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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Stephanie Oliveira Diaz da Cruz

O desenvolvimento de uma vacina segura e eficiente contra o HIV é considerada uma o6tima
medida/estratégia para controlar a epidemia mundial do HIV. Este projeto visou construir e avaliar a
imunogenicidade dos virus da febre amarela recombinante da vacina 17D que expressam antigenos do
fator de infectividade viral (Vif) do virus da imunodeficiéncia simia SIVmac239. O virus da vacina da
febre amarela 17D tem sido usado como vetor de prot6tipos de vacinas por ser um imunégeno robusto
e seguro. Nosso objetivo foi avaliar virus recombinantes da febre amarela 17D que carreiam fragmentos
de genes Vif (HIV/SIV), e que foram construidos com a tecnologia do clone infeccioso e a insercao do
gene de Vif naregido intergénica E/NS1 do genoma do virus vacinal da febre amarela 17D. Verificamos
anteriormente que o virus recombinante FA/Vif 1-110 original era geneticamente instavel, perdendo
completamente o fragmento Vif 1-110 até a quinta passagem em série em células Vero. Nds alcangcamos
a estabilidade genética quando deletamos a regido N-terminal de Vif, que provavelmente estava
interferindo na replicagdo do virus da FA 17D. Chamamos de FA/Vif 42-110, o virus que sofreu a
delecdo do N-terminal, e que é geneticamente estavel. Mas também construimos o FA/Vif 1-110
variante, que possui 0 mesmo fragmento do FA/Vif 1-110 original, porém é mais estavel devido as
mudancas realizadas na plataforma de expressdo da proteina heteréloga. Incluimos nas primeiras
investigacOes de imunogenicidade, o FA/Vif 102-214 construido anteriormente. N6s hipotetizamos que
a estabilidade genética viral poderia aumentar a imunogenicidade viral. Assim, realizamos duas
imunizag¢fes em camundongos C57BL/6 com os virus FA/Vif para a avaliagdo da imunogenicidade em
relacdo a formacdo de células T de memdria contra o virus da FA e Vif, e indugdo de anticorpos
neutralizantes contra o virus da FA, gerados pelas imunizagdes. O virus FA/Vif 1-110 variante e 0
FA/Vif 42-110 se apresentaram como bons indutores de resposta celular, porém o FA/Vif 42-110
apresentou a menor média de titulo de anticorpos neutralizantes. O virus FA/Vif 102-214 apresentou
bons resultados de resposta imune celular e humoral, apesar de ndo ter sido avaliado dentro da resposta
imune celular especifica. O virus FA/Vif 1-110 variante conseguiu uma boa inducdo da resposta celular
e humoral, e o virus FA/Vif 1-110 original parece promissor segundo 0s nossos dados de resposta celular
de memoéria efetora, apesar de ter apresentado uma média baixa de titulos de anticorpos neutralizantes.
De maneira geral, os virus FA/Vif induzem diferentes bracos de resposta imune, sendo uns mais
indutores de resposta celular que humoral e vice-versa. Com os virus FA/Vif apresentando essas
caracteristicas em relacéo a resposta imune, ndo conseguimos relacionar a estabilidade genética com
imunogenicidade, mas uma estratégia promissora para abranger os dois tipos de resposta, seria 0 uso de
formulagGes virais, utilizando dois ou mais virus FA/Vif no regime vacinal.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Stephanie Oliveira Diaz da Cruz

The development of a safe and efficient HIV vaccine is considered a great measure/strategy to control
the worldwide HIV epidemic. This project aimed to construct and evaluate the immunogenicity of
recombinant 17D vaccine yellow fever viruses that express viral infectivity factor (Vif) antigens of
simian immunodeficiency virus SIVmac239. The yellow fever 17D vaccine virus has been used as a
vector for vaccine prototypes for being a robust and safe immunogen. Our goal was to evaluate yellow
fever 17D recombinant viruses bearing fragments of Vif (HIV/SIV) genes that were constructed with
the infectious clone technology and the gene insertion in the E/NS1 intergenic region of the yellow fever
17D vaccine virus genome. We verified previously that the recombinant virus YF/Vif 1-110 original
was genetically unstable, completely losing the Vif 1-110 fragment until the fifth serial passage in Vero
cells. We achieved genetic stability when we deleted the Vif N-terminal domain, which was probably
interfering in the yellow fever 17 D virus replication. We called YF/Vif 42-110 the virus that suffered
the deletion, which is genetically stable. We also constructed the virus YF/Vif 1-110 variant, which has
the same Vif fragment as YF/Vif 1-110 original but is more stable due to the changes we have made in
the heterologous protein expression platform. We have included in the first block of immunogenicity
evaluation the virus YF/Vif 102-214, constructed previously. We hypothesized if the viral genetic
stability could increase viral immunogenicity. Hence, we immunized C57BL/6 mice with two doses of
the recombinant YF/Vif viruses, to evaluate the immunogenicity through the formation of memory T
cells against the YF virus and Vif, and induction of neutralizing antibodies against YF virus, generated
by the immunizations. The YF/Vif 1-110 variant and YF/Vif 42-110 viruses were good inducers of
cellular response, but YF/Vif 42-110 showed the lowest titers of neutralizing antibody. The YF/Vif 102-
214 showed good cellular and humoral response results, although it was not evaluated for specific
cellular responses. The YF/Vif 1-110 variant induced a good cellular and humoral response, and the
YF/Vif 1-110 original virus seemed promising according to our effector memory T cell response data,
although showed low titers of neutralizing antibodies. In general, YF/Vif viruses induced different
branches of immune response, where some are better inducers of cellular than humoral response and
vice versa. With the YF/Vif viruses presenting these immune response features, we could not relate the
genetic stability with immunogenicity, but a promising strategy for addressing both types of immune
response would be to use viral formulations using two or more YF/Vif virus in the vaccination regimen.
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1. Introducéo

O desenvolvimento de uma vacina segura e eficiente contra o HIV é considerado uma
Otima medida/estratégia para controlar a epidemia mundial do HIV. Este projeto visa construir
e avaliar a imunogenicidade dos virus da febre amarela recombinante vacinal 17D, que
expressam antigenos do fator de infectividade viral (Vif) do virus da imunodeficiéncia simia
SIVmac239. O virus vacinal da FA 17D tem sido usado como vetor de protétipos de vacinas
por ser um imundgeno robusto e seguro. Testamos virus recombinantes do virus vacinal da
febre amarela 17D carreando fragmentos de genes Vif (HIV/SIV) que foram construidos com
a tecnologia do clone infeccioso, e a insercdo dos genes de Vif na regido intergénica E/NS1 do
genoma do virus FA 17D.

O conceito de expressao de antigenos SIV/HIV no virus da febre amarela vacinal 17D
foi estabelecido originalmente pelo nosso grupo de pesquisa. Foram construidos anteriormente
a este projeto de tese, virus recombinantes do virus da febre amarela 17D expressando as
proteinas de HIV/SIV Gag, Nef e Vif. Em um estudo do nosso grupo em colaboragdo com o
Dr. David Watkins da Universidade de Miami, demonstrou-se que macacos vacinados com um
regime de prime e boost com virus recombinantes FA 17D/SIV, e também recombinantes de
Adenovirus tipo 5 expressando os minigenes Vif e Nef, puderam controlar a infec¢do viral apds
desafio com o virus clonal SIV mac239, que é altamente patogénico, apresentando uma alta
frequéncia de células T CD8" dirigidos a epitopos de Vif e Nef (1). Devido a esse resultado
promissor em relacdo a resposta imune celular contra Vif, nosso grupo aprimorou a plataforma
de expressdo da proteina heter6loga, buscando a estabilidade genética desses virus
recombinantes, e objetivando a melhora da sua imunogenicidade, e construiu novos virus
recombinantes de FA 17D/Vif neste projeto de tese.

A proteina Vif é codificada pelo genoma do HIV-1 e expressa na fase tardia do ciclo de
replicacdo por um mecanismo dependente de Rev. Na célula, localiza-se predominantemente
no citoplasma, mas também é encontrada no nacleo (2) e associada a membranas celulares. Vif
é vital para neutralizar uma potente via antiviral do hospedeiro, mediada pela enzima celular
APOBEC3G ou A3G (Apolipoprotein B-editing catalitic polypeptide 3G). A replicacdo de
particulas virais produzidas na auséncia de Vif é inativada eficientemente pela A3G. Esta
enzima € um membro da familia de desaminases de citidinas (enzimas que modificam/editam
acidos nucleicos), que promove mutacfes no DNA viral gerado por transcricdo reversa,
resultando em um virion ndo competente (3). Pela sua importante funcéo, Vif € uma proteina
viral altamente expressa pela célula hospedeira infectada, ja que quando imobiliza a enzima

A3G do hospedeiro, forma um complexo que é direcionado para a degradacéo via proteossoma,
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onde ela também é degradada e os seus peptideos sdo apresentados na superficie celular por
moléculas de MHC de classe |, gerando uma resposta TCD8" Vif especifica. Essa resposta
imune celular esta relacionada com o controle da replicacéo viral (4), entretanto, mecanismos
de escape viral, promovem mutag6es nos epitopos imunodominantes de Vif, tornando dificil a
formacéo dessa resposta especifica (5).

Quando utilizamos diferentes fragmentos do gene de Vif para a construgdo dos virus
recombinantes FA 17D/Vif, podemos induzir uma resposta imune contra diferentes epitopos de
Vif, além da resposta contra o virus da FA 17D, 0 nosso vetor. Ou seja, um virus recombinante

seria capaz de induzir dois tipos diferentes de resposta imune; contra FA e Vif.

1.1.  Aepidemia global de HIV/AIDS

O HIV continua sendo um grande problema de satde pablica mundial, com mais de 35
milhdes de mortes até 0 momento. Em 2016, um milhdo de pessoas morreram por causas
relacionadas ao HIV em todo 0 mundo. Em 2018, existiam 37,9 milhdes de pessoas em todo o
mundo vivendo com HIV (6). A Africa Subsaariana € a regido mais afetada, com 25,6 (23,1-
28,5) milhdes de pessoas vivendo com HIV em 2015. A regido também é responsavel por dois
tercos do total global de novas infecc@es pelo virus (7).

No Brasil, em 2017, foram diagnosticados 42.420 novos casos de HIV e 37.791 casos
de AIDS com uma taxa de deteccdo de 18,3/100.000 habitantes (2017), totalizando, no periodo
de 1980 a junho de 2018, 982.129 casos de AIDS detectados no pais. No periodo de 2000 até
junho de 2018, foram notificadas 116.292 gestantes infectadas com HIV, das quais 7.882 no
ano de 2017, com uma taxa de detec¢édo de 2,8/1.000 nascidos vivos (8).

A distribuicao proporcional dos casos de AIDS identificados de 1980 até junho de 2018
no Brasil, mostra uma concentragdo nas regides Sudeste e Sul, correspondendo cada qual a
51,8% e 20,0% do total de casos; as regides Nordeste, Norte e Centro-Oeste correspondem a
15,8%, 6,4% e 6,1% do total dos casos, respectivamente. Nos Ultimos cinco anos (2013 a 2017),
a regido Norte apresentou uma média de 4,4 mil casos ao ano; o Nordeste, 9,0 mil; o Sudeste,
16,1 mil; o Sul, 8,2 mil; e o Centro-Oeste, 2,9 mil (8).

Medicamentos antirretrovirais eficazes podem controlar o virus e ajudar a prevenir a
transmissdo para que as pessoas com HIV, e aqueles em risco substancial, possam aproveitar
uma vida saudavel e produtiva. Exemplos disso s&o as estratégias de profilaxia de pré-exposicdo
(PrEP), disponiveis para evitar a infecgdo por HIV. Entre 2000 e 2016, o numero de novas
infeccdes por HIV caiu 39% e as mortes relacionadas ao HIV cairam em um terco, com 13,1

milhGes de vidas salvas devido a terapia antirretroviral no mesmo periodo (9).
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A populacéo infectada € dependente da terapia antirretroviral (TARV) que suprime a
replicacdo do virus, previne o desenvolvimento da AIDS e reduz o risco de transmissdo.
Entretanto, a TARV nédo é uma cura, e prover tratamento durante toda a vida dos individuos
infectados ndo é uma tarefa facil de ser atingida. Tratamentos didrios podem ser desafiadores e
levar a interrupcdo da aderéncia, resultando no aumento da carga viral e progressdo potencial
em AIDS. Além disso, um em cada dez individuos que recebem TARV, tem reportado efeitos
adversos devido a varios fatores, como as complexas interacGes entre as drogas e a sua
toxicidade (9).

Grandes progressos foram alcancados no diagndstico e tratamento, e os esforcos de
prevencdo evitaram milhdes de novas infeccdes. No entanto, o ritmo do progresso nédo
corresponde a ambicdo global. O nimero de novas infec¢des por HIV ndo estd caindo na
velocidade necessaria. Algumas regides foram abandonadas e os recursos financeiros sdo
insuficientes. Alem disso, uma em cada quatro pessoas vivendo com HIV ndo sabe que vive
com o virus, o que a impede de tomar decisdes informadas sobre prevencdo, tratamento e outros

servigos de assisténcia e apoio (10).

1.1.1. O viruse o ciclo de replicacao

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pertence ao género Lentivirus da familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae. Com base em caracteristicas genéticas e diferencas
nos antigenos virais, o HIV é classificado nos tipos 1 e 2 (HIV-1, HIV-2). Os virus da
imunodeficiéncia dos primatas ndo humanos (virus da imunodeficiéncia simia, SIV) também
sdo agrupados ao género Lentivirus. Analises epidemioldgicas e filogenéticas atualmente
disponiveis implicam que o HIV foi introduzido na populacdo em torno de 1920 a 1940. O
HIV-1 evoluiu de virus de chimpanzés da Africa Central (SIVcpz) e HIV-2 de macacos Sooty
mangabeys da Africa Ocidental (SIVsm) (11-13).

Os subtipos de HIV-1 sdo classificados com base na analise filogenética e sdo
distribuidos nos principais grupos (M), outlier (O) e ndo-M/ndo-O (N). O mais prevalente é o
grupo M, que é dividido em subtipos (Al, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J, K) e formas
recombinantes circulantes (CRFs) que séo hibridos entre diferentes subtipos. A maioria das
amostras de HIV-1 que foram testadas se enquadram em um conjunto definido de subtipos. No
entanto, um pequeno nimero de amostras de HIV-1 contém genomas com regides de multiplos
subtipos; essas formas recombinantes circulantes s@o encontradas em areas geogréaficas onde

coexistem multiplos subtipos do virus. Essas amostras hibridas sdo produtos de eventos de
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recombinacédo que ocorrem no HIV-1. No caso de dois subtipos diferentes infectarem uma Unica
célula, um virus em mosaico pode ser gerado, incluindo regides de cada um dos dois subtipos
(14). A Africa Equatorial apresenta uma grande diversidade de variantes dos grupos N e O.
Todos os subtipos do grupo M e varios CRFs co-circulam nos Camardes, na Guiné Equatorial,
no Gabao e na Republica Democratica do Congo. No Brasil, o subtipo B é o mais prevalente,
seguido pelo F, C e CRFs (15, 16).

A particula viral do HIV-1 é esférica, composta de uma membrana bicamada lipidica,
possui uma matriz proteica (composta pela proteina pl7), capsideo viral (composto pela
proteina p24), nucleocapsideo (composto pelas proteinas p7/p9), duas fitas simples de RNA
gendémico (ambas de sentido positivo, com 9,2 Kb de extensdo) e as enzimas virais

(transcriptase reversa, integrase e protease) (Figura 1.1) (17).

gpl20

Transcriptase reversa
Protease
Integrase

' Receptor de
quimiocina

Figura 1.1 - Desenho esquematico de uma particula de HIV interagindo com uma célula
hospedeira.

Estruturas do HIV: membrana lipidica, matriz proteica (constituida pela proteina p17), capsideo
(constituida pela proteina p24), glicoproteinas (no desenho; gp 120 e gp 41), enzimas (no
desenho; transcriptase reversa, protease e integrasse), RNA viral. Estruturas da célula T
hospedeira: receptor CD4 e receptor de quimiocina. Adaptado de Abbas e cols. (2012) (18).

O genoma do HIV-1 é composto por trés genes estruturais, os genes Gag, Pol e Env.
Além dos genes estruturais, 0 seu genoma contém um conjunto de genes acessorios e
reguladores que controlam a replicacdo do virus: os genes Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev e Nef (Figura
1.2) (17, 19). De modo geral, esses genes controlam a replicacdo do HIV-1, seja ativando a

transcri¢cdo do seu genoma (gene Tat), promovendo a exportagdo do RNA mensageiro viral do



nucleo para o citoplasma (gene Rev) ou potencializando a infectividade dos virions e a liberacéo

dos mesmos para fora da célula infectada (Vif e Vpu) (17, 20, 21).
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LTR

LT (Repetigdes terminais longas) Transcri¢do do genoma viral; integragdo do DNA viral no
genoma do hospedeiro; sitio de ligacdo de fatores transcricionais do hospedeiro.

Centro do nucleocapsideo e proteinas da matriz.
(Polimerase) Transcriptase reversa, protease, integrase e ribonuclease.

(Envelope) Proteinas do envelope viral (gp 120 e gp 41).

]

Q| o
i< =

=
=

(Fator de infectividade viral) Inibicdo de atividade antiviral da enzima APOBEC3G do
hospedeiro, promove replicagdo viral.

VPr || (Proteina viral R) Aumenta a infecgdo viral; promove a infecgdo nos macrofagos.

(Ativador transcricional) Necessario para o alongamento dos transcritos virais.

-

HI
<

~

a

(Regulador da expressdo génica viral) Promove a exportacdo de RNA viral com splicing
incompleto.

vpu || (Proteina viral U) Diminui a expressdo de CD4 do hospedeiro; aumenta a liberagdo do
virus da célula.

nef (Efetor negativo) Diminui a expressdo de CD4 e MHC | do hospedeiro; aumenta a
liberacdo do virus da célula.

Figura 1.2 - Genoma do HIV.
Genes do HIV e suas respectivas fungdes. Adaptado de Abbas e cols. (2012) (18).

As regides LTR (Repeticbes Terminais Longas) estdo localizadas nas duas
extremidades do genoma dos retrovirus e sdo importantes para a regulacdo da transcri¢do dos
provirus (moléculas de DNA virais produzidas por transcrigdo reversa e integradas nas células
do hospedeiro). O gene Pol, por sua vez, codifica as enzimas transcriptase reversa, protease e
integrase. Estas enzimas sdo produzidas como uma poliproteina Gag-Pol precursora que
posteriormente é processada e clivada pela protease viral. O gene Gag codifica as proteinas que
compdem o capsideo viral, uma proteina precursora de 55 kDa a qual, durante a replica¢do do
virus, é clivada pela protease viral, dando origem as proteinas p24, p17, p7 e p6 (21).

O HIV-1 infecta diferentes células como linfécitos T CD4", macréfagos e células
dendriticas. A infec¢do se inicia pela interacdo da glicoproteina de superficie gp120 ao receptor
CD4 na superficie celular, o que muda a conformacéo estrutural de gp120 e aumenta sua
afinidade pelo co-receptor CCR5 ou CXCR4, formando um complexo. Posteriormente,
mudancas conformacionais na glicoproteina transmembranar gp41 permitem que essa se insira
na membrana celular e promova a fusdo ao envelope viral. E essa fusdo que permite o acesso
do centro viral ao citoplasma (22).

Apds esta etapa ocorre o desnudamento viral, e liberacdo do genoma no citoplasma

sendo este seguido pela transcri¢do reversa do RNA viral, pela agdo da enzima transcriptase
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reversa (23). A transcricdo reversa é a capacidade de converter os genomas de RNA em DNA
dupla-fita, sendo essa uma das caracteristicas que definem os retrovirus. Durante o processo de
transcrigdo reversa, 0 DNA viral recém-formado fica associado ao complexo de transcricdo
reversa. A transcricdo reversa pode introduzir erros no genoma viral a cada ciclo de replicacao,
contribuindo para a alta diversidade genética do virus (24). O DNA viral é em seguida
transportado para o nucleo, como parte do complexo de pré-integracdo composto por proteinas
virais e celulares. No ndcleo, o DNA sera integrado ao genoma celular pela enzima integrase.
Esse DNA integrado, chamado provirus, se comporta como um gene celular que podera ser
transcrito em RNAmM, pela maquinaria celular (22).

A regulacdo da sintese de RNA é realizada pelas LTR, inseridas nas terminagdes do
DNA integrado durante a transcri¢do reversa. A regiao 5’ da LTR serve como promotora da
transcri¢do viral, enquanto a regido 3’ auxilia na poliadenilacdo do RNA transcrito. Os RNAs
transcritos sdo exportados do nicleo para o citoplasma, onde serdo traduzidos em proteinas
virais que fardo parte das novas particulas virais. As novas particulas virais séo liberadas por
brotamento e sdo capazes de infectar novas células somente ap6s o processo de maturacao. Esse
processo ocorre no meio extracelular, apos processamento proteolitico das proteinas Gag e Pol
pela acdo da protease viral (Figura 1.3) (25, 26).

Rapidamente, células T CD4" ativadas infectadas, assim como particulas virais livres,
se espalham pelo organismo. Em uma semana, linfdcitos T citotoxicos especificos contra HIV
sdo produzidos, seguido de anticorpos. Entretanto, as proteinas virais ja sofreram mutacédo e
com isso 0s virus escaparam da neutralizacdo por anticorpos. A infec¢do por HIV entdo se
perpetua de maneira crénica (27). Células como macrofagos e células dendriticas, sdo
infectadas pelo HIV, porém sdo resistentes ao efeito citopatico causado pelo virus, e como ndo
morrem, se tornam um reservatorio para o HIV (18).

Alguns virus como o HIV-1, escapam da defesa imunolégica e evoluem para infec¢do
cronica. Como conseqiiéncia, o pool de células T CD8" especificas contra o HIV persiste
durante a infeccdo e se torna disfuncional. Esse processo € chamado de exaustdo de células T
CD8", que é caracterizado por perda de diferentes funcdes, incluindo a capacidade de proliferar,
matar células alvo (expressdo de moléculas citotoxicas) e diminuicdo da producdo de I1L-2, TNF
e IFNy (28, 29). Quando as células T CD8" especificas contra o HIV foram estudadas com
relacdo as caracteristicas disfuncionais, concluiu-se que essas células na maioria dos individuos
HIV positivos, possuem polifuncionalidade pobre (30), e um fendtipo imaturo ou de maturacdo
distorcida (31).

As redes transcricionais tém sido relacionadas a exaustdo de células T CD8" ap6s
infeccdo por LCMV-13 (Lymphocytic choriomeningitis virus) em camundongos (32), e
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também células T CD8" especificas contra o HIV que expressam especificamente PD-1 (33) e
CD160 (33). Wherry e cols. observaram em modelo murino, que um perfil de exaustao apés a
infecgdo por LCMV-13 esté associado a uma relagdo inversa entre T-bet e Eomes (34, 35). Um
estudo mostrou que individuos HIV positivos ndo-progressores de longo prazo, retinham alta
expressao de T-bet nas células T CD8* HIV especificas (36).
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Figura 1.3 - Replicacéo do HIV.

Etapas da replicagdo do HIV: (1) Virion ligando-se aos receptores de CD4 e de quimiocina; (2)
Fusdo da membrana do HIV com a da célula; entrada do genoma viral no citoplasma; (3)
Transcriptase reversa medeia sintese de RNA proviral; (4) Integracdo do provirus no genoma
da célula; (5) Ativacdo da célula por citocina; transcricdo do genoma do HIV; transporte de
RNAs spliced e unspliced para o citoplasma; (6) Sintese de proteinas do HIV; montagem da
estrutura central do virion; (7) Expressao de gp120/gp41 na superficie da células; brotamento
do virion maduro. Adaptado de Abbas e cols. (2012) (18).

O gene Vif, que codifica a proteina Vif, é 0 nosso alvo de estudo como antigeno
heter6logo nos virus recombinantes de FA 17D. Essa proteina é essencial para a replicagéo do
virus em células humanas como linfécitos T CD4" e macréfagos, que sdo as principais células-
alvo do HIV, que quando infectadas pelo virus mutado HIV-1 com dele¢do de Vif (AVif),

produzem novas particulas virais ndo infecciosas (3, 37). De fato, Vif é vital para neutralizar



uma potente via antiviral do hospedeiro. Particulas virais produzidas sem Vif, sdo inativadas
pela via de resposta imune inata.

Em 2002, Sheehy e cols. descobriram que uma proteina celular é o alvo de Vif (38);
a subunidade 3G da deaminase do RNAm da apolipoproteina B - APOBEC3G ou A3G
(Apolipoprotein B-editing catalitic polypeptide 3G) inicialmente conhecida como CEM-15 (39-
41). Essa enzima é um membro da familia de deaminases de citidinas (enzimas que
modificam/editam acidos nucleicos), e o seu nome foi-lhe atribuido pela homologia
consideravel com a primeira enzima desta familia (APOBEC1) (3, 42).

A A3G e outros membros da familia, tem como alvo o DNA de fita simples gerado
por transcri¢do reversa, onde removem um grupo amina de uma citosina na cadeia negativa de
cDNA, que € convertida em uracil, levando assim a uma muta¢do guanina para adenina na fita
positiva de DNA. Essas mutacdes tém consequéncias importantes para o genoma viral, ja que
20% de todas as mutacGes resultam em stop cddons. Esses codons podem levar a uma
abundancia de proteinas truncadas no reticulo endoplasmatico, e assim manter um grande
suprimento de peptideos para a ligacdo a moléculas de MHC-I e inducéo de respostas de células
T CD8" (Figura 1.4) (43).

Ao se expressar A3G em células permissivas, essas adquirem um fenotipo néo-
permissivo, o que revelou que essa deaminase é o fator antiviral cuja expressao natural esta
restrita as células ndo-permissivas, e que permite inativar o HIV-1. Portanto, a proteina viral
Vif é crucial para proteger o virus da atividade antiviral da A3G, permitindo assim que o virus
replique em células que expressam esse fator de restricdo (3, 37).

Estudos em primatas ndo humanos sugerem que a variagdo alélica nos genes de MHC
de classe | e nas células T CD8" que se ligam aos produtos do gene de MHC de classe I, possuem
uma funcdo critica no controle da infeccdo por SIV e HIV (44, 45). Pela importancia das células
T CD8* no controle da replicagéo viral, esforcos tem sido feitos para se caracterizar epitopos
restritos a MHC de classe | associados com respostas de células T CD8" que controlam
infeccdo. Muitos laboratorios trabalharam arduamente para mapear epitopos restritos a SIV por
diferentes alelos de MCH de classe I, e identificar os epitopos associados com o controle da
viremia. Entretanto, a hierarquia da imunodominancia da reposta celular T CD8" protetora, é
complexa e a sua eficacia depende da ativacao, poténcia, fitness viral e nos alelos de MHC de
classe I expressos (4). O mapeamento dos alelos de MCH de classe | e dos epitopos que eles se
ligam no contexto dos macacos controladores de elite, tem mostrado que as células T CD8"
nesses macacos parece focar na proteina Vif de SIV. Epitopos de Vif sdo apresentados por
inimeros alelos de MCH de classe I, incluindo aqueles que estdo associados com o controle de

elite espontaneo de SIV (Mamu-B*17 and Mamu-B*08) (4).
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Figura 1.4 - Relacéo entre APOBEC3G, Vif, apresentacédo por MHC e resposta de células
T citotoxicas.

Na presenca de Vif: (A) Degradacao proteossomal do complexo Vif/A3G limita a incorporacéo
da A3G nos progenitores de virion, evitando a hipermutacdo durante a infeccdo celular
subsequente. Essa degradacdo proteossomal pode levar a um aumento da apresentacdo de
epitopos de Vif por moléculas MHC-I e a resposta Vif especifica de células T citotdxicas. A
resposta de células T Vif especifica pode ser a chave do controle da infeccdo HIV/SIV, se
alvejarem as células que evadem a atividade da AG3. Na auséncia de Vif: (B) A A3G é
incorporada nos progenitores de virion. Na infeccdo de células posteriormente, a A3G causa
mutacdes durante a transcri¢do reversa do RNA viral, que resulta na replicacdo de virus ndo
competente. Adaptado de Silver e cols. (2017) (4).

