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LUNARDELLI, V.A.S. Direcionamento in vivo de epitopos do HIV para células
dendriticas como nova estratégia vacinal. 2016. 91f. Trabalho de Conclusédo de
Curso (Biomedicina) — Centro Universitario Sdo Camilo, Sao Paulo, 2016.

A epidemia causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é a infeccdo mais
emergente das Ultimas décadas e, até o momento, ndo existe uma vacina eficaz
disponivel. Diversos estudos indicam que anticorpos, linfécitos T (LT) CD4" e CD8"
desempenham um papel importante na imunidade contra o HIV. Em relacdo ao
desenvolvimento de vacinas baseadas na inducdo de imunidade celular, acredita-se
que a geracdo de respostas imunes amplas e funcionalmente relevantes contra
epitopos conservados de LT CD4" e CD8", seja um pré-requisito essencial para
novos candidatos a vacina. Em estudos prévios, nosso grupo demonstrou que a
imunizacdo de camundongos com uma vacina de DNA, codificando epitopos para
LT CD4" do HIV-1, foi capaz de induzir resposta especifica e ampla de LT CD4" e
CD8". Apesar dos resultados obtidos serem bastante promissores, vacinas de DNA
apresentam limitada imunogenicidade em humanos. Por esse motivo, diferentes
estratégias vém sendo utilizadas para o desenvolvimento de novos imundgenos.
Diversos estudos tém focado no desenvolvimento de vacinas baseadas na
capacidade de células dendriticas (DC) em modular as respostas imunes
adaptativas. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo gerar um
anticorpo monoclonal (mAb) quimérico contra um receptor de superficie das DCs
(DEC205) em fuséo com epitopos do HIV. Para tal, foi produzido um mAb quimérico
aDEC205 fusionado a uma sequéncia de oito epitopos para linfécitos T CD4" do HIV
(denominada HIVBr8) e uma vacina de DNA codificando os mesmos epitopos. Em
seguida, os mAbs foram submetidos a um ensaio de ligacdo com células CHO e
esplendcitos murinos para verificar a capacidade de ligacdo destes anticorpos.
Ambos se ligaram de maneira dose dependente e especifica ao receptor DEC205
em células CHO DEC205" e em células dendriticas CD8a.*. A fim de avaliar a melhor
via de imunizacdo, camundongos BALB/c foram imunizados com o0 mAb
aDEC205HIVBIr8 pela via subcutanea (S.C.) ou intraperitoneal (I.P.) na presenca do
adjuvante poly I:C. Os animais imunizados pela via |I.P. apresentaram maior nimero
de células produtoras de IFNy e proliferacdo de LT CD4" e CD8" especificos quando
comparado ao grupo imunizado pela via S.C. Posteriormente, avaliamos o esquema
de imunizacdo prime-boost heter6logo (DNA/ mAb ou vice-versa). Para tal, os
animais foram imunizados com uma dose da vacina de DNA HIVBr8 pela via
intramuscular seguida de uma dose de aDEC205HIVBr8 na presenca de poly I:C
pela via intraperitoneal ou vice-versa. A resposta imune foi comparada aos grupos
gue receberam duas doses de DNA ou duas doses de mAb (prime-boost homaologo).
Tanto o grupo que recebeu duas doses de aDEC205HIVBr8 quanto o grupo que
recebeu HIVBr8/aDEC205HIVBr8 apresentaram maior numero de células produtoras
de IFNy e maior porcentagem de LT CD4" e CD8" polifuncionais HIV-especificos
gquando comparados aos demais grupos. Baseados nesses resultados, podemos
concluir que o mAb oDEC205HIVBIr8 e a vacina de DNA que codifica 0s mesmos
epitopos foram produzidos com sucesso. Além disso, a melhor estratégia vacinal é
composta por duas doses de oDEC205HIVBr8 na presenca de poly I:.C
administrados pela via intraperitoneal ou com uma dose de DNA HIVBr8 seguida de
uma dose de aDEC205HIVBTr8.

Palavras-chave: Anticorpos Monoclonais. Células Dendriticas. DNA. HIV.
Mapeamento de Epitopos. Vacinas.



LUNARDELLI, V.A.S. In vivo targeting of HIV epitopes to dendritic cells as a new
vaccine strategy. 2016. 91p. Course Competition Assignment (Biomedicine) —
Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2016.

The epidemic caused by human immunodeficiency virus (HIV) is the most important
emerging infection in the last decades and until now, there isn't an effective vaccine
against HIV yet. Several studies indicate that antibodies, CD4" and CD8" T cells play
a major role in immunity against HIV. In regard to vaccines based on the induction of
cellular immunity, it is thought that the induction of broad and functional relevant
immune responses against CD4" and CD8" T cell conserved epitopes is an important
requirement for new vaccine candidates. In previous studies, our group showed that
mice immunization with a DNA vaccine encoding multiple CD4" T cell epitopes from
HIV-1 was able to induce broad, polyfunctional and long-term CD4" and CD8" T
responses. Although the results obtained with this vaccine formulation are quite
promising, DNA vaccines have shown limited immunogenicity in humans. For this
reason, in the recent years, different strategies and platforms for immunogens
production have been developed. The ability of dendritic cells (DCs) to modulate the
adaptive immune responses has also been the focus for vaccine development. In this
context, the main goal of this project is to produce a chimeric monoclonal antibody
against DC surface receptor (DEC205) fused to the HIV epitopes. To this end, a
chimeric mAb aDEC205 fused to a sequence of eight epitopes for CD4" T cells of
HIV (HIVBr8) and a DNA vaccine encoding the same epitopes were produced. Then,
mAbs were submitted to a binding assay with CHO cells and murine splenocytes to
verify the binding capacity of these antibodies. Both bind in a dose dependent and
specific way to DEC205 receptor in DEC205" CHO cells and CD8a." dendritic cells. In
order to assess the best route of immunization, BALB/c mice were immunized with
mAb oDEC205HIVBr8 by subcutaneous (S.C.) or intraperitoneally (I.P.) in the
presence of poly I:C adjuvant. The animals immunized by the I.P. route had a greater
number of IFNy producing cells and proliferation of CD4" and CD8" specific T cells
when compared to the group immunized via S.C. Later, we evaluated the
heterologous prime-boost immunization (DNA/mAb or vice versa). To this end,
animals were immunized with one dose of HIVBr8 DNA vaccine by the intramuscular
route followed by one dose of aDEC205HIVBIr8 in the presence of poly I: C by the
intraperitoneal route or vice versa. The immune response was compared to the
groups that received two doses of DNA or two doses of mAb (homologous prime-
boost). Both groups that received two doses of aDEC205HIVBr8 and group that
received HIVBr8/aDEC205HIVBr8 showed higher number of IFNy producing T cells
and higher percentage of polyfunctional CD4" and CD8" HIV-specific T cells when
compared to other groups. Based on these results, we can conclude that mAb
oDEC205HIVBr8 and DNA vaccine encoding the same epitopes were successfully
produced. Furthermore, the best vaccine strategy consists of two doses of
aDEC205HIVBI8 in the presence of poly I:C administered by intraperitoneal route or
one dose of DNA HIVBI8 followed by one dose of aDEC205HIVBr8.

Key-words: Monoclonal Antibody. Dendritic Cells. DNA. HIV. Epitope Mapping.
Vaccines.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma imunodeficiéncia
secundaria descrita em 1981 pela observacdo de individuos que apresentavam
pneumonias recorrentes causadas por Pneumocystis jirovecii e frequentemente
sarcoma de Kaposi. Devido a semelhanca entre os casos, possivelmente se tratava
de uma doenca infecciosa e transmissivel, porém até o momento desconhecida.
Somente em 1986, foi demonstrado que a AIDS era na verdade uma doenca cronica
causada por um virus, denominado Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
(QUINN, 2008).

Para que a infeccdo pelo HIV ocorra é necessério que a célula expresse em
sua superficie a molécula CD4, receptor primério do HIV, além dos receptores de
guimiocinas, CCR5 ou CXCR4. Sendo assim, o virus tem como células alvo
linfocitos T (LT) CD4", mondcitos/macréfagos (QUINN, 2008) e células da microglia
(COSENZA et al., 2002). A transmissao viral ocorre principalmente com o contato
com sangue/hemoderivados, sémen, secrecao vaginal e leite materno contaminados
(QUINN, 2008).

Com o desenvolvimento e a introducdo de drogas antirretrovirais (ARV) foi
possivel estabelecer melhor qualidade de vida e longevidade para pacientes
soropositivos. A partir de 1996, foi introduzida a Terapia Antiretroviral Altamente
Ativa (HAART- Highly Active Antiretroviral Therapy), que consiste na administracao
combinada de pelo menos trés drogas ARVs e foi 0 marco principal na reducao da
propagacéo da epidemia (FONSECA e BASTOS, 2007). No Brasil, onde a terapia é
distribuida gratuitamente pelo Sistema Unico de Satde (SUS), houve uma dréstica
reducdo na incidéncia das doencas oportunistas, das internacbes e
consequentemente das mortes relacionadas a AIDS. Entretanto, mesmo com 0s
avancos no conhecimento da patogenia causada pelo virus e da resposta imune a

infeccéo, até 0 momento ndo existe uma vacina eficaz contra a infeccéo pelo HIV.
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1.1 Epidemiologia do virus da Imunodeficiéncia Humana

A epidemia causada pelo HIV-1 é uma das infeccbes mais emergentes das
ultimas décadas, com cerca de 36,9 milhdes de individuos infectados no mundo
(Figura 1), e somente no ano de 2014 foram observadas 2 milhdes de novas
infeccdes e 1,2 milhdes de mortes. O principal grupo afetado pelo virus € composto
de jovens entre 14 e 25 anos de idade, grupo este que corresponde a
aproximadamente 40% das novas infeccfes (UNAIDS/WHO, 2014).

O virus ja se espalhou por diversos continentes, sendo que aproximadamente
dois tercos dos adultos e criancas infectados pelo HIV se encontram na Africa
subsaariana e no sudeste asiatico. Ja4 no Brasil, onde se encontra um terco da
populacao infectada da América do Sul e Central, foram notificados 798 mil casos de
infeccdo pelo HIV-1 e 289 mil 6bitos de 1980 até junho de 2014 em decorréncia da
AIDS (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO AIDS, 2015).
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(UNAIDS/WHO, 2014; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO AIDS, 2015)

Figura 1 — Mapa epidemiolégico do numero de pessoas infectadas pelo HIV-1 no

mundo.

Apesar de ser observada uma tendéncia na reducdo do numero de novas

infecgbes pelo HIV-1, estima-se que o elevado indice de mortalidade ainda se
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mantera devido ao acesso inadequado e limitado ao tratamento em muitos paises
(KATES e LEVI, 2007).

1.2 Filogenia do Virus da Imunodeficiéncia Humana

O HIV € um virus originario de uma zoonose simia através da transmisséo do
virus da imunodeficiéncia simia (SIV) de primatas ndo-humanos para humanos no
continente africano. Em 1983, o virus foi primeiramente descrito na Franca por
Montagnier como um novo virus associado a linfoadenopatia (LAV) (BARRE-
SINOUSSI et al., 1983). Em 1984, um grupo dos Estados Unidos liderado por Robert
Gallo descreveu o virus isolado de pacientes que apresentavam sintomas referentes
a AIDS como o terceiro tipo do virus HTLV (Virus T-linfotrépico humano) (GALLO et
al., 1984). A analise das sequéncias nucleotidicas dos virus LAV e HTLV-Ill isolados
mostrou a semelhanca entre eles sendo possivelmente descricdbes de um mesmo
virus. Somente em 1986, o International Committee on Taxonomy Viruses (ICTV)
renomeou 0 novo virus como Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e apontou
como causador da AIDS (COFFIN et al., 1986).

O HIV pertence a familia Retroviridae, género Lentiviridae e é subdividido em
HIV-1 e HIV-2 (SALEMI et al., 2001). O HIV-1 é o principal agente causador da
pandemia e se assemelha ao virus SlV¢,,, virus da imunodeficiéncia simia que
infecta chimpanzés. Por outro lado, o HIV-2 esta associado ao virus encontrado em
macacos Mangabei fuligens e possui menor disseminacdo mundial devido a sua

menor capacidade de transmissédo (PEETERS et al., 2013).

O HIV-1 é dividido em trés grandes grupos: M (Major), O (Outlier) e N (Non
Major e Non Ouitlier) (KORBER et al., 2000; KEELE et al., 2006). Foram observadas
linhagens relacionadas aos grupos M e N em chimpanzés e outros estudos indicam
que o tipo O pode ter sido originado a partir de gorilas (VAN HEUVERSWYN et al.,
2006). O grupo M € o mais predominante na populacédo e sofreu diversas variacbes
genéticas ao longo das décadas que permaneceram na populacdo, sendo
necessaria a divisdo de cada subtipo em clados. Os clados sdo denominados por
letras (A, B, C, D, F, G, H, J e K), além da classificacdo dos sub-subtipos

denominados por numeros e das formas recombinantes circulantes (FRC)
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(MCCUTCHAN et al., 2000), tendo atualmente cerca de 55 FRCs reportadas (LAU e
WONG, 2013). Em conjunto, os clados, sub-subtipos e FRCs do grupo M séao
responsaveis por 90% das infeccbes por HIV pelo mundo (MCCUTCHAN, 2000;
PEETERS e SHARP, 2000).

Até 2005, o HIV-1 clado C era responsavel por cerca de 50% do numero de
infec¢des, seguido pelo clado A e o clado B era predominante nos paises
industrializados, com cerca de 10% das infeccbes (HEMELAAR et al.,, 2006). No
entanto, nos ultimos anos o clado B do HIV-1 se tornou o mais predominante, com
aproximadamente 60% das infeccdes ao redor do mundo (LAU e WONG, 2013). As
populacbes africana e asiadtica possuem o virus dos clados A, D, F e FRCs
amplamente disseminados (POTTS et al., 1993). Com relacdo aos subtipos virais
observados no Brasil, estima-se que os clados B (77,2%), C (3,3%), D (0,5%) e F
(6,4%), bem como formas recombinantes B/F e B/C sdo os mais prevalentes
(MORGADO et al., 1994; GUIMARAES et al., 2002).

A distribuicdo global dos subtipos e das formas recombinantes circulantes

reflete a complexidade da epidemiologia do HIV -1.

