV inativado se mostraram seguras;

Consideradas as limitacdes da pesquisa, no que diz respeito ao impacto
imunoldgico medido através da contagem de células TCD4+, TCD8+ e
Tregs, o0 conjunto dos resultados sugere evolucdo diferente nos bragos
empregando diferentes quantidades de DCs, pulsadas com HIV
inativado, com queda de TCD4+ e TCD8+ no brago C e queda de Tregs

no brago B;

Consideradas as limitacdes da pesquisa, com relacdo ao impacto
viroldgico, medido através da variacdo da carga viral plasmatica do HIV,
0 estudo sugere uma evolugdo diferente nos bragos empregando
diferentes quantidades de DCs, pulsadas com HIV inativado, com

aumento da CV no brago C.
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ANEXO A-CRONOGRAMA DOS
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Vi V4 V5
V2 | V3 V6 |V7|V8|V9|V10| V11| V12| TOTAL
Screening Baseline

TEMPO (DIA) -90 -75|-60| -8 0 15|30 | 45|90 | 180 | 270 | 360
TCLE X 1
AVALIAGCAO CLINICA X X | X X X X[ X|X|X]| X X X 12
Exs. VIROLOGIA X X X[ X|X|X]| X X X 8
Exs. IMUNOLOGIA X X X[ X|X|X]| X X X 8
VACINACAO X X | X 3
AFERESE X 1

Exs INCLUSAO/SEGURANCA (HMG,
X X X[ X | X|X]| X X X 9
BIOQ, SOROLS, ANA, BHCG)

ESTOQUE AMOSTRAS X X | X X | X X X 7
COLETA PBMCs * X X | X 3
CONTRA PROVA X X | X 3

*Alternativamente, as PBMCs para o preparo da vacina foram obtidas no

procedimento da aférese.
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Nota: as linhas tracejadas verticais referem-se aos momentos da aplicacéo da vacina
(0, 2 e 4 semanas). As linhas tracejadas na horizontal referem-se aos limites da

normalidade, segundo as referéncias adotadas.
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ANEXO C - AST

Braco A
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(0, 2 e 4 semanas). As linhas tracejadas na horizontal referem-se aos limites da
normalidade, segundo as referéncias adotadas.
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ANEXOD - ALT
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normalidade, segundo as referéncias adotadas.
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ANEXO E - CREATININA
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normalidade, segundo as referéncias adotadas.
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ANEXO F - UREIA
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ANEXO G - HEMOGLOBINA
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mil/mm3

mil/mm?
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Nota: as linhas tracejadas verticais referem-se aos momentos da aplicacdo da vacina
(0, 2 e 4 semanas). As linhas tracejadas na horizontal referem-se aos limites da

normalidade, segundo as referéncias adotadas.
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ANEXO J - PAM
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ANEXO T - MEDIANAS DOS ATregs
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ANEXO V - MEDIANAS DA CV DOS GRUPOS
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APENDICE A - FORMULARIO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CAIXA POSTAL, 8091 — SA0 PAULO — BRASIL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Versdo de 28 de outubro de 2009

I-DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

B N 1Y TSR PPPPRPPPRN

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO .....coovviiiiiiiiiiiiiiiiinn, sexo: .mOrO

DATA NASCIMENTO: ....... [ovoiin. [oviiinins

ENDERECO

BAIRRO: CIDADE

CEP:eeee e TELEFONE: DDD........ccoviiiiiiiiieeiiiiiiiiiiiiieenn
2.RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....cccccooiiiiieeiieiieeie SEXO: M OrOI

DATA NASCIMENTO.: ...... [ [......

ENDERE G O: e e e e e e e e e e NO e, APTO:
BAIRRO ............................................................................................ CIDADE:
CEP ......................................................................................................... TELEFONE: DDD
[ Yttt

[I-DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

“ESTUDO DE FASE Il DA VACINA TERAPEUTICA PARA HIV COM CELULAS DENDRITICAS
AUTOLOGAS PRIMADAS COM VIRUS AUTOLOGOS INATIVADOS”

PESQUISADOR:AIlberto José da Silva Duarte
CARGO/FUNCAO: Professor Associado do Departamento de Dermatologia

INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 16 915 (SP)



UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratério de Investigacdo Médica — LIM56; Ambulatério de Imunodeficiéncias do
Servi¢o de Dermatologia do HC FMUSP