1.1.2. Patogenia

O principal alvo do HIV, sdo as células T CD4". A entrada do virus ocorre por interagdes
com o receptor CD4 e os co-receptores de quimiocinas; CCR5 ou CXCR4. Outras células
expressando CD4 e receptores de quimiocinas também estdo infectadas, como células T CD4*
em repouso, mondcitos, macrofagos e células dendriticas. A infeccdo de células independente
do receptor CD4 pelo HIV, pode acontecer em astrocitos e células epiteliais renais. Muitas
proteinas hospedeiras interagem com proteinas do HIV ou o seu DNA, para restringir ou
promover a replica¢do do virus em tipos especificos de células (46).

A transmissdo do HIV através das membranas mucosas é geralmente estabelecida por
um virus fundador, que tem propriedades fenotipicas Unicas incluindo o uso de CCR5 em vez
de CXCR4 para entrada, interagcbes com celulas dendriticas e resisténcia ao interferon-a. A
infeccdo do virus fundador é seguida por uma rapido aumento na replicacdo do HIV e, em

seguida, uma inducdo impressionante de citocinas inflamatdrias e quimiocinas, o0 que é um
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contraste gritante com a resposta inicial minima em outras infec¢fes virais cronicas, como
hepatite B ou hepatite C (46).

Nas primeiras semanas de infec¢do, os niveis de anticorpos séricos para as proteinas do
HIV normalmente ndo séo suficientemente elevados para permitir o diagnéstico de infecgédo
por ensaio imunoenzimatico (ELISA) e immunoblot, mas niveis elevados de RNA do HIV sédo
facilmente detectaveis em plasma. Durante essas primeiras semanas de infeccdo, hd uma
profunda destrui¢do de células de memdria CCR5" CD4" no tecido intestinal nas infecgbes por
SIV e HIV, mas curiosamente, sintomas gastrointestinais ndo sdo comuns durante esse periodo
da infeccdo pelo HIV (47).

A viremia geralmente diminui a medida que os sintomas de infec¢do aguda se resolvem
e um “ponto de ajuste” é estabelecido. Nos controladores de elite, os niveis de virus no plasma
sdo tipicamente abaixo dos niveis de detec¢do por ensaios comerciais (40 cépias / mL). Com a
resolucdo dos sintomas, a pessoa infectada pelo HIV pode ficar completamente sem sinais ou
sintomas de doenca, mas ainda apresentar a deplecdo progressiva das células T CD4" na
circulacdo e nos linfonodos (48). A maioria das pessoas nao apresentara um quadro de AIDS
até que a contagem de células T CD4" circulante seja de 200 células / mL ou menos. Porém, a
magnitude da viremia € um preditor incompleto do ritmo de progressdo da doenca, enquanto
marcadores de ativacdo sistémica imune sdo preditores Uteis do risco de progressdo da doenca
(49).

As complicac@es clinicas da infeccdo pelo HIV ndo tratada, tipicamente envolvem
complicagdes infecciosas ou neopléasicas, reflexivas da profunda deficiéncia da resposta imune
mediada por células T. Assim, infec¢Bes atribuidas a organismos como Pneumocystis jirovecii,
micobactérias, citomegalovirus, Toxoplasma gondii, e Cryptococcus, bem como a ocorréncia
de malignidades relacionadas a pat6genos virais como sarcoma de Kaposi, e neoplasias como
o linfoma ndo-Hodgkin; sdo comuns. Com a efetiva supressdo da replicacdo do HIV apos a
administracdo da terapia anti-retroviral, a fungdo imunologica normalmente melhora e os riscos
para essas complicacdes que ameacam a vida diminuem (48). Na era atual, e com acesso a uma
combinacéo eficaz de terapias anti-retrovirais, a sobrevida prevista do paciente infectado pelo

HIV pode se aproximar da populagdo em geral, se o tratamento for iniciado precocemente (50).
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1.1.3. Desenvolvimento de vacinas contra o HIV

Fazer com que a profilaxia pré-exposicao (PrEP) se torne mais acessivel a populacéo, e
desenvolver uma vacina contra o HIV, sdo as duas medidas chave para interromper o ciclo de
transmissdo do virus. Até o momento, entretanto, de todas as vacinas testadas em macacos
rhesus, modelo animal para HIV, somente uma foi capaz de induzir protecdo completa (sterile
immunity) contra SIV, em 50% dos macacos, apés desafio. Essa estratégia vacinal utilizou o
Adenovirus tipo 26 (Ad26) como vetor, expressando Gag, Env e Pol como priming, seguido de
um boost com a proteina de envelope gp 140 purificada (51). Em humanos, entre mais de 100
protétipos vacinais (52), a RV144 HIV de 2009, foi a Unica capaz de produzir uma protecdo
modesta de 32% e protecdo de curto prazo de 3 anos (53), enquanto todas as outras vacinas
produziram resultados negativos nos ensaios clinicos.

A HIV Vaccine Trials Network (HVTN) é a maior colaboracdo internacional
multidisciplinar financiada pelo setor publico, facilitando o desenvolvimento de vacinas para
previnir HIV/AIDS. A HVTN conduz ensaios clinicos para avaliar experimentalmente, a
seguranca e imunogenicidade das vacinas. O ensaio clinico HVTN 505 (2009 a 2013), testou
uma vacina de DNA (Gag, Env, Nef e Pol) como priming, seguida por um boost com virus
recombinantes de Adenovirus tipo 5 (Ad5) expressando Gag, Env e Pol (54). As imunizagdes
cessaram em 2013 porque os resultados iniciais mostraram que a vacina era ineficiente em
prevenir a infeccdo por HIV e diminuir a carga viral entre os participantes que se tornaram
infectados pelo virus (55).

Existem dois ensaios clinicos em andamento; HVTN 702 e HVTN 705. O HVTN 702
testa condicGes utilizadas nos ensaios da RV144 da Tailandia, porém com os imundgenos do
subtipo C para serem utilizados em uma coorte da Africa do Sul. Um boost a mais tem sido
utilizado para ajudar a manter a resposta humoral. O segundo ensaio clinico em andamento,
HVTN 705, testa o Adenovirus tipo 26 (Ad26) com quatro sequéncias mosaico da proteina
gp140 do subtipo C, seguido de um boost com a gp140 trimérica, para proteger mulheres da
Africa subsaariana de 18-35 anos (56).

Uma outra estratégia ainda nos estagios iniciais de ensaios clinicos, envolve o teste de
imunizagdes sequenciais com diferentes variantes das proteinas do HIV-1, com o objetivo de
controlar e guiar a maturacao de uma linhagem de anticorpos através da geracdo de anticorpos
amplamente neutralizantes (bNADbs). Ainda podemos citar as outras abordagens que seréo
utilizadas, que envolvem adjuvantes alternativos ou formulagdes inovadoras, utilizando
nanoparticulas e lipossomos, assim como imunizagédo intranasal para aumentar a imunidade de

mucosa (57).
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Virus recombinantes expressando antigenos do HIV tem sido utilizados nos estudos de
protétipos vacinais; como o Adenovirus tipo 5 (Ad5) no STEP trial (HVNT 504), Adenovirus
tipo 26 (Ad26) no ensaio clinico HTNV 705, e canarypox no RV144. O virus vacinal da FA
17D também tem sido utilizado como vetor para proteinas heterélogas do HIV/SIV. Estudos
em macacos rhesus tém demonstrado que esse vetor € um bom indutor de resposta imune celular
contra o SIV, sendo preferencialmente utilizado como prime em regimes vacinais (58, 59). A
combinacéo de diferentes vetores vacinais em regimes prime e boost, que estimulem respostas
imunes potentes tanto celular quanto humoral é uma estratégia promissora para 0
desenvolvimento de uma vacina eficaz. No entanto, o antigeno ideal a ser expresso por tais
vetores ainda necessita maiores esclarecimentos.

O emprego de vetores virais no desenvolvimento de novas vacinas recombinantes é
fundamentado nas boas caracteristicas de protecdo e imunogenicidade de vacinas vivas
atenuadas comerciais, a partir das quais estas plataformas virais de expressao sdo originadas.
Neste sentido, a vacina FA 17D (VFA 17D) € considerada uma das mais eficazes disponiveis
no momento. Diferentes abordagens técnicas sao possiveis baseadas no uso da plataforma de
expressao do genoma do virus FA 17D e variardo de acordo com o antigeno a ser expresso. As
plataformas virais desenvolvidas até recentemente ndo permitiam a introducdo de sequéncias
heter6logas maiores que 50 pb, sem o0 comprometimento da estrutura e replicacdo do virus. Em
funcdo disto, nosso grupo desenvolveu uma nova abordagem que permite a expressdo de
cassetes proteicos na regido intergénica E/NS1. Até o momento, foram obtidos por esta
metodologia virus FA 17D um fragmento de 120 aminoacidos da proteina Asp-2 de
Trypanosoma cruzi, virus recombinantes para fragmentos dos genes Gag, Vif e Nef de SIV, os
fragmentos 19 kDa da proteina MSP-1 de Plasmodium falciparum e P.vivax e o antigeno de
cancer testicular NY-ESO-1.

1.2. Avacinada febre amarela 17D

Em 1901, Walter Reed comprovou a etiologia viral da febre amarela e sua transmisséo
através de mosquitos, como postulado anteriormente pelo pesquisador cubano Carlos Juan
Finlay (60, 61). Em 1927, Adrian Stokes isolou pela primeira vez o agente causador da febre
amarela, a partir do sangue de um individuo infectado, um africano chamado Asibi. A cepa
viral resultante deste isolamento, que recebeu 0 mesmo nome, é utilizada até hoje em diversas
pesquisas e possibilitou o desenvolvimento de uma forma mais eficaz de combate a doenca:

uma vacina (62). Apos o estabelecimento da cepa viral Asibi por Stokes e cols. (1928) e de uma
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cepa francesa no mesmo ano, iniciaram-se as pesquisas na busca de uma vacina na Inglaterra,
nos Estados Unidos, no Oeste da Africa e no Brasil (63).

Max Theiler em 1937 (64, 65) foi capaz de atenuar empiricamente o virus selvagem,
isolado por Adrian Stokes (66), desenvolvendo entdo a vacina contra febre amarela constituida
pela cepa viva atenuada, chamada de 17D. Theiler submeteu esta cepa selvagem a 18 passagens
consecutivas em tecidos embrionérios de camundongo, 58 passagens em tecido embrionario de
galinha e 128 passagens em tecidos embrionarios de galinha denervados na tentativa de reduzir
0 neurotropismo viral. Testes em animais demonstraram que apds as passagens seriadas em
diferentes sistemas de cultivo, o virus havia perdido o viscerotropismo, 0 neurotropismo e a
capacidade de se replicar em mosquitos (67).

Desta linhagem viral atenuada foi feito cultivo seriado neste ultimo sistema, dando
origem a linhagem 17D na passagem 180, que foi posteriormente passada independentemente
produzindo as subcepas 17DD e 17D-204 nas passagens 195 e 204, respectivamente. A cepa
17DD foi novamente cultivada até a passagem 243 e sofreu mais 43 passagens em embriGes de
galinha para chegar ao lote semente vacinal (passagem 286) utilizado para a producdo da vacina
no Brasil (68), Bio-Manguinhos/Fiocruz. A cepa 17D 204 foi passada novamente e deu origem
a cepa Colémbia 88, que originou as cepas atualmente utilizadas para a producéo de vacinas na

Franca (passagem 234) e nos Estados Unidos (passagem 235) (Figura 1.5) (69-71).
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Figura 1.5 - Linhagens da vacina FA 17D e subcepas derivadas, considerando somente a
producéo atual de vacinas 17D.

Subcepas 17DD, 17D-204 e 17D-213 estdo mostradas nas linhas em azul, verde e marrom,
respectivamente. (S1) Lote semente primario; (S2) Lote semente secundario; (V) Lote final da
vacina. Monath (2013), OMS (2010) (72, 73).
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A Ultima grande epidemia urbana em territorio brasileiro ocorreu em 1929 na cidade do
Rio de Janeiro. Ja os Ultimos casos urbanos reconhecidos foram reportados no municipio de
Sena Madureira, no Estado do Acre e ocorreram em 1942. A necessidade de controlar tdo grave
problema de salude publica acelerou as etapas de ensaio clinico e, tdo logo foi constatada sua
capacidade imunogénica, a nova vacina foi testada em 100 voluntarios humanos da Fundacao
Rockefeller, em Nova York (74).

Em janeiro de 1937 a vacina foi trazida ao Brasil por Hugh H. Smith para a realizacdo
de pesquisas posteriores. Em mar¢o daquele ano, passou a ser fabricada no Instituto Oswaldo
Cruz, hoje Bio-Manguinhos e, nesse mesmo ano, foi usada pela primeira vez em larga escala
no Municipio de Varginha, em Minas Gerais, estendendo-se posteriormente para outros
municipios recém-afetados pela febre amarela silvestre. Em seis meses foram vacinadas 38.077
pessoas (75, 76). Essa campanha foi um marco em termos de logistica, registro, controle e
técnicas de vacinacdo em grande escala (77).

Atualmente a vacina contra febre amarela é produzida por 6 centros: Instituto Pasteur
em Dakar, no Senegal; Sanofi Pasteur, nos Estados Unidos e na Franca; Federal State Unitary
Enterprise of Chumakov, na Russia; Beijing Tiantan Biological Products Co. Ltda., na China;
e Bio-Manguinhos (Fiocruz), no Brasil. Este ultimo representa 0 maior produtor mundial e o
unico a utilizar a subcepa 17DD. A vacina é produzida através do sistema de lote semente para
assegurar sua estabilidade genética e seguranca. Cada lote semente é submetido a testes de
neurotropismo e viscerotropismo em primatas antes de ser liberado para a populagdo (78).
Estima-se que mais de 540 milhGes de doses da vacina 17D ja tenham sido aplicadas em todo
o mundo, mostrando excelentes niveis de seguranca e eficacia. Esta tem sido considerada uma
das mais seguras e eficientes vacinas desenvolvidas até hoje. Devido ao grande sucesso desta
vacina, Max Theiler venceu o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina, em 1951 (79).

A comparacgdo entre todas as sequéncias completas de genomas dos virus vacinais
derivados da cepa 17D (em um total de 13, sendo 9 derivados de 17D 204 e 4 de 17DD)
atualmente disponiveis, mostram uma homologia de 99,2% entre eles. Um total de 84 mudancas
nucleotidicas foram observadas ao longo destes genomas, das quais 29 resultaram em mudancas
de aminoécidos, principalmente localizadas na proteina de Envelope (E) (70). Em relacéo as
bases da atenuacgéo/viruléncia destas cepas, comparando-se 0s genomas da cepa selvagem Asibi
com os de 17D 204, 17DD e 17D 213 (uma outra cepa vacinal obtida por passagens adicionais
da cepa 17D 204 livre de leucovirus) demonstraram que havia 48 muta¢Ges comuns aos Vvirus
vacinais e que ndo existiam no virus Asibi, e que, portanto, poderiam estar relacionadas a

atenuacéo (80).
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Em 1988 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendou a inclusdo da vacina de
febre amarela nos programas de imunizagao de rotina para criangas a partir de 6 meses de idade
nos paises com risco da doenca e iniciou campanhas de vacina¢do em massa, recomendando a
vacinacdo a cada 10 anos (81). Ap6s um encontro do “Strategic Advisory Group of Experts on
Immunization”, em 2013, a OMS determinou que nao ¢ necessario revacinagao de individuos
imunocompetentes (82), devido a diversos estudos que constataram que uma unica dose da
vacina pode conferir protecdo por toda a vida (83). Entretanto, esta definigdo ainda é
contraditdria, pois ja foi demonstrado que em alguns individuos vacinados o nivel de anticorpos
neutralizantes contra febre amarela pode se tornar indetectavel. Nestes casos, uma segunda dose
desta vacina poderia trazer beneficios (84, 85).

Como medida de emergéncia, a dose fracionada da vacina da febre amarela ja foi
utilizada em campanhas de vacinacdo em massa para ajudar a controlar possiveis surtos em
casos onde o fornecimento de vacina € limitado. A medida foi adotada como estratégia para
controlar os surtos de febre amarela em Angola e na Republica Democréatica do Congo. Em
2016, o Grupo Consultivo Estratégico de Especialistas da OMS (SAGE) sobre Imunizagdo
revisou evidéncias existentes e concluiu que o fracionamento da vacina produzida em Bio-
Manguinhos/Fiocruz na proporcdo de um quinto da dose padrdo poderia ser uma opg¢éo segura
e eficaz para o controle de surtos urbanos em situac@o de escassez de vacina.

A dose fracionada é uma parte da dose padrdo da vacina da febre amarela, que confere
protecao similar. Estudos mostram que a vacina de febre amarela, administrada até com um 1/5
da dose padrdo € segura e fornece imunidade a doenca. Dessa forma, o principio de eficacia
mantém-se 0 mesmo. Estudos recentes de duracdo da imunidade com a vacina de febre amarela
de Bio-Manguinhos/Fiocruz sustenta a protecao similar a dose padréo e dao suporte a proposta
de fracionamento da dose da vacina, demonstrando que a proporcdo de soroprotegidos é
semelhante a da dose padréo, por pelo menos oito anos (86-88).

Os efeitos adversos da vacina FA 17D sdo raros. As taxas desses eventos pos-
imunizagdo, com algum comprometimento de figado, rins ou sistema nervoso, levando a
hospitalizacdo, estdo entre 0,4 e 0,8 para cada 100 mil pessoas vacinadas. O risco é maior para
pessoas com mais de 60 anos e pessoas imunocomprometidas (que sé devem ser vacinadas ap0s

avaliagéo de risco-beneficio) (89).
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1.2.1. Resposta imunoldgica ao virus da febre amarela vacinal 17D

A vacina contra febre amarela é considerada uma das mais eficazes vacinas
desenvolvidas até hoje, promovendo, com apenas uma dose, protecdo em mais de 90% dos
individuos vacinados (90). O correlato de protecdo é a presenca de anticorpos neutralizantes,
mensuraveis pelo teste de neutralizacdo por reducédo de placas de lise (PRNT, do inglés plaque
reduction neutralization test) (91). A producéo de anticorpos neutralizantes é rapida, iniciando-
se a partir de 7 dias p6s-vacinacao, e pode proteger por mais de 40 anos ou por toda a vida (84,
92). O mecanismo de inducéo desta rapida e duradoura resposta imune tem sido intensamente
estudado e evidéncias apontam para a importancia de uma forte estimulacdo da resposta imune
inata como responsavel pela inducdo da robusta resposta imune adaptativa humoral e celular
(Figura 1.6) (93).

A vacinacdo com o virus FA 17D resulta em uma infec¢éo viral aguda, onde a replicacéo
viral tem o seu pico em 5 a 7 dias e é indetectavel no dia 14. Anticorpos neutralizantes IgM séo
rapidamente induzidos e tem o seu pico em 2 semanas antes de declinar, mas persistem por pelo
menos 18 meses. Anticorpos neutralizantes 1gG sdo produzidos mais lentamente e podem
persistir por até 40 anos. A resposta de células T CD8* aparece rapidamente apds a imunizacao,
com o pico em 15 dias e declina chegando a niveis perto do normal no dia 30, e ocorre uma
rapida resposta de células T CD4* com uma mistura de T helper 1 (Tul) e T helper 2 (Tn2)
(94-96) (Figura 1.6 A).

A replicacdo viral induz uma forte resposta imune inata nas primeiras duas semanas
poés-vacinacdo, com ativacdo de diferentes subtipos de células dendriticas (mieloide e
plasmocitoide) através de multiplos receptores de reconhecimento de patdgenos como
receptores tipo-Toll (TLRs), RIG-I (gene indutor de &cido retindico-1) e MDADS (gene associado
a diferenciacdo de melanoma-5). A estimulacdo através de multiplos TLRs resulta em uma
resposta imune balanceada Thl e Th2 (94, 97). A estimulacdo de TLR de células dendriticas
plasmocitoides induz a ativacdo da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR;
também conhecido como FRAPL), e os seus mediadores downstream; proteina ribossomal S6
quinase beta-1 e beta-2, que medeiam a fosforilagdo do fator de regulacdo 7 de interferon
(IRF7). Esse evento leva a inducao de interferons tipo I (IFNs), como o IFN-a, que ativa células
T CD8" (93, 98) (Figura 1.6 B).
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Figura 1.6 - Resposta imune ao virus FA 17D.

(A) Picos de resposta imune celular e humoral ap6s imunizacdo com o virus FA 17D; (B)
Reconhecimento do virus FA 17D através de multiplos receptores Toll-like, resultando em uma
resposta imune Thl e T2 balanceada. Adaptado de Pulendran (2009) (93).

A imunidade inata é responsavel pelo controle inicial da infecgdo pelo virus da febre
amarela e induz imunidade adaptiva celular T e B com a formacéo de células de memria (99).
Martins e cols. estudaram 10 individuos saudaveis que foram vacinados com o virus FA 17DD.
Ativacao de neutréfilos foi observada com aumento de expressdo de CD28 nos dias 7 e 15 pos-
vacinacdo, e aumento de expressdo de CD23 no dia 30 pos-vacinagao. Eosindfilos também
foram ativados com aumento de expressdo de CD28 e antigeno leucocitario humano (HLA)-
DR no dia 30 pds-vacinagdo. No dia 7, houve um aumento na frequéncia de mondcitos ativados
(CD14* CD16"9"), e no dia 7 e 15 de mondcitos pro-inflamatdrios (CD14* CD16* HLA-DR*™).
Células natural killers (NK) ativadas (CD3"CD16 CD56") diminuiram no dia 7, provavelmente
como resultado de um efeito regulatorio, que também se manifestou em aumento da expressao

de receptor de IL-10 nos dias 15 e 30 pds-vacinagéo (99).

18



A ativacdo e modulacdo do sistema imune pela resposta inata ocorre simultaneamente,
como indicado pela correlacdo positiva entre os niveis de neutrofilos CD28 e expressdo do
receptor de 1L-10. As células NK possuem um papel central na resposta inicial ao antigeno da
vacina, controlando viremia e contribuindo para a maturacdo de células dendriticas. Essas
células sao responsaveis pelo aumento da expressdo de receptores Toll-like 3 e 9 na presenca
de IL-12; e adicionalmente, depois do contato com a vacina FA 17DD, ocorre um aumento na
expressdo de CD38 e CD16 na superficie das células NK, o que caracteriza a intensificacdo de
atividade citotoxica (100).

Campi-Azevedo e cols. compararam o perfil de citocinas produzidos pelas células da
imunidade inata depois da imunizac¢do em criangcas com os virus FA 17D-213/77 e FA 17DD.
Um perfil proeminente pro-inflamatorio com altos niveis de IL-2 e TNF-a produzidas por
neutrofilos e monacitos foi observado com a vacina FA 17DD. Enquanto a vacina FA 17D-
213/77 apresentou um perfil com tendéncia regulatéria, com alta expressdo de IL-4 e I1L-10 por
neutrofilos (101).

Com relacdo a inducdo de resposta adaptativa celular, a vacina FA 17D é considerada
como potente indutora de resposta imune de célula T CD4" como T CD8*, particularmente
contra proteinas estruturais (102, 103). Também no estudo de Martins e cols., foi demonstrado
que individuos saudaveis quando submetidos a imunizacdo com a cepa 17DD, apresentam
inicialmente ativacdo das células T CD4" (sete dias apds imunizagdo), produzindo citocinas
Tw1, sendo relacionadas com maiores niveis de anticorpos neutralizantes; seguida pelas células
CD19" (linfécitos B), que sdo ativadas 15 dias ap6s imunizacéo e, por tltimo, as células T CD8*
(ativadas 30 dias ap06s a vacinacgdo) (102). No sétimo dia pds-vacinacdo, também é possivel
encontrar células T especificas que produzem IL-4, o que é condizente com a capacidade do
virus vacinal FA 17D, de induzir perfis mistos de citocinas, consequéncia de seu
reconhecimento via multiplos receptores Toll-like (94, 96, 102, 104).

Os estudos acerca da imunidade conferida pela vacina 17D apontam que Sdo 0s
anticorpos neutralizantes, produzidos principalmente contra a proteina de envelope (E), os
responsaveis pela protecdo dos hospedeiros expostos a infeccdo natural e apontam o fator
transcricional TNFRSF17 como 100% preditor da producgéo de anticorpos neutralizantes contra
0 virus (92). Anticorpos contra a proteina ndo estrutural NS1 também parecem ser capazes de
mediar a protecdo em camundongos e macacos (105, 106).

Células T CD8" humanas que respondem ao virus FA 17D, reconhecem epitopos das
proteinas E, NS1, NS2B e NS3. Um estudo em humanos confirmou o aumento de células T
CD8" efetoras ap6s a imunizagdo com o virus FA 17D, onde eles monitoraram a expressao dos

marcadores de ativacdo CD38, HLA-DR e Ki67, e a diminuicao da expressdo da proteina BCI-
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2 nas células T no sangue periférico. O pico da resposta T CD8" foi observada no dia 15 pds-
imunizagdo, quando 4-13% das células T CD8" periféricas co-expressaram CD38 e HLA-DR.
A imunizacdo induziu expansdo massiva da populacdo de células T CD8" ativadas, que
diminuiu ap6s 15 dias, retornando a niveis normais no dia 30 pds-imunizacdo, e nesse ponto,
as células perdem o fendtipo efetor, com a reducédo da expressédo de Ki67, e se diferenciam em
células de memdria expressando BCL-2, CD127 e CD45RA (93).

As células T CD8" de memoria humanas sdo classificadas de acordo com a expressdo
de CD45RA e CCR7, em células de memdria central (CD45RA™ CCR7%), de memoria efetora
(CD45RA™ CCR7") e células efetoras terminalmente diferenciadas (CD45RA* CCR7°). As
células T CD8" possuem varias funcgdes, inclusive a de acdo citotoxica direta e secrecdo de
citocinas antivirais, como IFN-y, TNF-a, IL-2 e proteina inflamatdria de macréfago (MIP-1a)
(107). A funcdo citotdxica se da pela acdo das moléculas perforina e granzima A e B (107).
Essas células adquirem potencial citotoxico no dia 12 pés-imunizacdo, que continua até 6
meses. Adicionalmente, uma Unica dose da vacina é capaz de gerar células T CD8" de memoria
por 5-10 anos, independente da reexposic¢ao aos antigenos virais (108).

Os niveis das citocinas regulatorias aumentam gradualmente, com pico no dia 30 pos-
imunizacdo (IL-4 e IL-5; a exce¢do € a IL-10, que aumenta no dia 3 e declina no dia 5, e
apresenta outro aumento entre os dias 6 e 7). O declinio dos niveis de IL-10 durante o pico de
viremia permite o desenvolvimento e maturacdo das células apresentadoras de antigenos e
aumenta a expressao de moléculas MHC (109).

Uma Unica dose da vacina FA 17D induz amplo espectro de resposta imune, incluindo
resposta T citotoxica, um perfil balanceado Tr1l e TH2, e anticorpos neutralizantes que podem
persistir por mais de 30 anos. O mecanismo de protecdo esta diretamente relacionado aos

anticorpos neutralizantes, apesar das células T citotdxicas também serem importantes (110).

1.2.2. O uso do virus vacinal da febre amarela 17D como vetor de epitopos heterologos

O virus vacinal da FA 17D e uma das vacinas mais bem-sucedidas ateé a presente data.
Possui uma metodologia de producdo bem definida e eficiente, com controle de qualidade com
testes de neuroviruléncia em macacos, induz imunidade por até 35-40 anos, tem baixo custo e
é dose Unica. Com essas caracteristicas, esse virus se tornou interessante para ser utilizado com
vetor de expressdo de antigenos heterdlogos, o que pode levar ao desenvolvimento de novas

vacinas (111).
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1.2.2.1. Virus quiméricos de FA 17D

Para o desenvolvimento de novas vacinas baseadas no virus da FA 17D como vetor, é
necessario compreender o seu genoma. Esse consiste em uma fita simples positiva de RNA com
aproximadamente 11 kb de comprimento, codificando uma Unica poliproteina precursora. Essa
poliproteina é processada por proteases celulares e virais, gerando as proteinas estruturais virais
que compde a particula viral, nomeadas de capsideo (C), membrana (M) e seu precursor (prM),
e envelope (E). Além das proteinas ndo estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5, que possuem diferentes func¢des na replicacédo viral (112).