1.3 Ciclo de vida do HIV

O genoma do HIV-1 contém cerca de 9.800 pares de bases e é constituido
por duas moléculas de RNA (Acido Ribonucleico) (Figura 2A) (BURGER e POLES,
2003) que codificam as proteinas: Gag, Env e Pol — proteinas estruturais — Vif, Vpr e
Vpu — proteinas acessoérias — e Rev, Nef e Tat — proteinas regulatérias (Figura 2B)
(BURGER e POLES, 2003; POTTER et al., 2004).
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Figura 2 — Organizacdo do virus HIV-1: (A) Esquema representativo do virus HIV-1. O
complexo proteico trimérico gp4l-gpl20 estd representado incorporado na membrana
lipidica. Além disso, o virus é composto por proteinas de matriz (p17), proteinas de capsideo
(p24), duas fitas de RNA contendo a enzima transcriptase reversa. (B) Esquema
representativo do genoma do HIV-1. O genoma do virus € composto por duas fitas de RNA
(9800 pares de base) e possui 0s genes gag (codifica proteina pl7, p24, p7 e p6), pol
(codifica proteinas p10, p66 e p32), env (codifica proteinas gp120 e gp41l), vif, vpr, vpu, tat,
rev e nef. MA=matriz; CA=capsideo; NC=nucleocapsideo; PR=protease; RT=transcriptase
reversa; IN=integrase; SU=superficie;, TM=transmembrana. Fonte: Adaptado de
(KARLSSON HEDESTAM et al., 2008).

Para que a infec¢do ocorra, o HIV utiliza um mecanismo de interacao entre as
proteinas do envelope viral e os receptores de superficie da célula alvo (Figura 3). O
complexo trimérico do envelope viral € composto pelas glicoproteinas gp120 e gp4l

e € essencial para que virus consiga entrar na célula, processo que ocorre
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inicialmente pela ligacdo da proteina gpl120 ao receptor CD4 da célula alvo. Em
seguida, a gpl20 sofre uma alteracdo conformacional e expbe um dominio
especifico que é capaz de se ligar aos receptores de quimiocinas na membrana
celular, como o CCR5, expresso por mondcitos/macrofagos, células dendriticas e
linfécitos T, ou CXCR4, expresso por diversas células, como linfécitos T (FANALES-
BELASIO et al., 2010).

A ligacdo da proteina gp120 com a molécula de CD4 e com o receptor de
guimiocinas (CCR5 ou CXCR4) é um processo estavel que permite que a porcao N-
terminal da gp4l penetre na membrana celular do hospedeiro e a aproxime da
membrana viral, levando entdo a fusdo das mesmas e possibilitando que o material
genético viral seja introduzido na célula alvo (MELIKYAN et al., 2000; MARKOSYAN
et al., 2003; FORSELL et al., 2009; FANALES-BELASIO et al., 2010). A enzima
transcriptase reversa converte o RNA viral em DNA (acido desoxirribonucleico)
proviral (FANALES-BELASIO et al., 2010), e este por sua vez é integrado ao DNA
da célula infectada no nucleo. A auséncia da atividade de revisdo da transcriptase
reversa torna-se, nesse momento, fundamental para geragdo de mutagbes e,
consequente diversidade genética do HIV (BEBENEK et al., 1989; BOYER et al.,
1992). Quando a célula infectada é ativada, o DNA proviral € transcrito em mRNA
viral e as proteinas estruturais dos novos virions séo sintetizadas no citoplasma. As
proteinas codificadas pelos genes pol e gag formam o core da particula viral em
maturacdo. O gene env codifica para a proteina gpl60, que posteriormente sofre
processo de clivagem pela furina, uma protease do hospedeiro, e da origem as
proteinas do envelope, gpl20 e gp4l — etapa necessaria para a geracado das
particulas virais infecciosas (GOMEZ e HOPE, 2005; FANALES-BELASIO et al.,
2010). Por ultimo, ocorre o processo de brotamento, no qual a membrana lipidica do
virus incorpora varias proteinas da célula hospedeira e fica enriquecida com
fosfolipidios e colesterol. Uma Unica célula infectada pode produzir até 10'° virus por
dia (COFFIN, 1995) e o processo de replicacdo viral leva a morte das células
infectadas (KLIMAS et al., 2008) (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema representativo do ciclo de vida do virus HIV-1: O virus HIV-1 se liga
a célula-alvo e as membranas (virus/hospedeiro) se fundem, possibilitando que o material
genético viral seja introduzido na célula-alvo. A enzima transcriptase reversa converte o
RNA viral em DNA e este por sua vez, é integrado ao DNA da célula infectada no ndcleo.
Quando a célula é ativada, o DNA proviral é transcrito em mRNA viral e as proteinas virais
sdo, sintetizadas. Por ultimo, h4 a liberagdo de novas particulas virais para o meio
extracelular. Fonte: Adaptado de (SIMON e HO, 2003).

1.4 Patogénese da infeccédo pelo HIV.

A patogénese da infeccao pelo HIV-1 e a progresséo para a AIDS dependem
principalmente de dois fatores: propriedades do virus infectante e sistema imune do
hospedeiro. O equilibrio entre estes determina a evolucdo da doenca, culminando
em um quadro de imunodeficiéncia ou de sobrevivéncia por longo periodo (SIMON
et al., 2006; FANALES-BELASIO et al., 2010). As células infectadas podem ser
lisadas durante o processo de liberacdo de novas particulas virais ou permanecer
em estado latente atuando como reservatorios virais, particularmente em

macrdfagos e LT CD4". Os reservatérios sdo um grande desafio para a completa
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erradicacao da infeccao, pois ndo séo eliminados com o uso da terapia antirretroviral
atual (BAROUCH e DEEKS, 2014).

Nos primeiros dias apos a infeccdo, entre o 10° até o 12° dia, ocorre um
periodo chamado de “eclipse”, no qual o RNA viral ainda n&do é detectavel no plasma
(FIEBIG et al., 2003). Apds esse periodo, particulas virais chegam aos linfonodos
drenantes e infectam LT CD4" que expressam o receptor de quimiocina CCR5. Além
disso, células dendriticas podem facilitar ainda mais o processo de infeccdo ao
fagocitarem particulas virais e transporta-las para linfécitos ativados (GEIJTENBEEK
et al., 2000). Outro tecido alvo do virus é o tecido linféide associado a mucosas
(GALT- Gut Associated Lymphoid Tissue) pelo fato de ser rico em linfécitos T
CD4'CCR5" (GASPER-SMITH et al., 2008). E possivel observar no GALT logo nas
primeiras semanas a infeccdo de aproximadamente 20% dos LT CD4" e até 60%
das células que ndo foram infectadas sédo ativadas e morrem por apoptose. Esse
fendmeno acarreta uma deplecdo macica de LT CD4" nas trés primeiras semanas
apos a infeccdo (BRENCHLEY et al., 2004). Neste momento, geralmente entre 21 e
28 dias ap6s a infeccdo pelo HIV, a viremia no sangue sobe rapidamente e atinge o
pico acima de 100 milhdes de cépias/mm?, coincidindo com a fase de soroconversdo
do individuo (Figura 4), simultaneamente o nimero de LT CD4" diminui durante o
pico da viremia. (LINDBACK et al., 2000; FIEBIG et al., 2003).
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Figura 4 — Curso natural da infeccdo pelo HIV-1: Viremia no plasma (grafico superior);
Dinamica de alteracdes no compartimento celular/humoral (gréfico inferior). A fase aguda da
infeccdo é caracterizada por uma elevada viremia plasmatica (linha vermelha superior),
queda acentuada de LT CD4" (linha verde inferior) e auséncia de anticorpos HIV-especificos
(linha pontilhada laranja inferior). A viremia cai com o aparecimento de LT CD8+ citotoxicos
(CTL) especificos (linha pontilhada azul inferior), o titulo de anticorpos aumenta (linha
pontilhada laranja inferior) e o “set point” viral é atingido (linha vermelha tracejada —
superior). Com o passar dos anos, ocorre uma disfuncdo progressiva do sistema imune e a
carga viral volta a subir. Nesse momento comegam a aparecer 0S primeiros sintomas
clinicos da AIDS. O risco de transmissdo € maior nas primeiras semanas durante o pico de
viremia (circulos preenchidos superiores). GALT = tecido linféide associado ao intestino.

Fonte: Adaptado de (SIMON et al., 2006).

A fase seguinte é caracterizada pela queda da viremia (12 a 20 semanas
ap0s o contato com o virus) em até 100 vezes, atingindo um nivel estavel
denominado set point viral (KAHN e WALKER, 1998), momento no qual o nimero de

LT CD4" retorna a niveis normais no sangue, mas ndo no GALT, caracterizando
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entdo o inicio da fase crénica da doenca. Na auséncia de terapia antiretroviral, o set
point viral € mantido devido a um balanco entre o turnover viral e a resposta imune
do hospedeiro (MCMICHAEL et al., 2010).

Embora ndo ocorra deplecdo direta de linfocitos B durante a fase inicial da
infeccdo pelo HIV, a resposta é prejudicada devido a destruicio em massa dos
centros germinativos das placas de Peyer’s do trato gastrointestinal nos primeiros 80
dias de infec¢do (LEVESQUE et al., 2009).

Como foi elucidado, um aspecto importante da infeccdo pelo HIV é a
disfuncéo progressiva do sistema imunoldgico (OPRAVIL et al., 1991; FOLEY et al.,
1992; DOUEK et al., 2003; BUSSMANN et al., 2010) pela destruicdo dos tecidos
linfoides — consequéncia da replicacdo viral e da ativacao cronica das células do
sistema imune. Este fato leva a disseminacao viral para outros LT CD4" e favorece a
propagacdo do HIV-1 em outros tecidos linféides. E nesse momento que os
individuos comecam a apresentar os sintomas clinicos da AIDS, tendo o
aparecimento de doencas oportunistas como Sarcoma de Kaposi, Pneumocistose

recorrente, neurotoxoplasmose, entre outras.

1.4 Respostaimune contra o HIV

Diversos estudos indicam que anticorpos neutralizantes, LT CD4" e CD8"
desempenham um importante papel na imunidade contra o HIV (HAYNES, 2015).

A imunidade humoral contra infec¢des virais se caracteriza pela producdo de
anticorpos especificos capazes de neutralizar o virus, impedindo dessa maneira sua
entrada na célula hospedeira. A maioria dos anticorpos neutraliza particulas virais
livres, antes que ocorra a infeccdo de uma célula alvo (KLASSE e SATTENTAU,
2002). No caso do HIV, os anticorpos capazes de neutraliza-lo sdo direcionados
principalmente as glicoproteinas do envelope do virus. Até o momento alguns
anticorpos neutralizantes ja foram descritos (SCHEID et al., 2009; SCHEID et al.,
2011; WALKER et al., 2011; KWONG e MASCOLA, 2012; MOUQUET et al., 2012) e
clonados a partir de individuos capazes de produzir anticorpos altamente
neutralizantes para diversos isolados virais (SCHEID et al, 2011). Mais

recentemente, o tratamento de individuos soropositivos com um anticorpo altamente
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neutralizante denominado 3BNC117 especifico para o sitio de ligacdo da proteina
Env na molécula de CD4" foi capaz de impedir o0 aumento da viremia pelo periodo
de seis meses na auséncia de ART (CASKEY et al., 2015; SCHOOFS et al., 2016).
Entretanto, até o momento nao foi possivel o desenvolvimento de um imundgeno
capaz de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes que impe¢cam a infeccao
pelo virus, isso devido a grande diversidade das glicoproteinas virais assim como
sua extensa glicosilagao (MCCUTCHAN et al., 2000; PANTOPHLET e BURTON,
2006; MCKNIGHT e AASA-CHAPMAN, 2007).

A imunidade celular para o HIV conta com a participacdo de LT CD4" e CD8+
citotoxicos (CTL). Os CTLs especificos sdo capazes de lisar as células infectadas
pelo HIV-1 por citotoxicidade a partir do reconhecimento de peptideos virais
apresentados na superficie da célula infectada pelas moléculas de MHC/HLA de
classe I. A resposta de CTLs elimina células infectadas antes que as novas
particulas virais sejam liberadas no meio extracelular, demonstrando que a atividade
antiviral dessas células favorece no controle da progressdo para doenca
(CARMICHAEL, 1993; CONNOR, 1993). Esses efeitos foram evidenciados em
estudos realizados com macacos rhesus, uma vez que ndo se observa controle da
infeccdo pelo SIV apds deplecéo de linfocitos T CD8" com anticorpos monoclonais
(JIN et al., 1999). Todavia, somente a existéncia e magnitude das respostas
mediadas por CTLs ndo sdo suficientes para controlar a infeccdo aguda ou crénica
pelo HIV (MCELRATH e HAYNES, 2010).

Os LTCD4" desempenham um importante papel na inducdo de respostas
imunes adaptativas funcionais através de mecanismos diretos (efeito citotoxico) ou
indiretos (efeito auxiliar). Em relagéo ao seu efeito auxiliar, os LTCD4" promovem e
auxiliam a expansdo e manutengdo do status funcional de memoéria das CTLs
(SHEDLOCK, 2003); auxiliam a mobilizacdo de CTLs para os locais periféricos de
infeccdo (NAKANISHI et al., 2009); influenciam as respostas de linfécitos B e
consequentemente producdo e mobilizacdo de anticorpos para locais periféricos; e
também participam na imunidade protetora através da secreg¢do de citocinas
(BEVAN, 2004; NOVY et al.,, 2007; IJIMA e IWASAKI, 2016). Dessa forma, a
deplecdo progressiva dos LTCD4" estd associada a um declinio na atividade de

CTL, o que corrobora para explicar a perda do controle da replicacdo viral em um
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individuo cronicamente infectado, mesmo que ainda apresente LT CD8" HIV-
especificos (GANDHI e WALKER, 2002).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de
elucidar o papel dos LTCD4" HIV-especificos. Ja foi observado que LTCD4"
especificos foram capazes de controlar a replicacéo viral através do efeito citotdxico
direto mediado por perforina e granzima e da produc¢éo de fatores antivirais sollveis
como as quimiocinas que se ligam ao CCR5 (CCL3, CCL4, CCL5) impedindo assim
a infeccdo de novas células alvo (KLATT e SILVESTRI, 2012). Além disso, a
presenca de LTCD4" com fendtipo citotdxico esta associada ao controle da viremia
em macacos depletados de linfocitos T CD8" e infectados pelo SIV (VON
GEGERFELT et al., 2010). De fato, foi observado que a vacinacdo de macacos
rhesus com o virus SIV atenuado induziu elevada frequéncia de células T CD4+
efetoras e resultou no controle da viremia apds desafio com um virus homaélogo ou
heter6logo (WYAND et al., 1999; GAUDUIN et al., 2006; REYNOLDS et al., 2008).
Além disso, o desenvolvimento de uma resposta de LT CD4" de memodria
(MATTAPALLIL et al., 2006), elevou a sobrevida de primatas ndo-humanos apés o
desafio com SIV (LETVIN et al., 2006).