2. OUTRAS INFORMACOES PARA CONTATO (SE NECESSARIO)

Nome: Comiss&o de Etica para Analise de projetos de Pesquia — CAPPesq

Presidente: Prof. Dr. Eduardo Massad

Endereco: R. Ovidio Pires de Campos, 225 / sl 505 — Adm.
Pinheiros, Sao Paulo / SP

CEP: 05403-010

NuUmero de telefone: (11) 3069-6442

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO  x RISCO MEDIO 1
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4. DURAGCAO DA PESQUISA : 144 semanas

Prezado Sr(a)

O senhor (a) esta sendo convidado (a) para participar de uma pesquisa com a
finalidade de se obter uma vacina contra o virus da aids, que é preparada utilizando o
sangue do proprio paciente. Com a amostra de seu sangue sera produzida uma vacina
s6 para o senhor (a). S6 poderao usar esse tipo de vacina as pessoas que ainda ndo
tomaram qualquer tipo de remédio para tratar a aids, e que tiverem 0s seus exames de
sangue estaveis por, pelo menos seis meses antes da entrada no estudo.

Durante 144 semanas o(a) senhor(a) sera acompanhado(a) pela equipe do
estudo, e deve se comprometer a comparecer as visitas pré-definidas para que o
efeito da vacina seja acompanhado de maneira adequada e segura.

Inicialmente, para sua inclusédo no estudo, serdo coletados, cerca de 70 mL de
sangue para realizar os seguintes exames: analises para CD4, CD8, carga viral, testes
para avaliar a possibilidade de auto-agressdao pelo sistema imune, hemograma,
exames para avaliar funcao do figado e rins, dosagem da glicose sanguinea, exames
para hepatites e infeccdo por um virus chamado HTLV (relacionado a doencas do
sistema imune), teste de gravidez (para mulheres em idade fértii com risco de
engravidar). Além disto, sera feito o armazenamento de células mononucleadas
periféricas (PBMC), plasma e soro, com o objetivo de cultivar o virus para producéo da
vacina.

O virus utilizado na preparagdo da vacina sera retirado das células do seu
sangue, que foram coletadas no periodo pré-vacinal. Antes da producédo da vacina
esse virus serd morto (inativado) no Laboratorio do Instituto de Medicina Tropical da
FMUSP.

Para preparar a vacina € necesséario também retirar do seu sangue células
especificas, através de um procedimento chamado aférese, que sera realizado na
Fundacdo Pr6-Sangue do Hemocentro de S&o Paulo. Toda a producdo da vacina
utilizara seu préprio sangue e materiais esterilizados, garantindo sua seguranca e a do
profissional que realizara o procedimento. Para uma melhor compreensao dos
métodos que serdo adotados, leia com atencdo os itens abaixo, os quais Ihe seréo
também explicados com detalhes.



A aférese € um procedimento considerado seguro, semelhante a uma doacéo de
sangue, e sera realizado por um médico especializado do Hemocentro. Este
procedimento é feito também para pacientes com leucemia e ndo ha relatos, de
problemas graves decorrentes deste procedimento médico nos pacientes que foram
vacinados na primeira fase de um estudo de vacina para aids, semelhante a este.
Alguns pacientes podem sentir sintomas leves como: tontura, sudorese, mal-estar,
queda da pressdo arterial, tremores, calafrios, formigamento, nauseas, vomitos e
hematomas na regido de puncéo.

No dia da aférese, serdo introduzidas duas (02) agulhas no seu braco para que o
sangue saia e depois volte para seu corpo.

O processo tem duracao total de cerca de 2 horas. A sua pressdo sanguinea e
respiracdo serdo monitoradas durante todo o tempo da aférese, e também serdo
realizados, no proprio Hemocentro, exames de sangue (coagulograma e hemograma
completo, que tem a contagem de células vermelhas, células brancas e plaquetas)
para controlar o seu estado de saude. O(A) senhor (a) nhdo estard perdendo sangue,
ocorrera apenas a retirada das células necessarias para a sua vacina, em um volume
de cerca de 150 mL de sangue. Uma amostra de 10 mL de sangue sera coletada ao
final da aférese para realizacdo de hemograma completo.

Se necessério, serd prestado socorro imediato pelo médico hematologista do
Hemocentro e pelo médico do projeto, acompanhando o senhor (a) ao setor de
emergéncia.

Se o0 numero de virus e/ou células obtidos ndo for suficiente para o preparo da
vacina, mesmo que o senhor (a) tenha feito a aférese, ndo sera possivel produzir a
vacina e por isso o senhor (a) ndo podera ser vacinado e tera que deixar o estudo.