O desenvolvimento da tecnologia do clone infeccioso permitiu a manipulacédo genética
de virus para a introducdo de modificacBes génicas, delecdes ou insercdes de novos genes. A
primeira abordagem desenvolvida para a utiliza¢do do virus FA 17D como vetor foi a troca dos
genes que codificam as proteinas prM e E pelos genes das mesmas proteinas de outros
flavivirus, utilizando-se assim o arcabouco atenuado do virus da febre amarela para induzir
anticorpos para o outro flavivirus em questdo (Figura 1.7) (111, 113). Os genes do virus da FA
17D prM e E foram substituidos pelos genes correspondentes do virus da encefalite japonesa
(JEV), do virus do Oeste do Nilo (WNV), dos virus da dengue (DENV) e outros. Essa
abordagem foi possivel, em parte, pela similaridade dos genes dos flavivirus e também porque
as proteinas codificadas por esses genes sdo funcionalmente essenciais para a proliferacédo
(114). O desenvolvimento destas vacinas quiméricas s6 foi possivel gracas a obtencdo de
plasmideos contendo o genoma inteiro do virus FA 17D. Estes plasmideos puderam ser
manipulados e transcritos in vitro, gerando RNAs virais infecciosos, que apos transfectados em

células suscetiveis, permitiam a recuperacdo de particulas virais integras (115).
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Figura 1.7 - Representacdo esquematica de um virus quimérico de FA 17D como vetor
carreando genes de envelope de um outro virus.

As sequéncias que codificam as proteinas prM e E do virus alvo da vacina séo inseridos no
genoma de FA 17D, substituindo os genes prM e E originais, resultando em uma particula viral
quimeérica coberta pelas proteinas de envelope heterdlogas (vermelho). Heinz (2012) (113).

Chambers e cols. (116) em 1999 construiram um virus quimérico contendo as proteinas
de envelope da cepa atenuada SA14-14-2 do virus da encefalite japonesa (JEV) e o restante do
genoma do virus FA 17D, que foi desenvolvido como vacina por Guirakhoo e cols., que também
foram os primeiros a construirem o virus quimérico FA 17D com o gene de envelope do virus
da dengue tipo 2 (DENV-2) (117). Nosso grupo também investigou o potencial vacinal de virus
quiméricos de FA 17D e DENV, demonstrando a sua capacidade de inducdo de anticorpos
neutralizantes em modelo murino e primatas ndo-humanos, e que esses virus exibem maior grau
de atenuacdo que o FA 17D (118-120).

Uma vacina quimérica contra o virus da encefalite japonesa (JEV) foi desenvolvida
pela Sanofi Pasteur, utilizando o virus da FA17D como vetor, substituindo os genes que
codificam as proteinas prM e E pelos genes do virus da Encefalite Japonesa
(ChimeriVax/Imojev). Estudos clinicos revelaram excelente imunogenicidade sem problemas
com a seguranca e a vacina foi entdo licenciada na Austrélia (111, 121, 122).

A Sanofi Pasteur também desenvolveu a vacina ChimeriVax-DEN, contendo proteinas
de envelope do virus da dengue no virus da FA 17D como vetor, em uma formulacdo
tetravalente contendo virus quiméricos para cada sorotipo de dengue, também chamada CYD-
TDV. Esta vacina demonstrou altos niveis de imunogenicidade e seguranca nos testes clinicos
de fase | e Il e encontra-se atualmente em fase I1l. Porém, estudos clinicos de fase 1lb e 111
realizados na Asia e América Latina reportaram que apesar de boa protec&o contra 0s sorotipos
1, 3 e 4, a vacina apresentou limitado grau de protecdo para o sorotipo 2, 0 mais prevalente
(123, 124). Posteriormente, depois de uma avaliacdo dos dados de ensaios clinicos, a Sanofi
alertou em 29 de novembro de 2017, que a vacina pode aumentar o risco de dengue severa, em

circunstancias especificas. Em individuos soronegativos antes da imunizagéo, a vacina parece
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aumentar o grau de severidade da doenca, em uma infeccdo posterior pelo virus da dengue
(125).

Utilizando a mesma plataforma das vacinas ChimeriVax, onde os genes prM e E do
virus da FA 17D séo substituidos por genes heter6logos, a Sanofi Pasteur estd desenvolvendo
a ChimeriVax-Zika, onde os resultados em modelo murino ja foram publicados em 2018. Os
os autores concluiram que esse candidato vacinal é altamente atenuado, mantendo forte
imunogenicidade e habilidade de se replicar em células Vero, e sugerem que a proxima etapa
sera avaliar a vacina em outros modelos animais, como primatas ndo-humanos, e que
posteriormente sera avaliada se estd apta para estudos clinicos em humanos e producdo em

escala comercial (126).

1.2.2.2. Virus recombinantes de FA 17D

A segunda abordagem do uso do virus FA 17D como vetor foi a insercdo de sequéncias
pequenas codificando epitopos de antigenos no seu genoma, em sitios intragénicos ou
intergénicos (Figura 1.8). O sistema vetorial com esse virus, também foi desenvolvido para a
expressdo de fragmentos maiores de genes, onde trés alternativas de expressao de polipeptideos
foram estabelecidos: (1) a insercdo de genes heter6logos na regido intergénica E/NS1, (2)

insercdo no gene de capsideo (C), e (3) a criacdo de moléculas bicistronicas de RNA viral (114).
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Figura 1.8 - Insercao de sequéncias heterologas no genoma do virus FA 17D.

Arranjo topolégico das proteinas do virus FA 17D e as regides em que foi possivel expressar
sequéncias heterologas, indicadas pelas setas vermelhas. No lado citoplasmatico, as proteinas
virais sdo processadas pelo complexo proteolitico NS2B/NS3 (setas brancas), e no lado do
reticulo endoplasmatico pelas peptidases sinal, furina, e proteases desconhecidas que clivam o
carboxi-terminal de NS1. Adaptado de Bonaldo e cols. (2014) (114).
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McAllister e cols. (2000) foram os primeiros a utilizar a abordagem de expressao de
epitopos pequenos no vetor FA 17D (127). Nesse estudo, um epitopo pequeno imunodominante
de células T citotoxicas de ovalbumina (SIINFEKL) foi expresso na jungdo dos genes NS2B e
NS3. Entretanto, a sequéncia heter6loga clonada nas juncdes de NS2A-NS2B, NS3-NS4A, e
NS4A-NS4B ndo permitiram a recuperacgdo de virus viavel. A mesma estratégia de clonagem
foi empregada em um outro estudo, para expressar epitopos de células T CD8" de Plasmodium
yoelli (128). Esse estudo demonstrou que os virus recombinantes de FA 17D protegeram 0s
camundongos imunizados contra desafio letal com o parasita da malaria. Porém, em dois
estudos de Nogueira e cols. (2011 e 2013), que avaliaram a capacidade de diferentes
recombinantes de FA 17D em induzir resposta imune protetora contra o0 protozoario
Trypanosoma cruzi, expressando epitopos TEWETGQI de ASP-2 (proteina?2
de superficie de amastigotas) entre NS2B e NS3, houve somente protecdo parcial depois do
desafio com T.cruzi (129, 130).

Uma outra estratégia onde se utiliza o virus FA 17D como vetor para antigenos
heterélogos, é a expressao de epitopos na proteina E. Nosso laboratorio inseriu um epitopo
imunodominante para células B, de uma proteina de superficie do protozoario Plasmodium
falciparum no loop fg da proteina E do virus FA 17D. Uma das maiores preocupacdes em se
inserir epitopos na proteina E, é o fato dela ser o alvo principal para a resposta de neutralizacdo
humoral. Ela possui epitopos de hemaglutinagdo e neutralizagdo, e medeia reconhecimento
celular por receptores e a entrada na célula. Contudo, o loop fg da proteina E esta localizado no
dominio I, distante do dominio I1l, onde se localiza o receptor de reconhecimento celular, e
por isso, ndo alteraria sua atenuacdo para humanos e macacos (131). A expressdo de epitopos
na proteina E é uma abordagem interessante, ja que essa proteina induz resposta imune
dominante de MCH de classe I e Il (103, 132, 133).

Uma das possibilidades de expressar sequéncias heterélogas mais longas, em geral até
2 kb, no genoma do virus FA 17D, consiste na insercdo entre os genes que codificam as
proteinas E e NS1. Essa estratégia se deve ao fato de que na organizacdo genémica de flavivirus,
a regido intergéncia E/NS1 representa a mudanca funcional de genes estruturais e nao
estruturais, e por isso, inser¢des heterdlogas longas podem ser mais bem acomodadas nessa
regido, induzindo menores distdrbios no ciclo viral, em relagdo a outros sitios. O primeiro gene
a ser inserido com esta metodologia foi o da proteina fluorescente EGFP (enhanced green
fluorescent protein).

Em uma primeira abordagem, os primeiros 9 aminoacidos da proteina NS1 foram
duplicados no C-terminal da proteina heteréloga, garantindo assim a clivagem adequada pela

peptidase sinal celular presente no lumen do reticulo endoplasmatico. Além disto os ultimos
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100 aminoécidos da proteina E, referentes a haste ancora (HA) completa, foram duplicados na
extremidade N-terminal do inserto para garantir a correta topologia de membrana da
poliproteina precursora e mantendo assim o peptideo sinal de translocacdo da proteina NS1
(Figura 1.9). Estes motivos foram fusionados a proteina heteréloga para que a poliproteina viral
fosse corretamente expressa e processada, além de permitir a correta localizacao das proteinas

virais ao longo da membrana do reticulo endoplasmatico.
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Figura 1.9 - Esquema da expressdo de genes heterdlogos inseridos entre os genes das
proteinas E e NS1 de FA 17D.

Topologia dos elementos haste-ancora (H1, CS, H2, TM1 e TM2) da proteina E e C-terminal
da NS1 duplicados, flanqueando a proteina heteréloga, em relagdo a membrana do reticulo
endoplasmatico durante a sintese da poliproteina precursora viral. As setas azuis indicam 0s
sitios de clivagem pela peptidase sinal celular no limen do reticulo endoplasmético. Adaptado
de Bonaldo e cols. (2007) (134).

Nosso grupo construiu e regenerou virus da FA 17D e FA 17D/DENV-4 expressando o
gene da proteina fluorescente EGFP, entre E e NS1; metodologia que gerou uma patente em
outubro de 2005 (134). Os virus foram caracterizados quanto a expressao do inserto heterélogo,
estabilidade genética e imunogenicidade. Durante o estudo foi demonstrado que a proteina
heterologa ficava retida no reticulo endoplasmatico, porém esta construcdo gerou virus
recombinantes estaveis até pelo menos a décima passagem em cultura de células Vero e capazes
de induzir producdo de anticorpos especificos para o virus FA e para a GFP. Apesar de
alcancado aceitavel grau de estabilidade geneética, estes virus recombinantes apresentavam
cinética de replicacdo mais lenta que o virus parental, 0 que poderia comprometer sua
imunogenicidade. O desenvolvimento desta metodologia permitiu o estabelecimento de uma
colaboracdo com o grupo do Dr. David Watkins, hoje na Universidade de Miami, para utilizar
0 virus da FA 17D como vetor de genes do HIV. Virus recombinantes do virus FA 17D

expressando proteinas do virus da imunodeficiéncia simia (SIV) foram construidos e avaliados
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guanto a sua imunogenicidade em camundongos e macacos rhesus (Macaca mulatta) (secédo
1.2.3).

Com o objetivo de alcangar maiores taxas de replicacdo viral e maior grau de
estabilidade genética dos virus recombinantes, nosso grupo realizou as seguintes alteracfes na
metodologia para o uso do virus FA 17D como vetor de insertos heterélogos: 1) substituicao
do plasmideo E200 utilizado para geracdo do molde de cDNA pelo plasmideo pG1/2, por sua
maior semelhanca genética ao virus parental FA 17DD (135); 2) redu¢do do tamanho da haste
ancora (HA) introduzida na proteina recombinante; 3) substituicdo da HA da proteina
recombinante por uma sequéncia homéloga de outro flavivirus, no caso, a HA da proteina E do
DENV-4. Estas modificacfes na estrutura do vetor deram origem ao que denominamos
plataforma | de expresséo.

O tamanho do inserto € um fator importante para a estabilidade genética dos virus
recombinantes (136). Além disto, insertos maiores tendem a retardar o ciclo replicativo viral.
Baseado nestas observacdes, nosso grupo experimentou reduzir o tamanho da HA duplicada no
C-terminal da proteina recombinante. Para isto, foram deletados os dominios H1 e CS da HA,
mas mantidos os dominios H2, TM1 e TM2, pois estes seriam considerados essenciais para a
estabilidade estrutural da proteina heterdloga durante a sintese e processamento da poliproteina
precursora viral (137). Além disto, a diminuicdo da identidade genética entre as por¢des HA
duplicadas no virus recombinante também foi adotada visando a construgdo de virus
recombinantes mais estaveis. Para isto, o elemento HA da proteina E de FA duplicado ao C-
terminal da proteina recombinante foi substituido pela sequéncia homdéloga do DENV-4. Com
isto, pretendia-se evitar possiveis pareamentos erréneos dos intermediarios de RNA dupla-fita
formados durante o processo replicativo viral, 0 que resultaria em variantes virais sem a
insercdo, que prevaleceriam sobre a populacéo viral contendo o inserto.

A duplicacdo da regido HA da proteina E fusionada ao C-terminal da EGFP acarretou
sua ancoragem a membrana do RE. Através de estudos de colocalizagdo da EGFP com
diferentes organelas celulares foi determinado que a proteina GFP € expressa somente no RE,
onde ficaria retida e provavelmente seguiria para a via de degradacdo associada ao RE (ERAD,
do inglés Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) (138, 139). No interior do reticulo,
estes peptideos podem ser ligados a moléculas de MHC de classe | e, entdo, apresentados na
superficie celular para ativacdo de células T CD8"* (140). Assim, a expressdo de antigenos
ex0genos por este sistema em que a proteina ficaria retida no reticulo endoplasmatico seria
favoravel para o desenvolvimento de uma vacina baseada em resposta imune celular.

O direcionamento da proteina recombinante para outros compartimentos intracelulares

como lisossoma ou para o aparelho de Golgi, seguindo para a via de secrecao seria interessante
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para 0 desenvolvimento de uma vacina que estimulasse diversas vias de apresentacdo do
antigeno. Além disto, um antigeno solGvel secretado da célula poderia se dispersar melhor pelo
organismo do individuo vacinado, ativar células B para inducdo de resposta imune humoral, e
ainda ser fagocitado por células apresentadoras de antigeno, que potencializaria a sua
capacidade imunogénica. Neste sentido, nosso grupo desenvolveu uma segunda plataforma de
expressdo de proteinas heter6logas na regido intergénica E/NS1 do virus FA 17D em que a
proteina recombinante seria direcionada para a via secretora da célula infectada, que
denominamos de plataforma I1.

Basicamente, as mudancas introduzidas em relacdo a plataforma | consistem na
introducdo de dois dominios funcionais flanqueando a proteina heteréloga: 1) um dominio de
N-glicosilacdo; 2) um dominio de clivagem proteolitica ou de separacdo do dominio HA
(derivado da proteina E do DENV-4), que retém a proteina recombinante associada a membrana
do RE (Figura 1.10). O motivo de N-glicosilacdo, fusionado ao N-terminal da proteina
recombinante, foi adicionado com o objetivo de melhorar a estabilidade da proteina expressa.
Sabe-se que, em células de mamiferos, a maioria das proteinas sintetizadas no RE € glicosilada.
Os N-glicanos modificam propriedades fisico-quimicas das proteinas, fornecendo-lhes grupos
hidrofilicos ndo carregados que aumentam a solubilidade da proteina, o que auxilia no seu
enovelamento e estabilizacdo (141).

Para romper a reten¢do a membrana do reticulo endoplasmatico foi introduzido um sitio
de clivagem pela protease do tipo furina na porcdo C-terminal da proteina recombinante, que a
separaria do elemento de ancoragem HA. Furina € uma proteina convertase que atua
principalmente na rede trans-Golgi e é responsavel pelo processamento proteolitico de diversas
proteinas celulares que contém a sequéncia consenso R-X-[R/K]-R (142).
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Figura 1.10 - Elementos utilizados para construcdo dos virus FA 17D recombinantes nas
diferentes plataformas de expressao.

O genoma do virus FA 17D é mostrado com os genes codificantes para as proteinas estruturais
em vermelho e o0s genes das proteinas ndo estruturais em azul. Na plataforma | a sequéncia
heterdloga, neste caso a EGFP, era fusionada no N-terminal aos primeiros nove aminoacidos
da proteina NS1 e no seu C-terminal a por¢do HA da proteina E do DENV-4. Na plataforma Il,
foram introduzidos novos elementos funcionais: um dominio de N-glicosilagdo e um dominio
de clivagem proteolitica, flanqueando a proteina heterologa.

Os virus recombinantes de FA 17D do nosso estudo, expressam a proteina heteréloga
Vif (fator de infectividade viral) do virus da imunodeficiéncia simia SIVmac239. Durante o
final da década de 80, observou-se que o virus da imunodeficiéncia simia (SIV), um lentivirus,
da mesma familia do HIV, quando inoculado experimentalmente em macacos rhesus (Macaca
mulatta), causa uma doenca fatal semelhante a AIDS, demonstrando-se como um bom modelo
animal para se acompanhar a evolucdo da doenca. A semelhanca antigénica, genética,
morfoldgica e funcional entre 0 HIV-1 e o SIV, como também similaridades entre o sistema
imune de macacos rhesus e seres humanos, tem sugerido que uma vacina protetora contra a
infeccdo e a doenca causada pelo SIV em macacos, podera servir de modelo para a construgdo
de uma vacina, a partir do HIV, protetora para seres humanos (143).

1.2.3. Resultados preliminares de virus recombinantes de FA 17D/Vif

Em 2013, 0 nosso grupo em colaboragdo com Dr. David Watkins da Universidade de
Miami, construiu e avaliou a imunogenicidade de virus recombinantes de FA/SIV (Gag, Nef e
Vif), em macaco rhesus. Os virus recombinantes de FA/Vif possuiam fragmentos 1-110 de Vif;
que chamamos de FA/Vif 1-110 original, e 102-214 (por¢do amino e carboxi-terminal), que
chamamos de FA/Vif 102-214 (59). Esses virus foram construidos na plataforma | de expressédo

da proteina heterdloga, anteriormente descrita, e 0s insertos clonados na juncdo da proteina E e
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NS1. As proteinas recombinantes s&o liberadas no limen do reticulo endoplasmatico via a a¢éo
de peptidases do hospedeiro.

Nosso grupo optou por gerar virus recombinantes de FA com fragmentos da proteina de
Vif, e ndo utilizar toda a ORF, porque insertos grandes podem tornar o virus recombinante
instavel (59). Além disso, utilizar fragmentos de antigenos para vacinas, em vez de toda a
proteina, pode ajudar a ultrapassar a barreira de imunodominéncia de epitopos, e assim
aumentar o repertorio de resposta de célula T induzida pela vacina (144, 145).

A evidéncia encontrada nesse estudo de 2013, foi que os virus recombinantes FA/SIV
se replicaram in vivo, porém induziram baixos niveis de resposta celular SIV-especifica.
Administrando um boost com virus recombinantes de Adenovirus tipo 5 (Ad5) como vetor;
com proteinas de SIV, foi possivel obter robusta expansdo de células SIV-especificas,
particularmente aquelas que tinham como alvo Vif.

A capacidade de inducéo de robusta resposta de células T CD8* é mantida em virus FA
17D recombinantes, inclusive para células especificas aos antigenos heter6logos expressos
nesse vetor (58, 59, 94, 146). Mudd e cols. (2012) demonstraram que células T CD8" Vif e Nef
especificas, induzidas pela vacina FA/SIV, podem controlar a replicacdo de um virus altamente
patogénico em modelo animal de controladores de elite associados a MHC-I (1).

Apesar da robusta resposta imune estimulada por estes virus, combinados com outras
doses vacinais constituidas de outro vetor viral, apds o desafio com SIV, estas vacinas foram
capazes de controlar a viremia durante a fase cronica, mas ndo se mostraram eficazes em
bloquear a infeccdo (1).

Os resultados promissores com os virus FA/Vif (1, 59), impulsionaram a nossa pesquisa
na diregdo da construcdo de novos virus recombinantes de FA/Vif, onde postulamos que o
aprimoramento da estabilidade genética desses virus, resultaria no aumento de sua

imunogenicidade.

1.3. Justificativa

Nessa tese pretendemos avaliar a imunogenicidade de virus recombinantes de FA/Vif,
investigando se o0 aumento da estabilidade genética dos virus FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif
42-110 construidos nesse projeto, de fato esta relacionado a maior inducéo de resposta imune
celular e humoral; comparando esses virus com os construidos anteriormente ao projeto; FA/Vif
1-110 original e FA/Vif 102-214. Além disso, ainda podemos relacionar os resultados obtidos

com a plataforma de expresséo da proteina heter6loga, em que esses virus foram construidos,
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uma vez que 0s novos virus recombinantes FA/Vif dessa tese foram construidos na plataforma

Il de expressdo, enquanto os anteriores, na plataforma 1.

30



2. Obijetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o uso de Vif de SIVmac239 como antigeno heter6logo na plataforma vacinal do virus

da febre amarela 17D.

2.2 Objetivos especificos

1. Construir virus recombinantes de virus vacinal da FA 17D expressando o fator de
infectividade viral (Vif) do virus da imunodeficiéncia simia SIVmac239, em uma
plataforma aprimorada de expressdo da proteina heter6loga.

2. Caracterizar as propriedades bioldgicas dos virus FA 17D recombinantes expressando
Vif de SIV, analisando sua curva de crescimento em cultura de células Vero e a
estabilidade genética, ap6s passagens seriadas nessas células.

3. Avaliar a imunogenicidade dos virus recombinantes FA/Vif, analisando sua capacidade
de inducdo de anticorpos neutralizantes contra o virus da FA 17D e a resposta imune
celular contra epitopo desse virus e do antigeno heterdlogo Vif, em camundongos da
linhagem C57BL/6.
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3. Material e métodos

3.1 Certificados

As etapas de construcédo e clonagem de genomas virais em Escherichia coli, obtencdo
de moldes de cDNA dos virus recombinantes FA/Vif e caracterizacdo desses virus foram
desenvolvidas no Laboratorio de Biologia Molecular de Flavivirus (LABMOF), do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular na unidade 10C da FIOCRUZ. Este
laboratério obteve junto a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca a licenca para
trabalhar com Organismos Geneticamente Modificados (OGM) nivel 2 (CTNBio — CQB
0105/99).

Os experimentos com camundongos estdo certificados pela CEUA da Fiocruz com
protocolo (CEUA/IOC-046-2015) e licenga L-001/2016 intitulado “Construgao e avaliagdo de
virus vacinais da Febre Amarela 17D recombinantes, que expressam antigenos do virus da
Imunodeficiéncia Simia (SIV) e virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)”, sob a

responsabilidade de Myrna C. Bonaldo.

3.2 Cultura de células

Os experimentos in vitro foram realizados em cultura de células Vero, uma linhagem
celular derivada do epitélio renal de macacos verdes africanos (Cercopithecus aethiops),
obtidas da Colecdo Americana de Culturas e Dep6sitos. O LABMOF mantém um estoque
destas células congeladas em nitrogénio liquido, que sdo frequentemente descongeladas e
propagadas em meio de cultura Earle’s 199 contendo 5% de NaHCOgz, 40 pg/mL de
gentamicina, suplementado com 5 % de soro fetal bovino (meio Earle’s 199 completo, ANEXO
1), mantidas em estufa com atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C. A cada 3-4 dias as células séo
tripsinizadas com solucéo de tripsina/EDTA 0,05 % (Gibco) e incubadas por 5 min a 37°C na
estufa, seguido de inativacdo da tripsina com igual volume de meio Earle’s 199 completo. As
células sdo entdo diluidas 1:4 e passadas para novas garrafas de cultura de 150 cm2 ou contadas
em camara de Neubauer para preparacdo dos frascos e placas a serem utilizados nos

experimentos.
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3.3 Construcao dos virus recombinantes de febre amarela vacinal 17D/Vif

A construcdo dos virus recombinantes de FA/Vif, foi realizada através de clonagem
molecular de genes sintéticos de Vif no plasmideo pT3, naregido intergénica E/NS1 do genoma
do virus da FA 17D. A insercdo de genes heterélogos entres os genes E e NS1 do genoma de
FA seria interessante por esta regido representar uma transi¢do na organizacao funcional do
genoma, isto é, os genes situados ao lado 5’-terminal codificam as proteinas estruturais do
virion, enquanto na regido 3’-terminal situam-se os genes codificantes das proteinas néo-
estruturais. Portanto, postulou-se que uma insercdo nesta regido minimizaria perturbacdes na
estrutura morfoldgica da particula e na cinética de replicacdo viral. Os genes sintéticos de Vif
foram desenhados com otimizacdo de cddons para a frequéncia de uso do virus FA 17D pela
GenScript.

Os dois plasmideos sdo fusionados, respeitando a integridade gendmica do virus FA
17D, através de tratamento com enzimas de restri¢ao, gerando o cDNA molde do genoma viral.
O construto resultante é transcrito in vitro, gerando o RNA gendmico. Finalmente, 0 RNA
transcrito é transfectado por eletroporacdo em células Vero para posterior recuperacdo de
particulas virais infecciosas (Figura 3.1).

A primeira etapa da construcdo de cDNA molde € o tratamento com as enzimas de
restricdo Nsi | e Sal | (Promega), que tem sitios inicos em ambos os plasmideos, em uma reagdo
com duracdo de 3 horas a 37 °C. Os fragmentos de interesse séo ligados pela reacdo com a
enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs) com 200 ng do plasmideo pG1.2 e 300 ng do
plasmideo pT3, que ocorre durante a noite a 4 °C. O DNA circular resultante é tratado com a
enzima Xho | (Promega), que esta presente em sitio inico no cONA molde, durante 3 horas a
37 °C para linearizacdo e exposicao do sitio promotor de transcricdo SP6. Finalmente, a tltima
etapa antes da transfeccdo em células Vero para posterior regeneracdo de virus € a transcricao
in vitro com a SP6 RNA Polymerase (nNMESSAGE mMACHINE kit, Ambion), segundo as
instrucdes do fabricante. Todas as etapas da construcdo de clones infecciosos sdo analisadas
por eletroforese em gel de agarose 0,8 % (m/v) (segéo 3.5).

A etapa de regeneracdo de virus a partir do cDNA molde consiste na transfeccdo de
células Vero com o transcrito do cDNA molde. As células Vero foram dissociadas dos frascos
de cultura com tripsina e lavadas com PBS-DEPC (ANEXO 1). Em seguida, foram
eletroporadas com o RNA transcrito pelo equipamento Gene PulserXCell (Bio-Rad), sob as
seguintes condicdes: voltagem de 200 V; capacitancia de 850 mf; resisténcia oo; cubeta de 4
mm. As células que passaram pelo pulso elétrico foram incubadas por 10 minutos em gelo

Umido e, finalmente, semeadas com densidade de 40.000 células/cm? em frascos de cultura de
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25 cm? com 12 mL de meio Earle’s 199 completo (ANEXO I). Os frascos de cultura foram
mantidos em estufa a 37 °C, com ambiente imido e 5 % de CO: até aparecimento de efeito
citopatico (CPE, do inglés cytopathic effect). O sobrenadante deste cultivo celular, denominado
1P (primeira passagem), foi coletado e armazenado a -80 °C. Os virus 1P foram amplificados
por infeccdo de novas células Vero, gerando uma suspensdo viral de segunda passagem (2P),
que foi utilizada para os experimentos posteriores. Utilizamos o plasmideo G1/2T3 como
controle na transfecgdo, e o virus G1/2T3 como controle no teste de estabilidade genética

(plasmideo e virus vazio sem inserto de Vif).

pT3/Vif

10.651 kb

I'SN

Sall

SP6 RNA Transfecgao em

NsillSal| T4 DNA Ligase Xho | Polymerase células Vero Efeito citopatico
! 1 1 1 1 ]

Figura 3.1 - Fluxograma da obtengéo de cDNA infeccioso recombinante.

Os plasmideos pG1.2/T3 e pT3/Vif foram tratados com as enzimas de restricdo Nsi 1 e Sal | e
os fragmentos com maior peso molecular de ambos os plasmideos foram ligados para compor
0 cDNA gendmico viral em um Unico plasmideo. Portanto, ap6s a digestdo com as enzimas de
restricdo Nsi | e Sal I, o fragmento do pG1.2 contendo os genes plasmidiais e as extremidades
do genoma, e o fragmento do pT3/GFP carreando a parte central do genoma foram ligados pela
enzima T4 DNA Ligase. O DNA circular resultante foi tratado com a enzima de restri¢cdo Xho |
para linearizar o DNA e expor o sitio promotor para a transcrigdo in vitro. A transcri¢do foi
realizada pela enzima SP6 RNA Polymerase e o0 RNA transcrito foi transfectado em células
Vero por eletroporacdo. O surgimento de efeito citopatico apds 72 a 96 horas de incubagéo
indica regeneracdo de particulas virais infectivas. O perfil eletroforético de cada etapa apos
tratamento enzimatico do cDNA e o0 aspecto da monocamada de células Vero pos transfeccéo
estdo representados na parte inferior da figura.
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3.4 Extracdo de RNA e reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-
PCR)

O RNA viral foi extraido a partir do sobrenadante de cultura de células Vero infectadas,
utilizando-se o QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen), de acordo com as instrucfes do
fabricante. O RNA eluido foi em um volume de 60 uL e congelado a -80° C em aliquotas de 20
uL para evitar repetidos ciclos de congelamento-descongelamento.