Em humanos, foi relatado que individuos que ja entraram na fase crbnica da
doenca na auséncia de tratamento, possuem um controle na replicacéo e diminui¢ao
da carga viral devido a uma resposta linfoproliferativa de LT CD4" (ROSENBERG et
al., 1997). Ja foi constatado que individuos que tem uma progressao lenta para a
AIDS possuem resposta de LT CD4" polifuncionais, produtores de IFN-y e IL-2,
contra a proteina p24 (Gag) que se relaciona inversamente com a carga viral e
diretamente com a porcentagem de CTL produtores de IFN-y (BOAZ et al., 2002).
Ademais, estudos sugerem que individuos Controladores de Elite, que conseguem
controlar a infeccdo e possuem quantidades indetectaveis de RNA viral no plasma,
apresentam maior magnitude de resposta de LT CD4" de mucosa Gag-especificos
produtores de IFN-y, TNF-o e IL-2 quando comparada a individuos “nao
controladores” e individuos “ndo controladores” tratados com HAART (FERRE et al.,

2010).
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1.5 Vacinas contra o HIV

Em paises onde o acesso ao tratamento antirretroviral pela populacdo é
limitado, somente uma vacina eficaz poderia controlar a epidemia. Mesmo com 0s
avancos tecnoldgicos, o conhecimento da patogenicidade do virus e da resposta
imune a infeccdo, até o momento ndo se obteve sucesso na elaboracdo de uma
vacina eficaz contra a infec¢do pelo HIV. Dados da OMS (Organizacdo Mundial da
Saude, 2013) mostram que, na auséncia de uma vacina valida, a incidéncia de
infecgbes pelo virus HIV-1 chegara a 100 milh6es de casos nas proximas décadas.

Dessa forma, o desenvolvimento de uma vacina torna-se prioridade cientifica global.

Nas ultimas trés décadas, pesquisas com foco no desenvolvimento de novas
estratégias vacinais para o HIV-1 demonstraram que uma protecdo eficaz contra a
infeccdo depende da indugédo nao apenas da imunidade humoral com a producéo de
anticorpos capazes de neutralizar o virus, mas também da imunidade celular capaz
de reduzir a carga viral e controlar a progressao clinica e transmissao do virus
(WATKINS, 2008; BAROUCH e KORBER, 2010).

Até hoje as estratégias vacinais que visaram a inducdo de anticorpos
neutralizantes contra o HIV-1 ndo conseguiram promover protecdo esperada. Dessa
forma, novas pesquisas baseadas em vacinas que induzam a imunidade celular
contra proteinas virais tém surgido (HAYNES, 2015). Embora a urgéncia, até o
momento somente seis candidatos vacinais completaram o0s ensaios clinicos de

eficacia (Tabela 1).
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Tabela 1 — Ensaios de eficacia concluidos e em andamento para o desenvolvimento

de uma vacina contra o HIV.

Ensaio Clinico Data Vacina Local Grupo de Risco Resultado
VAX003 2003 Proteina Tailandia Usudriosde oo oficacia
gpl120 drogas injetaveis
VAX004 2003 Proteina EUAe Europa 1ot € mulheres o 1 eficacia
gpl120 em risco
América do
STEP 2004 Ad5 Norte e HSH e mulheres Interrompido
. em risco
Sul/Australia
Muheres e
Phambili 2007 Ad5 Africa do Sul homens Interrompido
heterossexuais
0,
RV144 2009 ALVACIGPI20  1oiandia Comunidade 31% de
+ alum eficicia
HVTN 505 2013 DNA/AJ5 EUA HSH e mulheres oo eficacia
transexuais
HVIN702 2016 ALVJrAMcégngO Africado Sul  Comunidade :

Fonte: (Adaptado de (KOFF, 2016)).

O mais recente ensaio de fase Ill e o Unico a obter algum nivel de eficacia foi
o0 ensaio denominado RV144, composto pelas vacinas ALVAC e AIDSVAX, o qual
teve como objetivo induzir tanto uma resposta celular quanto humoral,
respectivamente. Os individuos receberam quatro doses iniciais (prime) com o vetor
recombinante Canarypox codificando a gpl20, Gag e protease (ALVAC). Em
seguida, foram administradas duas doses de reforco (boost) da proteina gp120
(AIDSVAX) juntamente com o adjuvante hidroxido de aluminio (alum). Os individuos
vacinados apresentaram reducéo de cerca de 30% na taxa de aquisicdo da infeccéo,
mas nao houve efeito sobre a carga viral (RERKS-NGARM et al., 2009). Ao analisar
a resposta imune desses individuos foi observada proliferacdo de LT CD4" e
anticorpos contra gpl20 pouco neutralizantes, porém com a capacidade de se
ligarem ao virus, favorecendo a citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) (MCELRATH e HAYNES, 2010). Um estudo realizado posteriormente com
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) dos individuos vacinados e nao
infectados, mostrou que a proliferacdo de LT CD4" foi HIV-especifica e apresentava
perfil citotoxico (CD107") (DE SOUZA et al., 2012). O mais novo ensaio denominado
HVTN 702, que visa aumentar a resposta imune observada no estudo anterior

RV144 vacinara individuos sul africanos com duas formulagdes vacinais: ALVAC e a
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proteina gpl120 juntamente com o adjuvante MF59, diferente do utilizado no RV144.
O ensaio sera iniciado em novembro deste ano e, portanto ainda ndo apresenta

resultados (Tabela 1).

Os resultados do ensaio RV144 demonstrando uma modesta eficacia, assim
como os gerados em vacinas contra o SIV em primatas ndo humanos (HANSEN et
al., 2009; WILSON et al., 2009; HANSEN et al., 2013), sugerem que uma imunidade
protetora contra o HIV € um objetivo que pode ser alcangcado (WALKER e BURTON,
2010). Nos ultimos anos, aperfeicoamentos no desenho racional dos imundégenos
vém sendo feitos com o objetivo de desenvolver novos candidatos capazes de
induzir resposta imune celular e/ou humoral HIV-especificas, além de aperfeicoar as
estratégias ja existentes.

Com relagdo ao desenvolvimento de vacinas baseadas na indugédo de
imunidade celular, acredita-se que a geracdo de respostas imunes amplas e
funcionalmente relevantes contra epitopos conservados de LT CD4" e CD8" seja um
pré-requisito essencial para novos candidatos a vacina (SEKALY, 2008; WATKINS
et al., 2008). Embora vacinas indutoras de imunidade celular ndo sejam capazes de
bloquear a infec¢éo viral, modelos animais tém demonstrado que essa abordagem &
eficiente no controle da replicacdo do virus (HANSEN et al., 2009; WILSON et al.,
2009; HANSEN et al., 2013).

As vacinas indutoras de resposta celular contra o HIV-1 desenvolvidas até o
momento sdo em sua maioria destinadas a induzir respostas mediadas por linfécitos
T CD8" (WATKINS et al., 2008). Entretanto, a participacdo dos LT CD4" na
imunidade contra o HIV-1, evidenciada por estudos com pacientes infectados e
modelos de vacinas experimentais tém corroborado com a importancia do
desenvolvimento de uma vacina indutora de tal subtipo celular. A grande diversidade
genética do HIV-1 exige o desenvolvimento de vacinas que sejam capazes de
induzir uma imunidade protetora ampla, contra as diversas variantes circulantes do
virus. Até o momento, entretanto, nenhuma vacina foi desenhada para induzir, com
grande cobertura populacional, uma resposta ampla de LT CD4" contra peptideos

conservados entre o0s varios subtipos circulantes do HIV-1.
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1.6 Vacinas baseadas em epitopos conservados e capazes de se ligarem a

multiplas moléculas de MHC de classe Il

Devido ao papel fundamental de LT CD4" na indugdo, manutencdo e
diferenciacdo das respostas mediadas por linfocitos B e T CD8", além do seu efeito
protetor direto, a inclusdo de epitopos apropriados do HIV-1 reconhecidos por LT
CD4" pode desempenhar um papel essencial nas imunizagbes candidatas a vacina

contra o HIV.

Nos ultimos anos, o0 nosso grupo se dedicou a mapear epitopos de LT CD4"
do HIV-1. Para tal, o genoma completo do HIV-1 (clado B) foi varrido com o
algoritmo TEPITOPE e dezoito epitopos conservados do consenso do subtipo B do
HIV-1 foram selecionados com a propriedade de se ligarem a pelo menos dois
tercos das 25 moléculas HLA-DR cobertas pelo algoritmo (FONSECA et al., 2006).
Os peptideos foram reconhecidos por CMSP de mais de 90% dos individuos
infectados pelo HIV-1, e efetivamente se ligavam in vitro a multiplas moléculas HLA-
DR (FONSECA et al., 2006).

Recentemente, 0 nosso grupo mostrou que uma vacina de DNA codificando
0s 18 epitopos mapeados (HIVBr18) foi capaz de induzir resposta imune especifica
e ampla de LT CD4", e também de CD8", em camundongos transgénicos para
diversas moléculas de HLA de classe Il humanas (HLA-DR2, -DR4, -DQ6, DQ8),
sugerindo que tal vacina pode induzir respostas imunes no contexto de mdultiplas
moléculas HLA de classe Il e portanto poderia ter ampla cobertura na populagéo
humana (RIBEIRO et al.,, 2010). Em combinagdo com os resultados obtidos de
pacientes infectados por HIV, estes resultados sugerem que a maioria dos
individuos poderia reconhecer multiplos peptideos contidos na vacina. O estudo
onde se avaliou o perfil funcional das respostas de LT HIV- especificos induzidos
pela vacina em camundongos BALB/c mostrou que a HIVBrl8 foi capaz de induzir
uma resposta de magnitude elevada, ampla e polifuncional de LT CD4" e CD8", e
8/18 peptideos foram reconhecidos. Além disso, a vacina foi capaz de induzir LT
CD4" de memodria central e efetora de longa duragdo (ROSA et al., 2011).

Apesar dos resultados obtidos com essa formulagdo vacinal serem bastante

promissores, as vacinas de DNA apresentam limitada imunogenicidade em animais
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de grande porte, incluindo humanos (KUTZLER e WEINER, 2008). Essa limitacé&o
pode estar relacionada a baixa quantidade de proteina expressa nas células
hospedeiras. Por esse motivo, nos ultimos anos diferentes plataformas de producéo

de imundgenos vém sendo desenvolvidas com o objetivo de transpor essa barreira.

1.7 Células dendriticas

As células dendriticas (DCs) séo células apresentadoras de antigenos
profissionais (APCs) que possuem importante papel no controle da imunidade e na
manutencdo da toleréncia periférica (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998). Estas
células possuem caracteristicas importantes que fazem com que elas sejam
especializadas em capturar, processar e apresentar antigenos, constituindo
importante ponte entre as respostas inata e adquirida (revisto por (LOPEZ-BRAVO e
ARDAVIN, 2008). As DCs foram primeiramente identificadas e purificadas com base
na sua morfologia (STEINMAN e COHN, 1973). Posteriormente observou-se que
estas células expressam um conjunto Unico de moléculas de superficie que foram
identificadas utilizando-se diferentes anticorpos (BANCHEREAU e STEINMAN,
1998). As DCs podem ser induzidas a maturacdo em resposta a varios tipos de
estimulos e sua maturacdo resulta em mudancas fenotipicas que estdo ligadas a
capacidade aumentada de processar antigenos e ativar células T (HAWIGER et al.,
2001).

A inducédo da imunidade adaptativa se da ap6s o processamento de antigenos
e pela migracdo das DCs para os o¢rgaos linfoides secundarios, local onde ocorre a
apresentacao destes antigenos para os linfocitos T virgens. As DCs possuem varias
subpopulacdes com funcdes diferentes no estado fisiolégico (SHORTMAN e NAIK,
2007; VILLADANGOS e SCHNORRER, 2007). No bagco de camundongos, onde as
DCs foram primeiramente descritas, encontram-se duas subpopulacdes principais de
DCs (SHORTMAN e LIU, 2002; DUDZIAK et al., 2007). Ainda que ambas expressem
altos niveis da integrina CD11c, uma delas expressa a cadeia alfa da molécula CD8
e a outra ndo (VREMEC et al., 2000), e também diferem na expressao de receptores
endociticos. As DCs CD8a" expressam elevados niveis do receptor DEC205/CD205
(VREMEC et al., 2000; MCLELLAN et al.,, 2002), reconhecido pelo anticorpo
monoclonal DEC205 («DEC205) (JIANG et al., 1995). Ja as DCs CD8" expressam o



35
Victoria Alves Santos Lunardelli

receptor DCIR2, reconhecido pelo anticorpo monoclonal 33D1 (DUDZIAK et al.,
2007).

Até o presente momento, os ligantes naturais destes receptores ainda néo
foram identificados, entretanto algumas diferencas ja foram apontadas entre as
populacdes de DCs que expressam um ou outro receptor (DUDZIAK et al., 2007,
STEINMAN e IDOYAGA, 2010). O receptor DEC205 pertence a familia das lectinas
tipo C do tipo | que inclui o receptor conhecido como MMR (Macrophage Mannose
Receptor), langerina/CD207, DC-SIGN/CD209, BDA-2, Dectina-1 e DCIR-2 (JIANG
et al.,, 1995; MAHNKE et al., 2000; FIGDOR et al., 2002). O receptor DEC205
apresenta um dominio amino-terminal intracelular rico em cisteinas, um dominio de
fibronectina tipo Il e multiplos dominios de reconhecimento de carboidratos (FIGDOR
et al., 2002). O DEC205 é altamente expresso pelas DCs presentes nas zonas de
células T dos tecidos linfoides, particularmente nas DCs CD8a" (Figura 5) (DEN
HAAN et al., 2000).