Caso seja incluido(a) no estudo, o sr(a) recebera a vacina, que terd sua
aplicacdo dividida em quatro locais do seu corpo: debaixo dos dois bracos e na parte
interna das coxas, por via subcutanea (0,5 ml em cada local), por um profissional
capacitado, utilizando material estéril. Antes da aplicagdo da vacina, sera recolhida
uma aliquota de 10 ml de sangue que sera identificada, congelada em nitrogénio
liguido e armazenada por 05 anos em recipiente estéril para eventuais analises
posteriores. A aplicacdo da vacina sera realizada no HCFMUSP. Serdo aplicadas trés
doses com intervalo de 15 dias. E muito importante que o senhor receba as trés doses
para a melhor resposta imunolégica contra o virus.

O(A) senhor (a) serd submetido a exames periddicos e pré-definidos durante
todo o estudo, com intuito de avaliar sua resposta ao tratamento com a vacina e
eventuais efeitos adversos que ela possa provocar. Para isso, cerca de 70mL de
sangue serdo coletados em visitas pré-estabelecidas, para pesquisa da carga viral,
nameros das células de defesa e dosagem das enzimas do figado e rim, testes para
avaliar a possibilidade de auto-agresséo pelo sistema imune, hemograma, dosagem
da glicose sanguinea e teste de gravidez (para mulheres em idade fértil com risco de
engravidar).

Os efeitos indesejaveis esperados com a aplicagdo da vacina sdo minimos
como, por exemplo, vermelhiddo e dor leve no local de aplicacdo da vacina e febre
baixa. Entretanto, todos os sintomas que o(a) senhor(a) venha a apresentar devem ser
relatados imediatamente ao seu médico.

Os testes iniciais ndo mostraram efeitos colaterais graves provocados pelo uso
da vacina, entretanto, os médicos e enfermeiros envolvidos no projeto estdo prontos
para prestar-lhe socorro imediato durante o periodo que estiver recebendo as doses
da vacina, e mesmo durante todo o periodo que estiver sob observacao, dando pronto
atendimento ambulatorial ou encaminhando-o(a) ao servico de emergéncia, se por
ventura isto se fizer necessario.

Se por ventura o(a) senhor(a) apresentar reagdes indesejaveis importantes a
vacina, ou piora da evolucdo da infeccdo pelo HIV (como diminuicdo do CD4 e/ou
aumento da carga viral e/ou manifestacées clinicas definidoras de aids), o esquema de
vacinacao serd interrompido e o tratamento indicado sera introduzido.



E preciso que o senhor (a) saiba que este procedimento pode ou n&do lhe
beneficiar, pois vai depender de como suas células irdo responder para combater o
virus.

Para participar deste estudo o(a) senhor(a) ndo pode ter outras doencas como
hepatite B, hepatite C, HTLV1 e 2, cancer ou diabetes. Caso tenha alguma histéria
dessas doencgas avise 0 seu médico. Ao aceitar participar deste estudo, o Sr(a) devera
concordar em utilizar métodos contraceptivos sabidamente eficazes (por exemplo:
camisinha e anticoncepcional oral). Os métodos mais adequados seréo discutidos com
a equipe e disponibilizados gratuitamente ao Sr (a). Mulheres em idade fértil deverao
realizar teste de gravidez a cada visita. Mulheres gravidas ou amamentando também
nao podem participar do estudo. Mulheres que vierem a engravidar durante o estudo,
serdo imediatamente excluidas do mesmo, entretanto continuardo a ser
acompanhadas pela equipe do estudo até que seja determinado que ndo ha risco para
sua saude. Caso seja julgado necessario, os filho(a)(s) desta gestacao também sera
(serdo) acompanhado(a)(s) apo6s o nascimento até que seja determinado que nao ha
risco para a saude dele (a)(s). Da mesma forma, parceiras dos participantes que
porventura vierem a engravidar durante o estudo, poderdo (caso considerado
necessario) ser solicitadas a fazer acompanhamento com a equipe até que seja
considerado ndo haver risco para saude delas.

Caso aceite participar do estudo sua identidade sera mantida em absoluto sigilo.

Sua participacdo tem grande importancia para o estudo e os resultados desta
pesquisa poderdo gerar beneficios aos individuos infectados pelo HIV, por isso
solicitamos sua autorizacdo para usar os resultados obtidos no estudo em publicacdes
cientificas, preservando sempre o sigilo sobre a sua identidade.