Para a detec¢do do RNA gendmico viral e seu sequenciamento, 0 RNA viral extraido
foi submetido a reacdo de RT-PCR para amplificacdo da regido que contém o sitio de insercao
E/NS1. A sintese da fita de cDNA foi realizada pela transcriptase reversa M-MLV (Promega)
ou Superscript 111 (Invitrogen) a partir de 4 pL do RNA, sob as condi¢6es recomendadas pelo
fabricante da enzima, utilizando-se o oligonucleotideo reverso RG 440 descrito na Tabela 3.1.

Para a reacdo de PCR, 4uL do cDNA ou 1 pL de plasmideo foram utilizados como
molde para amplificacdo utilizando-se GoTag Green Master Mix (Promega) e 0s
oligonucleotideos descritos na Tabela 3.1, sob as condic¢Bes estabelecidas pelo fabricante.
Resumidamente, o molde de cDNA foi desnaturado por aquecimento a 95° C por 5 min, seguido
de 30 ciclos de desnaturacdo do DNA a 95° C por 40 seg, anelamento dos oligonucleotideos a
55° C por 40 seg e extensdo da fita de DNA pela polimerase a 72° C por 90 seg. Para extensao
final das fitas de DNA a reacdo foi incubada a 72° C por 10 min e entdo deixada a 4° C ou

congelada até 0 momento da anélise por eletroforese.

Tabela 3.1 - Oligonucleotideos utilizados para o RT-PCR

Oligo- Sequéncia (5’ 2 3°) Posicdo de ligacdo no
nucleotideo genoma do virus FA 17D
RG 440 (-) AACCATACTGCAGACCATCCCGAA 2772 - 2795

RG 444 (+) ACGTCTCACTTACCAGTGGCACAA 2122 - 2145

3.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os plasmideos e fragmentos de DNA foram diluidos em tampdo de amostra 6X
(ANEXO 1), aplicados ao gel de agarose 0,8 % (ANEXO I) em tampdo TAE 1 X (ANEXO 1)
e submetidos a eletroforese com 85 volts por 2 h. Para controle do tamanho dos fragmentos
foram aplicados, paralelamente as amostras, os marcadores 1Kb Plus (Invitrogen) para analise

de produtos de PCR ou 0 DNA do bacteriéfago Lambda clivado com Hind Il (Promega) para
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analise de plasmideos. Os géis foram corados em solucédo 0,5 pg/mL de brometo de etidio (Bio-
Rad) (ANEXO 1), seguido de lavagem com agua, e as bandas foram visualizadas e fotografadas
através do fotodocumentador Gel-Doc XR (Bio-Rad), utilizando-se o programa Image Lab.

3.6 Sequenciamento nucleotidico

Para a confirmacéo da identidade e integridade dos virus recombinantes FA/Vif obtidos,
realizamos sequenciamento nucleotidico, onde os produtos amplificados nas reacdes de PCR
previamente analisados por eletroforese, foram purificados utilizando-se o QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen). A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se o BigDye
Terminator v31 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Foram empregados 0s mesmos
oligonucleotideos descritos para a reacdo de PCR e, adicionalmente, o RG 19 (-)
GGGAGTCAACTGAATTTAGGC (complementar a regido gendmica 2.619 — 2.639 do virus
FA 17D), que se liga a uma regido interna a este fragmento de PCR. As reacdes de
sequenciamento foram preparadas em placas de 96 pocos no LABMOF e a leitura foi realizada
pela plataforma multiusuario de sequenciamento de DNA (RPTO01A) da FIOCRUZ (PDTIS).
As sequéncias obtidas foram analisadas no programa SeqMan (DNAStar Lasergene 8),

alinhando-se estas com as sequéncias do virus FA recombinante contendo o inserto esperado.

3.7 Titulacéo viral

Para a realizacdo dos ensaios in vitro, os virus foram titulados por contagem de placas
de lise (147). A titulacdo por ensaio de placas é uma técnica utilizada para quantificar particulas
virais infecciosas. A técnica consiste na quantificacao de placas de lise formadas por particulas
virais a partir de uma diluicéo seriada das suspensdes virais de interesse.

As aliquotas de suspensdes virais foram descongeladas lentamente em gelo e diluidas
seriadamente com fator 10 em meio Earle’s 199 completo. As dilui¢des 10 a 10 foram
utilizadas nas titulagdes. Monocamadas de células Vero foram preparadas na véspera em placas
de 24 pocos com densidade de 50.000 células/cm?, cultivadas em meio Earle’s 199 completo.
Os sobrenadantes das culturas foram totalmente removidos com auxilio de bomba de vacuo e
100 pL das diluicGes virais foram inoculadas em duplicata na placa de 24 pocos. As células
foram incubadas por 1 h a 37 °C em estufa de 5 % de CO com agitacéo leve a cada 15 min.

Ap0s este periodo de adsorcao viral, o excesso de liquido foi removido do sobrenadante e a
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monocamada foi coberta com 1 mL por pogo, de 2,4 % CMC (Carboximetilcelulose, Sigma)
em meio Earle’s 199 contendo 5 % de NaHCOs3, 40 pug/mL de gentamicina, suplementado com
5 % de soro fetal bovino. Ap6s incubacédo por 7 dias a 37 °C em estufa de CO, as placas foram
fixadas com solucédo de formaldeido a 10 %, lavadas com agua e coradas com solucdo de cristal

violeta a 0,4 %.

O numero de placas de lise de duas dilui¢cbes foi contado e o titulo do virus foi

determinado de acordo com a seguinte formula:
T=MxIDxFC
onde:
T = titulo expresso em PFU/mL (do inglés, Plague Forming Unit)
M = média do n° de placas de lise contadas em uma determinada dilui¢&o;
ID = Inverso do fator de diluicdo onde as placas de lise foram contadas;

FC = fator de correcdo do inoculo para mL. Como o indculo corresponde a 100 pL, que é a

décima parte de 1 mL, FC = 10.

O titulo de cada estoque viral é dado pela média entre trés experimentos independentes de
titulagcdo, em que o desvio padrdo dos titulos expressos em logio € menor do que 1.

3.7.1 Titulagdo dos indculos virais preparados para a imunizagao

Simultaneamente a imunizacao, realizamos a titulacdo dos indculos preparados para a
imunizacdo nos camundongos, o que chamamos de controle dos indculos, para confirmar a dose
administrada nos animais. Células Vero foram semeadas em placas de 6 pocos com densidade
de 50.000 células/cm? no dia anterior ao controle de inéculo. Ap6s o preparo do indculo, 100
pL foram utilizados para obter trés diluicbes com o objetivo de infectar com 200 PFU, 100 PFU
e 50 PFU respectivamente por poco, em duplicata, em uma placa de 6 pog¢os. O sobrenadante
da cultura de células de cada pogo foi removido e 200 pL de suspenséo viral com 50, 100 ou
200 PFU foi adicionado aos respectivos pocos das replicatas. As placas foram incubadas em
estufa de atmosfera Umida, com 5 % de CO-, a 37 °C por 1 hora com agitacdo a cada 10 minutos
para evitar o ressecamento dos pocos. Apds o tempo de infecgdo, as diluigdes virais foram
descartadas e 3 mL de meio CMC completo (ANEXO 1) foram adicionados aos pocos e entéo,

as placas foram mantidas na estufa por 7 dias. Ao final do tempo de incubacdo, as células foram
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fixadas com formaldeido 10,0 % (v/v) (ANEXO 1) e, ap0s 24 horas, coradas com cristal violeta
0,04 % (v/v) (ANEXO 1). As placas de lise formadas foram contadas para cada duplicata, e a
média foi utilizada para verificar a dose administrada aos animais em PFU.

3.8 Producéo de estoques virais (2P)

Produzimos estoques virais de segunda passagem em células Vero, para utilizarmos nos
experimentos. Monocamadas de células Vero foram preparadas na véspera em frascos de
cultura de 150 cm? com densidade de 62.500 células/cm? e cultivadas em meio Earle’s 199
completo. O indculo viral foi preparado a partir do virus FA 17DD reconstituido da vacina ou
de 3 mL dos virus recombinantes coletados da cultura de células transfectadas (1P), completado
para volume final de 5 mL com meio Earle’s 199 completo. O sobrenadante do frasco de cultura
previamente preparado foi totalmente removido e as células sdo cobertas com 5 mL da
suspensdo viral. As células foram incubadas por 1 h a 37 °C em estufa de 5 % de CO2 com
agitacdo leve a cada 15 min. Apos este periodo de adsorc¢do viral, o frasco foi preenchido com
meio Earle’s 199 completo para volume final de 80 mL e incubado a 37 °C em estufa de 5 %
de CO; até o aparecimento de CPE (48 a 72 h). O sobrenadante foi entdo coletado, centrifugado
a 700 g por 10 min a 4 °C para remocao de debris celulares, e congelado em aliquotas de 500
uLelmL a-80°C.

3.9 Infeccdo viral em células Vero para teste de estabilidade genética e curvas de
proliferacéo

Para o teste de estabilidade genética dos virus recombinantes de FA/Vif, e curvas de
proliferacdo viral, monocamadas de células Vero foram preparadas na véspera com densidade
de 62.500 células/cm?, em frascos de cultura de 25 cm?, cultivadas em meio Earle’s 199
completo, e a monocamada foi infectada com suspensao viral obtida por diluicdo do estoque 2P
para MOI de 0,02 através da formula:

_ titulo viral (PFU/mL) x volume

MO

namero total de células

O sobrenadante da monocamada foi removido e 1 mL da suspensao viral foi adicionada.
Apos incubagdo por 1 h com agitacdo leve a cada 15 min, as células foram incubadas a 37 °C

em estufa de 5 % de CO2 durante 72 h.
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As curvas de proliferacdo foram construidas a partir da quantificacdo de PFU recolhidas
no sobrenadante de cada cultura celular infectada pelos virus recombinantes e controle. Apds a
infeccdo das células, aliquotas do sobrenadante foram coletadas a cada 24 horas até um periodo
total de 120 horas. A quantificacdo de particulas virais infecciosas foi realizada por titulacdo
por ensaio de placas (secao 3.8). As curvas de proliferacdo foram realizadas em triplicata para
validacéo estatistica.

Para avaliar a estabilidade genética dos insertos heter6logos, submetemos os virus
recombinantes a duas series independentes de passagens (PA e PB) em cultura de células Vero,
a partir do estoque viral 2P, com MOI de aproximadamente 0,02. Nas passagens 5, 10, 15 e 20
extraimos o RNA viral do sobrenadante da cultura e o submetemos a RT-PCR para amplificacdo
de um fragmento contendo a regido do inserto. O virus G1/2T3 sem inserto de Vif foi utilizado
como controle e gera uma banda de 674 pb. Os virus recombinantes contendo o inserto integro
geram bandas de 1373 pb (FA/Vif 1-110 variante), 1307 pb (FA/Vif 42-110), e os construidos
anteriormente ao meu projeto, bandas de 1298 pb (FA/Vif 1-110 original) e 1307 (FA/Vif 102-
214).

3.10 Virus vacinal da febre amarela 17DD

O virus FA 17DD utilizado como controle nos ensaios in vitro e nas imunizacdes, é
derivado da vacina, produzida em doses na forma liofilizada por Bio-Manguinhos — FIOCRUZ.
Ap0s reconstitui¢do em 1 mL de meio Earle’s 199 completo, este virus foi diluido para volume
final de 5 mL e este indculo é utilizado para infectar células Vero para producdo do estoque
viral. Utilizamos esse virus como controle nos ensaios para investigar resposta imune celular e

humoral.

3.11 Experimentos com animais

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com 4 a 5 semanas de idade, foram
fornecidos pelo Biotério Central da Unicamp (CEMIB, Campinas-SP). Os animais foram
mantidos no biotério do Pavilhdo Lebnidas Deane (FIOCRUZ, Rio de Janeiro-RJ) em
microisoladores, devidamente alimentados e hidratados. Os experimentos de imunizacao,
sangria e coleta de bagos foram realizados nas salas de experimentacdo deste biotério e sdo

descritos a seguir.
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As imunizagbes com os virus recombinantes FA/Vif, com o vacinal FA 17DD e mock
(somente meio de cultura Earle’s 199 sem soro fetal bovino e gentamicina), foram realizadas
no coxim plantar das duas patas traseiras, injetando-se 30 pL do in6culo em cada pata, atraves
de seringa de insulina com agulha de dimensdes 8 mm x 0,3 mm (comprimento x didmetro; BD
Ultra-Fine I1). Foram administradas duas doses do indculo, contendo 10° PFU do virus FA
17DD ou virus recombinante FA/Vif, com intervalo de 15 dias entre as doses. Quinze dias ap6s
a segunda dose, os camundongos foram anestesiados com administracdo intraperitoneal de uma
formulacdo composta por cloridrato de quetamina (75,4 mg/mL) e cloridrato de xilazina (3,9
mg/mL). Apoés a perda de reflexo dos camundongos, o sangue foi coletado por puncao cardiaca
com seringa de 50 unidades (500 pL) e agulha de 8 mm x 0,3 mm (comprimento x didmetro;
BD Ultra-Fine I1), e dispensado em Eppendorfs de 1,5 mL. Posteriormente, ainda dentro da
cabine de seguranca bioldgica, realizamos o deslocamento cervical para a coleta dos bacos, que
foram armazenados em um tubo Falcon de 15 mL, contendo 3 mL de meio RPMI 10% de soro
fetal bovino (ANEXO 1), e mantidos no gelo até a coleta do bago do ultimo camundongo (Figura
3.2). O tempo de coleta apds imunizagdo foi determinado pelo pico da resposta de célula T,
apos imunizacdo, segundo a literatura (93) (Figura 3.2). O sangue extraido foi processado como
descrito na secdo 3.13 para obtencdo do soro para o teste de neutralizacéo por reducao de placas
de lise (PRNT) e o baco para citometria de fluxo (se¢do 3.12). Todos os experimentos foram
regulamentados e autorizados pelo Comité de Etica e Uso de Animais (CEUA) sob a licenca L-
001/2016 da FIOCRUZ.

| | @
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Imunizagio Imunizagao Eutanasia
10° PFU 10°PFU Coleta de sangue e bago

Figura 3.2 - Cronograma de imunizagdo com virus FA vacinal 17DD e recombinantes
FA/Vif.

Camundongos C57BL/6 foram imunizados com regime vacinal de duas doses de 10° PFU e
intervalo de 15 dias. Apos 15 dias da Gltima dose, os animais foram eutanasiados para a coleta
de sangue e baco, que foram utilizados na titulacdo de anticorpos e citometria de fluxo,
respectivamente.
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Realizamos experimentos com grupos controle naive, mock e o virus vacinal FA 17DD,
e os virus recombinantes de FA 17D recombinantes para Vif. No experimento de deteccéo in
vivo de células T de memdria apds as imunizagBes, que serd descrito posteriormente,
trabalhamos com um total de doze camundongos, que ndo foram imunizados ou manipulados
até a coleta do baco, que denominamos de grupo naive, quinze para o grupo FA/Vif 102-214 e
vinte para os demais grupos. Foram realizados quatro experimentos, onde nos trés primeiros, o
FA/Vif 102-214 estava presente, e no quarto, removemos esse grupo para adicionar o naive.
Devido as limitacGes experimentais do nimero de camundongos processados por blocos
experimentais, trabalhamos sempre com seis grupos no total. Achamos importante ter a resposta
de background do grupo naive, e como o virus FA/Vif 102-214 carreia um fragmento de Vif
ndo relacionado aos demais virus recombinantes, removemos esse grupo no ultimo
experimento, para a insercdo do grupo naive.

Em um segundo bloco de experimentos de citometria de fluxo, onde estimulamos os
esplendcitos obtidos dos camundongos imunizados in vivo, com peptideo do virus da FA 17D
e pools de peptideos de Vif, imunofenotipamos as células T de memoria, e coletamos 0
sobrenadante para a andlise de citocinas por Cytometric Bead Array (CBA), para investigar a
resposta celular especifica; onde o grupo FA/Vif 102-214 nédo estava presente, e mantivemos o
grupo naive para todos o0s ensaios. Foram quatro experimentos, onde trabalhamos com o pool
de esplendcitos de 5 camundongos por grupo, em duplicata, diferente dos ensaios de deteccao
in vivo de células T memoria, onde trabalhamos com os camundongos individualmente (Tabela
3.2).

Tabela 3.2 - Grupos experimentais e numero total de camundongos utilizados.

NUmero de camundongos NUmero de camundongos
Grupos . A e
deteccdo in vivo de memoria resposta especifica

Naive 12 20

Mock 20 20

FA 17DD 20 20

FA/Vif 1-110 original 20 20

FA/Vif 1-110 variante 20 20

FA/Vif 42-110 20 20
FA/Vif 102-214 15 -
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3.12 Citometria de fluxo

Utilizamos a citometria de fluxo para a analise quantitativa da inducéo de células T de
memoria apos as imunizagdes com os virus recombinantes de FA/Vif, que comparamos com 0s
controles FA 17DD, mock e naive. Essa técnica foi utilizada tanto nos ensaios de detec¢éo in
vivo de células T de memodria, como também nos ensaios de detecgdo de resposta celular
especifica contra o virus da FA 17D e Vif. Nesse Gltimo, ap6s a incubagdo esplendcitos obtidos
de camundongos imunizados com peptideos do virus da FA 17D e Vif, as células foram
imunofetipadas, e coletamos o sobrenadante para a analise da secrecéo das citocinas utilizando
0 Cytometric Bead Array (CBA).

3.12.1 Processamento dos bagos dos camundongos e marcacdo de moléculas de superficie
por citometria de fluxo

Os camundongos foram anestesiados pela via intraperitoneal, como citado na secdo
3.11, e ap0s a perda de reflexos, realizamos puncdo cardiaca para a coleta de sangue para o
PRNT (secdo 3.13). Os animais perderam os sinais vitais pela hipovolemia da puncéo cardiaca,
mas nos realizamos deslocamento cervical, para nos certificar que ndo haveria sofrimento
durante a coleta de baco. Na cabine de seguranca bioldgica, coletamos o baco com o auxilio de
um Kit cirargico de pinga e tesoura autoclavados, e armazenamos em um tubo Falcon de 15 mL
estéril com 3 mL de meio RPMI 10% de soro fetal bovino. Os bacos foram mantidos em banho
de gelo até o seu processamento.

Na cabine de seguranca do NB2 do nosso laboratério, em uma placa de cultura de 6
pogos, vertemos o conteudo dos Falcons nos pocos, sendo um Falcon/bago por poco,
identificado previamente, de acordo com o seu grupo experimental. Com auxilio do émbolo de
seringas de 5 mL (extremidade contraria ao émbolo), maceramos 0s 6rgdos separando os debris
(cépsula do bago e gordura). Recuperamos a suspensao dos esplendcitos com pipeta (os 3 mL),
transferindo para os mesmos tubos Falcon de 15 mL. Centrifugamos os tubos a 392 g por 10
minutos em centrifuga a 4°C, descartamos o sobrenadante apds a centrifugacdo e lisamos as
hemécias com 2 mL de solugéo de lise diluida a 1X (ANEXO I) por cinco minutos no gelo.

Logo apos, adicionamos 6 mL de PBS 1X para neutralizar a solugdo de lise,
centrifugamos os tubos a 392 g por 10 minutos em centrifuga a 4°C, descartamos o
sobrenadante, ressuspendemos o pellet em 3 mL de solucdo de bloqueio (ANEXO 1), e

mantivemos no gelo por 30 minutos. Contamos as células durante a incubagdo no gelo, com o
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contador automatico Countess (Invitrogen). Realizamos uma diluicdo 1:40 (117 uL de meio
RPMI 10 % SFB + 3 uL de suspensao celular), e pipetamos 10 uL dessa dilui¢cdo 1:40 em 10
uL de tripan blue para adicionar na lamina de contagem. Apos o bloqueio, pipetamos 2 x 10°
células por pogo para a imunofenotipagem, em uma placa de 96 pocos, ja contendo 200 uL de
PBS 1X nos pocos que receberam as células. Centrifugamos a placa a 392 g por 5 minutos a 4
°C, vertemos e ressuspendemos as células em 20 uL do pool de anticorpos contra moléculas de
superficie celular descritos nas sec¢des 3.12.2 e 3.12.3.2, e incubamos durante 60 minutos.
Apds a incubacdo com os anticorpos, centrifugamos a placa a 392 g por 5 minutos a 4
°C e ressuspendemos o pellet em 200 uL de PBS 1X (2 vezes). Centrifugamos a placa
novamente a 392 g por 5 minutos a 4 °C e ressuspendemos o pellet em 150 uL de
paraformaldeido 1% por 20 minutos a 4 °C, para a fixacdo das células. Finalmente,
centrifugamos a placa a 392 g por 5 minutos em centrifuga a 4 °C e ressuspendemos o pellet
em 200 uL de PBS 1X, e em um tubo de citometria colocamos 100 uL de PBS 1X e transferimos
0s 200 uL de cada poco da placa, para cada respectivo tubo. Cobrimos com papel aluminio e
fizemos a aquisi¢do das amostras no citometro de fluxo MoFlo Astrios Cell Sorter (Beckman
Coulter Life Sciences), nos experimentos de deteccdo in vivo de células T de memoria. Nos
experimentos de resposta celular especifica a epitopos do virus do FA 17D e Vif, onde
incubamos as células com estimulos (secdo 3.12.3), as células ndo foram fixadas com
paraformaldeido, e a aquisi¢do das amostras foi realizada no mesmo dia ap6s as 18-19 horas de

incubacdo, no citbmetro Cytoflex (Beckman Coulter Life Sciences).

3.12.2 Deteccao in vivo de células T de memoria

Nessa etapa, 0 nosso objetivo foi investigar in vivo, a geracdo de células T de memoria
pelas imunizagdes com os virus FA/Vif, comparando com os controles naive, mock e FA 17DD.
Os esplendcitos gerados do processamento da se¢do 3.12.1 foram marcados com anticorpos
monoclonais murinos, combinando-se oito cores simultaneamente nos ensaios de citometria de
fluxo. NGs optamos pelo painel com os anticorpos a seguir: anti-CD3 Alexa Flaor 700, anti-
CD4 APC/Cy7, anti-CD8 PE-Cy7, CD44 Alexa Fluor 488, CD127 PE, CCR7 ou CD197
PE/Dazzle 594, CD62L PerCP/Cy5.5, isotipo controle PE e o marcador de viabilidade Zombie
violet, todos obtidos da Biolegend.

Em todo ensaio, realizamos os seguintes controles de citometria de fluxo: duas amostras
sem a marcagao com os anticorpos, para a configuracdo da morfologia das células no citémetro;

duas amostras de controle de morte, para determinar a regido de células vivas e mortas, e assim
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a viabilidade de cada amostra experimental, onde levamos celulas em Eppendorf para um
termobloco a 65 °C por 20 minutos para a obtencdo desse controle; os controles de
compensacao, onde marcamos células em um pogo com um anticorpo somente, e fazemos isso
para todos os anticorpos, trabalhando, portanto, com uma amostra de compensacdo por
anticorpo; e uma amostra marcada com o isotipo controle somente, para nos certificarmos de
que ndo houve marcacao inespecifica. Realizamos somente em um ensaio, amostras do controle
FMO (fluorescence minus one), pelo grande volume de anticorpos utilizado para a confecgéo
desse controle. Os controles de FMO sdo amostras que auxiliam a definicdo dos gates de cada
marcador, onde em um tubo adicionamos todos os anticorpos do painel menos um, e fazemos
isso para todos os marcadores. Os dados da aquisi¢do no citdmetro de fluxo, foram analisados
posteriormente no software Summit 6.0.4.

Para analisar as populacdes de células T de memoria, definimos a seguinte estratégia de
gates: realizamos a exclusédo de doublets, e dentro do gate dos singlets, analisamos os linfécitos.
Como nosso interesse eram as células T, e por isso fizemos o gate na populacdo de células
CD3" vivas dentro da regido de linfdcitos, e em seguida, em CD4" e CD8*. A partir daqui a
analise foi realizada para células CD3"CD4" e CD3*CD8", separadamente. Células T de

memoria sio CD44M"CD127"9" e para definirmos memoria central e efetora, adicionamos 0s

marcadores CCR7 e CD62L, onde 0 fendtipo
CD3*CD4*CD44M"CD127""CCR7MICDE2L"" ¢ CD3*CD8*CD44""CD127MICCR7M9n
CD62LNigh indica células T de memoria central, e

CD3*CD4*CD44""CD127""CCR7'CD62L"Y e CD3*CD8*CD44""CD127MNCCR7'W
CD62L"" células T de memodria efetora (Figura 3.3) (148-150).

Os virus recombinantes FA/Vif aparecem nos gréficos identificados somente pelo seu
fragmento de Vif, para maior clareza na apresentacdo dos dados. Devido as limitacdes
experimentais do nimero de camundongos processados por blocos experimentais, realizamos
somente trés ensaios com o virus recombinante FA/Vif 102-214, para que pudessemos inserir
grupos de camundongos naive, e por este ser um virus de fragmento de Vif ndo relacionado aos

outros.
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Figura 3.3 - Estratégia de gates para a imunofenotipagem das células T de memdria central e T de memdria efetora, dos ensaios de detec¢do in vivo
de células T de memoria.

O texto acima de cada dot plot diz dentro de que populagGes realizamos os gates. Os dot plots representam: Excluséo de doublets - excluséo de eventos que
ndo eram uma Unica célula; ou seja, a analise foi realizada dentro dos singlets. (G1: Singlets) - fizemos um gate na regido de linfécitos, somente nos eventos
singlets. (G2: Singlets&Linfocitos) - dentro de linfocitos, analisamos as células CD3* vivas (CD3*Zombie negativas). (G3: Singlets&Linfdcitos&células
CD3* vivas) - dentro das células CD3" vivas, analisamos as células CD4* e CD8*. (G4: Singlets&L infocitos&células CD3* vivas&CD4*) — nas células T
CD4*, investigamos as células de memdria CD44""CD127"9", (G5: Singlets&Linfdcitos&células CD3* vivas&CD4* & CD44MehCpi27hany  — e
finalmente discriminamos as células T de memoéria central - CD44""CD127"NCCR7"CD62L"" e células T de memdria efetora
CD44M"CD127MhCCR7'YCD62L"". A mesma andlise foi adotada em G6 e G7 para as células T CD8".
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3.12.3 Imunofenotipagem de células T ativadas e T de memdria apds estimulo in vitro com
peptideo do virus FA 17D e peptideos de Vif

Para avaliar se as células obtidas de camundongos imunizados responderiam
especificamente aos estimulos do virus da FA e Vif, processamos 0s ba¢cos dos camundongos como
descrito na se¢do 3.12.1, contamos as células e pipetamos 4 x 10° células por camundongo, fazendo
um pool dos cinco camundongos por grupo, e, portanto, 2 x 10° células por pogo, em duplicata, e
incubamos com por 18-19 horas a 37 °C e 5 % CO2 com 0s peptideos e condi¢des experimentais
descritos na secdo 3.12.3.1. Apds a incubacdo, centrifugamos a placa com as células estimuladas,
coletamos e congelamos o sobrenadante para posterior analise de citocinas (secdo 3.12.3), e
imunofenotipamos as células T ativadas e T de memdria (Tabela AL ANEXO II).

Utilizamos forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) e ionomicina para estimular as células do
grupo naive e mock, como controle positivo da técnica, nas concentracfes de 5 ng/mL e 100 ng/mL,
respectivamente. Como trabalhamos com pools de células de cinco camundongos por grupo e nao
individualmente, os resultados das analises sdo mostrados em porcentagem somente.

Em paralelo a preparacéo da placa com os estimulos, fizemos para todos o0s ensaios, um
controle zero hora, onde utilizamos as células do grupo FA 17DD marcadas com CFSE (marcador
de proliferacdo). Essa amostra foi usada nas analises de proliferacdo, onde sobrepomos a amostra
zero hora (a populacdo mée) e as amostras que ficaram incubadas por 18-19 horas com o0s

estimulos, para definir a populagdo que proliferou (geracoes) (se¢do 3.12.3.2).