Linfécitos B

Regido de zona T

Células Dendriticas
(vermelho)

Macréfagos ;
subcapsulares (verde)

100 um

Figura 5 — Microscopia de fluorescéncia de linfonodo de camundongo: Microscopia de

fluorescéncia de linfonodo de camundongo mostrando macréfagos subcapsulares
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(marcados com anti-CD169, verde) células dendriticas DEC-205" (marcadas com anti-
DEC205, vermelho) e linfocitos B (marcados com anti-B220, azul). Linhas tracejadas
marcando regido de zona T e regido folicular de linfécitos B. Fonte: Adaptado de (IDOYAGA
e STEINMAN, 2009).

O conhecimento sobre a biologia das células dendriticas, tem permitido o
desenvolvimento de estratégias vacinais baseadas na capacidade destas células em
modularem as respostas imunes adaptativas, inclusive aquelas baseadas na
inducao de linfocitos T (FLYNN et al., 2011). A partir de estudos anteriores verificou-
se a capacidade e a possibilidade de direcionar proteinas diretamente para DCs
através desses receptores, melhorando a apresentacdo de antigenos para LT CD4"
e CD8". Os antigenos direcionados para as células dendriticas sdo endocitados em
um compartimento endossomal e apresentados principalmente via molécula de MHC
de classe Il para LT CD4", porém podem sofrer um desvio, saem do endossomo,
sdo processados no citosol celular e apresentados via molécula de MHC de classe |
para os linfécitos T CD8" (Figura 6) (TACKEN et al., 2007). A outra possibilidade de
aumentar a resposta imune foi a descoberta dos receptores semelhantes a Toll -
TRLs (Toll like receptors) (LEMAITRE et al., 1996), que sao capazes de
desencadear um complexo de sinalizacées intracelulares que culminam na producéo
de quimiocinas e citocinas por diversos tipos celulares inclusive por DCs. Com isso,
levantou-se a possibilidade de direcionar antigenos para DCs através de receptores
especificos e simultaneamente induzir a maturacdo destas células pela
administracdo de agonistas de TRLs, garantindo a apresentacdo dos antigenos para
0s LT CD4" e CD8". (FLYNN et al., 2011).
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Figura 6 — Processamento intracelular de antigenos direcionados para receptores de
células dendriticas: Ap6s a ligacdo de anticorpos fusionados a antigenos aos receptores
de superficie das células dendriticas, estes sdo endocitados. A maior parte dos antigenos
permanece no endossomo, que se funde ao lisossomo contendo proteases e resulta na
degradacédo do antigeno em pequenos peptideos. (a) os peptideos se ligam a moléculas de
MHC de classe Il, estocadas em um compartimento de MHC-II (MIIC), e (b) s&o entédo
apresentados na superficie celular para LT CD4". Uma menor porcentagem dos antigenos
(c) sofre um desvio, sai do endossomo e (d) é processado pelo proteassomo no citosol
celular em pequenos peptideos, apesar deste mecanismo ser ainda pouco elucidado. A
partir de entdo, (e) os peptideos tem acesso ao reticulo endoplasmatico (RE) e se associam

a molécula de MHC de classe |, (f) podendo ser apresentados para os LT CD8*. TAP,
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transportadora associada ao processamento de antigenos; TCR, receptor de células T.
Fonte: Adaptado de (TACKEN et al., 2007).

As primeiras demonstracbes de que seria possivel utilizar um anticorpo
monoclonal (mAb) aDEC205 acoplado a um antigeno como uma ferramenta para
atingir especificamente as DCs foi feita por Hawiger et al. (2001) e Bonifaz et al.
(2004). Estes autores demonstraram que antigenos como lisozima de ovo de galinha
ou ovoalbumina (OVA) poderiam ser seletivamente enviados para as DCs in vivo
através do receptor DEC205, utilizando-se um mAb quimérico aDEC205 acoplado
ao antigeno. O antigeno enviado as DCs foi eficientemente processado e
apresentado tanto aos LT CD4" quanto CD8" transgénicos. Esses estudos
evidenciaram que era possivel direcionar antigenos para as DCs, utilizando mAb

quiméricos aDEC205 acoplados aos antigenos.

A capacidade de tais receptores (DEC205 e DCIR2) em intermediarem a
apresentacdo de antigenos in vivo foi demonstrada administrando anticorpos
monoclonais anti-receptor fusionados as proteinas de interesse, (BONIFAZ et al.,
2004; BOSCARDIN et al., 2006; TRUMPFHELLER et al., 2006; DUDZIAK et al.,
2007; SOARES et al., 2007; TRUMPFHELLER et al., 2008) proteinas de diferentes
patégenos (BONIFAZ et al.,, 2004; BOSCARDIN et al., 2006; TRUMPFHELLER et
al., 2006; SOARES et al., 2007; TRUMPFHELLER et al., 2008; HENRIQUES et al.,
2013; RAMPAZO et al., 2015), tais como Plasmodium yoelii, Plasmodium falciparum
(BOSCARDIN et al., 2006), Trypanosoma cruzi (RAMPAZO et al., 2015),
Mycobacterium tuberculosis (SILVA-SANCHEZ et al., 2015), HIV (TRUMPFHELLER
et al., 2006; TRUMPFHELLER et al., 2008; RUANE et al., 2016) e virus da dengue
(DUDZIAK et al., 2007; HENRIQUES et al., 2013).

O estudo que utilizou 0 mAb aDEC205 fusionado a proteina circunsporozoita
(CSP), expressa pelas formas esporozoitas do Plasmodium yoelii, observou que a
administracdo de uma dose do mAb quimérico aDEC205-CSP na presenga de um
estimulo de maturacao (poly I:C, agonista de TLR3) para as DCs foi capaz de induzir
LT CD4" e CD8", produtores de IFN-y, em diferentes linhagens de camundongos
(BOSCARDIN et al.,, 2006). Em um trabalho no qual macacos rhesus foram

imunizados com o mAb aDEC205 fusionado a proteina CS de P. falciparum na
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presenca do adjuvante poly IC, observou-se a indugdo de LT CD4" polifuncionais e a
producdo de anticorpos anti-CS com caracteristicas neutralizantes (TEWARI et al.,
2010).

No caso do virus da dengue a administracdo de uma dose do mAb quimérico
aDEC205-NS1 na presenca de um estimulo de maturacédo (poly I:C) para as DCs foi
capaz de induzir elevados titulos de anticorpos e linfocitos T produtores de IFN-y e
uma imunidade protetora apos desafio (HENRIQUES et al., 2013). Ja para o virus
HIV, ja foi demostrado que utilizando apenas uma dose do mAb aDEC205 acoplado
a proteina Gag do virus HIV na presenca do adjuvante poly I:C demonstrou que a
imunizacao foi capaz de induzir uma forte resposta imune mediada principalmente
por LT CD4" produtores de IFN-y, mesmo quando os mesmos foram desafiados com
um virus vaccinia transgénico expressando a proteina Gag (TRUMPFHELLER et al.,
2006; TRUMPFHELLER et al., 2008). A fim de testar a eficiéncia no direcionamento
de antigenos, um estudo recente utilizou diferentes anticorpos contra diferentes
receptores das células dendriticas (DEC205, CD207, DCIR, DCIR2, CLEC9A e
TREMLA4), apontando a eficiéncia do anticorpo contra o receptor DEC205 na inducéo
de resposta de CTL contra a proteina Gag do HIV em comparacdo a outros
anticorpos. (KASTENMULLER et al., 2014). Mais recentemente foi demonstrado
pela primeira vez, que o direcionamento da proteina p24 utilizando o aDEC205 é
capaz de gerar resposta HIV-especifica no trato gastrointestinal pela imunizacédo
intranasal (RUANE et al., 2016).

O primeiro estudo realizando em humanos utilizando o direcionamento de
antigenos via DEC205 utilizou antigenos tumorais denominados NY-ESO-1 e
mostrou que essa estratégia além de segura, estabilizou a doenca para 13/45
pacientes testados e 2 pacientes obtiveram regressao tumoral (DHODAPKAR et al.,
2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal do projeto foi produzir um anticorpo monoclonal quimérico

aDEC205 contendo epitopos do HIV e verificar se a imunizagdo com o anticorpo é

capaz de induzir resposta imune celular especifica contra o HIV. Além disso,

pretendemos comparar a resposta imune induzida pelo mAb com a induzida por uma

vacina de DNA que codifica 0s mesmos epitopos.

2.2 Objetivos Especificos

Vi.

Clonagem da sequéncia de DNA gque codifica os epitopos para linfécitos T
CD4" do HIV previamente descritos pelo nosso grupo em fase com a

sequéncia da cadeia pesada do anticorpo aDEC205;

Purificacdo do mAb quimérico aDEC205HIVBr8 ou somente do anticorpo
aDEC205 (controle negativo) a partir do sobrenadante de culturas de células
HEK293T transfectadas com os plasmideos codificando para as cadeias

pesada e leve dos anticorpos;

Clonagem da sequéncia de DNA que codifica 0s mesmos epitopos para
linfocitos T CD4" do HIV no vetor pVAX;

Producéo e purificacdo da vacina de DNA codificando epitopos do HIV;

Imunizacdo de camundongos com o mAb quimérico aDEC205-HIV na
presenca do adjuvante poly (I:C) e/ou com a vacina de DNA (prime-boost

homologo e heterdlogo);

Andlise da resposta imune celular HIV-especifica nos diferentes grupos
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencdo dos plasmideos que codificam as cadeias leve e pesada do
anticorpo aDEC205.

Plasmideos codificando as cadeias leve e pesada do anticorpo aDEC205
foram gentilmente cedidos pelo Dr. Michel Nussenzweig (The Rockfeller University,
Nova York) e Dra. Silvia Beatriz Boscardin (Universidade de S&o Paulo)
(BOSCARDIN et al., 2006).

3.2 Clonagem da sequéncia de DNA que codifica os epitopos para linfoécitos T

CD4" do HIV em fusdo com a sequéncia do anticorpo aDEC205.

A sequéncia dos epitopos do HIV-1 selecionados foi: p6(32-46); p17(73-89);
pol(785-799); gpl60(188-201); rev(11-27); vpr3(65-82); vif(144-158); nef(180-194)
(Tabela 2). Cada epitopo teve sua sequéncia nucleotidica otimizada para expressao
em células de mamiferos. Essa otimizacdo foi realizada com o auxilio de um banco
de dados de codon usage (http://www.kazusa.or.jp/codon/). ApGs otimizacdo, 0s
epitopos foram colocados em sequéncia, obedecendo a ordem em que aparecem no
genoma do HIV-1. Entre cada um foi inserido um espacador de sequéncia GPGPG a

fim de evitar a criacao de epitopos juncionais (LIVINGSTON et al., 2002).

Tabela 2 — Sequéncia de aminoéacidos dos epitopos do HIV identificados.

Epitopo Sequéncia de Aminoacidos

p6(32-46) DKELYPLASLRSLFG
p17(73-89) EELRSLYNTVATLYCVH
pol(785-799) GKIILVAVHVASGYI

gp160(188-201) NTSYRLISCNTSVI

rev(11-27) ELLKTVRLIKFLYQSNP
vpr3(65-82) QQLLFIHFRIGCRHSRIG
vif(144-158) SLQYLALVALVAPKK
nef(180-194) VLEWRFDSRLAFHHV

Sequéncia de aminoéacidos e localizacdo na sequéncia consenso do clado B dos diferentes

epitopos para linfocitos T CD4+ do HIV-1 utilizados. Os epitopos foram descritos (FONSECA
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et al., 2006) e avaliados quando a sua imunogenicidade (RIBEIRO et al., 2010; ROSA et al.,
2011) pelo nosso grupo.

Posteriormente, um gene sintético, codificando os epitopos in tandem assim
como as sequencias espacadoras, foi produzido a partir de um sintetizador pela
empresa EZBiolab (http://www.ezbiolab.com). O gene sintético foi entdo subclonado
no plasmideo que codifica a cadeia pesada do DEC205 utilizando os sitios de

restricdo das enzimas Xhol e Notl.

3.3 Clonagem da sequéncia de DNA que codifica os epitopos em vetor para

expressdo em células de mamifero.

Para a producdo da vacina de DNA, um gene sintético com otimizacao de
codons foi produzido pela empresa EZBiolab e subclonado no vetor para expressao
em células de mamifero pVAX1 utilizando os sitios para as enzimas de restricdo
Hindlll e Notl.

3.4 Transformacéo de bactérias E. coli DH5a competentes.

Para a transformacdo, 150-200ng dos plasmideos pDEC205HIVBI8,
pDEC205 (controle), pVAXHIVBIr8 ou pVAX (controle) foram adicionados a tubos de
microcentrifuga contendo aliquotas de 10uL de bactérias E.coli DH5a competentes e
90uL de solugao de cloreto de calcio (CaCl2) 0,1M. Apés incubacao em gelo por 30
minutos, os tubos foram colocados a 42°C por 35 segundos e recolocados em gelo
por 5 minutos. Em seguida, foram acrescentados 500uL de meio LB (Invitrogen) sem
antibiético e os tubos foram incubados a 37°C por 1 hora, sob agitacdo constante
(250rpm). Apos esse periodo, os tubos foram centrifugados por 2 minutos a 500 rcf e
400uL do sobrenadante foram descartados. O pellet foi ressuspendido no volume
restante e 100uL foram semeados em placas de LB sodlido contendo 50ug/mL de
canamicina para os plasmideos pVAXHIVBr8 e pVAX e 100pg/mL de ampicilina para
os plasmideos pDEC205HIVBr8 e pDEC205. A placa foi incubada a 37°C por 16

horas para a selec&o dos clones resistentes ao antibiotico.