Solicitamos sua autorizag@o para estocar as células (PBMC) e outros materiais
biolégicos, como soro e plasma, para possiveis estudos posteriores relacionados com
esta vacina. Toda a nova pesquisa a ser feita com este material s6 sera realizada
apds a aprovacdo dos Comités de Etica em Pesquisa (sistema CEP/CONEP) e apds
sua explicita autorizacdo por escrito. O armazenamento ser4 de até cinco anos,
podendo ser renovado mediante solicitacdo da instituicdo depositante, acompanhada
de justificativa e relatérios pertinentes, bem como a norma/regulamentacdo da
instituicdo para armazenamento de amostras bioloégicas humanas.

O(A) senhor(a) pode abandonar o estudo a qualquer momento, sem que iSso
prejudique o0 seu tratamento neste ou em outro servico, € nao havera nenhum énus
pela desisténcia. Neste caso, é importante avisar ao medico que esta lhe
acompanhando, para que o Sr(a) ndo venha a ter nenhum prejuizo com seu
tratamento.

A sua participagdo neste estudo é de grande valor, visto que os resultados
gerados neste estudo poderdo significar um grande beneficio no tratamento da aids. A
nossa expectativa é que a vacina consiga estimular o seu sistema de defesa a lutar
contra o HIV, diminuindo ou abolindo a necessidade do tratamento com medicamentos
anti-retrovirais.

Vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. O investigador principal € o Prof. Dr. Alberto
José da Silva Duarte. O endereco e telefones para contato com ele e com 0s seus
assistentes estéo no final deste documento.

O(A) senhor(a) néo tera beneficios financeiros ou de qualquer outra espécie se
participar deste estudo. Este € um estudo ainda inicial, mas que tem grande
expectativa no controle da doenca por periodos longos. Estas respostas, porém,
somente serdo conhecidas ap6s o término da pesquisa.

Esta prevista uma ajuda de custo para despesas com alimentacao e transporte
nos dias de comparecimento as visitas do estudo. N&o esta prevista nenhuma outra
remuneracgao por sua participagédo neste estudo.



Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa“ESTUDO DE FASE Il DA VACINA
TERAPEUTICA PARA HIV COM CELULAS DENDRITICAS AUTOLOGAS
PRIMADAS COM VIRUS AUTOLOGOS INATIVADOS”.

Eu recebi orientacbes do sobre a minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
Consentimento Livre e Esclarecido a qualquer momento, antes ou durante o
transcorrer do estudo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio
gue eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Nome do participante:
.......................................................................... RG...ooiie e,

[ 00 [T €= ol o TP POT O UPPPRPRPP
Telefone (e-
A= 1 RSP P PP PPPPPPI
Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura de testemunha Data / /

No caso de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagédo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

IMPORTANTE

Em caso de duvidas, urgéncias ou emergéncias o(a) senhor(a) podera procurar 0s
seguintes médicos:

1. Prof. Dr. Alberto José da Silva Duarte (Coordenador do projeto)

Telefone Celular de Emergéncia : (11) (24 horas)




Sala de Pesquisa da Dermatologia “(11) 3069.8006 (08 — 17 horas)
LIM 56. Dermatologia USP :(11) 3061 7499 / 3061 7457 (7—17horas)
2. Dr. Jorge Casseb

Telefone Celular de Emergéncia : (11) (24 horas)
Sala de Pesquisa da Dermatologia “(11) 3069.8006 ( 08 — 17 horas)
LIM 56. Dermatologia USP :(11) 3061 7499 / 3061 7457 (7—17horas)
3. Dr. Alexandre de Almeida

Telefone Celular de Emergéncia : (11) (24 horas)
Sala de Pesquisa da Dermatologia “(11) 3069.8006 (08 — 17 horas)
LIM 56. Dermatologia USP :(11) 3061 7499 / 3061 7457 (7—17horas)
4. Dra. Ana Paula Veiga

Telefone Celular de Emergéncia : (11) (24 horas)
Sala de Pesquisa da Dermatologia “(11) 3069.8006 (08 — 17 horas)
LIM 56. Dermatologia USP :(11) 3061 7499 / 3061 7457 (7—17horas)

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP):

Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar
tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20,
FAX: 3069-6442 ramal 26

E-mail: cappesg@hcnet.usp.br



mailto:cappesq@hcnet.usp.br

APENDICE B - FORMULARIO DE RELATO DE CASO
(CRF) SCREENING

ESTUDO DE FASE |1 DA VACINA TERAPEUTICA PARA HIV COM
CELULAS DENDRITICAS AUTOLOGAS PRIMADAS COM VIRUS
AUTOLOGOS INATIVADOS