3.12.3.1 Peptideos do virus da FA 17D e de Vif

O peptideo ATLTYRML da proteina NS3, posi¢bes 268-275 do virus FA 17D, foi utilizado
para mensurar a resposta de células T contra os virus recombinantes FA/Vif, e essa resposta foi
comparada com os controles naive, mock e FA 17DD. O peptideo ATLTYRML foi descrito em
estudos anteriores como epitopo imonodominante para a linhagem C57BL/6 (151). Um set de 51
peptideos de Vif, correspondente a proteina completa de Vif do virus SIVmac239, foi doado pelo
NIH AIDS reagents program ao nosso laboratorio. Esses peptideos de 15 aminoacidos fazem uma
sobreposicao de onze aminoacidos, uns com os outros. Utilizando a ferramenta de imunogenicidade
de MHC de classe | da plataforma de predigédo de epitopos do IEDB (Immune Epitope Database),

selecionamos dez peptideos, dentro do fragmento de 41-111 da proteina de Vif, que seriam os mais
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imunogénicos, de acordo com o resultado da analise do IEDB, para a linhagem de camundongos
C57BL/6.

Os peptideos foram selecionados dentro do fragmento 41-111 da proteina de Vif, porque
ele € comum a todos os virus recombinantes FA/Vif. Também analisamos a probabilidade de
ligacdo desses peptideos a moléculas de MHC de classe | e MHC de classe Il. Na Tabela 3.3, a
coluna que antecede o percentile rank de ligacdo a T CD8™, corresponde a sequéncia do peptideo
avaliado, que se ligaria a molécula de MHC de classe I, ja que a sua fenda suporta somente de 8 a
11 aminoacidos, enquanto a MHC de classe 11, de 12 a 16 aminoacidos.

A analise de predicdo de imunogenicidade de MHC de classe I, indica a possibilidade de
um peptideo ser imunogénico. Os scores positivos indicam que sd@o mais provaveis de serem
reconhecidos por células T CD8* e induzir resposta imune. Todos os peptideos imunogénicos, serdo
provavelmente bons ligadores a moléculas MHC de classe I, mas o contrario ndo é verdadeiro. Por
esse motivo, adotamos a analise de imunogenicidade de MHC de classe |, para selecionar 10
peptideos do fragmento 41-111 da proteina de Vif. Para anélise de predi¢do de ligacdo de peptideos
amoléculas de MHC I ou 11, um valor pequeno de percentile rank indica alta afinidade. As analises
de ligacdo a MHC 1 ou Il, e imunogenicidade; sdo independentes. Chamamos o pool dos dez
peptideos do fragmento de Vif 41-111, de pool Vif 41-107, porque o Gltimo peptideo selecionado
do pool, corresponde ao peptideo com aminoécidos da posi¢éo 93 a 107 na proteina. O peptideo na
posicdo de 97 a 111, ndo era imunogénico de acordo com a predicao de imunogenicidade MHC |
(possui score negativo).

Apbs os dois primeiros experimentos com o pool de Vif 41-107, observamos que ele nao
era muito eficiente em induzir resposta celular, e por isso resolvemos fazer um outro pool de
peptideos mas com o fragmento 1-51 da proteina de Vif, porque achamos que poderiamos estar
perdendo a resposta de algum epitopo desse fragmento, apesar de que na andlise de
imunogenicidade, muitos peptideos desse fragmento, apresentaram score negativo, indicando nao
serem tdo imunogénicos quanto os peptideos do pool de Vif 41-107. Mostramos na Tabela 3.3, 0
resultado das anélises na plataforma IEDB, onde em azul estéo os peptideos do pool de Vif 1-51,
e em verde os do pool de Vif 41-107. Importante dizer que antes de optarmos por adotar o pool de
Vif 1-51, algumas condigdes foram testadas para melhorar a eficiéncia do pool de Vif 41-107.

Os peptideos de Vif foram solubilizados em uma solucéo de 50 % acetonitrila filtrada em
agua ultrapura destilada DNase/RNase-free da Thermo Fisher Scientific, na cabine de seguranga

bioldgica, e a concentracéo final dos pools de Vif dentro dos pocos foi de 20 uM. A concentragdo
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inicial testada foi de 10 uM, sugerida pelo laboratério do Dr. David Watkins, pela experiéncia com
esses peptideos, porém em experimentos com macaco rhesus. Dobramos essa concentracdo na
tentativa de melhorar a sua eficiéncia. Testamos a concentragdo de 30 uM, mas obtivemos muita
resposta inespecifica nos grupos de controle negativo, e por isso adotamos a de 20 uM para todos
0s experimentos aqui apresentados. Em relacdo ao peptideo ATLTYRML do virus da FA 17D, o
nosso laboratorio ja havia trabalhado com ele em um projeto de mestrado e doutorado, onde
obtivemos uma boa indugéo de resposta celular. Inicialmente utilizamos a concentracdo de 2 uM,
mas também dobramos essa concentracdo e os resultados apresentados sdo com a concentracao de

4 uM dentro dos pocos.
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Tabela 3.3 - Resultados das analises de predicdo de imunogenicidade MHC | e ligacdo a T CD4* e T CD8* dos peptideos de Vif,
realizadas na plataforma IEDB (Immune Epitope Database).

Posi¢do Imunogenicidade ) )
) Ligacdo a T CD4* Ligacdoa T CD8*
Pool Peptideo em Vif MHC I
Score Percentile rank Peptideo Percentile rank

MEEEKRWIAVPTWR 1-15 0.59997 23.55 MEEEKRWIAV 30
KRWIAVPTWRIPERL 5-19 0.76072 25.25 RWIAVPTWRI 34.5
AVPTWRIPERLERWH 9-23 0.77441 56.19 GWAWWTCSRV 13.45

WRIPERLERWHSLIK 13-27 0.26121 82.16 PERLERWHSL 48

Vif 1-51 ERLERWHSLIKYLKY 17-31 -0.12599 79.18 ERWHSLIKYL 11
RWHSLIKYLKYKTKD 21-35 -0.56141 85.23 IKYLKYKTKD 16.6

LIKYLKYKTKDLQKYV 25-39 -0.68292 56.18 KYLKYKTKDL 7.6
LKYKTKDLQKVCYVP 29-43 -0.48195 48.70 KYKTKDLQKV 20.75
TKDLQKVCYVPHFKV 33-47 -0.35021 63.81 TKDLQKVCYV 315
QKVCYVPHFKVGWAW 37-51 0.41235 35.88 KVCYVPHFKV 5.95

YVPHFKVGWAWWTCS 41-55 0.64732 30.93 YVPHFKVGWA 20
FKVGWAWWTCSRVIF 45-59 0.77072 18.86 AWWTCSRVIF 17.85
WAWWTCSRVIFPLQE 50-63 0.23611 23.31 WAWWTCSRVI 12.45
TCSRVIFPLQEGSHL 53-63 0.26926 47.08 IFPLQEGSHL 9.15

Vif 41-107 LQEGSHLEVQGYWHL 61-75 0.29926 74.45 LEVQGYWHLT 65.5
SHLEVQGYWHLTPEK 65-79 0.34453 55.72 QGYWHLTPEK 23.5
VQGYWHLTPEKGWLS 69-83 0.27304 36.09 VQGYWHLTPE 32.25

PEKGWLSTYAVRITW 77-91 0.26602 14.02 EKGWLSTYAV 25
YAVRITWYSKNFWTD 85-99 0.59740 51.07 VRITWYSKNF 7.2
SKNFWTDVTPNYADI 93-107 0.50500 11.50 KNFWTDVTPN 21.25
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3.12.3.2 Anticorpos monoclonais utilizados na avaliacao da resposta celular especifica contra
ovirus da FA 17D e Vif

Foram utilizados anticorpos monoclonais murinos, combinando-se nove cores
simultaneamente nos ensaios de citometria de fluxo para a avaliacdo da resposta celular especifica.
Utilizamos o painel com os anticorpos a seguir: anti-CD3 Alexa Fluor 700, anti-CD4 APC/Cy?7,
anti-CD8 PE-Cy7, anti-CD69 PE, CD44 Alexa Fluor 488, CCR7 ou CD197 PE/Dazzle 594,
CD62L PerCP/Cy5.5, isotipo controle PE, o marcador de proliferacdo CFSE FITC e o marcador
de viabilidade Zombie violet, todos obtidos da Biolegend, com excecdo do CFSE que é da Thermo
Fisher Scientific. Os dados da aquisi¢do no citdmetro de fluxo, foram analisados posteriormente
no Cytexpert 2.3, e as porcentagens das populacOes celulares de interesse foram plotadas em
gréficos.

A marcacdo com o CFSE (CarboxyFluorescein diacetate Succinimidyl Ester) foi realizada
logo apos a pipetagem das células nos pogos, antes de adicionar os peptideos nos seus respectivos
pocgos, para incubar a placa. Como estimulamos as células, adotamos esse marcador de
proliferacdo, para distinguir as populacdes celulares que proliferaram (fendtipo CFSE'™"), apés a
incubacdo com os estimulos do virus de FA e Vif. O CFSE se liga covalentemente a moléculas
intracelulares, e quando as células se dividem, a progenitora fica com a metade das moléculas do
CFSE, e por isso, cada divisdo celular pode ser avaliada pelo decréscimo de fluorescéncia. A
ativacdo celular apds a incubacao com os peptideos foi analisada através da marca¢do com o CD69.

A estratégia de gates para a definicdo da populacdo de células T ativadas (CD69") foi a
seguinte: realizamos a excluséo de doublets, e dentro do gate dos singlets, fizemos um gate em
linfocitos. Nosso interesse sao as células T, e por isso fizemos o gate na populagédo de células CD3*
vivas dentro de linfécitos, e em seguida, em CD4" e CD8*. Dentro dessas duas populacdes,
definimos com uma regido em histograma, com o auxilio de controles positivos (PMA/ionomicina),
e negativos (células ndo estimuladas e isotipo controle), as células T ativadas, utilizando o
marcador CD69 (Figura 3.4).
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Figura 3.4 - Estratégia de gates para a imunofenotipagem das células T ativadas, apos
estimulo in vitro com peptideo de FA 17D e peptideos de Vif.
O texto acima de cada dot plot ou histograma diz dentro de que popula¢tes realizamos os gates.
Os dot plots representam: Exclusdo de doublets - exclusdo de eventos que ndo eram uma Unica
célula; ou seja, a analise foi realizada dentro dos singlets. (G1: Singlets) - fizemos um gate na
regido de linfocitos, somente nos eventos singlets. (G2: Singlets&Linfdcitos) - dentro de linfocitos,
analisamos as células CD3" vivas (CD3"Zombie negativas). (G3: Singlets&Linfocitos&células
CD3" vivas) - dentro das células CD3" vivas, analisamos as células CD4" e CD8". (G4:
Singlets&Linfécitos&células CD3" vivas&CD4") — nas células T CD4*, investigamos as células
CD69". (G5: Singlets&Linfécitos&células CD3" vivas&CD8™) — nas células T CD8", investigamos

as células CD69".
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Com uma sobreposi¢cdo da amostra zero hora com as amostras que foram incubadas por 18-
19 horas com os estimulos, estabelecemos a regido da populacdo celular que proliferou dentro de
células CD3* vivas (gate citado acima), que sio as células CFSE'™Y. A partir das células CFSE',
investigamos dentro das células T CD4* e T CD8*, a populagio CD44"9" e em seguida, para
definirmos memoria central e efetora, adicionamos os marcadores CCR7 e CD62L, com o0s
fenotipos  finais de  CFSE°“CD3*CD4'CD44"I"CCR7M"CD62L"" e  CFSE'™W
CD3*CD8*CD44"hCCR7MI" CD62L"" indicando células T de memoria central que proliferaram,
e CFSE"""CD3'CD4'CD44""CCR7"™“CD62L"" e CFSE™ CD3*CD8"'CD44""CCR7"™"

CD62L' células T de memoria efetora que proliferaram (Figura 3.5).
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Figura 3.5 - Estratégia de gates para a imunofenotipagem das células T de memoria central e T de memdria efetora que proliferaram,
apos estimulo in vitro com peptideo de FA 17D e peptideos de Vif.

O texto acima de cada dot plot ou histograma diz dentro de que populagdes realizamos os gates. Os dot plots representam: Exclusdo de doublets
- exclusdo de eventos que ndo eram uma Unica célula; ou seja, a analise foi realizada dentro dos singlets. (G1: Singlets) - fizemos um gate na
regido de linfécitos, somente nos eventos singlets. (G2: Singlets&Linfécitos) - dentro de linfocitos, analisamos as células CD3" vivas
(CD3*Zombie negativas). (G3: Singlets&Linfocitos&células CD3* vivas) - dentro das células CD3" vivas, analisamos as células CD4* e CD8".
(G4: Singlets&Linfdcitos&células CD3* vivas) — também nas células T vivas, investigamos as células que proliferaram - CFSE'", (G5:
Singlets&Linfocitos&células CD3* vivas& CFSE'™Y) — e as T CD4* que proliferaram; (G6: Singlets&Linfocitos&células CD3* vivas& CFSE!™"
CD4%) — e as células T CD4*CD44"9" que proliferaram; (G7: Singlets&Linfocitos&células CD3* vivas& CFSE'™Y CD4* CD44Md") - ¢
finalmente as células T CD4* de memoria central e memoria efetora que proliferaram - CFSE'®'CD44""CCR7"ICD62LM" e células T de
memoria efetora CFSE'*"CD44"I"CCR7'YCD62L'"Y, respectivamente. (G8: Singlets&Linfdcitos&células CD3* vivas& CFSE'™) — células T
CD8" que proliferaram; (G9: Singlets&Linfdcitos&células CD3* vivas& CFSE'™ CD8*) — e as células T CD8*CD44"9" que proliferaram;
(G10: Singlets&Linfocitos&células CD3* vivas& CFSE'™ CD4* CD44"9) - e as células T CD8* de memodria central e memoria efetora que
proliferaram - CFSE'"YCD44M"CCR7""CD62L"" e células T de memoria efetora CFSE'*YCD44M"CCR7'°“CD62L""%, respectivamente.

54



3.12.4 Deteccéo das citocinas secretadas no sobrenadante da cultura das células estimuladas
in vitro com peptideo de FA 17D e peptideos de Vif

Além da imunofenotipagem das celulas T ativadas e T de memoria, para avaliar a
especificidade de resposta celular dentro dos grupos imunizados com FA/Vif, também
investigamos a secrecdo de citocinas no sobrenadante da cultura celular, apos 18-19 horas de
incubagdo com peptideo do virus FA 17D e peptideos de Vif. Utilizamos o kit Cytometric Bead
Array (CBA) Mouse Tnl/Th2 cytokine, que nos permite a avaliagdo de multiplos analitos
simultaneamente em uma mesma amostra, utilizando pequeno volume dela. Nesse Kit, cinco
populacdes de beads com distintas intensidades de fluorescéncia, foram cobertas com anticorpos
de captura especificos para proteinas de IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y e TNF-a. Essa mistura de beads
de captura foi combinada com amostras da curva padréo do kit e com as nossas amostras tese, e
incubadas com anticorpos de deteccdo conjugados a PE, formando complexos sanduiches. A
intensidade da fluorescéncia do PE de cada complexo revela a concentracdo de uma determinada
citocina (Figura 3.6). As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo FACSCalibur da
plataforma de citometria de fluxo do Pavilhdo Cardoso Fontes, e a andlise realizada no software
FCAP Array.

ead. . stras avag Analis 1 0 "acao
Beads Amostras Lavagem Analise po Concentracao
citometria de

. -~ 3 ‘ fluxo Iy /\
:wl“;.:ﬂ > A \"';)\I \/L ’ \
AR v ‘el e
W o o ' 1
NS . v - I
,ﬁ;} \, r s{ ~{s{ s{s{ F4 Y N— 5;//
AT s{ sl: slt s{ |

Anticorpos
de detec¢ao

Concentragao pg/mL
Curva padrao

Figura 3.6 - Esquema simplificado do protocolo do Cytometric Bead Array (CBA).

As Dbeads de captura conjugadas a diferentes anticorpos sdo misturadas as amostras, e
posteriormente a anticorpos de detec¢do conjugados a PE, formando um sistema sanduiche. Apés
incubacdo e lavagem, as amostras sdo adquiridas em citdmetro de fluxo, utilizando o canal FL-2.
O software FCAP Array define a regido de cada citocina e determina a mediana da intensidade de
fluorescéncia. A concentragdo das citocinas é determinada de acordo com a curva padrao.

55



3.13 Teste de neutralizacao por reducéo de placas de lise (PRNT).

O Plaque Reduction Neutralization Test (PRNT) foi utilizado para quantificar o titulo de
anticorpos neutralizantes para FA presentes nos soros dos camundongos imunizados. O teste
baseia-se na capacidade de neutralizacdo do virus da FA 17DD pelos anticorpos presentes nos soros
dos camundongos imunizados.

Inicialmente, os soros foram diluidos em placas de cultura de 96 pocos de fundo chato
(MICROTEST Tissue Culture Plate, Falcon) com meio diluente (ANEXO 1) por dilui¢do seriada
de fator 2, iniciando em 1:10 até 1:1280 (Figura 3.7). O meio diluente foi distribuido em 50 puL em
todos os pocos das placas, exceto na linha H, onde o volume de meio diluente foi de 90 pL. Aos
pocos da linha H, foram adicionados 10 pL dos soros a serem testados segundo os desenhos das
placas. Entdo a diluigéo seriada foi realizada transferindo 50 pL entre as linhas das placas, iniciando
da linha H e terminando na linha A. Os 50 uL finais depois da transferéncia para a linha A sao
descartados. O soro fetal bovino (Gibco) foi utilizado como controle negativo em cada placa e o
resultado do titulo de anticorpos neutralizantes foi baseado na quantificacdo de placas de lise desses
POCOS.

O virus vacinal da FA 17DD foi diluido em 1:7000 com meio diluente (ANEXO I) e 50 puL
da suspensdo foi adicionado aos po¢os. A concentracdo final de particulas virais infectivas apés a
diluicdo 1:7000 é de 1500 PFU/mL, resultando na distribuicdo de 75 PFU por poco. As placas
foram incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora, para a etapa de neutralizagdo. Em seguida,
celulas Vero foram dissociadas por tripsinizacdo de um frasco de cultura, preparado previamente
como descrito na se¢do 3.7 e distribuidas com densidade de 1,6x10° células/poco. As placas foram
incubadas por 3 horas em estufa a 37 °C com atmosfera Umida e 5 % CO., durante as quais as
células aderiram aos pocos e foram infectadas pelas particulas virais que ndo foram neutralizadas.
Ao término da incubacdo, o sobrenadante dos pocos foi retirado e substituido por 100 pL de meio
CMC completo (ANEXO 1). As placas foram mantidas na estufa durante 7 dias, ap6s os quais, as
células foram fixadas com 150 pL de formaldeido 10,0 % (v/v) (ANEXO 1) durante 3 horas e
coradas com cristal violeta 0,04 % (v/v) (ANEXO 1) por 30 minutos.
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Figura 3.7 - Diluicao seriada dos soros para PRNT.

Os soros dos camundongos foram testados individualmente. Como controle negativo, foi utilizado
o soro fetal bovino (SFB) e como controle positivo, um pool dos soros dos camundongos
imunizados com o virus da FA 17DD. A diluicdo seriada dos soros foi realizada a partir de uma
diluicdo inicial de 1:10 na linha H das placas, seguida de diluicdes 1:2 até a linha A.

As placas de lise formadas foram contadas e, a partir da média de placas nos pocos do
controle negativo SFB, foi estabelecida a quantidade de placas que representam o limiar de
neutralizacdo de 50 % das PFU presentes no sistema (Figura 3.8 A). As dilui¢cdes dos soros com
contagens de placas de lise que abrangem o limiar sdo utilizadas para prever a diluicdo exata na
qual os soros neutralizam 50 % das PFU (Figura 3.8 B). Esse calculo é realizado pela formula
PREVISAO da ferramenta Excel, que interpreta os dados das contagens como uma funcgéo
dependente das diluicdes dos soros (Figura 3.8 C). Esta previsao € utilizada para funcgdes lineares,
por isso, os fatores de dilui¢do sdo transformados em logaritmos com base de 10 para os calculos
de titulos. Consequentemente, os titulos obtidos estardo representados em logaritmo com base de

10 e devem ser calculados utilizando o inverso do logaritmo, segundo a equagao abaixo:
Titulo de anticorpos a partir da previsao

Titulo = 10PTevisio
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A figura 3.8 apresenta um exemplo de calculo de titulo de anticorpos neutralizantes do soro

X pelatécnicade PRNT. Os titulos de camundongos do mesmo grupo foram utilizados para céalculo

de média e erro médio padrédo, que sdo parametros utilizados para analise comparativa.

A) B)
..« | LoQio Logio | N°de s x - .
SFB | SFB | Soro X | Soro X | Diluicdo (diluicio) (diluicio) | placas Previsdo | Média | Titulo
16 21 24 29 1280 3,107 1,602 15
25 28 26 29 640 2,806 1,301 3 1534642 14672 | 2932
29 32 30 25 320 2,505 1,602 15 1399805 ‘ '
19 28 19 23 160 2,204 1,301 11 '
28 30 14 27 80 1,903
27 28 15 15 40 1,602
20 27 3 11 20 1,301
20 16 2 7 10 1,000
Meédia SFB: 24,63
50 %: 12,31
C)
1.7 1.7
16 /o — 16
o =]
S 15 - S 15
= =
T 14 T 14
=1 =] /
= 13 o 13
=) (=]
— 1.2 — 1.2
1.1 1.1
2 7 12 17 10 12 14

Nuamero de placas de lise

Figura 3.8 - Célculo de titulo de anticorpos neutralizantes.
(A) Contagem de placas de lise dos pocos do controle negativo SFB e do soro X, e determinacao
do limiar de neutralizacdo de 50 % de PFU. (B) Célculo do titulo de anticorpos neutralizantes no
soro X. (C) Gréficos ilustrando a interpretacdo da formula PREVISAO do Excel. Esses gréficos
ndo sdo gerados durante a analise. Foram obtidos apenas para ilustrar o racional do calculo dos
titulos. Os pontos em azul, que determinam a reta, representam os titulos conhecidos, obtidos pelas
contagens de placas de lise. O ponto laranja representa o titulo resultante da aplicacdo da formula,
portanto, o titulo de anticorpos neutralizantes presentes no soro X.

58

Namero de placas de lise

16



3.14 Anadlise estatistica

Para avaliacdo dos resultados por andlise estatistica, os dados obtidos foram exportados
para arquivos de Excel (Microsoft Office) para montagem das tabelas e posteriormente analisados
estatisticamente com auxilio do programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc).

Os resultados da deteccdo in vivo das células T de memoria foram analisados
estatisticamente dentro dos grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. As populacdes
de células T foram analisadas tanto em porcentagem e quanto em nimero absoluto. A andlise de
camundongos outliers foi realizada pela analise dos respectivos niumeros absolutos de células T
CD4* e T CD8* dentro de cada grupo imunizado ou controle com a analise Box-and-Whiskers Plot
com poOs-teste de Tukey. Encontramos somente dois camundongos outliers, que foram
identificados no nimero absoluto de células T CD4", que estavam no grupo do virus FA/Vif 1-110
original. Removemos esses animais de toda a analise dos dados de citometria de fluxo, inclusive
da imunofenotipagem de células T de memdria. Utilizamos graficos de dispersdao com mediana
para a analise desses resultados.

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro, onde as células provenientes do baco de
camundongos imunizados foram estimuladas com peptideos do virus da FA 17D e Vif, foram
analisados estatisticamente dentro dos grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Com os resultados do PRNT, realizamos os testes de normalidade D’ Agostino & Pearson
e Shapiro-Wilk, seguida da analise de Thompson-Tau para a remocao dos outliers. A seguir, 0s
dados processados foram analisados pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett, para
comparar o grupo controle vacinado com o virus FA 17DD com aqueles imunizados com 0s virus
recombinantes FA/Vif. Para investigar a diferenca entre os grupos foi empregado pds-teste de

Bonferroni.
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4. Resultados

4.1 Construcdo dos virus recombinantes de FA/Vif

Nosso grupo desenvolveu uma estratégia alternativa para insercao de fragmentos entre a
proteina E e NS1 do genoma do virus da febre amarela vacinal 17D, como citado na sec¢do 3.3. Os
virus FA/Vif 1-110 original e FA/Vif 102-214 construidos anteriormente ao meu projeto, mas que
foram utilizados nos ensaios, foram construidos na plataforma | de expressdo da proteina
heterdloga. O virus FA/Vif 1-110 original € instavel geneticamente, perdendo o inserto de Vif na
quinta passagem seriada em células Vero, enquanto o FA/Vif 102-214 é estavel até a décima quinta

passagem.

Com o objetivo de aprimorar a plataforma de expressdo da proteina heter6loga, foram
introduzidas alteracGes no cassete de expressao de Vif, que denominamos de plataforma II.
Basicamente, as mudancas introduzidas em relacdo a plataforma | consistem na introducéo de dois
dominios funcionais flanqueando a proteina heteréloga: 1) um dominio de N-glicosilagdo derivado
da glicoproteina G do virus da raiva, para direcionar as proteinas para secrec¢do, 2) um dominio de
clivagem proteolitica por furina derivado do fator von Willebrand humano, flanqueando a
sequéncia de aminoacidos da proteina heteréloga, ou de separacdo do dominio haste ancora (HA
derivado da proteina E do DENV-4), que retém a proteina recombinante associada & membrana do
RE, além dos dominios presentes na plataforma | (Figura 4.1).

Assim foram obtidos os virus recombinantes FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110,
buscando melhorar a estabilidade genética e a imunogenicidade, utilizando o mesmo fragmento de
Vif 1-110 do virus FA/Vif 1-110 original (Figura 4.1). Postulamos que o sitio de ligacdo a RNA
de lentivirus, na regido N-terminal de Vif (152), poderia estar se ligando ao RNA gendmico do
virus de febre amarela, levando a distarbios nos processos em que RNA gendmico esta envolvido
durante o ciclo de replicacdo viral. Varios residuos dessa regido foram mutados, e também o N-
terminal foi deletado, e dessa maneira, novos virus recombinantes foram construidos, com o
objetivo de obtermos um virus mais estavel geneticamente (Figura A1 ANEXO I11). O FA/Vif 42-
110, que sofreu a delegdo de todo o N-terminal de Vif, é estavel geneticamente até a vigésima

passagem seriada em células Vero.

Os virus recombinantes de FA/Vif foram construidos com a tecnologia do clone infeccioso,
60



respeitando a integridade genémica do virus da febre amarela vacinal 17D, como descrito na se¢ao
3.7, para obtencdo de um cDNA molde do genoma viral. O construto resultante € transcrito in vitro,
gerando o RNA gendémico. Finalmente, o RNA transcrito é transfectado por eletroporacdo em
células Vero. Apos a transfeccdo dos transcritos de RNA, ambos os virus, FA/Vif 1-110 variante e
FA/Vif 42-110, foram obtidos apds cerca de uma semana com a detec¢édo do efeito citopatico (CPE)

nas culturas de células Vero.

FA/Vif 1-110 original [ ] | [ ] | 624 nt
* \
FA/Vif 42-110 [ ] | | \ | 579 nt
* v
FA/Vif 1-110 variante [T] [ [ | | 702 nt
EA/ViF 102-214 L | | | | 633 nt
Elementos dos cassetes de expressao Vif
] N-terminal NS1 ] vif ] HADENV 4 %  Motivo N-glicosilagiio
D espagador D espagador v Motivo furina

Figura 4.1 - Representacdo das construcdes dos cassetes de expressao de Vif.

Representacdo dos cassetes de expressdo de Vif dos virus recombinantes utilizados, que foram
inseridos na regido intergénica E/NS1 do genoma de febre amarela 17D, com os elementos
discriminados em cores diferentes e simbolos. Em rosa escuro, o N-terminal da proteina NS1, em
rosa claro e amarelo; os espacadores, e em azul, a haste ancora do virus da dengue tipo-4. A estrela
e o triangulo rosa invertido, representam os elementos inseridos na plataforma Il de expressao;
motivo de N-glicosilacdo e clivagem de furina, respectivamente. O tamanho do cassete de Vif de
cada virus recombinante é mostrado no lado direito de sua representacéo.