43
Victoria Alves Santos Lunardelli

3.5 Purificagdo em larga escala do DNA plasmidial.

Para purificagdo dos plasmideos, um clone resistente ao antibiotico foi
selecionado para purificagdo em larga escala utilizando o “kit” comercial Giga
Plasmid Purification, EndoFree (Qiagen) conforme a seguir. Inicialmente foi realizada
a cultura de bactérias E.coli DHS5a transformadas individualmente com cada
plasmideo em 10 mL de meio LB liquido (Invitrogen) contendo 50ug/mL de
canamicina para os plasmideos pVAX e pVAXHIVBr8 e 100ug/mL de ampicilina para
os plasmideos pDEC205HIVBr8 e pDEC205. A cultura das bactérias transformadas
com cada plasmideo foi incubada durante 8 horas a 37°C sob agitacdo constante
(250 rpm). A seguir, cada cultura foi diluida na razdo de 1:500 em 2,5 litros de LB
liquido, contendo canamicina (50ug/mL) ou ampicilina (100ug/mL) e incubada
novamente a 37°C sob agitacdo constante (250rpm) durante 16 horas. Apos esse
periodo, o material foi centrifugado a 6000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet de bactérias foi ressuspendido em 125 mL de tampéo P1
(Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM e RNAse). Posteriormente, foram
adicionados 125mL de tamp&o P2 (NaOH 200 mM; SDS 1%); a solugao foi
homogeneizada suavemente e entdo esperou-se o periodo de 5 minutos para a
completa lise da parede bacteriana. Em seguida, foram adicionados 125 mL do
tampdo P3 (acetato de potassio 3M, pH 5,5) para neutralizacdo da reacdo. A
solucdo com as bactérias lisadas foi entdo transferida para um filtro proveniente do
“kit” e mantida em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente, para que todo o
material composto da parede e genoma bacterianos flutue sobre o liquido contendo
o DNA de interesse. Apés esse periodo o liquido foi filtrado a vacuo, lavado com
50mL do tampédo FWB2 (acetato de potassio 1M, pH 5,0) e mantido no gelo por 30
minutos apos adicdo de 30mL de tampao para remoc¢édo de endotoxinas. O filtrado
foi aplicado em uma coluna de sefarose (Qiagen) previamente equilibrada com 75mL
de tampao QBT (NaCl 750 mM; MOPS 50 mM pH 7,0; etanol 15% e Triton X-100
0,15 %). Apo6s a aplicacéao do filtrado, a resina foi lavada com 600mL de tampé&o QC
(NaCl 1,0 M; MOPS 50mM pH 7,0; etanol 15 %) e o DNA plasmidial foi eluido com
100mL de tampéao QN (NacCl, 0,25 M; MOPS 50 mM pH 7,0; etanol 15 %). O DNA
eluido foi precipitado com 70mL de isopropanol e centrifugado a 14.000g por 30

minutos a 4°C. Posteriormente, o DNA foi lavado com 10mL de etanol 70% (em
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agua livre de endotoxinas) e centrifugado a 14.000g por 10 minutos a 4°C. Por

altimo, o pellet foi ressuspendido em 2,0 mL de agua estéril livre de endotoxinas.

3.6 Quantificacao e avaliacédo da integridade dos plasmideos purificados.

ApGs a purificagdo dos plasmideos, foi realizada a quantificacdo e avaliagdo
da integridade dos mesmos. A quantificacdo dos plasmideos foi realizada por
espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 a 280nm, utilizando-se o
aparelno Nanodrop Spectrophotometer ND-100. A avaliacdo da integridade dos
plasmideos foi realizada por andlise de restricdo com as endonucleases Hindlll e
Notl para o plasmideo pVAXHIVBr8; Xhol e Notl para o plasmideo pDEC205HIVBr8.
O produto de digestdo assim como o plasmideo ndo digerido foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% e corado com Blue Green Loading Dye | 1x
(LGC, Biotecnologia). Por ultimo, a construcdo foi sequenciada para confirmar a

correta orientacdo do inserto (dados ndo mostrados).

3.7 Transfeccdo de células HEK293T.

Células HEK293T foram semeadas em placas de 10 cm de diametro em meio
DMEM acrescido de 2mM L-glutamina, 10U/mL penicilina, 1mM piruvato de sodio e
5% de soro fetal bovino com baixa concentracdo de IgG (Invitrogen). Apés dois dias
em cultura (quando a confluéncia estava em torno de 70%), as células foram
transfectadas utilizando os plasmideos que codificam as cadeias leve e pesada do
anticorpo na presenca de fosfato de calcio e polietilenimina- PEI (0,45mg/mL,

Sigma). As placas foram incubadas em estufa a 37°C, com 5% CO; por 5 dias.

3.8 Precipitacéo e purificacdo dos anticorpos aDEC205.

Apo6s 5 dias em cultura, os sobrenadantes das culturas de células foram
coletados e filtrados. Os anticorpos foram precipitados em uma solugéo contendo
60% de sulfato de amodnio (Sigma). Os precipitados foram coletados por
centrifugacéo e ressuspendidos em PBS e o mesmo foi dialisado em PBS durante a

noite. Os anticorpos monoclonais quiméricos foram purificados utilizando esferas de
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proteina G (Amersham-Pharmacia) de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante (Figura 7).

Figura 7 — Esquema representativo da transfeccao de células HEK293T para producéo
dos anticorpos aDEC205 e aDEC205HIVBT8.
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Células HEK293T foram transfectadas utilizando os plasmideos que codificam as cadeias
leve e pesada do anticorpo e incubadas em estufa a 37°C, com 5% CO, por 5 dias. Apds 5
dias em cultura, os sobrenadantes das culturas de células foram coletados, filtrados e os

anticorpos monoclonais quiméricos foram purificados utilizando esferas de proteina G.

3.9 Ensaio de ligagcdo dos anticorpos aos receptores DEC205 de células CHO e
aos esplendcitos totais.

Os anticorpos purificados foram diluidos nas seguintes concentracfes: 10, 1 e
0,1 pg/mL e incubados com 1x10° células CHO (Células de Ovéario de Hamster
Chinés) expressando o receptor DEC205 murino. Como controle negativo, as
mesmas concentragdes de anticorpos foram incubadas com células CHO que
expressam o receptor DCIR. Além disso, esplendcitos totais de camundongos
BALB/c foram marcados concomitantemente com as mesmas diluicbes dos
anticorpos purificados e foram incubados com anti-CD3, DX5 e CD19 marcados com
biotina. Apés 30 minutos de incubacédo, as células CHO e os esplendcitos foram
lavados com tampéao de FACS (PBS + 2% Soro Fetal Bovino) e incubados com um
anticorpo secundario anti-camundongo marcado com PE (BD Biosciences) na
diluicho de 1:200 para as células CHO e também com Streptavidina- APCCy7
(diluicdo 1:100) para os esplendcitos. Apds 30 minutos de incubagdo, as células
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foram lavadas novamente e somente os esplendcitos tiveram mais uma etapa de
marcacado com os anticorpo anti-CD11c APC (diluicdo 1:200), MHCII FITC (diluicdo
1:200), CD8 Pacific Blue (diluicdo 1:200) (Tabela 3). As amostras foram lidas em
citometro de fluxo (FACS Canto Il) e analisadas utilizando-se o software FlowJo
(TreeStar).

3.10 Western Blot.

Para avaliar a expressdo dos anticorpos aDEC205 e oDEC205HIVBr8
realizamos o ensaio de western blot. Os anticorpos purificados foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e a transferéncia para a
membrana de nitrocelulose (hybond-C extranitrocelulose GE Healthcare) foi obtida
pelo sistema de transferéncia semi-seco. A eficiéncia da transferéncia foi verificada
pela deteccdo da proteina na membrana com o reagente Ponceau-S (Sigma). Apos
a transferéncia, a membrana foi incubada com a solucéo de bloqueio (5% de leite
desnatado e 2,5% de BSA em PBS-Tween 20 0,02%) durante a noite a 4°C sob
agitacdo. Apos o blogueio, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 20
0,05% e incubada com o anticorpo anti-lgG1 de camundongo (1:2000) conjugado a
peroxidase (SouthernBiotech) para a deteccdo da cadeia pesada, e para a deteccao
da cadeia leve a membrana foi incubada com o anticorpo anti-Kappa de
camundongo (1:2000) conjugado a peroxidase (SouthernBiotech). Os anticorpos
foram incubados simultaneamente por 1 hora. Decorrido esse periodo, a membrana
foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 20 por 10 minutos cada lavagem. A revelagéao
da membrana foi feita por quimioluminescéncia utilizando os reagentes do sistema

ECL (GE Healthcare) e exposicao a filmes autoradiogréaficos Hyperfilm (Kodak).

3.11 Animais.

Foram utilizados camundongos isogénicos fémea de 6 a 8 semanas de idade
da linhagem convencional BALB/c (H-2%). Os animais provenientes do centro de
desenvolvimento de modelos experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de
Sdo Paulo foram mantidos e manipulados em condicbes SPF no biotério da
disciplina de imunologia - BiDI, registro CEUA/UNIFESP n°.02. O projeto foi
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submetido e aceito pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP (CEUA n°
4819180814) (Anexo A).

3.12 Imunizacao experimental.

Grupos de seis camundongos BALB/c (H-2% receberam duas doses, com o
intervalo de quinze dias, pela via intraperitoneal ou subcutanea com 4ug do mAb
oaDEC205HIVBr8 na presenca de 50ug do adjuvante poly I:C ou com 100ug da
vacina de DNA pVAXHIVBr8 pela via intramuscular. Os grupos controle foram
imunizados com o mAb aDEC205 na presenca de poly I:C ou com o vetor vazio
PVAX.

Além disso, outros grupos foram imunizados com uma dose inicial do mAb
oaDEC205HIVBr8 seguida de uma dose da vacina de DNA pVAXHIVBIr8 ou vice-
versa. Os grupos controles foram imunizados com uma dose do anticorpo
monoclonal aDEC205 na presenca de poly I:C seguida de uma dose com o vetor

vazio pVAX ou vice-versa.
3.13 Avaliacéo da resposta imune celular.
3.13.1 Suspensao Celular.

Duas semanas apo0s a Ultima dose, os animais foram eutanasiados através da
injecdo intraperitoneal como uma dose trés vezes superior a necessaria para
alcancar o plano anestésico de Xilazina (30mg/kg) e Cetamina (300mg/kg), e os
bacos coletados em fluxo laminar. As células foram obtidas ap6és maceracdo gentil
do orgéo e lavadas por centrifugacéo (1700rpm a 4°C, por 6 minutos) com 10 mL de
meio RPMI (Gibco) (suplementado com L-glutamina 2 mM (Sigma), solugdo de
aminoacidos néo essenciais (1%vol/vol) (Gibco), piruvato de sédio 1mM, 2-ME 5x10-
5M (Sigma) e os antibidticos Gentamicina (40 g/mL) e Peflacin (20 g/mL) e vitamina
(1%vol/vol)). Em seguida, as células foram tratadas com tampé&o hemolitico ACK
(NH4CI 0,15 M, KHCO3; 1 mM, Na;EDTA 0,1 mM) para lise das hemécias e em

seguida lavadas 2 vezes com 10 mL de RPMI. As células foram ressuspendidas em
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1mL de meio R10 (meio RPMI suplementado, contendo 10% de soro fetal bovino
(Gibco).

3.13.2 Citometria Multiparamétrica.

Para monitorar a proliferacdo das células T, os esplendcitos dos
camundongos imunizados foram marcados com CFSE (carboxyfluorescein
succinimidyl ester). Em sintese, esplendcitos isolados foram ressuspendidos em
PBS pré-aquecido (37°C) e marcados com 1,25 yM de CFSE (Molecular Probes)
durante 10 minutos a 37°C. ApGs as lavagens com 5 mL de R10, as células foram
ressuspendidas em meio R10 na concentracdo de 2,5x10°mL. As células foram
cultivadas por 4 dias em estufa a 37°C e 5% CO2 em placas de 96 pocos de fundo U
(Nunc) na concentracdo de 5x10° células na presenca de Concanavalina A (Sigma -
2,5ug/mL) como controle positivo, com o0s oito peptideos do HIV-1 (5uM), ou
somente meio (como controle negativo). Apos 4 dias de incubacéo, as células foram
re-estimuladas na presenca de anti-CD28 (2ug/mL - BD Pharmingen) e
Concanavalina A (Sigma - 2,5ug/mL) ou com os oitos peptideos do HIV-1 (5uM).
Apds uma hora na estufa, 0,2uL/poco de Brefeldina GolgiPlug TM (BD Pharmingen)
foi adicionada a cultura e as células foram incubadas por mais 12 horas. Apos o
periodo de incubacéo, as células foram coletadas e lavadas com “Macs Buffer” (MB)
(0,5% BSA; 2mM EDTA em PBS) para marcagdo com 0s anticorpos monoclonais de
superficie (CD3 APCCy7, CD4 PerCP e CD8 Pacific Blue) e posteriormente fixadas
e permeabilizadas utilizando o kit BD Cytofix/Cytoperm. Em seguida, foi realizada a
marcacao intracelular com os anticorpos monoclonais (IL-2 PE, TNF-a PeCy7 e IFN-
y APC) por 30 minutos no escuro a 4°C (Tabela 3). Foram adquiridos 1 milhdo de
eventos em um citbmetro FACScanto Il (BD Biosciences) e a analise foi feita com o
auxilio do software FlowJo (Tree Star). Para ajuste das voltagens foram utilizadas

beads (BD Biosciences) marcadas com os fluorocromos individualmente.
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Tabela 3: Painel de anticorpos para andlise de citometria multiparamétrica.

Anticorpos Clone Tipo de Marcacgao
CD3 Biotinilado 145-2C11 Superficie
DX5 Biotinilado DX5 Superficie
CD19 Biotinilado 1D3 Superficie
CD11c APC HL3 Superficie
MHCII FITC 2G9 Superficie
CD8 Pacific Blue 53-6.7 Superficie
CD3 APCCy7 145-2C11 Superficie
Proliferacio e CDA4 PerCP RM4-5 Superficie
detecgdo de CD8 Pacific Blue 53-6.7 Superficie
citocinas IL-2 PE JES6-5H4 Intracelular
intracelulares IFNy APC XMG1.2 Intracelular
TNFo PECy7 MP6-XT22 Intracelular

3.13.3 ELIspot IFN-y.

Os ensaios de ELlIspot foram realizados utilizando o set anti-mouse IFN-y (e-
bioscience) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Em sintese, o anticorpo de
captura foi adicionado a placa em volume final de 100uL por poco e a placa
incubada durante a noite a 4°C. Em seguida os pocos foram lavados duas vezes
com 200uL de tampéo e cada pocgo foi bloqueado com 200uL de R10 durante uma
hora a temperatura ambiente. Apés esse periodo, foram adicionados as placas 0s
estimulos: meio RPMI, como controle negativo, ConA (2,5ug/po¢o) como controle
positivo, peptideos do HIV-1 (5uM) em volume final de 100uL. Em seguida foram
adicionadas as suspensdes celulares na concentracdo de 3x10° células/poco
também em volume final de 100uL. Todos os estimulos e suspensfes celulares
foram preparados em R10 adicionados de 30 U/mL de IL-2 recombinante humana.
Apés adicao dos estimulos e suspensfes celulares, a placa foi novamente incubada
a 37 °C em estufa a 5 % de CO, durante a noite. Posteriormente, as placas foram
lavadas 3 vezes, o anticorpo de deteccéo foi diluido e adicionado aos pocos (volume

100uL/poco) e as placas incubadas novamente durante 2 horas a temperatura
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ambiente. Apés lavagem dos pocos, o conjugado enzimatico foi diluido e adicionado
aos pocos (100 uL/poco), seguido de mais uma etapa de incubacédo de 1 hora a
temperatura ambiente. Para revelacdo, os pocos foram lavados 4 vezes e
posteriormente adicionados 100 pL da solucédo final de substrato/poco AEC (3-
amino-9-ethylcarbazole-BD) e a formacéao de spots foi monitorada de 5 — 60 minutos,
levando em consideracdo o aumento do background nos pocos de controle negativo.
Passado esse periodo, o revelador foi desprezado e a reacao interrompida com 5

lavagens com agua deionizada.
3.13.4 Anadlise estatistica.
As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o software GraphPad Prism

5.0®. A significancia estatistica (valores de p<0,05) foi calculada utilizando-se One-
way ANOVA ou Two-way ANOVA seguida de pds-teste Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 Purificacdo dos plasmideos que codificam os anticorpos aDEC205 e
aDEC205HIVBr8 e da vacina de DNA HIVBTr8.