ETIQUETA
Nome:
N° do registro na
instituicao:
Sexo: () masculino () feminino

SCREENING

Data da visita: / /

Data da assinatura do TCLE: / 120

DADOS DEMOGRAFICOS:

Numero de Alocacgéo:

Data de Nascimento: / /

Servigo de Origem:

Cor referida: branco negro pardo amarelo

HISTORICO E DADOS CLINICOS DO PACIENTE:

1. Primeiro Teste Positivo para HIV

Exame com cépia no prontuario
Anti-HIVReagente: . /| Métodos:
CargaViral. [ | N° copias/mL.:




O paciente possui algum antecedente e/ou condi¢des concomitantes, alergia a drogas e/ou
cirurgias/procedimentos nos ultimos 05 anos? Sim Nao

CONDIGCAO DEFINE INICIO | FIM CONTINUA
AIDS

CONDICAO DEFINE INICIO | FIM CONTINUA
AIDS

Uso regular de métodos contraceptivos:

Sexo masculino Sexo feminino

Uso de preservativo Pilulas, injecdes ou implantes hormonais  Preservativos feminino
Vasectomia Tabela Exige o0 uso de preservativo
Outros Outros Menopausa/ cirurgia

Medicamentos Concomitantes: (considerar os Ultimos 6 meses)

MED CONCOMITANTES ( )SIM ( )NAO
MEDICACAO MOTIVO INIiCIO TERMINO

Exame clinico:

Normal Anormal Néao realizado
Sinais vitas:
PA FC TAX

FR PESO




Ultimos exames (Considerar os ultimos 06 meses):

TCD4 % CcVv LOG
DATA
Sorologias (Considerar os Ultimos 12 meses)
HBV (_/ [ ) reagente néo reagente
HCV (/[ ): reagente ndo reagente
HTLV (/[ ): reagente ndo reagente
Obs:
Nome do médico Data_ / |/

Assinatura

CRM




APENDICE C — FORMULARIO DE RELATO DE
CASO (CRF) SEGUIMENTO

ESTUDO DE FASE |1 DA VACINA TERAPEUTICA PARA HIV COM
CELULAS DENDRITICAS AUTOLOGAS PRIMADAS COM VIRUS
AUTOLOGOS INATIVADOS

ETIQUETA

Nome:

N° do registro na instituicdo:

Sexo: ( ) masculino ( )feminino

TIPO DE VISITA
Seguimento (V_): Sim Néo
Visita de encerramento: Sim Néao

Encerramento precoce: Sim N&o . Motivo:

Visita extra: ;: Sim Nao

Visita pos-gravidez: Sim Né&o

DATA DA VISITA: / /

DADOS DEMOGRAFICOS:

Numero de Alocacdo:

Grupo: (PREENCHER SOMENTE APOS RANDOMIZACAO)

CRITERIOS DE INCLUSAO/EXCLUSAO (PREENCHER NA V2):

O paciente satisfaz todos os critérios de inclusdo no estudo? Sim N&o



INTERCORRENCIAS

CONDIGCAO DEFINE | INICIO FIM CONTINUA
AIDS

CONDICAO DEFINE | INICIO FIM CONTINUA
AIDS

Apresenta Evento Adverso Sério: Sim (PREENCHER NOTIFICACAO) Né&o

Descricao:

Uso regular de métodos contraceptivos:

Sexo masculino Sexo feminino

Uso de preservativo Pilulas, injecdes ou implantes hormonais  Preservativos feminino
Vasectomia Tabela Exige 0 uso de preservativo
Outros Outros Menopausa/ cirurgia

Medicamentos Concomitantes:

MED CONCOMITANTES ( )SIM ( )NAO
MEDICACAO MOTIVO INICIO TERMINO




Exame clinico:

Normal Anormal N&ao realizado
Sinais vitas:
PA FC TAX
FR PESO

Exames desde a Ultima visita :
DATA CD4 % CDS8 % CcVv LOG

DATA CD3|% | CD38| % CD107{ % | Treg | % Dioc6| %

DATA CD3/CD4 % CD3/CD8 %
IFNg/TNF/IL2 IFNg/TNF/IL2

Obs: para 0s exs a seguir, soO registrar outras datas caso sejam diferentes da primeira informada.



Exame

valor

nao realizado

(motivo)

néo se aplica

data

Glicemia

AST

ALT

Uréia

Creatinina

Hb

Leucdcitos

Plaquetas

BHCG

FAN

HBV

HCV

HTLV

OBS:

Nome do médico

Data

/

/

Assinatura

CRM