4.2 Caracterizacao bioldgica e genética dos virus recombinantes de FA/Vif

4.2.1 Titulagdo dos estoques virais

Ap0s a obtengdo dos virus recombinantes de FA/Vif, realizamos um estoque de segunda
passagem em células Vero dos virus recombinantes de FA/Vif, de modo a disponibilizar amostras

tituladas, sequenciadas e homogéneas para toda a experimentacdo desta tese. Todos 0s virus
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recombinantes tiveram seu genoma completo totalmente sequenciado para avaliar a integridade da
construcdo desenhada, e estes ndo apresentaram quaisquer alteracdes genéticas. Os virus
recombinantes construidos anteriormente ao projeto foram retitulados, e confirmados por
sequenciamento. Os titulos dos estoques virais de trabalho, obtidos da média de trés titulacdes

independentes, encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 4.1- Titulos dos virus FA/Vif e controle vacinal FA 17DD.

Titulo PFU/mL

FA 17DD 5,86 x 10°
FA/Vif 1-110 original 3,40 x 10°
FA/Vif 1-110 variante 3,10 x 108
FA/Vif 42-110 1,90 x 106
FA/Vif 102-214 4,30 x 10°

4.2.2 Estabilidade genética dos virus recombinantes de FA/Vif

Para avaliar a estabilidade genética do inserto heterélogo nas diferentes construcdes virais,
submetemos os virus recombinantes a duas séries independentes de passagens (PA e PB) em cultura
de células Vero, a partir do estoque viral 2P, com MOI de aproximadamente 0,02. Nas passagens
5, 10, 15 e 20 extraimos 0 RNA viral do sobrenadante da cultura e o submetemos a RT-PCR para
amplificacdo de um fragmento contendo a regido do inserto. O virus da plataforma viral G1/2T3
sem inserto, foi utilizado como controle e gera uma banda de 674 pares de base (ver secédo 3.7).

Observou-se que o FA/Vif 1-110 original era instavel geneticamente. O amplicon integro
de 1298 pb contendo o inserto Vif 1-110, apds cinco passagens seriadas é detectado como uma
banda majoritaria de 674 pb, o que indica a perda total do inserto heter6logo (Figura 4.2 A), o que
foi confirmado por sequenciamento nucleotidico. Enquanto o virus com o fragmento 102-214 de
Vif, manteve o inserto até a décima quinta passagem, como é evidenciado pela presenca de
amplicon de migragdo correspondente ao esperado de 1307 pb (Figura 4.2 A e B). Os novos virus
FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110 na plataforma 11 de expressao da proteina heteréloga, sao
mais estaveis que o virus FA/Vif 1-110 original.

O virus recombinante FA/Vif 1-110 variante, que possui 0 mesmo fragmento do FA/Vif 1-
110 original, perde o inserto na décima passagem seriada em células Vero. Essa perda foi observada

na passagem 10A e na 10B (Figura 4.2 C), com a deteccdo de bandas menores que o tamanho
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esperado do amplicon contendo a insercao integra, que seria de 1373 pb. O virus recombinante
FA/Vif 42-110 apresentou-se 0 mais estavel dos construtos, pois é estavel até a vigésima passagem
(Figura 4.2 D, décima passagem e Figura A2 — ANEXO II, vigésima passagem), sendo assim

detectado o amplicon completo de 1253 pb.

A) B)
1307 pb 1307 pb
1298 pb
674 pb 674pb &
C) D)
1373 pb 1253 bp
674 pb 674 bp

Figura 4.2 - Andlise da estabilidade genética dos virus recombinantes FA/Vif apds passagem
seriada em células Vero.

Amplicons contendo as insergdes heterélogas foram analisados por eletroforese (se¢do 3.5). (A)
Perfil obtido apods quinta passagem seriada, com os canais: (1) virus G1/2T3; (2) e (3) virus FA/Vif
1-110 original; passagens SA e 5B, respectivamente; (4) e (5) virus FA/Vif 102-214, passagens SA
e 5B. (B) Perfil obtido apds a décima quinta passagem seriada em célula, canais: (1) e (3) virus
G1/2T3; (2) e (4) FA/Vif 102-214; passagens 15A e 15B respectivamente. (C) (1) virus G1/2T3; e
os canais de (2) a (6) correspondem ao virus FA/Vif 1-110 variante; onde (2) perfil da passagem
2P do virus, (3) passagem SA, (4) passagem 10A, (5) passagem 5B e (6) passagem 10B. (D) (1)
virus G1/2T3; e os canais de (2) a (6) correspondem ao virus FA/Vif 42-110; onde (2) perfil da
passagem 2P do virus, (3) passagem 5SA, (4) passagem 10A, (5) passagem 5B e (6) passagem 10B.

4.2.3 Proliferacdo viral em células Vero

Para melhor caracterizar comparativamente 0s construtos virais, células Vero foram
infectadas com o virus controle FA 17DD e os virus recombinantes FA/Vif, gerados pela tecnologia
do clone infeccioso, que s&o os virus FA/Vif 1-110 original, FA/Vif 1-110 variante, FA/Vif 42-110
e FA/Vif 102-214. Em uma primeira etapa, foi realizado o teste Shapiro-Wilk, que confirmou que

os dados de infeccdo em 72 horas eram normais (trés titulacbes independentes), e por isso,
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realizamos o pos-teste de Dunnett, comparando o virus controle FA/17DD e os virus recombinantes
FA/Vif, usando intervalo de confianca de 90 %. O gréfico e a tabela mostram a média e o desvio
padrdo de trés experimentos diferentes (Figura 4.3 e Tabela 4.2).

8

7
—E' —e—FA 17DD
S0 —e—FAVif 1-110 original
“oe FA/Vif 1-110 variante
g —e—FA/Vif 42-110

4 FAIVif 102-214

3

24 48 72 96 120
Horas de infecéo

Figura 4.3 - Proliferacéo viral em células VVero ao longo do tempo.

Culturas de células Vero foram infectadas com os virus recombinantes de FA/Vif e o controle FA
17DD utilizando MOI de 0,02. A cada dia foi retirada uma aliquota do sobrenadante das culturas
infectadas, que foi titulada. Os pontos indicados no gréafico representam as médias dos titulos virais
expressos em logio PFU/mL com o desvio padrdo, obtidos a partir de 3 experimentos
independentes. Os dados foram analisados com teste one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett,
comparando o controle FA 17DD com os virus recombinantes de FA/Vif.

Tabela 4.2 - Média e desvio padréo dos titulos virais (em logl10 PFU/mL) obtidos para cada
virus durante a cinética de proliferacao viral em célula Vero.

24h 48h 72h 96h 120h

FA 17DD 515+081 695+045 7,27%+016 7,36+020 7,01+0,32

FA/Vif 1-110 original 4,28 +0,24 564+0,24 6,41+0,04 6,21+0,21 5,48+0,09

Vero FA/Vif 1-110 variante  5,10+0,32 6,39+0,11 6,54+055 6,65+0,15 6,66+0,30
FA/Vif 42-110 482+031 6,27+021 6,29+0,73 6,35+0,14 6,07 +0,22

FA/Vif 102-214 457+012 6,29+0,33 697+0,28 6,71+0,28 6,02+0,29

Todos os virus recombinantes FA/Vif apresentaram uma menor proliferacdo viral em
relacdo ao virus controle FA 17DD. O que mais se aproximou ao virus vacinal da FA 17DD, em
relacdo ao perfil de proliferagéo viral, foi o FA/Vif 102-214. O pico de proliferagdo viral de todos

0s virus estudados foi em 72 horas (quando a quantificacdo de particulas virais no sobrenadante
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atingiu um maximo ao longo dos 5 dias pds infeccdo), e por isso realizamos a andlise estatistica
nesse ponto da curva. Depois de 96 horas de infecgédo, observa-se uma queda de proliferagdo, com
excecdo do virus FA/Vif 1-110 variante, que mantém um platé entre 96 e 120 horas.

Foi encontrada diferenca estatistica entre o virus vacinal controle 17DD e o FA/Vif 1-110
original em 72 horas de infec¢do; com p-valor de 0,01, sendo este o0 virus recombinante com menor
taxa de crescimento, e o FA/Vif 102-214 com a maior taxa de crescimento. Em 48 horas de
infecgdo, o virus FA 17DD apresentou vinte e duas vezes mais particulas virais infectivas que o
FA/Vif 1-110 original, e em 72 horas de infeccdo; aproximadamente sete vezes mais particulas. A
diferenca entre o FA 17DD e o FA/Vif 1-110 variante em 48 horas, é de aproximadamente quatro
vezes mais, e em 72 horas; de seis vezes mais particulas virais infectivas. Ja com o FA/Vif 42-110,
é de aproximadamente quatro vezes em 48 horas de infeccdo, e de dez vezes mais particulas virais
infectivas em 72 horas. O FA/Vif 102-214, que apresentou a menor diferenca com o 17DD,
apresentou aproximadamente quatro vezes menos em 48 horas, e duas vezes menos particulas virais
infectivas em 72 horas de infecgéo.

Embora o perfil de proliferacdo em células Vero dos trés virus FA/Vif (1-110 original, 1-
110 variante e 42-110) sejam similares, houve um incremento nas taxas de proliferacdo viral dos
novos virus construidos em relacdo ao FA/Vif 1-110 original, principalmente quando comparados

nas primeiras 72 horas de infeg&o.

4.3 Avaliacdo da imunogenicidade em camundongos C57BL/6 dos virus recombinantes
FA/Vif

Nesta etapa do trabalho de tese, pretendia-se determinar se os virus recombinantes FA/Vif
sdo imunogénicos e se sdo igualmente indutores de resposta imune para o virus FA 17DD e para o
antigeno Vif de SIV. Basicamente, fizemos estudos em que se caracteriza a resposta celular por

células T e pela inducdo de anticorpos neutralizantes, como veremos a seguir.

4.3.1 Determinagdo do numero total de esplendcitos e do numero absoluto de células T
CD4* e T CD8* dos grupos imunizados com 0s virus recombinantes de FA/Vif

Nessa primeira etapa, para avaliar se as imunizagdes com os virus recombinantes de FA/Vif

induziram algum tipo de alteracdo celular nos camundongos, determinamos a contagem total de
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esplendcitos e do nimero absoluto de células T CD4" e T CD8*, e comparamos com 0S grupos
controle naive, mock e FA 17DD. Observamos que o grupo do virus recombinante FA/Vif 1-110
variante, tem um aumento de celularidade, dispersao; no nimero total de esplendcitos, em relacdo
aos outros grupos, apresentando a maior mediana entre 0S grupos experimentais. Encontramos
diferenca significativa entre 0 FA 17DD e esse recombinante, com p-valor de 0,04, representada
em asterisco na Figura 4.4 A. N&o houve diferenga entre os outros grupos, na contagem total de
esplendcitos (Figura 4.4 A).

Analisamos as populacdes celulares T CD4" e T CD8" dessas amostras de esplendcitos, na
etapa seguinte, buscando avaliar se houve diferenca no nimero dessas populagdes, entre 0s grupos
FA/Vif e controles, ap6s as imunizagGes. Nas células T CD4", encontramos diferenca significativa
entre 0 grupo naive e todos 0s outros grupos, onde essa foi maior com o FA/Vif 1-110 variante;
com p-valor de 0,03. Existe uma tendéncia de se observar os maiores valores de células T CD4*
nos grupos imunizados com os virus recombinantes FA/Vif, com excec¢do do grupo FA/Vif 1-110
original. O grupo FA/Vif 1-110 variante apresentou 0 mesmo perfil de grande disperséo observado
no nimero de esplendcitos, também no ndmero absoluto de células T CD4", e apresentou valores
significativamente maiores que o FA/Vif 1-110 original (p-valor de 0,03) (Figura 4.4 B). Apesar
de nédo haver diferenca significativa entre os grupos, quanto ao nimero absoluto de células T CD8",
consistentemente, o FA/Vif 1-110 variante apresentou a maior disperséo entre todos 0s grupos,

também nessa populacéo avaliada (Figura 4.4 C).
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Figura 4.4 - Determinacgéo do numero total de esplendcitos e do namero absoluto de células
T CD4*e T CD8* dos grupos imunizados com virus recombinantes de FA/Vif.

Os dados sdo apresentados em graficos de dispersdo com mediana do nimero de células T. (A)
Contagem total de esplendcitos por camundongo. (B) Numero absoluto de células T CD4" e (C)
ndmero absoluto de células T CD8". Através da analise com o software Summit, obtivemos a
porcentagem de células T CD4*e T CD8*, e entdo calculamos o nimero absoluto dessas populagdes
de cada camundongo, utilizando a sua contagem de esplendcitos - porcentagem de T CD4" ou T
CD8* x nimero de esplendcitos/100. Os asteriscos nos graficos indicam a diferenca significativa
encontrada entre os grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

A contribuicdo relativa de células T CD4*e T CD8" por grupo experimental foi também
avaliada, com o objetivo de investigarmos altera¢fes na razdo dessas populacgdes celulares, apos as
imunizagdes. Analisamos as razfes de células T CD4"e T CD8" dentro dos grupos, para comparar
as porcentagens com que cada valor dessas populagdes contribui para um total. O grafico é plotado
com a mediana dessas populagdes em cada grupo, sem os outliers. O resultado € muito semelhante
aos dos graficos de numero absoluto de células T CD4*e T CD8*. Observa-se no grupo do virus

recombinante FA/Vif 1-110 variante, um aumento de células T CD4" em relagdo aos outros grupos.
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Os grupos de FA/Vif apresentam uma tendéncia de aumento de células T CD4*, com excecdo do

FA/Vif original (Figura 4.5).

100%

80%

60% BT CD4+
40% T CD8+
20%

0%
Naive Mock 17DD  Vif1-110 Vif1-110 Vif42-110 Vif 102-214
original  variante

Figura 4.5 - Razdo de células T CD4* e T CD8* dentro dos grupos de camundongos

imunizados e naive.
Grafico de coluna 100% empilhada, mostrando a razdo do ndmero de células T CD4*e T CD8"
dentro de cada grupo, através da mediana dessas células nos grupos controle e virus recombinantes.

4.3.2 Deteccdo in vivo de células T de memodria ap6s as imunizagdes com 0s virus
recombinantes FA/Vif

Com o objetivo de se avaliar a capacidade de geracdo de células T de memoria, apos as
imunizacBes com os virus FA/Vif, populacGes de células T foram analisadas quanto ao seu nimero
absoluto e porcentagem. Populagdes de células T CD4*, T CD8", T CD4" de memoériae T CD8" de
memoria foram caracterizadas pela expressdo dos marcadores de moléculas de superficie CD3,
CD4, CD8, CD44, CD127, CCR7, CD62L e o0 marcador de viabilidade Zombie Violet.
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4.3.2.1 Determinacdo do numero absoluto e porcentagem de células T de memoria nos
grupos imunizados com os virus recombinantes FA/Vif

Com as populacdes de células T CD4"e T CD8" ja definidas e analisadas dentro dos grupos,
utilizamos os anticorpos especificos contra CD44 e CD127 para imunofenotipar células T de
memoria, que apresentam o fendtipo CD44"I"CD127M9", Esses marcadores estdo relacionados a
migracdo/adesdo celular e manutencdo/sobrevivéncia de células T de memdria, respectivamente.
Os resultados estdo em nimero absoluto e porcentagem das populacées de interesse.

Todos os grupos experimentais apresentaram 0 nimero absoluto de células T CD4" de
memoria (CD44M"CD127"9") significativamente maior que o do grupo naive (p-valores de 0,01
a 0,03), com excecdo do FA/Vif 102-214. N&o ha diferenca significativa entre 0s grupos que
receberam virus recombinantes, o0 FA 17DD e o mock (Figura 4.6 A). No nimero absoluto de
células T CD8* de meméria (CD44""CD127M"), os grupos experimentais apresentam valores
significativamente maiores que o do grupo naive, com exce¢do do mock e FA/Vif 102-214, porém
a diferenga foi maior com o FA/Vif 1-110 variante, com p-valor de 0,0092. A diferenga entre naive
e mock é limitrofe, com p-valor de 0,0570 (Figura 4.6 B). A associacdo destas analises indicaria
que o virus FA/Vif 1-110 variante tenderia a exibir uma frequéncia maior de células T CD4" e T
CD8* de memoria, dentro nas nossas condicdes experimentais.

Ao se estabelecer a porcentagem das células T CD4* de meméria, observamos que nédo
houve diferenca significativa entre 0s grupos, mas 0s virus recombinantes apresentaram animais
imunizados com maiores valores e dispersao que os grupos controles (Figura 4.6 C). A diferencga
significativa encontrada na analise da frequéncia das células T CD8* de memoria, entre o grupo
naive e 0s demais, foi muito maior que em seu numero absoluto, com p-valor menor que 0,0001
para todos os grupos (Figura 4.6 D). N&o houve diferenca entre os grupos de virus nas populagdes

de memoria, e 0 mock se manteve semelhante a esses grupos.
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Figura 4.6 - Determinacao do nimero absoluto e porcentagem de células T de memoria nos
grupos imunizados com FA/Vif.

Os dados sdo apresentados em graficos de dispersdo com mediana do numero absoluto e
porcentagem de células T de memdria, que foram imunofenotipadas em T CD4*CD44Ms"CD127"idh
e T CD8* CD44""CD127"9" e quantificadas pelo seu ndmero absoluto (A e B, respectivamente)
ou porcentagem (C e D, respectivamente). Através da analise com o software Summit, obtivemos
a porcentagem de células T CD4" de memoriae T CD8* de memodria, e entdo calculamos o nimero
absoluto dessas populagdes de cada camundongo, utilizando o nimero de células T CD4" e T CD8*
- porcentagem de T CD4" de meméria ou T CD8" de memoria x nimero de células T CD4" ou T
CD8*/100. Os asteriscos nos graficos indicam a diferenca significativa encontrada entre os grupos,
pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

4.3.2.2 Deteccdo da populacdo de celulas T de memdria central nos grupos imunizados com
FA/ViIf

A avaliacdo das subpopulagcbes de células T de memodria, geradas ap6s imunizacédo, é

importante para predizer quéo eficiente a resposta imune celular foi contra o patégeno da vacina,
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especialmente pelas células T memdria efetora, que conferem protecdo imediata, circulando ou
residente nos tecidos. A resposta de “re-chamada” ¢ conferida pelas células T de memoria central,
que patrulham as areas de tecidos linfoides secundérios, onde elas podem rapidamente proliferar
depois do encontro com o antigeno apresentado por células dendriticas.

Assim, com o objetivo de identificar as populacGes de células T de memoria central e
efetora, utilizamos os marcadores de superficie celular CCR7 e CD62L, juntamente com CD44 e
CD127. O CCR7 com a L-selectina CD62L, medeiam a migracdo das células T para 6rgéaos
linfoides secundarios, via vénulas do endotélio alto. As células T de memdria central possuem o
fenotipo CD44MI"CD127"MICCR7MINCDE2LMY",  enquanto as de memoria efetora sdo
imunofenotipadas como CD44""CD127"9" CCR7'°CD62L',

No nimero de T CD4" de memoria central, notamos que 0s grupos imunizados
apresentaram valores significativamente maiores que o do grupo naive, sendo que foi maior com o
mock, FA 17DD e FA/Vif 1-110 original (p-valor menor que 0,0001). O p-valor da diferenca do
naive com FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110 foi de exatamente 0,0001, e com FA/Vif 102-
214 de 0,0051 (Figura 4.7 A). Mais uma vez, se detecta uma tendéncia de animais que foram
imunizados com os virus FA/Vif 1-110 variante de apresentarem um namero superior de células T
CD4*, aqui no caso, de memoria central, embora ndo observamos diferenca significativa entre os
grupos imunizados. Para as células T CD8" de memaria central em seu nimero, observamos que
0s grupos mock, FA 17DD e FA/Vif 1-110 variante, apresentaram valores significativamente
maiores que o naive (p-valores de 0,01 a 0,04) (Figura 4.7 B). Ndo encontramos nenhuma diferenca
significativa entre os grupos imunizados no nimero de células T CD8" de memdria central.

Quando analisamos a porcentagem das células T CD4" de memdria central, encontramos
resultados semelhantes entre o grupo naive e 0s outros grupos em relacdo aos obtidos na analise de
namero, porém, também observamos diferenca significativa entre FA/Vif 1-110 original e FA/Vif
42-110 (Figura 4.7 C). O grupo mock nos dados de células T CD8" de memoria central,
principalmente na porcentagem dessa populacdo, apresentou mediana maior que todos 0s outros
grupos, resultado que também foi observado posteriormente em outra analise de imunofenotipagem
e deteccdo de citocinas secretadas pelos esplendcitos de camundongos imunizados (secéo 4.3.3.5).
Na frequéncia das células T CD8" de memadria central, encontramos diferenga significativa entre o
grupo mock, que apresentou valores significativamente mais altos que todos os virus de FA/Vif,
com p-valores entre 0,01 e 0,04. N&o foi observada nenhuma diferenca significativa entre os virus
(Figura 4.7 D).
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Figura 4.7 - Deteccdo da populacdo de células T de memoria central nos grupos imunizados
com FA/ViIf.

Os dados sdo apresentados em graficos de dispersdo com mediana do nimero absoluto e
porcentagem de células T de memdria central, que foram imunofenotipadas em T CD4"
CD44"M"CD127MCCR7MICDE2L"N e T  CD8*CD44M"CD127M"CCR7MINCDE2L" e
quantificadas pelo seu numero absoluto (A e B, respectivamente) ou porcentagem (C e D,
respectivamente). Através da analise com o software Summit, obtivemos a porcentagem de células
T CD4* de memdria central e T CD8" de memodria central, e entdo calculamos o nimero absoluto
dessas populagdes de cada camundongo, utilizando o nimero de células T CD4" de memoriae T
CD8* de memoria - porcentagem de T CD4* de memdria central ou T CD8* de memoria central x
namero de células T CD4* de memoéria ou T CD8" de memoria/100. Os asteriscos nos graficos

indicam a diferenca significativa encontrada entre 0s grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney.
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4.3.2.3 Deteccdo da populacéo de células T de memoria efetora nos grupos imunizados com
FA/Vif

As células T de memoéria efetora foram imunofenotipadas como células T CD4*CD44Mdh
CD127""CCR7'"CD62L'" e células T CD8* CD44""CD127"MINCCR7'CD62L"". No nimero
absoluto de células T CD4" de memoria efetora, 0s grupos imunizados apresentaram valores
significativamente maiores que o grupo naive, especialmente quando comparadas as observadas
nos dados de memdria central, em todos os grupos FA/Vif (secdo 4.3.2.2). Animais imunizados
apresentaram maiores numeros de células T efetoras quando comparados ao grupo naive, embora
né&o tenhamos observado diferenca significativa entre o grupo mock e 0s grupos que receberam os
indculos virais. Os grupos FA 17DD, FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110, apresentaram 0s
maiores valores em relacdo ao grupo naive (p-valor de 0,0001). Mais uma vez, observa-se uma
tendéncia de maior dispersdo para valores superiores de células T CD4* de memdria efetora no
grupo FA/Vif 1-110 variante, mas também nos grupos FA/Vif 42-110 e FA/Vif 102-214 que
apresentaram valores mais altos do nimero de células T CD4" efetoras (Figura 4.8 A).

No nimero absoluto de células T CD8" de memoria efetora, observamos valores ainda mais
altos nos grupos imunizados em relacdo ao grupo naive, e pela primeira vez, observamos diferenca
significativa do grupo mock com grupos de FA/Vif. O grupo FA/Vif 1-110 variante apresentou
alguns valores que foram duas vezes maiores que o0s encontrados no grupo FA 17DD, mantendo
aqui também, o seu perfil de maior dispersdo em relacdo aos outros grupos (Figura 4.8 B).

A porcentagem de células T CD4" de memoria efetora é significativamente superior nos
grupos imunizados em relacdo ao grupo naive (Figura 4.8 C), mas também observamos uma maior
porcentagem destas células no grupo FA/Vif 42-110 quando comparado ao grupo mock (p-valor
de 0,01). O grupo FA/Vif 42-110 também apresentou o maior valor mediano de células T CD4" de
memodria efetora, quando comparado com o valor determinado para o grupo FA/Vif 1-110 original
e FA/Vif 1-110 variante, p-valores de 0,001 e 0,04 respectivamente; e apresentou p-valor limitrofe
de 0,0524 com FA 17DD (Figura 4.8 C). Os grupos FA/Vif 42-110, FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif
102-214, apresentaram em alguns animais imunizados, cerca de 10% de células T CD4" de
memoria efetora a mais que nos observados no grupo FA/Vif 1-110 original (Figura 4.8 C).

Os grupos imunizados apresentaram valores significativamente maiores que o0 grupo naive,
com p-valor menor que 0,0001, na porcentagem de células T CD8"* de memdria efetora; e todos 0s
grupos de FA/Vif apresentaram medianas maiores que o grupo mock, com diferenca significativa.

O grupo do virus FA/Vif 42-110 também se destacou nesse parametro, apresentando diferenca
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significativa com o grupo FA 17DD e com p-valor limitrofe de 0,0511 com FA/Vif 1-110 original.
O grupo FA/Vif 102-214 apresentou valores significativamente maiores que FA 17DD e o FA/Vif
1-110 original; e o grupo FA/Vif 1-110 variante apresentou p-valor limitrofe de 0,0524 com FA
17DD (Figura 4.8 D). Os grupos de virus recombinantes FA/Vif 1-110 variante, FA/Vif 42-110 e
FA/Vif 102-214, no parametro de células T de memoria efetora, se destacaram dentre 0s grupos
imunizados. Os grupos FA/Vif 42-110, FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 102-214, apresentaram em
alguns animais imunizados, cerca de 20% de células T CD4" de memdria efetora a mais que nos
observados no grupo FA 17DD e FA/Vif 1-110 original (Figura 4.8 D).

Nos dados de porcentagem de células T de memoria efetora, observamos diferenca
significativa entre os grupos de FA/Vif; e também entre grupos de FA/Vif e o grupo FA 17DD,
onde os recombinantes apresentaram valores maiores de porcentagem dessa populacao, o que fez
com que esse parametro fosse os mais discriminativo dos que foram analisados nos ensaios de
deteccdo in vivo de células T de memoria, 0 que posteriormente também notamos na analise das
células nos ensaios de resposta especifica ao virus da febre amarela e a Vif, e de forma geral,

especialmente nas células T CD8" (secdo 4.3.3.2).
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Figura 4.8 - Deteccdo da populacado de células T de memoria efetora dos grupos imunizados
com FA/ViIf.

Os dados sdo apresentados em graficos de dispersdo com mediana do nimero absoluto e
porcentagem de células T de memdria efetora, que foram imunofenotipadas em T CD4"
CD44""CD127MCCR7“CD62LY e T  CD8'CD44""CD127""CCR7'“CD62L""Y e
quantificadas pelo seu numero absoluto (A e B, respectivamente) ou porcentagem (C e D,
respectivamente). Através da analise com o software Summit, obtivemos a porcentagem de células
T CD4" de memoria efetora e T CD8* de memoria efetora, e entdo calculamos o nimero absoluto
dessas populagdes de cada camundongo, utilizando o nimero de células T CD4" de memoriae T
CD8* de memoria - porcentagem de T CD4" de memoéria efetora ou T CD8" de meméria efetora x
namero de células T CD4* de memoria ou T CD8" de memoria/100. Os asteriscos nos graficos

indicam a diferenca significativa encontrada entre 0s grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney.
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4.3.3 Avaliacéo da resposta celular especifica contra o virus da febre amarela 17D e o fator
de infectividade viral (Vif) de SIVmac239, nos grupos imunizados com FA/Vif

Nessa etapa, com 0 objetivo de analisarmos a resposta celular especifica ao virus da FA e
ao antigeno de Vif, apds as imunizagGes com os virus recombinantes FA/Vif, pesquisou-se a
resposta celular especifica aos estimulos de FA 17D e Vif, atraves da caracterizacdo da expressao
de moléculas de superficie, sintese de citocinas, proliferagdo celular, e diferenciacdo em células
efetoras e de memoria.

Os esplendcitos dos camundongos imunizados foram estimulados in vitro (pools de
esplendcitos por grupo) com o peptideo da FA 17D ATLTYRML e dois pools com dez peptideos
de Vif, correspondentes aos fragmentos de Vif, posicdo de 1 a 51 e de 41 a 107 (GenBank accession
number M33262). Avaliamos a ativacdo de células T, proliferacdo celular de linfocitos e
especificamente de células T de memdria (central e efetora), e a producdo de citocinas no
sobrenadante da cultura celular. Realizamos dois experimentos com o peptideo do virus da FA 17D
e com o pool de Vif 41-107, e trés com Vif 1-51. Apo6s a incubacdo, as células foram
imunofenotipadas com um painel de ativacdao de células T, memoria, proliferacdo e viabilidade,
correspondentes aos marcadores CD3, CD4, CD8, CD69, CD44, CCR7, CD62L, CFSE e 0 Zombie
Violet, respectivamente. A analise foi estendida para a detec¢do de citocinas Thl e Th2 no

sobrenadante da cultura das células estimuladas.