Plasmideos que codificam as cadeias leve e pesada do anticorpo aDEC205
foram cedidos pelo Dr. Michel Nussenzweig da Universidade de Rockfeller, Nova
York e pela Dra. Silvia Beatriz Boscardin da Universidade de S&o Paulo.
Primeiramente, para obtencdo de maiores quantidades do DNA pDEC205HIVBIr8S,
pDEC205, pVAXHIVBr8 e pVAX, bactérias E. coli DH5a competentes foram
transformadas e o DNA plasmidial foi purificado utilizando o kit de purificacédo
comercial Giga Plasmid Purification, Endofree (Quiagen). Em sequéncia a
purificacdo foi realizada a analise da integridade dos plasmideos através da analise
de restricdo utilizando as enzimas Xhol e Notl para o plasmideo pDEC205HIVBIr8 e
Hindlll e Xhol para pVAXHIVBr8. Apos a digestdo e/ou linearizagdo (utilizando
apenas uma enzima) dos plasmideos, foi realizada eletroforese em gel de agarose
1%.

Na Figura 8, podemos observar o gel de agarose resultante da analise de
restricdo dos plasmideos pDEC205 e pDEC205HIVBr8. A digestdo do plasmideo
pDEC205 mostrou uma banda de aproximadamente 7.500 pb correspondente ao
tamanho esperado do vetor. J4 para o pDEC205HIVBr8, é importante ressaltar que
as bandas correspondentes ao plasmideo circular e linear possuem tamanho um
pouco maior que 7.500 pb devido ao inserto HIVBr8 de 515 pb. Apds digestéo do
pDEC205HIVBr8 com as enzimas Xhol e Notl é observada a banda correspondente
ao vetor (7.500 pb), além de observar a liberacdo de uma banda de 515 pb

correspondente ao HIVBI8.
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pDEC205 pDEC205HIVBr8
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Figura 8 — Andlise da integridade dos plasmideos pDEC205 e pDEC205HIVBr8 apds
purificagcdo: Gel de agarose 1% ap6s purificagdo do plasmideo pDEC205 e
pDEC205HIVBr8; Peso Molecular (PM) (Ready-load 1Kb plus DNA ladder, Invitrogen);
pDEC205: plasmideo circular, linearizado com Xhol e digerido com Xhol e Notl;

pDEC205HIVBr8: plasmideo circular, linearizado com Xhol e digerido com Xhol e Notl.

Na Figura 9 podemos observar o resultado da analise de restricdo dos
plasmideos pVAX e pVAXHIVBr8 realizada com as enzimas Hindlll e Xhol. A
eletroforese em gel de agarose mostrou que a digestdo do plasmideo vazio pVAX
(figura 9A) revelou uma banda Unica de aproximadamente 3000pb, tamanho
esperado do vetor. A digestdo do pVAXHIVBI8 (figura 9B) liberou uma banda de
515pb correspondente ao tamanho do inserto HIVBr8 inserido, assim como também

mostrou a banda de 3000pb do vetor.
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Figura 9 — Andlise da integridade dos plasmideos pVAX e pVAXHIVBr8 apos a
purificacdo: Gel de agarose 1% apOs purificacdo do plasmideo pVAX (vetor vazio) e
pVAXHIVBI8; (A) pVAX: Peso Molecular (PM) (Ready-load 1Kb plus DNA ladder,
Invitrogen), plasmideo circular e digerido com Hindlll e Xhol; (B) pVAX-HIVBr8: Peso
Molecular (PM) (Ready-load 1Kb plus DNA ladder, Invitrogen), plasmideo circular e digerido
com Hindlll e Xhol.

O resultado nos mostra que ambos os plasmideos foram produzidos e
purificados com sucesso, ressaltando que néo foi observada contaminagcdo dos
plasmideos com DNA ou RNA genémicos. Além disso, a analise do sequenciamento
da construcdo do pDEC205HIVBr8 e pVAXHIVBr8 confirmou a presenca e correta

orientacdo dos genes (dados ndo mostrados).

4.2 Purificagdo dos anticorpos aDEC205 e aDEC205HIVBIr8.

Apbs a purificagdo dos plasmideos pDEC205 e pDEC205HIVBI8 foi realizada
a transfeccao transiente de células HEK293T com os plasmideos, de acordo com o
item 3.7, a fim de purificar os anticorpos oDEC205 e oDEC205HIVBIS,
respectivamente. Como podemos observar na figura 10, o anticorpo aDEC205 foi
purificado com sucesso e apos corrida em SDS-PAGE 12% sob condi¢des redutoras
€ possivel verificar uma banda correspondente a cadeia leve (L) e a cadeia pesada

(H) que possuem respectivamente 25 e 50kDa. No caso do aDEC205HIVBr8, a
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cadeia H possui também o linker e os oito epitopos para o HIV e portanto

apresenta peso molecular maior que 50kDa.

aDEC205
PM aDEC205 HIVBr8
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98 ——
64 —
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Figura 10 — Produc&o dos anticorpos aDEC205 e aDEC205HIVBr8: SDS-PAGE em
condi¢Bes redutoras apos purificacdo dos anticorpos aDEC205 e aDEC205HIVBr8 a partir
do sobrenadante de culturas de células HEK293T transfectadas com os plasmideos
pDEC205 (aDEC205) e pDEC205HIVBr8 (a«DEC205HIVBr8). O peso molecular (PM) esta

indicado a esquerda em kDa.

A fim de confirmar a presenca das cadeias leve e pesada nos anticorpos, foi
realizado o Western Blot (Figura 11). Como demonstrado, ao utilizarmos anticorpos
especificos para a cadeia leve (kappa) e pesada de camundongos conjugados a
peroxidase, tanto o aDEC205 quanto o aDEC205HIVBr8 apresentaram as bandas

correspondente a cadeia leve e pesada.
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Figura 11 - Western Blot ap6s purificacdo dos anticorpos aDEC205 e
aDEC205HIVBr8: Western blot das eluicbes apés purificacdo dos anticorpos aDEC205 e
aDEC205HIVBr8: peso molecular (PM); aDEC205 e aDEC205HIVBTr8.

4.3 Ensaio de ligacdo dos anticorpos a células CHO que expressam 0sS
receptores DEC205 ou DCIR2.

Em sequéncia a purificacdo, cada um dos anticorpos foi quantificado e
submetido a um ensaio de ligacdo a células CHO (células de ovario de hamster
chinés: Chinese Hamster Ovary) que expressam o receptor DEC205 ou DCIR2
(controle negativo) murinos (figura 12A e B respectivamente). As células foram
incubadas com trés diferentes concentracdes de cada anticorpo: 10, 1 e 0,1 pg/mL.
Podemos observar que os anticorpos aDEC205 e aDEC205HIVBr8 se ligaram de
maneira dose dependente aos receptores DEC205 expressos na superficie das
células CHO. Em contraste, ndo foi observado ligagdo dos anticorpos as células
CHO que expressam o receptor DCIR2. Desses resultados podemos concluir que
ambos os anticorpos produzidos se ligam de maneira dose dependente e especifica
ao receptor DEC205.
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Figura 12 — Ensaio de ligacdo dos anticorpos aDEC205 e aDEC205HIVBr8 a células
CHO que expressam os receptores DEC205 ou DCIR2: Ensaio de ligagdo dos anticorpos
aDEC205 e aDEC205HIVBr8 nas concentragbes de 10, 1 e 0,1 ug/mL incubados com 1x1 0°
células CHO que expressam o receptor DEC-205 ou o receptor DCIR por 30 minutos no
gelo. ApGs duas lavagens, as células foram incubadas com um anticorpo anti-lgG de
camundongo PE (1:2000) por 30 minutos e lavadas mais duas vezes. Trinta mil eventos
foram adquiridos no citbmetro FACSCanto II. A andlise foi realizada utilizando-se o software

FlowJo (TreeStar). MFI= Mediana da Intensidade de Fluorescéncia.

4.4 Ensaio de ligagdo dos anticorpos a esplendcitos totais.

Com o objetivo de confirmar se os anticorpos produzidos aoDEC205 e
oaDEC205HIVBr8 teriam a capacidade de se ligar as células do baco, realizamos
uma marcacdo com diferentes concentragcbes dos anticorpos purificados. Os

esplendcitos foram isolados e incubados com trés diferentes concentracdes de cada
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anticorpo (10, 1 e 0,1 pg/mL) e com os anticorpos biotinilados anti-DX5, anti-CD3 e
anti-CD19 a fim de excluir as populacdes de células NK, linfocitos T e B,
respectivamente. Posteriormente, as células foram também marcadas com
streptavidina e anticorpos anti-CD11c, anti-MHCIl e anti-CD8 para definir as
subpopulacdes de células dendriticas, a estratégia de analise foi realizada assim
como mostrado no Apéndice A, Figura 1.

Na figura 13A podemos observar que o0s anticorpos oDEC205 e
oaDEC205HIVBr8 se ligaram de maneira dose dependente a superficie das células
DX5CD3'CD19°CD11c*MHCII'CD8". Em contraste, ndo foi observado ligacdo dos
anticorpos (figura 13B) as células que ndo expressam a cadeia alfa da molécula
CD8 (DX5CD3'CD19CD11c*MHCII'CD8) e as células DX5'CD3*CD19" (figura
13C). Desses resultados podemos concluir que os anticorpos produzidos possuem
especificidade para as células dendriticas CD8a" e expressam consequentemente o
receptor DEC205.
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ligagdo dos anticorpos oDEC205 e oDEC205HIVBr8 a
ligagdo dos anticorpos oDEC205 e oDEC205HIVBr8 nas

concentracdes de 10, 1 e 0,1 pg/mL incubados com esplendcitos recém isolados.

Inicialmente as células foram incubadas por 30 minutos com os anticorpos purificados e com

0s anticorpos biotinilados anti-DX5, CD3 e CD19. Apds duas lavagens, as células foram

incubadas com um anticorpo anti-lgG de camundongo PE e Streptavidina-APCCy7 por 30

minutos e lavadas mais duas vezes. Por Ultimo, as células foram incubadas com os
anticorpos anti CD11c APC, MHCII FITC e CD8 Pacific Blue. Apos lavagem, foram

adquiridos trés milhGes de eventos no citdbmetro FACSCanto Il. A analise foi realizada

utilizando-se o software FlowJo (TreeStar). MFI= Mediana de Intensidade de Fluorescéncia.
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4.5 Avaliacdo de diferentes vias de imunizagdo com os anticorpos aDEC205 e

aDEC205HIVBTr8.

Inicialmente para avaliar a melhor via de imunizacdo com o0s anticorpos
oDEC205 e aDEC205HIVBr8, camundongos da linhagem BALB/c foram imunizados
com duas doses de 4 ug dos anticorpos pela via intraperitoneal (I.P) ou subcutanea
(S.C) na presenca de 50 ug do adjuvante poly I:C. Como mostrado na figura 14, os
esplendcitos do grupo que recebeu a vacina pela via intraperitoneal apresentaram
maior numero de células produtoras de IFNy quando comparado ao grupo

imunizado pela via subcutanea.

600+ . «DEC205 S.C
[ I [ uDEC205HIVBr8 S.C
500+ E oDEC205|.P

Bl «DEC205HIVBr8 |.P
400+

300+

UFS/0° células

200+
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Figura 14 — Namero de células produtoras de IFNy apds imunizagdo com o0s anticorpos
aDEC205 e aDEC205HIVBr8 utilizando diferentes vias de administracdo: Camundongos
BALB/c (n=6) foram imunizados com duas doses de 4ug dos anticorpos aDEC205 ou
aDEC205HIVBr8 na presenca de 50ug de poly I:C pela via intraperitoneal ou subcutanea.
Quinze dias ap6s a ultima dose, o baco dos animais foi removido e os esplendcitos colocados
em cultura, na presenca do pool de peptideos do HIV (5uM) a fim de avaliar a producao de
IFN-y pelo ensaio de ELIspot;. Cutoff: 15 UFS/10° células. *p< 0,05; UFS= Unidade formadora

de spots.

Além disso, ao avaliar a proliferacdo celular especifica, observamos que os
esplendcitos dos animais que receberam o anticorpo aDEC205HIVBr8 pela via I.P
apresentaram uma porcentagem estatisticamente superior de linfocitos TCD4"
(figura 15A) especificos que proliferaram quando comparada aos dos demais

grupos. O mesmo fendmeno pode ser verificado para os linfécitos TCD8™ (figura
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15B) embora em menor magnitude. Em contraste, os esplendcitos dos animais
imunizados com o anticorpo aDEC205 ndo apresentaram numero significativo de

células produtoras de IFNy nem proliferacédo de linfocitos T HIV-especificos.

Figura 15 — Avaliacdo da proliferacdo celular ap6s imunizagdo com 0s anticorpos
aDEC205 e aDEC205HIVBTr8 utilizando diferentes vias de administragéo.
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Figura 15 — Avaliacdo da proliferacdo celular ap6s imunizagdo com 0s anticorpos

aDEC205 e aDEC205HIVBr8 utilizando diferentes vias de administracdo: Camundongos
BALB/c (n=6) foram imunizados com duas doses de 4ug dos anticorpos oaDEC205 ou
aDEC205HIVBr8 na presenca de 50ug de poly I:C pela via intraperitoneal ou subcutanea.
Quinze dias apos a ultima dose, 0 baco dos animais foi removido e os esplendcitos marcados
com 1,25 uM de CFSE e colocados em cultura na presenca do pool de peptideos do HIV a fim
de avaliar a proliferagéo de linfécitos (A) TCD4" ou (B) CD8"; ** p<0,01.

4.6 Avaliagcdo da imunogenicidade do anticorpo aDEC205HIVBr8 e da vacina de

DNA HIVBr8 em estratégia de prime-boost homologo ou heterélogo.

Determinada a melhor via de imunizacdo dos anticorpos aDEC205 e
oaDEC205HIVBr8, decidimos testar a estratégia vacinal capaz de conferir resposta
imune HIV-especifica superior. Animais da linhagem BALB/c foram imunizados com
duas doses de 4 ug dos anticorpos pela via intraperitoneal na presenca de 50 pg de
poly I:C ou duas doses de 100 ug da vacina de DNA HIVBr8 pela via intramuscular,

para avaliar a estratégia em prime-boost homologo. Os demais grupos foram
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utilizados a fim de testar a estratégia em prime-boost heterdlogo, recebendo uma

dose do anticorpo seguida de uma dose da vacina de DNA ou vice-versa.

Como mostrado na figura 16, os esplendcitos tanto do grupo que recebeu
duas doses do anticorpo aDEC205HIVBr8 quanto do grupo que recebeu uma dose
de DNA HIVBr8 seguida de uma dose de aDEC205HIVBr8, apresentaram maior
namero de células produtoras de IFNyquando comparados ao grupos que
receberam duas doses da vacina de DNA ou uma dose do anticorpo seguido da
vacina de DNA. Além disso, o grupo que recebeu oDEC205HIVBr8/HIVBr8
apresentou diferenca significativa quando comparado ao grupo que recebeu a
vacina de DNA HIVBr8, que por sua vez, obteve menor magnitude de resposta

observada.
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Figura 16 — Numero de células produtoras de IFNy em esplenécitos de animais
imunizados com o anticorpo aDEC205HIVBr8 e/ou a vacina de DNA HIVBrS:
Camundongos BALB/c (n=6) foram imunizados com duas doses de 4ug do anticorpo
aDEC205HIVBr8 na presenca de 50ug de poly I:C pela via intraperitoneal e/ou duas doses
de 100ug da vacina de DNA HIVBr8 pela via intramuscular. Quinze dias apés a ultima dose,
0 baco dos animais foi removido e os esplendcitos colocados em cultura, na presenca do
pool de peptideos do HIV (5uM) a fim de avaliar a producdo de IFN-y pelo ensaio de
ELlspot;. Cutoff: 15 UFS/10° células. ***p< 0,001; UFS=Unidade formadora de spots;

NS=néo significante.
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Ao avaliar a proliferacéo celular especifica, observamos que os esplendcitos
dos animais tanto do grupo que recebeu duas doses do anticorpo aDEC205HIVBr8
guanto do grupo que recebeu uma dose da vacina de DNA HIVBr8 seguida de uma
dose de aDEC205HIVBr8 apresentaram porcentagem estatisticamente superior de
linfocitos TCD4" (figura 17A) que proliferaram quando comparados ao grupos que
receberam duas doses da vacina de DNA ou uma dose do anticorpo
oaDEC205HIVBr8 seguido da vacina HIVBr8. O mesmo fenbmeno pode ser
verificado para os linfocitos TCD8" (figura 17B), sendo que 0 grupo
oaDEC205HIVBr8/pVAXHIVBr8 apresentou maior porcentagem de proliferacdo

guando comparado ao grupo que recebeu a vacina de DNA.
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Figura 17 — Avaliacdo da proliferagdo celular em animais imunizados com o anticorpo
oaDEC205HIVBr8 e/ou a vacina de DNA HIVBr8: Camundongos BALB/c (n=6) foram
imunizados com duas doses de 4ug dos anticorpos aDEC205 ou aDEC205HIVBr8 na
presenca de 50ug de poly I:C pela via intraperitoneal e/ou duas doses de 100ug da vacina
de DNA HIVBI8 pela via intramuscular. Quinze dias apés a ultima dose, o baco dos animais
foi removido e os esplendcitos marcados com 1,25 uM de CFSE e colocados em cultura na
presenca do pool de peptideos do HIV-1 (5uM) a fim de avaliar a proliferagdo de linfécitos
TCD4+ (A) ou CD8+ (B). ; *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; NS=N&o significante.

Posteriormente, avaliamos se a imunizacdo seria capaz de induzir

células polifuncionais, ou seja, capazes de proliferar e produzir citocinas
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simultaneamente. Para tal, foi utilizada a estratégia de analise booleana para avaliar
a producdo de citocinas em nivel de célula Unica das células que proliferaram
(Apéndice A; Figura 2). Como podemos observar na figura 18A, os esplendcitos dos
animais que receberam duas doses do anticorpo aDEC205HIVBr8 apresentaram
porcentagem superior de LT CD4" polifuncionais que proliferam e produzem
IFNy/TNFo/IL-2 quando comparado ao grupo que recebeu duas doses da vacina de
DNA HIVBr8 ou aDEC205HIVBIr8/HIVBr8, ndo tendo diferenca estatistica ao grupo
HIVBr8/aDEC205HIVBr8. Ademais, tanto o grupo que recebeu duas doses do
anticorpo aDEC205HIVBr8 quanto o grupo que recebeu HIVBr8/aDEC205HIVBr8
apresentaram porcentagem estatisticamente superior de LT CD4" capazes de
proliferar e produzir IFNy/TNFa simultaneamente ou produzir as citocinas IFNy ou
TNFa isoladamente quando comparados aos grupos que receberam duas doses da
vacina de DNA ou aDEC205HIVBr8/HIVBr8.

Ao avaliar os LT CD8" (figura 18B), as formulacbes vacinais se igualaram na
inducédo de LT CD8" que proliferam e produzem IFNy/TNFa simultaneamente. Na
producdo de citocinas individuais, duas doses da vacina HIVBr8 foi superior na
indugdo de LT CD8" que proliferam e produzem IFNy quando comparada aos grupos
que receberam outras formulagdes com o anticorpo aDEC205HIVBI8. Entretanto, 0s
esplendcitos dos animais imunizados com duas doses do anticorpo aDEC205HIVBr8
e HIVBr8/aDEC205HIVBr8 obtiveram porcentagem estatisticamente superior de LT
CD8" que proliferam e produzem TNFo quando comparado ao grupo que recebeu
duas doses da vacina de DNA HIVBr8 ou aDEC205HIVBr8/HIVBr8, sendo que o

altimo apresentou também diferenca quando comparado a vacina de DNA.

Em contraste, os esplendcitos dos animais controles que foram imunizados
com o anticorpo aDEC205/pVAX ou pVAX/aDEC205 nado apresentaram producéo
significativa de citocinas e nem proliferacdo de linfocitos T (CD4" ou CD8") HIV-

especificos.
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Figura 18 — Avaliagao do perfil funcional induzido pela imunizagdo com o anticorpo
aDEC205HIVBr8 e/ou a vacina de DNA HIVBr8: Camundongos BALB/c (n=6) foram
imunizados com duas doses de 4ug dos anticorpos aDEC205 ou oDEC205HIVBr8 na
presenca de 50ug de poly I:C pela via intraperitoneal e/ou duas doses de 100ug da vacina
de DNA HIVBIr8 pela via intramuscular. Quinze dias apds a ultima dose, o baco dos animais
foi removido e os esplendcitos marcados com 1,25 uM de CFSE e colocados em cultura por
cinco dias na presenca do pool de peptideos do HIV-1 (5uM). No quarto dia, as células
foram re-estimuladas com o pool de peptideos e foram adicionados anti-CD28 (2ug/mL) e
brefeldina (0,2uL/pogo). No dia seguinte, as células foram marcadas com os anticorpos de
superficie anti-CD3, CD4 e CD8, além de anticorpos para deteccdo de citocinas
intracelulares (anti-IFNy, TNFa e IL-2). A) Polifuncionalidade de LT CD4" e (B)
polifuncionalidade de LT CD8"; *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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5 DISCUSSAO

Foi demonstrado anteriormente pelo nosso grupo que uma vacina de DNA
que codifica 18 epitopos de LTCD4" promiscuos e conservados do HIV-1
denominada HIVBr18 (FONSECA et al., 2006), foi capaz de induzir ampla resposta
de linfécitos T CD4" e CD8" em camundongos transgénicos para moléculas HLA de
classe Il humanas (DR2, DR4, DQ6 e DQ8) (RIBEIRO et al., 2010). Além disso, a
vacina HIVBrl18 induziu uma resposta de longa duracao e polifuncional de linfocitos
T CD4" e CD8" em camundongos BALB/c para oito dos 18 peptideos do HIV
presentes na vacina (ROSA et al., 2011). Entretanto, por mais que vacinas de DNA
sejam promissoras, possuem reduzida imunogenicidade em humanos (KUTZLER e
WEINER, 2008) e nos ultimos anos, diversas estratégias vem sendo desenvolvidas
com o objetivo aumentar a imunogenicidade dessas vacinas (ROSA et al., 2015). A
fim de contornar essa limitacdo, produzimos um anticorpo monoclonal quimérico
contra o receptor DEC205 fusionado a oito epitopos do HIV (a«DEC205HIVBr8), que
foram selecionados com base nos estudos anteriores do grupo (RIBEIRO et al.,
2010) (ROSA et al.,, 2011). No presente trabalho, avaliamos se essa formulacdo
vacinal possui potencial imunogénico superior in vivo em compara¢do ao de uma

vacina de DNA (HIVBr8) que codifica 0s mesmos epitopos.

Para a producdo e purificacdo dos anticorpos, células HEK293T foram
transfectadas e os anticorpos produzidos como observado em outros trabalhos
(HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et al., 2015). No caso do anticorpo
aDEC205HIVBr8 a eficiéncia na purificacéo foi relativamente menor a do anticorpo
aDEC205. Entretanto, outros trabalhos também mostraram menor rendimento dos
anticorpos aDEC205 quiméricos produzidos (BONIFAZ et al., 2002; STYLIANOU et
al., 2011; BADILLO-GODINEZ et al.,, 2015). Uma vez que ambos 0S anticorpos
aDEC205 produzidos se ligaram especificamente as células CHO que expressam o
receptor DEC205 e também se ligaram as células dendriticas que expressam a
cadeia alfa da molécula de CD8, fomos avaliar a imunogenicidade do anticorpo in

Vivo.

O primeiro teste foi realizado para determinar qual via de imunizacdo seria

mais eficaz na inducdo da resposta imune especifica. Apesar de alguns trabalhos ja



66
Victoria Alves Santos Lunardelli

terem demonstrado a eficacia da imunizagdo pela via subcutanea com anticorpos
aDEC205 (BONIFAZ et al., 2002; BONIFAZ et al., 2004), o grupo imunizado com
aDEC205HIVBI8 pela via intraperitoneal induziu maior numero de células produtoras
de IFNy, além de maior porcentagem de linfécitos T CD4" HIV-especificos capazes
de proliferar. O mesmo fendmeno foi observado para linfécitos T CD8", porém em
menor magnitude. Outros trabalhos também demonstraram a eficacia da imunizacéo
pela via intraperitoneal com mAb oDEC205 utilizando antigenos de Trypanosoma
cruzi (RAMPAZO et al., 2015), dengue (HENRIQUES et al., 2013) e Plasmodium
falciparum (BOSCARDIN et al., 2006).

Por mais que ja se saiba da importancia de linfocitos T CD8" citotoxicos como
primeira resposta contra o HIV (WATKINS, 2008), j4 foi demonstrada que uma
resposta prévia de linfocitos T CD4" é importante para a lenta progressio para AIDS
(PANCRE et al., 2007). Além disso, a deplecdo de LT CD4" em macacos rhesus
reduziu a protecdo mediada pela vacinacdo apds o desafio com SIV (VACCARI et
al., 2008). Um estudo recente demonstrou que individuos infectados e ndo tratados
que apresentaram resposta de linfocitos T CD4" gag-especificos produziam
anticorpos altamente neutralizantes contra Env, o mesmo nao foi observado em
individuos que ndo tinham resposta de LT CD4" (RANASINGHE et al., 2016). Dessa
forma, uma vacina eficaz contra o HIV deve além de induzir resposta de CTL

especifica, induzir também resposta de LT CD4".

Ao utilizar anticorpos aDEC205 é de se esperar resposta de LT CD4", pois
estes sdo internalizados em um compartimento endossomal e 0s antigenos
processados e apresentados principalmente via molécula de MHC de classe II, o
que leva a uma resposta mediada por LT CD4" (JIANG et al., 1995). Entretanto, ja
foi mostrado que o anticorpo aDEC205 fusionado a OVA é capaz de ser processado
e apresentado também via MHC de classe | e levar a expanséo clonal de linfocitos T
CD8" especificos (BONIFAZ et al., 2002). Outros estudos mostraram que antigenos
encapsulados por nanoparticulas e direcionados para células dendriticas DEC205"
sdo apresentados via MHC-I, induzindo resposta de LT CD8" (CRUZ et al., 2014;
SALUJA et al., 2014). Esse fendmeno pode ser explicado pela alta capacidade das
DC murinas que expressam a cadeia alfa da molécula de CD8 em realizar
apresentacao cruzada (revisto por (KASTENMULLER et al., 2014)). Todo esse
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processo corrobora com o0s resultados obtidos com a imunizagdo com
oDEC205HIVBr8 na presenca de poly I:C, que foi capaz de induzir resposta de
linfocitos T CD4" e CD8" que proliferaram quando estimulados com o pool de oito

peptideos do HIV.