4.3.3.1 Deteccdo de células T de camundongos imunizados com os virus FA/Vif, que foram
ativadas e proliferaram apos estimulo in vitro

Esplendcitos dos grupos controles naive e mock foram inespecificamente ativados e
proliferaram na presenca de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) e ionomicina, compostos que
ativam células T pela via da proteina quinase C (PCK), “omitindo” a necessidade de estimulagdo
via receptor de superficie, e também causam a liberacdo de célcio, necessario para a sinalizacdo
NFAT (fator nuclear de celulas T ativadas), respectivamente. Esses grupos nao foram incluidos na
andlise estatistica, por serem controles da técnica e ndo da experimentacdo em si. Eles mostram
que as células que utilizamos respondem a estimulos.

Quando estimulamos as células com o peptideo ATLTYRML da proteina NS3 do virus da
FA 17D, ndo encontramos qualquer diferenca significativa entre 0s grupos, na porcentagem de
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células T CD4" ativadas (T CD4"CD69"), porém observamos maior frequéncia dessa populacéo
em todos os grupos que foram imunizados com virus, em relacdo aos controles negativos naive
ndo-estimulado, naive e mock estimulados com peptideo do virus da febre amarela. Os p-valores
da diferenca do grupo FA/Vif 42-110 com os grupos mock e naive sao limitrofes; de 0,0571 (Figura
49 A).

Ja nas células T CD8" ativadas (T CD4'CD69"), a diferenga na porcentagem dessa
populacdo nos grupos de virus em relacdo aos controles negativos, é mais evidente. Os grupos FA
17DD, FA/Vif 1-110 original e FA/Vif 42-110 apresentaram valores significativamente maiores
que o grupo mock, embora o p-valor da diferenca do grupo FA 17DD e naive seja limitrofe; de
0,0571. Dentre os grupos de recombinantes FA/Vif, nas células T CD4" e CD8" ativadas, 0 grupo
FA/Vif 1-110 original, se mostrou com maior porcentagem dessas populacdes, porém mais
perceptivel em células T CD8" ativadas (Figura 4.9 B).

As ceélulas quando estimuladas in vitro, sdo ativadas e sofrem expansao clonal, isto e,
proliferacdo celular. Utilizamos o marcador de proliferagdo CFSE, para avaliar quao eficientes
foram os estimulos, avaliando as células CD3" vivas. As células que proliferaram possuem o
fenotipo CFSE'Y. Esplendcitos dos grupos controles naive e mock foram inespecificamente
ativados e proliferaram na presenca de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) e ionomicina
(controles da técnica). Esses controles serdo mostrados em todas as populacGes estudadas a partir
dessa secdo. A Figura 4.10 é uma sobreposicdo representativa da populacdo que proliferou
(CFSE'™") em todos os grupos com os estimulos do virus de FA 17D e Vif, com os controles.

Com o estimulo do peptideo do virus da FA 17D ATLTYRML, todos os grupos de virus
apresentaram maior frequéncia de células em proliferacdo que os controles negativos, mas
especialmente o grupo do virus recombinante FA/Vif 1-110 variante e em seguida o FA/Vif 42-
110. O grupo do virus recombinante FA/Vif 1-110 variante se destacou, apresentando valores
significativamente maiores que 0s grupos naive, mock e FA 17DD. Os grupos de virus FA/Vif
apresentaram valores maiores que o FA 17DD. O grupo FA/Vif 42-110 com o naive ndo estimulado
e com FA 17DD, apresentou um p-valor limitrofe de 0,0571. Assim como o grupo FA/Vif 1-110
original com FA/Vif 1-110 variante (Figura 4.9 C).

Também avaliamos as células T CD4"e T CD8" que proliferaram ap6s a incubagdo com o
estimulo do virus de FA 17D (populacbes T CD4* CFSE'™ e T CD8*CFSE'""). A frequéncia de
células T CD4*CFSE'*" foi maior no grupo do FA 17DD e FA/Vif 1-110 variante, e essa resposta

se encontra acima da resposta dos controles negativos, apesar de ndo haver diferenca significativa
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entre os todos os grupos experimentais. O p-valor da diferenca entre o grupo FA 17DD e o FA/Vif
42-110 é limitrofe, de 0,0571 (Figura 4.9 D). O grupo do FA 17DD e o FA/Vif 1-110 variante,
também apresentaram maior frequéncia de células T CD8"CFSE'", com diferenca significativa
desses dois grupos com o naive ndo estimulado, naive e mock, e o grupo do FA 17DD apresentou
valores significativamente maiores que o FA/Vif 1-110 original. Os grupos FA/Vif 1-110 original

e FA/Vif 42-110, apresentaram p-valor limitrofe de 0,0571 com o grupo naive ndo estimulado
(Figura4.9 E).
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Figura 4.9 - Deteccdo de células T ativadas e que proliferaram ap6s estimulo in vitro com
peptideo ATLTYRML do virus da FA 17D.

Os graficos representam: (A) e (B) Frequéncia de células T CD4" e CD8* ativadas (CD69"),
respectivamente; (C) Células CD3* que proliferaram (CFSE'®Y); (D) Frequéncia de células T CD4*
que proliferaram (CFSE'™" T CD4") e (E) Frequéncia de células T CD8* que proliferaram (CFSE'"
T CD8"). As abreviacdes PMA/ion. correspondem a forbol-12-miristato-13-acetato e ionomicina,
respectivamente, e naive n.e a naive ndo estimulado. Os asteriscos nos graficos indicam a diferenca
significativa encontrada entre os grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, as colunas;
as médias dos grupos, e as barras nas colunas correspondem ao erro médio. O retdngulo em cinza
claro nos graficos evidencia onde esta a diferenca ou tendéncia encontrada acima dos controles

negativos. As chaves presentes no eixo x do grafico, embaixo da identificagdo dos grupos, mostra
quem recebeu o estimulo, e qual foi ele.

78



A) B) S
[on CSFElow | Honh CSFElow | Hon
[EIPMmaA/ionomicina

ﬂ [EIPMmA/ionomicina [ElPMA/ionomicina
WiNaive o WiNaive WiNaive
[ElMock y [EMock / [ElMock
[J1700 [CJ1700 [J1700
€ [T vif 1-110 original g — E [C]vif 1-110 original g [C]vif 1-110 original
3 [Evif 1-110 variante 8 "‘4 Evif 1-110 variante 3 [Ivif 1-110 variante
[vif 42-110 \ Bvif 42-110 / .Vif42-110
A B

g = = "ﬁ

CFSE FITC-H CFSE FITC-H CFSE FITC H

Figura 4.10 - Overlays representativos para a identificacdo da regido de proliferacéo celular
(CFSE'™W).

Sobreposicdo da amostra 0 hora com as amostras incubadas por 18-19 horas. Overlays
representativos de (A) amostras estimuladas com peptideo de FA 17D e controles negativos; (B)
amostras estimuladas com pool de peptideos de Vif 41-107 e controles negativos e (C) amostras
estimuladas com pool de peptideos de Vif 1-51 e controles.

Quando estimulamos as células com o pool de peptideos de Vif 41-107, ndo houve
diferenca significativa na frequéncia de células T CD4" e CD8" ativadas entre 0s grupos
experimentais, inclusive controles negativos e virus. Mas observa-se que o FA/Vif 1-110 variante
se destaca, com maior frequéncia nessas duas populacdes (Figura 4.11 A e B).

N&o houve clara distin¢do entre os grupos experimentais, quando analisamos as células
CD3" que proliferaram com o estimulo do pool de peptideos de Vif 41-107. Nao encontramos
diferenca significativa entre os grupos. Apesar de observamos um discreto aumento na frequéncia
dessa populacdo nos grupos FA 17DD e FA/Vif 1-110 variante, a média desses dois grupos se
encontra proxima a do naive ndo estimulado (Figura 4.11 C).

Na anélise das células T CFSE'" com o estimulo com o pool de peptideos de Vif 41-107,
constatou-se que em T CD4*CFSE"", todos os grupos experimentais, inclusive os de controle
negativo, se apresentaram de forma semelhantes, ndo havendo diferenca significativa entre eles
(Figura 4.11 D). A diferenca notada na frequéncia das células das T CD8*CFSE'", é que o grupo
FA/Vif 1-110 original, tem valores menores em relacdo a todos os outros grupos, sendo
significativamente menor que o grupo FA 17DD (Figura 4.11 E). A diferenca do grupo FA 17DD

com o naive é limitrofe (p-valor da 0,0571).
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Figura 4.11 - Deteccdo de células T ativadas e que proliferaram ap6s estimulo in vitro com
pool de peptideos de Vif 41-107.

Os gréficos representam: (A) e (B) Frequéncia de células T CD4" e CD8" ativadas (CD69"),
respectivamente; (C) Células CD3"* que proliferaram (CFSE'®Y); (D) Frequéncia de células T CD4*
que proliferaram (CFSE'™" T CD4%) e (E) Frequéncia de células T CD8* que proliferaram (CFSE'"
T CD8"). As abreviacoes PMA/ion. correspondem a forbol-12-miristato-13-acetato e ionomicina,
respectivamente, e naive n.e. a naive ndo estimulado. Os asteriscos nos graficos indicam a diferenca
significativa encontrada entre os grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, as colunas;
as médias dos grupos, e as barras nas colunas correspondem ao erro médio. O retangulo em cinza
claro nos graficos evidencia onde esta a diferenca ou tendéncia encontrada acima dos controles

negativos. As chaves presentes no eixo x do grafico, embaixo da identificagdo dos grupos, mostra
guem recebeu o estimulo, e qual foi ele.

Na investigacdo das células T ativadas com o pool de peptideos de Vif 1-51, os FA/Vif 1-
110 variante e FA/Vif 42-110 apresentaram um aumento muito discreto nessas popula¢des, mas
menor do que o observado com o pool de peptideos de Vif 41-107. Também n&do encontramos
diferenga significativa entre os grupos com o estimulo do pool de peptideos de Vif 1-51 (Figura
4.12 A e B).

Em relagdo a células CD3" que proliferaram com o estimulo do pool de peptideos de Vif 1-
51, também né&o houve distin¢éo entre os grupos, porém o grupo do virus FA/Vif 1-110 variante,
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apresentou um discreto aumento na frequéncia de células em proliferacdo com esse estimulo, em
relagdo aos grupos de controle negativo (Figura 4.12 C).

Resultado semelhante na frequéncia das células das T CD4*CFSE'" foi observado. Todos
os grupos responderam de forma equivalente (Figura 4.12 D). Enquanto em T CD8*CFSE",
notamos um pequeno aumento nessa populacdo, no grupo FA/Vif 1-110 variante, porém nao
encontramos diferenca significativa entre os grupos experimentais (Figura 4.12 E). O estimulo com
0s pools de peptideos de Vif ndo discriminou as diferencas entre os grupos experimentais, quando
analisamos as populacdes CFSE'Y e T CD4*CFSE'"" e T CD8*CFSE"". Porém observamos a

inducdo de resposta especifica e diferenca entre os grupos virais e controles negativos, quando
estimulamos com o peptideo de FA 17D.
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Figura 4.12 - Deteccdo de células T ativadas e que proliferaram apos estimulo in vitro com
pool de peptideos de Vif 1-51.

Os gréaficos representam: (A) e (B) Frequéncia de células T CD4" e CD8" ativadas (CD69%),
respectivamente; (C) Células CD3"* que proliferaram (CFSE'®Y); (D) Frequéncia de células T CD4*
que proliferaram (CFSE'" T CD4%) e (E) Frequéncia de células T CD8* que proliferaram (CFSE'™"
T CD8"). As abreviacdes PMA/ion. correspondem a forbol-12-miristato-13-acetato e ionomicina,
respectivamente, e naive n.e. a naive ndo estimulado. Os asteriscos nos graficos indicam a diferenca
significativa encontrada entre os grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, as colunas;
as médias dos grupos, e as barras nas colunas correspondem ao erro médio. O retangulo em cinza
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claro nos graficos evidencia onde esta a diferenca ou tendéncia encontrada acima dos controles
negativos. As chaves presentes no eixo x do grafico, embaixo da identificacdo dos grupos, mostra
quem recebeu o estimulo, e qual foi ele.

4.3.3.2 Determinacdo de células T de memoria de camundongos imunizados com 0s virus
FA/Vif ap6s estimulo in vitro

A ativacdo de células T aumenta a expressdo de CD44, que é um receptor do acido
hialurdnico da matriz extracelular, que quando ligado as suas moléculas ligantes, auxilia a retencao
de células T efetoras e T de memoria, nos sitios teciduais de infec¢do ou de danos, onde o antigeno
esta presente (153). Devido a sua importancia, avaliamos as populaces que sdo T CD44"d (T
efetoras e T de memoria), dentro das células que proliferaram apds os estimulos in vitro (CFSE'™").

Na frequéncia de células T CD4*CFSE'®“CD44"9" encontrada ap6s incubagdo com o
peptideo ATLTYRML do virus da FA 17D, os grupos imunizados com virus sao semelhantes ao
controle negativo naive ndo estimulado, onde esse grupo possui valores significativamente maiores
que os grupos FA 17DD e naive (Figura 4.13 A). Na frequéncia das células T
CD8*CFSE'"CD44"9" n3o houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais, porém,
notamos que o grupo FA/Vif 1-110 original, apresentou um aumento dessa populagéo em relagdo
aos outros virus. Observamos também que a frequéncia de células T CD8*CFSE'®“CD44"9" nos
grupos de virus é maior que a frequéncia de células T CD4*CFSE'™“CD44"%". O p-valor da
diferenca do grupo naive e mock é limitrofe de 0,0571 (Figura 4.13 D).

As células T de memoria sdo CD44"9" porém, somente com esse marcador, ndo é possivel
definirmos as subpopula¢des de memdria central e efetora, e diferencia-las das células efetoras. Na
nossa proxima analise, utilizamos os marcadores CCR7 e CD62L, para detectar as populagdes de
memoria central e efetora que proliferaram (CFSE'™"). As células T de memoria central, possuem
o fendtipo de CD44"ICCR7MICDE2LM enquanto as de memoria efetora de
CD44"ICCR7'O“CD62L'Y,

Na analise da frequéncia das células T CD4*CFSE'™" de memoria central, apos estimulo
com peptideo ATLTYRML do virus da FA 17D, observamos que o grupo mock apresentou-se com
média mais alta que os outros grupos, resultado que também foi observado nos ensaios de detec¢do
in vivo de células T de memdria, nesse mesmo parametro analisado (Figura 4.13 B). Ele aparece

mais acentuado nas células T CD8'CFSEY de memoéria central, com valor maior
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significativamente com o grupo do FA 17DD (Figura 4.13 E), e com p-valor limitrofe de 0,0571
com FA/Vif 1-110 original, e em T CD4" de memoria central, com FA/Vif 1-110 variante.
Analisamos a frequéncia de células T CFSE'"YCD44M""CCR7'°“CD62L'" (memodria
efetora), com 0 mesmo estimulo, e observamos que os grupos FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-
110 possuem a maior frequéncia dessa populagédo, entre os grupos de virus, e apresentam média
acima dos controles negativos. FA/Vif 42-110 apresentou valores mais altos significativamente
que o0 grupo naive ndo estimulado, e o p-valor limitrofe de 0,0571 foi encontrado entre o naive ndo
estimulado e o FA/Vif 1-110 original (Figura 4.13 C). Em T CD8*CFSE"®" de memoria efetora,
todos os grupos de virus apresentaram diferenca significativa, com valores mais altos, com todos
0s grupos de controle negativo (naive ndo estimulado, naive e mock). O grupo FA 17DD
apresentou valores mais altos dessa populagdo entre os grupos de virus (Figura 4.13 F).
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Figura 4.13 - Determinacgéo de células T de memdria de camundongos imunizados com 0s
virus FA/Vif apos estimulo in vitro com o peptideo ATLTYRML do virus de FA 17D.

Os gréficos representam: (A) Frequéncia de células T CD4*CFSE'®“CD44"9": (B) Frequéncia de
células T CD4*CFSE"™" de memodria central; (C) Frequéncia de T CD4*CFSE'™ de memdria
efetora; (D) Frequéncia de células T CD8*CFSE'"“CD44"9": (E) Frequéncia de células T
CD8*CFSE'™" de memoria central; (F) Frequéncia de T CD8*CFSE'™ de memdria efetora. As
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abreviagbes PMA/ion. correspondem a forbol-12-miristato-13-acetato e ionomicina,
respectivamente, e naive n.e. a naive ndo estimulado. Os asteriscos nos graficos indicam a diferenca
significativa encontrada entre os grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney e as barras
nas colunas correspondem ao erro médio. O retangulo em cinza claro nos gréaficos evidencia onde
esta a diferenca ou tendéncia encontrada acima dos controles negativos. As chaves presentes no
eixo x do gréafico, embaixo da identificacdo dos grupos, mostra quem recebeu o estimulo, e qual
foi ele.

Com o estimulo do pool de Vif de 41-107, o resultado da frequéncia das populagdes T
CD4* e T CD8*CFSE""CD44"9" foi muito semelhante. Todos 0s grupos de virus apresentaram
valores maiores que os controles negativos, porem sem diferenca significativa entre eles. E com
esse estimulo, assim como o do virus de FA, observamos que a frequéncia de células T
CD8*CFSE*"CD44"9" ¢ maior que a de T CD4* CFSE"CD44"9" nos grupos imunizados com
virus. O grupo FA/Vif 1-110 variante se destacou com maiores valores entre 0s grupos imunizados
com virus, tanto em T CD4*CFSE'"YCD44"9" ¢ T CD8*CFSE'®“CD44"%" e apresentou limitrofe
com o0 grupo naive ndo estimulado e mock, respectivamente (p-valor 0,0571) (Figura 4.14 A e D).

Na frequéncia das células T CD4*CFSE'™" de meméria central, com o estimulo do pool de
peptideos de Vif 41-107, todos os grupos se mostraram muito semelhantes (Figura 4.14 B). O grupo
mock se apresentou com a média mais alta na frequéncia de células T CD8*CFSE'Y de memoria
central, em relacdo a todos 0s outros grupos, como também foi observado com o estimulo do virus
de FA (Figura 4.14 E).

Na anélise das células T CD4*CFSE'™" de memdria efetora, notamos que os grupos FA/Vif
1-110 variante e FA/Vif 42-110 apresentaram diferenca significativa com valores mais altos com
0s grupos naive nio estimulado e naive (Figura 4.14 C). Na frequéncia de células T CD8*CFSE'™"
de memoria efetora, todos 0s grupos de virus apresentaram diferenca significativa com valores
mais altos que o naive. O grupo FA 17DD e FA/Vif 1-110 original apresentaram valores maiores
significativamente que o naive ndo estimulado, e o FA/Vif 1-110 original valores
significativamente maiores que o mock. O grupo FA/Vif 1-110 original se destacou com maior
frequéncia de células T de memoria efetora (T CD4*CFSE'™Y e T CD8*CFSE'™") entre os grupos
de virus. Os grupos FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110, apresentaram p-valor limitrofe com
naive ndo estimulado (0,0571), assim como o grupo mock com naive, FA 17DD com mock, e
FA/Vif 42-110 com mock (Figura 4.14 F).
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Figura 4.14 - Determinacéo de celulas T de memdria de camundongos imunizados com 0s
virus FA/Vif apo6s estimulo in vitro com o pool de peptideos de Vif 41-107.

Os gréaficos representam: (A) Frequéncia de células T CD4*CFSE'®“CD44"%": (B) Frequéncia de
células T CD4*CFSE"" de memoria central; (C) Frequéncia de T CD4*CFSE'™" de memoria
efetora; (D) Frequéncia de células T CD8*CFSE“CD44"9": (E) Frequéncia de células T
CD8*CFSE'™" de memoria central; (F) Frequéncia de T CD8*CFSE'™" de memdria efetora. As
abreviagbes PMA/ion. correspondem a forbol-12-miristato-13-acetato e ionomicina,
respectivamente, e naive n.e. a naive ndo estimulado. Os asteriscos nos graficos indicam a diferenca

significativa encontrada entre os grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney e as barras
nas colunas correspondem ao erro médio.

Quando estimulamos as células com o pool de peptideos de Vif 1-51, observamos que o
grupo FA/Vif 1-110 variante apresentou maior frequéncia de células T CD4*CFSE'*"CD44"9" que
0 grupo mock, com diferenca significativa, mas os outros grupos de virus, se apresentaram
semelhantes aos controles negativos (Figura 4.15 A). Todos os grupos responderam de forma
semelhante, sem diferenca significativa, na frequéncia de células T CD8*CFSE'®“CD44"%" apesar

do discreto aumento dessa populagdo, nos grupos de virus em relacdo aos controles negativos
(Figura 4.15 D).
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A tendéncia do grupo mock com valores mais altos que os grupos de virus, se repete nas
celulas T de memoria central com o estimulo do pool de Vif 1-51, principalmente em T
CD8*CFSE'™" de memoria central (Figura 4.15 E). Em T CD4*CFSE'" de memoria central, os
grupos naive ndo estimulado e o naive apresentaram valores significativamente maiores que o
FA/Vif 1-110 original, e esses grupos também possuem valores mais altos que os grupos de virus
(Figura 4.15 B).

Nas populagdes de células T de memdria efetora, mais uma vez conseguimos discriminar
as diferencas entre os grupos de controles negativos e grupos de virus. Todos os grupos de virus
apresentaram maior frequéncia de células T CD4*CFSE'"Y de memoria efetora, que o grupo naive
ndo estimulado. Os maiores valores estdo nos grupos FA/Vif 1-110 original e FA/Vif 42-110 (p-
valor de 0,02), com diferenca significativa com o grupo naive nao estimulado. Todos os grupos de
virus apresentaram aumento na frequéncia de T CD4*CFSE'"" de memoria efetora, em relacéo aos
controles negativos (Figura 4.15 C).

A diferenca entre os grupos de controles negativos e virus, é ainda maior quando analisamos
as células T CD8*'CFSE'™Y de memoria efetora. Nessa populacio, todos os grupos de virus
apresentaram valores significativamente mais altos que o naive ndo estimulado, naive e mock (p-
valores de 0,002, 0,004 e 0,008). E ainda nessa populacdo, também encontramos diferencas entre
grupos de virus, onde o grupo FA/Vif 1-110 original apresentou valores significativamente maiores
que o FA/Vif 1-110 variante e 0 FA/Vif 42-110 (Figura 4.15 F). A frequéncia das células T de
memoria efetora, assim como nos ensaios de detec¢do in vivo células T de memodria, se revelou a
populacdo que mais discriminou a diferenca entre 0s grupos experimentais, especialmente as

células T CD8* de memoria efetora.
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Figura 4.15 - Determinacgéo de células T de memdria de camundongos imunizados com 0s
virus FA/Vif ap6s estimulo in vitro com o pool de peptideos de Vif 1-51.

Os gréaficos representam: (A) Frequéncia de células T CD4*CFSE'®“CD44"%": (B) Frequéncia de
células T CD4*CFSE"" de memoria central; (C) Frequéncia de T CD4*CFSE'™" de memdria
efetora; (D) Frequéncia de células T CD8*CFSE“CD44"9": (E) Frequéncia de células T
CDS8*CFSE'™" de memoria central; (F) Frequéncia de T CD8*CFSE'™" de memdria efetora. As
abreviagbes PMA/ion. correspondem a forbol-12-miristato-13-acetato e ionomicina,
respectivamente, e naive n.e. a naive ndo estimulado. Os asteriscos nos graficos indicam a diferenca
significativa encontrada entre os grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney e as barras
nas colunas correspondem ao erro médio. O retangulo em cinza claro nos gréaficos evidencia onde
esta a diferenca ou tendéncia encontrada acima dos controles negativos. As chaves presentes no

eixo x do gréafico, embaixo da identificacdo dos grupos, mostra quem recebeu o estimulo, e qual
foi ele.

4.3.3.3 Deteccdo das citocinas secretadas pelos esplendcitos dos camundongos imunizados
com os virus FA/Vif apos estimulo in vitro

Nessa segunda etapa da investigacdo da resposta celular especifica, nds avaliamos a
secrecdo de citocinas no sobrenadante da cultura de esplendcitos dos camundongos imunizados
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com os virus FA/Vif, comparando com os controles naive, mock e FA 17DD, ap0s estimulo in
vitro com o peptideo de FA 17D e pools de peptideos de Vif. Sabemos que o virus da FA 17D,
vetor utilizado na construgdo dos virus recombinantes FA/Vif, induz um perfil balanceado de
resposta THl e TH2, devido a ampla estimulacdo da resposta imune inata. O nosso objetivo nessa
etapa foi avaliar as citocinas Th1l e Tn2 secretadas pelas células ativadas na cultura. As células dos
controles estimulados com PMA e ionomicina, responderam inespecificamente, como esperado,
em todas as citocinas detectadas.

Com o estimulo do peptideo ATLTYRML do virus da FA 17D, detectamos no sobrenadante
as citocinas TNF-a, IFN-y ¢ IL-2. Sendo que ndo observamos secrecdo de citocinas TNF-a e I1L-2
nos controles negativos naive ndo estimulado, naive e mock (ficaram abaixo do limite de detecgéo
do citdmetro de fluxo). Somente observamos secre¢do de TNF-a pelo grupo do FA/Vif 42-110 e
FA 17DD, onde a concentracdo no FA/Vif 42-110 foi trés vezes maior que a do grupo FA 17DD
(Figura4.16 A).

A maior concentracdo de citocina detectada com esse estimulo, foi a de IFN-y, onde 0s
esplendcitos do grupo do FA 17DD secretaram aproximadamente duas vezes mais que 0 grupo
FA/Vif 1-110 original, trés vezes mais que o FA/Vif 42-110 e quatro que o FA/Vif 1-110 variante.
As concentracdes de IFN-y encontradas nos grupos de virus, sdo significativamente maiores que
nos controles negativos. Os valores de concentracdo de IFN-y foram significativamente maiores
nos grupos FA 17DD e FA/Vif 42-110, em relacdo ao grupo naive e ao mock. O grupo FA 17DD
apresentou valores significativamente maiores que os grupos FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-
110, e 0 FA/Vif 1-110 original valores maiores que o FA/Vif 1-110 variante. A diferenca entre o
grupo FA/Vif 1-110 original e os grupos naive e mock foi limitrofe (p-valor 0,0571) (Figura 4.16
B).

A concentracdo de IL-2 detectada nos grupos virais foi semelhante, com excecdo do grupo
FA/Vif 1-110 original que foi mais baixa. O FA/Vif 1-110 variante produziu aproximadamente
duas vezes mais que FA/Vif 1-110 original (Figura 4.16 C). N&o observamos diferenga

significativa entre os grupos experimentais em TNF-a e IL-2.
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Figura 4.16 - Deteccdo de citocinas secretadas pelos esplendcitos no sobrenadante da cultura
celular, ap6s estimulo in vitro com peptideo ATLTYRML do virus da FA 17D.

Os graficos representam: (A) Concentragdo detectada de TNF-o em pg/mL; (B) Concentracéo
detectada de IFN-y em pg/mL e (C) Concentracdo detectada de IL-2 em pg/mL. As abreviagdes
PMAVion. correspondem a forbol-12-miristato-13-acetato e ionomicina, respectivamente, e naive
n.e. a naive ndo estimulado. Os asteriscos nos graficos indicam a diferenca significativa encontrada
entre 0s grupos, pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney e as barras nas colunas
correspondem ao erro médio. O retangulo em cinza claro nos graficos evidencia onde esta a
diferenca ou tendéncia encontrada acima dos controles negativos. As chaves presentes no eixo X
do gréfico, embaixo da identificacdo dos grupos, mostra quem recebeu o estimulo, e qual foi ele.

Com o estimulo dos pools dos peptideos de Vif, detectamos também a citocina IL-5. N&o
detectamos secrecdo das citocinas IL-2 e IFN-y nos controles negativos com esses estimulos
(ficaram abaixo do limite de deteccéo do citometro de fluxo). Com o pool de Vif 41-107, a citocina
secretada em maior concentracdo foi a IL-2. Ndo encontramos diferenca significativa entre 0s

grupos experimentais, porém, quando analisamos as medias dos grupos em TNF-a, notamos que o
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grupo do FA/Vif 1-110 original apresentou concentracdo duas vezes maior que o FA 17DD. A
diferenca das médias foi de quatro vezes do FA/Vif 1-110 original com o FA/Vif 1-110 variante,
porém, esse Ultimo grupo tem a mesma média que o naive ndo estimulado (Figura 4.17 A). Na
concentracdo de IFN-y detectada, o grupo do FA/Vif 1-110 variante se destacou com a
concentracdo duas vezes maior que em FA 17DD, sete vezes que em FA/Vif 1-110 original e quatro
que em FA/Vif 42-110 (Figura 4.17 B).