As tentativas iniciais de desenvolver uma vacina contra o HIV focaram
principalmente na inducdo da resposta imune humoral contra a proteina gp120 do
virus e ndo foram capazes de conferir protecdo. A fim de tentar aumentar a resposta
imune induzida, o estudo conhecido como RV144 mostrou que o esquema de
imunizacdo que inclui a indugcédo da resposta (prime) com um vetor viral seguida da
proteina Env como reforco (boost) induziu cerca de 30% de protecdo nos individuos
vacinados (RERKS-NGARM et al.,, 2009). Ao analisar a resposta imune dos
pacientes vacinados ndo foi observada resposta de CTL, mas foi observado
proliferacdo de LT CD4" especificos contra o virus (MCELRATH e HAYNES, 2010).
Nos ultimos anos diversos trabalhos mostraram que a utilizacdo do esquema de
imunizacdo composto de prime-boost heterdlogo € capaz de aumentar a magnitude
e a qualidade da resposta imune a diversos patdégenos, entre eles o HIV (RATTO-
KIM S, 2012). O prime-boost heter6logo é caracterizado pela administracdo do
mesmo antigeno utilizando diferentes vetores, como DNA e proteina (ou vice-versa)
ou DNA e vetor viral (WOODLAND, 2004). Este conceito comecou a ser utilizado na
tentativa de desenvolver vacinas contra patdgenos que necessitam de uma resposta
imunoldgica mais robusta tanto humoral quanto celular, como HIV, Mycobacterium
tuberculosis e Plasmodium sp.. Ja tem sido demonstrado que esquemas de
imunizacdo baseados em prime-boost heterdlogo sdo capazes de induzir resposta
de elevada magnitude de linfocitos T de memoria (RAMSHAW e RAMSAY, 2000).

A fim de determinar a melhor estratégia vacinal a ser utilizada, avaliamos o
efeito da imunizagdo inicial com a vacina de DNA HIVBr8 (prime) seguida do
direcionamento dos mesmos antigenos utilizando o anticorpo oDEC205HIVBr8
(boost), ou vice-versa, caracterizando um prime-boost heterélogo. A resposta imune
foi comparada a grupos que receberam a vacina de DNA HIVBr8 ou o anticorpo
oaDEC205HIVBr8 na estratégia de prime-boost homologo. Os resultados obtidos
mostraram que 0 grupo que recebeu o prime-boost heter6logo composto de

HIVBr8/aDEC205HIVBIr8 e o grupo imunizado com duas doses de aDEC205HIVBr8
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apresentaram maior niamero de células produtoras de IFNy e maior porcentagem de
linfocitos T CD4" e CD8" HIV-especificos que proliferaram quando comparada aos

demais grupos.

Ao analisar o perfil funcional dessas células, observamos que duas doses
aDEC205HIVBr8 foi capaz de induzir producéo de LT CD4" polifuncionais, capazes
de proliferar e produzir trés citocinas (IFNy/TNFo/IL-2) simultaneamente. Além disso,
tanto o grupo que recebeu duas doses de oDEC205HIVBr8 quanto o grupo
HIVBr8/aDEC205HIVBr8 apresentaram maior porcentagem de células que
proliferaram e produziram IFNy e/ou TNFo. Para os LT CD8", as formulagdes
vacinais se igualaram na inducdo da resposta de LT CD8" que proliferam e
produzem IFNy/TNFa simultaneamente. Na producdo de citocinas individuais, duas
doses da vacina HIVBr8 foi superior na indugdo de LT CD8" que proliferam e
produzem IFNy quando comparada aos grupos que receberam outras formulacées
com o anticorpo aDEC205HIVBr8. Entretanto, os grupos imunizados com duas
doses do anticorpo oaDEC205HIVBIS, HIVBr8/aDEC205HIVBr8 ou
oaDEC205HIVBr8/HIVBr8 apresentaram maior porcentagem de células que
proliferaram e produziram TNFa quando comparado ao grupo que recebeu a vacina
de DNA HIVBr8. Uma resposta de linfocitos polifuncionais € necessaria para o
controle da viremia pelo HIV. J& foi visto a importancia no perfil funcional de LT CD4"
no controle da infec¢do por SIV em macacos rhesus (YAMAMOTO et al., 2009). Em
humanos, foi demonstrado em individuos controladores de elite resposta superior de
LT CD4" polifuncionais em comparacéo a individuos n&o controladores tratados com
HAART (OWEN et al., 2010), com producéo superior de IFNy, IL-2 e TNFa (EMU et
al., 2005; POTTER et al., 2007), inclusive na regidao de mucosa (FERRE et al.,
2009). O que pode estar correlacionado com a presenca de alelos especificos da
molécula de HLA de classe Il (HLA-DRB1*13 e HLA-DQB1*06), no qual
controladores de elite que possuiam tais alelos obtiveram resposta polifuncional
superior de LT CD4" de mucosa quando comparada aqueles que possuiam outros
alelos (FERRE et al., 2010).

Anteriormente, nosso grupo demonstrou que o prime com a vacina de DNA

+

(HIVBr18) aumentou a magnitude e amplitude das respostas de células CD8

induzidas por vacinas de DNA, que codificam as proteinas Vif e Gag do HIV-1, pelo



69
Victoria Alves Santos Lunardelli

mecanismo de auxilio cognato, uma vez que a vacina HIVBrl8 compartilhava os
mesmos epitopos (Vif e Gag) (RIBEIRO et al., 2009). No presente trabalho, o prime
com a vacina de DNA HIVBr8 seguido do boost com aDEC205HIVBr8 aumentou a
magnitude de resposta ao pool de oito peptideos do HIV quando comparado a
vacina de DNA sozinha. Em contraste, o prime com o0 mAb aDEC205HIVBr8 seguido
do boost com a vacina de DNA foi significantemente inferior na inducdo da resposta
imune. Vacinas de DNA tém demonstrado maior eficacia quando sdo administradas
no prime de formula¢des vacinais, seguidas do boost com proteinas recombinantes
(WOODLAND, 2004; LU, 2006). Pensando que vacinas de DNA possuem baixo
custo, facilidade de producdo e estabilidade em temperaturas ambientes, utiliza-las
para o controle de epidemias em locais de dificil acesso a questdes de saude é o
que se tem de mais promissor nos ultimos anos (WEDRYCHOWICZ, 2015). Dessa
forma, utilizar o prime com uma vacina de DNA seguido do boost com o anticorpo se

mostrou uma estratégia promissora futuramente.

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, é possivel concluir que
tanto o anticorpo oDEC205HIVBr8 quanto a vacina de DNA HIVBr8 foram
produzidos e purificados com sucesso. A imuniza¢do com duas doses do anticorpo
oaDEC205HIVBr8 na presenca de poly I:C pela via intraperitoneal foi a melhor
estratégia capaz de induzir linfécitos T CD4* e CD8" polifuncionais. Além disso, foi
demonstrado pela primeira vez que a utilizagdo do prime-boost heterdlogo utilizando
a inducédo da resposta com uma vacina de DNA (HIVBr8) seguida do reforgo com um
anticorpo monoclonal quimérico (aDEC205HIVBr8) pode ser considerada uma

estratégia eficaz na inducao da resposta imune HIV-especifica.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

Os anticorpos aDEC205 e aDEC205HIVBr8 foram produzidos, purificados e se
ligaram de maneira dose dependente e especifica aos receptores DEC205

expressos por células CHO e as células dendriticas CD8a.";

. A vacina de DNA que codifica os mesmos oito epitopos do HIV denominada

HIVBr8 além de seu controle pVAX (vetor vazio) foram produzidos e purificados
COM SUCesso;

A imunizagdo de camundongos da linhagem BALB/c com duas doses do anticorpo
oDEC205HIVBr8 pela via intraperitoneal induziu maior nuamero de células
produtoras de IFNy e proliferacdo de linfécitos T CD4" e CD8" HIV-especificos do
gue a imunizagdo com 0 mesmo pela via subcutanea;

A imunizacdo de camundongos da linhagem BALB/c utilizando a estratégia prime-
boost heterélogo com uma dose da vacina de DNA HIVBr8 seguida de uma dose
do anticorpo aDEC205HIVBr8 ou a imunizacdo com duas doses do anticorpo
oaDEC205HIVBr8 foi mais imunogénica do que a imunizagdo com duas doses da
vacina de DNA ou o prime-boost com aDEC205HIVBr8/HIVBr8.
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Figura 1: Estratégia de analise para avaliagdo da ligacdo dos anticorpos aDEC205 e
aDEC205HIVBr8 a esplendcitos totais: Ensaio de ligacdo dos anticorpos aDEC205 e
oaDEC205HIVBr8 nas concentragdes de 10, 1 e 0,1 pg/mL incubados com esplendcitos
recém isolados. Inicialmente as células foram incubadas por 30 minutos com 0s anticorpos
aDEC205 ou aDEC205HIVBr8 e com os anticorpos biotinilados anti-DX5, CD3 e CD19.
Apbs duas lavagens, as células foram incubadas com um anticorpo anti-lgG de camundongo
PE e Streptavidina-APCCy7 por 30 minutos e lavadas mais duas vezes. Por udltimo, as
células foram incubadas com os anticorpos anti-CD11c APC, MHCII FITC e CD8 Pacific
Blue. Apoés lavagem, trés milhdes de eventos foram adquiridos no citdbmetro FACSCanto Il. A
analise foi realizada utilizando-se o software FlowJo (TreeStar). Primeiramente foi feito um
gate baseado em tamanho (FSC) x granulosidade (SSC). Em seguida um gate de exclusdo
das células CD3"CD19'DX5" (linfécitos T, B e NK), seguido pelo gate na populagdo duplo
positiva para os marcadores CD11c e MHCII (células dendriticas). Dentro das duas sub-
populacdes que expressam ou ndo a cadeia alfa da molécula de CD8 foi avaliada a
intensidade de fluorescéncia da marcacdo com IgG1 (PE), nos permitindo avaliar ligacdo

indireta dos anticorpos aDEC205 e «DEC205HIVBr8 as células dendriticas.
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Figura 2: Estratégia de analise para avaliacdo da proliferacdo celular e producéo de
citocinas intracelulares através de ensaio com CFSE: Camundongos BALB/c foram
imunizados e 15 dias ap0s a ultima dose, o baco de cada animal foi removido. As células
foram marcadas com a concentracdo de 1,25uM de CFSE e incubadas por 5 dias na
presenca do pool de peptideos do HIV (5uM). A proliferagcdo de linfécitos T CD4" e T CD8"
(A) foi avaliada com a estratégia de analise mostrada. Primeiramente foi feito um gate em
linfécitos baseados em tamanho (FSC) x granulosidade (SSC). Em seguida um gate nas
células CD3" (linfocitos T), seguido por gates nas populagdes CD4" e CD8". Dentro das
duas sub-populacées de linfocitos T (CD4" e CD8") foi avaliada a diminuicédo da intensidade
de fluorescéncia do CFSE, nos permitindo avaliar a proliferacao especifica induzida em cada
grupo experimental. A secrecdo de citocinas foi avaliada como mostra a estratégia de
analise mostrada na figura A. Apos definirmos os gates de linfécitos T CD4+ e T CD8+,
foram definidas, em cada sub-populacéo de linfocitos, as células que (B) secretam IFN-y,

TNF-a ou IL-2 isoladamente.
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Anexo A. Aprovacdo de Comité de Etica.
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, 23 de junho de 2016
CEUA N 4819180814

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a): Daniela Santoro Rosa

Depto/Disc: Dep. Microbiologia, Imunologia E Parasitologia. Disciplina De Imunologia

Pesquisadores associados: Victoria Alves Santos Lunardelli (unifesp); Daniela Santoro Rosa (orientador)

Titulo do projeto: "Andlise da resposta imune celular apds o direcionamento in vivo de antigenos do HIV para células
dendriticas.”,

Parecer Consubstanciado da Comisséo de Etica no Uso de Animais UNIFESP/HSP

A epidemia causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é a mais importante infecgdo emergente das Gltimas
décadas. A despeito dos avangos no conhecimento da patogenia do virus e da resposta imune frente a infecgdo, até o
momento ndo existe uma vacina eficaz contra a aquisi¢do do HIV. Diversas linhas de evidéncia indicam que anticorpos, e
células T CD4+ e T CD8+ desempenham um papel importante na imunidade contra o HIV.

Em relacdo ao desenvolvimento de vacinas baseadas na indugdo de imunidade celular, acredita-se que a geragdo de
respostas imunes amplas e funcionalmente relevantes, contra epitopos conservados de linfécitos TCD4+ (LT) e CD8+, seja
um pré-requisito essencial para novos candidatos a vacina. Nos Gltimos anos, varios estudos tem investigado o papel dos
linfécitos T CD4+ HIV — especificos no controle da replicagao do HIV-1.

Em estudos prévios, nosso grupo demonstrou que a imunizacdo de camundongos com uma vacina de DNA, codificando
epitopos para linfécitos T CD4+ do HIV-1, foi capaz de induzir resposta especifica e ampla de linfécitos T CD4+ e T CD8+.
Apesar dos resultados obtidos com essa formulagao vacinal serem bastante promissores, as vacinas de DNA apresentam
limitada imunogenicidade em animais de grande porte, incluindo humanos. Por esse motivo, nos Gltimos anos diferentes
estratégias e plataformas de produgdo de novos imunoégenos vém sendo desenvolvidas.

Nos ultimos anos, o conhecimento sobre a biologia das células dendriticas (DCs) tem permitido o desenvolvimento de
estratégias vacinais baseadas na capacidade destas células em modular as respostas imunes adaptativas. Neste contexto,
o presente projeto tem como objetivo geral produzir um anticorpo quimérico contra um receptor presente na superficie da
DC (DEC205) em fusdo com epitopos do HIV e testar sua imunogenicidade em camundongos. Dada a importancia do
direcionamento de antigenos para os linfécitos T, pretendemos avaliar se o anticorpo quimérico contendo epitopos do HIV é
capaz de induzir uma resposta imune celular especifica de elevada magnitude e amplitude. Para tal, camundongos BALB/c
serao imunizados com o anticorpo anti-DEC205 HIV na presenga de poly IC.

ANIMAIS:

Serao utilizaods:

- 60 Camundongos isogénicos BALB/c, Fémeas, idade: 8 semanas

Procedéncia: Centro de Desenvolvimento de modelos experimentais (CEDEME) - (n: 01)
Manutengdo: Biotério da disciplina de imunologia - BiDI, resgistro CEUA/UNIFESP (n:.02)

VIGENCIA DO ESTUDO:
inicio previsto para: agosto/2014 com término previsto para: julho/2015

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital S3o Paulo, na reunido de
04/11/2014, ANALISOU e APROVOU todos os procedimentos apresentados neste protocolo.

1. Comunicar toda e qualquer altera¢ao do protocolo.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel
auditoria dos 6rgaos competentes.

4. Relatérios parciais de andamento deverdo ser enviados anualmente a CEUA até a conclusdo do protocolo.
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