Na anélise de secre¢do da citocina IL-2, o grupo do virus FA/Vif 1-110 original e do FA
17DD foram semelhantes, e a concentracdo dessa citocina foi aproximadamente duas vezes maior
nesses grupos que em FA/Vif 42-110 (Figura 4.17 C). Os grupos de controles negativos e virais
apresentaram concentracao similar de IL-5, especialmente o grupo mock com o0s grupos de virus

(Figura 4.17 D).
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Figura 4.17 - Deteccdo de citocinas secretadas pelos esplendcitos no sobrenadante da cultura
celular, apos estimulo in vitro com o pool de peptideos de Vif 41-107.

Os graficos representam: (A) Concentragdo detectada de TNF-o em pg/mL; (B) Concentracéo
detectada de IFN-y em pg/mL; (C) Concentracdo detectada de IL-2 em pg/mL e (D) Concentracéo
detectada de IL-5 em pg/mL. As abreviagdes PMA/ion. correspondem a forbol-12-miristato-13-
acetato e ionomicina, respectivamente, e naive n.e. a naive nao estimulado. As colunas
correspondem a média do grupo e as barras ao erro médio. O retdngulo em cinza claro nos graficos
evidencia onde esta a diferenca ou tendéncia encontrada acima dos controles negativos. As chaves
presentes no eixo x do gréfico, embaixo da identificacdo dos grupos, mostra quem recebeu o
estimulo, e qual foi ele.

Quando estimulamos os esplendcitos com o pool de peptideos de Vif de 1-51, o perfil das
citocinas detectadas foi muito semelhante ao do pool Vif 41-107. Detectamos TNF-a, IFN-y, IL-2
e IL-5, onde detectamos secrecdo de citocinas nos controles negativos em TNF-a e IL-5. Na analise
da deteccdo de TNF-a, observamos que a concentragdo detectada nos grupos FA/Vif 1-110
variante, FA/Vif 42-110 e FA 17DD, foi semelhante ao grupo naive. N&o detectamos essa citocina
no grupo FA/Vif 1-110 original. (Figura 4.18 A). Nao encontramos diferenca significativa entre os
grupos experimentais, em todas as citocinas detectadas utilizando esse estimulo, assim como com
0 pool de Vif 41-107.

Na deteccdo de IFN-y, o grupo FA 17DD apresentou concentracdo similar ao FA/Vif 42-
110 (media dos grupos), enquanto os grupos do FA/Vif 1-110 original e FA/Vif 1-110 variante,
responderam menos (Figura 4.18 B). A citocina IL-2 também foi detectada em maior concentracdo
nos grupos com o estimulo do pool Vif 1-51. O grupo do FA 17DD se destacou, apresentando
maior concentracdo de IL-2, resultado semelhante ao observado com o pool de Vif 41-107, mas
aqui com a média proxima ao do grupo FA/Vif 1-110 variante (Figura 4.18 C). Em IL-5, o grupo
naive e 0s virais apresentaram concentracao similar de IL-5, enquanto o naive ndo estimulado e o

mock responderam um pouco menos que esses grupos (Figura 4.18 D).
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Figura 4.18 - Deteccao de citocinas secretadas pelos esplendcitos no sobrenadante da cultura
celular, apos estimulo in vitro com pool de peptideos de Vif 1-51.

Os graficos representam: (A) Concentragdo detectada de TNF-o. em pg/mL. (B) Concentracéo
detectada de IFN-y em pg/mL. (C) Concentracao detectada de IL-2 em pg/mL e (D) Concentracéo
detectada de IL-5 em pg/mL. As abreviacdes PMA/ion. correspondem a forbol-12-miristato-13-
acetato e ionomicina, respectivamente, e naive n.e. a naive nao estimulado. As barras nas colunas
correspondem ao erro médio. O retangulo em cinza claro nos graficos evidencia onde esta a
diferenca ou tendéncia encontrada acima dos controles negativos. As chaves presentes no eixo X
do grafico, embaixo da identificacdo dos grupos, mostra quem recebeu o estimulo, e qual foi ele.

4.3.4 Inducdo de anticorpos neutralizantes para o virus da febre amarela em camundongos
imunizados com os virus recombinantes de FA/Vif

Nesta etapa do trabalho, pretendia-se saber se a imunizagdo com os diferentes virus FA

recombinantes com fragmentos de Vif seriam capazes de induzir anticorpos neutralizantes contra

92



0 virus de FA, tanto quanto o virus vacinal FA 17DD é capaz. O soro obtido dos animais
imunizados no ultimo dia experimental, que corresponde a 15 dias ap6s segunda imunizag&o viral,
foi utilizado para titulacdo de anticorpos neutralizantes teste de neutralizagdo por redugéo de placas
de lise (PRNT). Dois camundongos de diferentes ensaios, do grupo do FA 17DD ficaram de fora
da andlise, porque nédo tivemos soro suficiente para definirmos os seus titulos. Um camundongo
apresentou neutralizacdo até a diluicdo 1:5120, quando o soro esgotou, e 0 outro em 1:1280. Por
isso, considerou-se que os titulos seriam encontrados acima dessas diluices, isto é, > 1:5120 e >
1:1280.

Anticorpos neutralizantes contra o virus vacinal FA 17DD foram detectados em todos os
grupos de animais imunizados com o virus vacinal FA 17DD ou com o0s virus recombinantes
FA/Vif, com 100% de soroconversao em todos os grupos de virus FA (controle vacinal 17DD e
recombinantes FA/Vif). Em contraposicdo, os titulos de anticorpos neutralizantes aferidos nos
soros de camundongos imunizados com os virus FA/Vif, foram menores que em soros de animais
imunizados com o virus FA 17DD. Encontramos diferenca significativa entre o grupo FA 17DD e
todos os grupos FA/Vif, com p-valor menor que 0,0001, mas ndo houve diferenca entre grupos de
virus recombinantes (Figura 4.19). Os soros dos camundongos do grupo naive e mock foram

negativos, ndo apresentando reatividade inespecifica.
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Figura 4.19 - Inducéo de anticorpos neutralizantes para o virus FA nos grupos de animais
imunizados.

O titulo de anticorpos neutralizantes € expresso pelo log 10 do inverso da dilui¢cdo que neutralizou
50 % das placas de lise virais no teste de neutralizacdo por reducdo de placas de lise (PRNT).
Gréficos de dispersdo montados com os valores de logio dos titulos de anticorpos contra febre
amarela de cada camundongo. A analise comparativa entre os soros do grupo FA 17DD e 0s soros
dos animais imunizados com FA/Vif foi realizada pelo pds-teste de Dunnett, e a significancia das
diferencas esta representada pelos asteriscos.
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O virus vacinal FA 17DD apresentou a maior media e a maior faixa de titulo de anticorpos
neutralizantes (de 2141 e 1661 - 2621, respectivamente). Entre os virus recombinantes de FA/Vif,
0 grupo de FA/Vif 102-214 apresentou a maior média de titulo neutralizante contra febre amarela
(476), e a menor faixa de titulo (452 - 500), sendo o grupo mais homogéneo em relacdo aos titulos
obtidos. Enquanto o FA/Vif 42-110 apresentou a menor média dentre os recombinantes (218). As
meédias dos grupos FA/Vif 1-110 original e FA/Vif variante foram muito semelhantes (284 e 304,
respectivamente) (Tabela 4.3).

Por fim, todos os resultados encontrados estdo na Tabela 4.4, onde apresentamos o resumo
dos resultados de resposta imune celular e humoral, nos grupos FA/Vif e em relacdo aos controles
naive ndo estimulado, naive, mock e FA 17DD, nessa ordem. Os experimentos de detecgéo in vivo
de memoria ndo possuem o controle naive ndo estimulado, e, portanto, os resultados apresentados
serdo em relacdo ao naive, mock e FA 17DD, nessa ordem. A tabela foi dividida em 5 partes: (A)
caracterizacdo bioldgica e genética, e deteccdo in vivo de células de memdria; (B) inducdo de
células T ativadas e de memaria ap6s estimulo com peptideo do virus 17D, e inducéo de anticorpos
neutralizantes contra FA; (C) inducdo de células T ativadas e de memdria apds estimulo com o
pool de Vif 41-107; (D) inducéo de células T ativadas e de memdria apds estimulo com o pool de

Vif 1-51; (E) secrecgéo de citocinas nos grupos FA/Vif.

Tabela 4.3 - Titulos de anticorpos neutralizantes contra o virus FA 17DD induzidos pela
imunizacédo de camundongos com os virus recombinantes FA/Vif.

. N Média do Faixa do
Grupos Animais (n) Soroconversao (%) titulo E.M. titulo
FA 17DD 17 100 2141 480 1661 - 2621
FA/Vif 1-110 original 19 100 284 93 191 - 377
FA/Vif 1-110 variante 19 100 304 152 152 - 456
FA/Vif 42-110 20 100 218 29 189 - 247
FA/Vif 102-214 11 100 476 24 452 - 500
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Tabela 4.4 — Resumo dos resultados encontrados na caracterizacéo biologica e genética dos virus FA/Vif, e deteccdo in vivo de células

T de memdria nos grupos em relagdo aos controles naive, mock e FA 17DD.

Plataforma Estabilidade Proliferacédo

Deteccdo in vivo Deteccdo in vivo Detec¢do in vivo Deteccdo in vivo

de expressdo  genética emVero T CD4"MC T CD8"MC T CD4"ME T CD8"ME
17DD - 7,27+0,16 (+)SD (+) - (+) + (+) +
Vif 1-110 original | * 5P 6,41 £0,04 (+)SDSD +SD + (+) SD - (+) + SD
Vif 1-110 variante I *10P 6,54+0,55 (+)SDSD (+)-SD (+) ++ () (+)+
Vif 42-110 I - 6,29+0,73 (+)SDSD +-- (+) + SD (+) (+) +
Vif 102-214 | - 6,97 0,28 (+)SD SD +-- (+) SD - (+) (+) +

Plataforma de expressdo da proteina heterdloga. Virus recombinantes: Original - FA/Vif 1-110 original, variante - FA/Vif 1-110 variante,

FA/Vif 42-110 e FA/Vif 102-214.
Estabilidade genética:
(*) perda do inserto, (-) estavel, (P) passagem seriada.

Proliferacdo em células Vero: média e desvio padrdo do titulo viral em logio PFU/mL em 72 horas de infec¢éo (pico da proliferagéo viral).
Deteccdo in vivo de células T de memoria central e efetora: mediana do nimero absoluto de células T de memodria efetora.
Simbolos da detecc¢do in vivo de células T de memoria; os simbolos + e - sdo referentes aos controles nessa ordem: naive, mock e FA 17DD.

+ aumento da populagéo, (+) aumento da populacdo com diferenca significativa;

- diminuig&o da populacéo, (-) diminuicdo da populacdo com diferenca significativa;

SD (sem diferenca) — os grupos foram semelhantes.
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Tabela 4.5 — Resumo dos resultados encontrados nos grupos na inducédo de células T ativadas e de memdria, apo6s estimulo com
peptideo do virus de FA 17D em relacdo aos controles naive ndo estimulado, naive e mock e FA 17DD, e anticorpos neutralizantes
contra o virus de FA.

Ativacdo Ativacdo Proliferagdo  Proliferacdo Proliferagdo  Proliferagdo  Anticorpos neutralizantes

T CD4* TCD8" TCD4"MC TCD8" MC TCD4"ME T CD8*ME anti-FA
17DD +++ ++(+) --- -- () ++ + &) ) -
Vif 1-110 original ++++ ++(+)+ -+-+ --()+ +SD + - (H) () +)- 7,5<17DD
Vif 1-110 variante ++++ +++SD ---- ---+ ++++ (H) () +)- 7,0<17DD
Vif 42-110 +++- ++(+)- -SD-+ ---4 (H)+++ (H) () +)- 9,5<17DD
Vif 102-214 - - - - - - 4,5<17DD

Virus recombinantes: Original - FA/Vif 1-110 original, variante - FA/Vif 1-110 variante, FA/Vif 42-110 e FA/Vif 102-214.
Ativacdo de células T (marcador CD69): média da frequéncia de células T ativadas. O grupo FA/Vif 102-214 nao foi avaliado.
Proliferacdo de células T de memoria: média da frequéncia de células T de memoria. O grupo FA/Vif 102-214 néo foi avaliado.
Marcadores de células T que proliferaram: CFSE, CD3, CD4, CD8, CD44, CCR7 e CD62L.

Simbolos dos grupos em relacdo aos controles nessa ordem; naive ndo estimulado, naive, mock e FA 17DD:

+ aumento da populacao, (+) aumento da populacdo com diferenca significativa;

- diminuicdo da populacao, (-) diminuicdo da populacdo com diferenca significativa;

SD (sem diferenca) — os grupos foram semelhantes.

Anticorpos neutralizantes anti-FA: nimero de vezes que a média do titulo dos FA/Vif é menor que a do virus FA 17DD.
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Tabela 4.6 - Resumo dos resultados encontrados nos grupos na inducéo de células T ativadas e de memoria, apos estimulo com o pool
de peptideos de Vif 41-107 em relacéo aos controles naive ndo estimulado, naive e mock e FA 17DD.

Ativacdo Ativacdo  Proliferacdo  Proliferacdo  Proliferagdo  Proliferagéo
TCD4* TCD8 TCD4'MC TCD8MC TCD4"ME TCD8" ME

17DD ++ 4+ SDSDSD +-SD +-- ++SD )+

Vif 1-110 original +++-  ++++ SD--- +--SD ++++ HEHEH+
Vif 1-110 variante ++++  ++++ SD--- SD - -- () () ++ +(+) +-
Vif 42-110 +++SD ++++ SD--- H ) ++ +(+) +-

Virus recombinantes: Original - FA/Vif 1-110 original, variante - FA/Vif 1-110 variante, FA/Vif 42-110 e FA/Vif 102-214.
Ativacdo de células T (marcador CD69): média da frequéncia de células T ativadas. O grupo FA/Vif 102-214 n&o foi avaliado.
Proliferacdo de células T de memoria: média da frequéncia de células T de memoria. O grupo FA/Vif 102-214 néo foi avaliado.
Marcadores de células T que proliferaram: CFSE, CD3, CD4, CD8, CD44, CCR7 e CD62L.

Simbolos dos grupos em relacéo aos controles nessa ordem; naive ndo estimulado, naive, mock e FA 17DD:

+ aumento da populacao, (+) aumento da populacdo com diferenca significativa;

- diminuicdo da populacao, (-) diminuicdo da populacdo com diferenca significativa;

SD (sem diferenca) — os grupos foram semelhantes.
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Tabela 4.7 - Resumo dos resultados encontrados nos grupos a inducéo de células T ativadas e de memoria, apds estimulo com o pool
de peptideos de Vif 1-51 em relagdo aos controles naive ndo estimulado, naive e mock e FA 17DD.

Ativacdo Ativacdo Proliferacdo Proliferacdo Proliferacdo Proliferacdo

T CD4* T CD8" TCD4*MC TCD8"MC TCD4*"ME TCD8"ME
17DD SD SD SD SD SD SD +++ (+) (+) +

Vif 1-110 original SDSDSDSD SDSDSDSD (-)(-)-- ---SD ++++ HEHE+
Vif 1-110 variante SDSDSDSD ++++ ---+ ---SD (HH++ () +-
Vif 42-110 ++++ + 4+ + ---SD ---SD (H) () ++  +(+)+-

Virus recombinantes: Original - FA/Vif 1-110 original, variante - FA/Vif 1-110 variante, FA/Vif 42-110 e FA/Vif 102-214.
Ativacao de células T (marcador CD69): média da frequéncia de células T ativadas. O grupo FA/Vif 102-214 n&o foi avaliado.
Proliferacdo de células T de memoria: média da frequéncia de células T de memoria. O grupo FA/Vif 102-214 n&o foi avaliado.
Marcadores de células T que proliferaram: CFSE, CD3, CD4, CD8, CD44, CCR7 e CD62L.

Simbolos dos grupos em relagdo aos controles nessa ordem; naive ndo estimulado, naive, mock e FA 17DD:

+ aumento da populagéo, (+) aumento da populacdo com diferenca significativa;

- diminuigéo da populagéo, (-) diminuicdo da populagdo com diferenga significativa;

SD (sem diferenca) — os grupos foram semelhantes.
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Tabela 4.8 - Resumo dos resultados encontrados nos grupos na secrecdo de citocinas apés estimulos com peptideo do virus de FA 17D
e pools de Vif em relagdo aos controles naive ndo estimulado, naive e mock e FA 17DD.

TNF-a IFN-y IL-2 TNF-a IFN-y IL-2 TNF-a IFN- vy IL-2

VFA VFA VFA Vif 41-107 Vif 41-107 Vif 41-107 Vif 1-51 Vif 1-51 Vif 1-51

17DD +++ +(+) () +++ +++ +++ +++ +-+ +++ +++

Vif 1-110 original ND + 4+ - +++ - +4+++ + 4+ +- +++SD ND +++ - +4++-
Vif 1-110 variante ND +++ () ++++ -4+ - ++++ +++- ++++ +++ - +++-
Vif 42-110 ++++ +(H) ) ) +++- ++++ +++- +++- ++++ +++- +++-

Virus recombinantes: Original - FA/Vif 1-110 original, variante - FA/Vif 1-110 variante, FA/Vif 42-110.
Resultado em relagdo as médias dos grupos.

Citocina ndo detectada no grupo (ND).

VFA: estimulo com peptideo do virus da FA 17D.

Vif 41-107: pool com peptideos de Vif do fragmento 41-107 da proteina.

Vif 1-51: pool com peptideos de Vif do fragmento 1-51 da proteina.

Simbolos dos grupos em relagdo aos controles nessa ordem; naive ndo estimulado, naive, mock e FA 17DD:
+ aumento da populacéo, (+) aumento da populacdo com diferenca significativa;

- diminuig&o da populacéo, (-) diminuicdo da populacdo com diferenca significativa;

SD (sem diferenca) — os grupos foram semelhantes.

Na citocina IL-5 detectada com os pools de Vif; os grupos virais e controles negativos foram semelhantes, e por isso ndo colocamos na tabela.
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5. Discussao

A pandemia de HIV ainda é um grande problema de salde publica, com 36,9 milhGes
de pessoas vivendo com HIV em todo mundo, em 2017. Apesar da expansao dos tratamentos
antirretrovirais, 940.000 pessoas morreram de doencas relacionadas a AIDS, e 1,8 milhdes de
pessoas se tornaram infectadas em 2017. Uma vacina contra o HIV € necesséaria para acabar
com a pandemia, mas a diversidade genética global do HIV-1 é o maior obstaculo para o
desenvolvimento de uma vacina, porque uma vacina efetiva globalmente devera proteger contra
os divergentes subtipos de HIV e seus recombinantes. Desta forma, o desenho, o teste e a
implementacdo de vacinas contra 0 HIV requer conhecimento atualizado da distribuicdo dos
subtipos e recombinantes, em diversas partes do mundo, porque a sequéncia do imundgeno da
vacina precisa ser correspondente as sequéncias virais circulantes na populacédo alvo (154).

A escolha do imundgeno para vacinas contra 0 HIV permanece uma questdo em aberto,
ja que o controle da replicacdo viral pode ser afetado de acordo com a proteina que seria alvo
da resposta imune (155). Apesar da proteina Gag ser citada como antigeno preferencial para a
inducdo de imunidade celular, muitas evidéncias vem surgindo de que Vif e Nef também podem
ser alvos Uteis (1, 156-158).

Vacinas constituidas por virus replicativos atenuados sdo mais eficazes em induzir
respostas protetoras contra infec¢des. Pela sua capacidade de realizar ciclos de replicacdo em
humanos, o virus da FA 17D aparece como um dos possiveis vetores mais imunogénicos
atualmente disponiveis e surge como uma opcdo interessante a ser testada como vetor de
epitopos de HIV/SIV (159). Neste sentido, nosso grupo foi pioneiro em construir virus FA 17D
carreando epitopos de SIV para serem testados em 98 primatas ndo-humanos em uma
colaboracdo com Dr. David Watkins (58). O virus da FA 17D apresenta uma série de vantagens
quanto a inducdo de imunidade de longa duragcdo. No entanto, por possuir um genoma
compacto, algumas das principais preocupac6es que surgem em relagcdo ao seu uso como vetor
s8o sua restricdo quanto ao tamanho do inserto heterologo e sua estabilidade genética (159).

Em 2013, o nosso grupo em colaboragdo com Dr. David Watkins, publicou um estudo
sobre a construcdo e a avaliacdo da imunogenicidade de sete virus recombinantes de FA
17D/S1V, expressando fragmentos das proteinas de Gag, Nef e Vif, em macacos rhesus (59).
Nesse estudo, foram construidos os virus recombinantes FA/Vif 1-110 original e FA/Vif 102-
214 utilizados nessa tese. Os resultados foram promissores em relacdo ao virus de FA/Vif, onde
foi observado uma rapida expansdo de células T CD8" alvejando Vif, e em niveis mais baixos
Nef, depois de um boost com virus recombinantes de Ad5 expressando essas proteinas.
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Entretanto, estudos realizados em nosso laboratorio, indicaram que o virus FA/Vif 1-110
original demonstrou ser um virus instavel geneticamente, rapidamente perdendo o inserto de
Vif na quinta passagem seriada em células Vero, enquanto o virus FA/Vif 102-214 era estavel
até a décima quinta passagem em células Vero.

O que ocorreu com o virus FA/Vif 1-110 original é um dos grandes problemas
enfrentados para fabricacdo de vacinas constituidas por virus recombinantes, que consiste na
delecédo do inserto heter6logo durante a replicagdo viral (160). As subpopulac@es virais em que
o inserto foi deletado apresentam vantagem replicativa sobre os virus contendo o inserto e
acabam predominando na cultura ou no individuo vacinado. Portanto, a estabilidade genética
do inserto heterdlogo no genoma viral é um fator importante a ser avaliado durante o
desenvolvimento de vacinas constituidas de virus recombinantes.

Utilizando a estratégia de insercdo do gene heter6logo na regido intergénica E/NS1 do
genoma do virus da FA 17D, nosso grupo construiu um virus recombinante com esse vetor
expressando o fragmento da proteina de Gag 45-269 do virus SIVmac239, em que o virus era
instavel com perda do inserto na quinta passagem em células Vero. Outros grupos também ja
publicaram a obtencdo de virus recombinantes com a mesma estratégia de insercdo E/NS1, e
demonstraram que essa abordagem era a que gerava maior estabilidade genética ao virus (136).
Apo6s um estudo do fragmento de Gag 45-269, constatou-se que havia um elemento IRES
(internal ribosome entry site) que poderia estar influenciando a estabilidade genética do virus.
Sendo assim, nosso grupo desenvolveu um segundo virus, FA 17D/Gag 45-269, no qual o
elemento IRES presente na construcdo inicial foi nocauteado, sendo este chamado de FA
17D/Gag A IRES. Esse segundo virus foi mais estavel que o primeiro, mantendo o inserto por
pelo menos 20 passagens seriadas em células Vero (161).

Assim como o virus recombinante FA/Gag 45-269 citado acima, o virus construido
anteriormente ao projeto, FA/Vif 1-110 original, era instavel geneticamente. Buscando
informacdes sobre a proteina de Vif na literatura, com o objetivo de entender o que poderia
estar induzindo a perda do inserto, observamos que no N-terminal de Vif existem motivos de
ligagdo a RNA de lentivirus (152). Postulamos que a instabilidade genética do virus FA/Vfi 1-
110 original poderia entdo estar relacionada com a ligacdo da proteina recombinante Vif com o
RNA gendmico do virus FA 17D, levando a distdrbios nos processos em que 0 RNA genémico
estd envolvido durante o ciclo de replicacdo viral. Com a delecdo do N-terminal de Vif,
obtivemos o virus FA/Vif 42-110, que € estavel geneticamente até a vigésima passagem seriada
em células Vero, e que foi avaliado nessa tese, quanto a sua imunogenicidade. O nosso objetivo
foi investigar se 0 aumento da estabilidade genética, estd relacionado a maior inducédo de

resposta imune celular e humoral, comparando os resultados principalmente com o virus FA/Vif
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1-110 original (instavel, perda do inserto na quinta passagem em Vero) e FA/Vif 1-110 variante
(instavel, perda do inserto na décima passagem em Vero).

O virus FA/Vif 42-110 e o FA/Vif 1-110 variante, foram construidos nessa tese, na
plataforma Il de expressdo da proteina heter6loga. Enquanto os anteriores, FA/Vif 1-110
original e FA/Vif 102-214, na plataforma I. A construgdo dos novos virus na plataforma Il, que
€ um aprimoramento da plataforma 1, foi direcionada pelos resultados observados em um
projeto de doutorado desenvolvido em nosso laboratério, onde comparou-se diferentes
construcdes da plataforma 11, utilizando a proteina EGFP, como inserto heterlogo na regido
intergénica E/NS1 do genoma do virus da FA 17D, e posteriormente, com fragmentos da
proteina gp120 e gp41 de HIV/SIV (162). As diferentes estratégias de construcéo da plataforma
Il utilizadas nesse projeto de doutorado citado acima, objetivavam o aumento da estabilidade
genética dos virus recombinantes de FA 17D, assim como uma melhor expressao da proteina
heter6loga, em termos de adquirir um enovelamento ao ser translocada para o reticulo
endoplasmatico, durante o processo de sintese de poliproteina viral (162).

Os resultados da referida tese com os virus recombinantes de FA/EGFP, mostraram que
os motivos de N-glicosilacdo e clivagem por furina introduzidos nos virus da plataforma Il se
mostraram funcionais e causaram impacto sobre a expressdo da GFP recombinante,
principalmente na qualidade do seu enovelamento e no seu trafego para a via secretora.
Constatou-se que as modificacdes introduzidas no N-terminal da proteina recombinante na
plataforma Il causaram pouco impacto sobre a expressdao da GFP e sua localizacao intracelular,
porém apresentaram alteracdes na estabilidade genética do inserto. O aumento do dominio HA
para conter todos 0s segmentos derivados da HA da proteina E de DENV-4 foi favoravel para
a replicacdo viral, apresentando consequéncias positivas sobre a estabilidade do inserto e
cinética de crescimento viral (162).

Além da estabilidade genética, a caracterizacdo biologica in vitro dos virus
recombinantes é uma etapa importante de avaliacdo de protdtipos vacinais. Os dados das curvas
de crescimento dos virus FA/Vif em cultura de células Vero, mostram uma ligeira redugdo no
fitness viral desses virus em relagdo ao FA 17DD. A relativa redugdo da capacidade
proliferativa dos virus recombinantes também ja havia sido observada para virus da FA
recombinantes carreando proteinas do virus Lassa, que apresentavam tamanhos de placas de
lise em células Vero, reduzidos em relacdo ao virus FA 17DD (136), assim como 0S Virus
FA/Gag 45-269 e FA/Gag A IRES, citados anteriormente (163), e recombinantes de FA 17D/T.
cruzi, que também apresentaram perfil menos proliferativo nas curvas de crescimento em
células Vero (129).
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Apesar dos recombinantes apresentarem menor taxa de proliferacdo em relagcdo ao FA
17DD, os virus construidos nessa tese, FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110, apresentaram
um incremento na taxa de proliferagédo quando comparados com o FA/Vif 1-110 original, que
apresentou a menor taxa de crescimento entre os virus recombinantes FA/Vif. O perfil
proliferativo dos virus FA/Vif foi compativel com os observados em outros estudos do nosso
grupo, com insertos de EGFP e Trypanosoma cruzi (130, 134).

Apb6s a caracterizacdo biologica e genética dos virus FA/Vif, investigamos a
imunogenicidade desses virus em modelo murino, utilizando a linhagem C57BL/6. Optamos
por essa linhagem porque havia sido observado em um projeto de doutorado do nosso
laboratério, que a magnitude da resposta imune celular e humoral é maior em relacdo a
linhagem BALB/c, quando utilizamos virus recombinantes de FA 17D/SIV (163, 164).

Uma imunizacéo efetiva induz resposta imune inata e adaptiva, e necessariamente deve
induzir resposta imune celular e humoral de longo prazo, com a producdo de anticorpos
neutralizantes e células T de memdria (165). Na avaliacdo da imunogenicidade dos virus
FA/Vif, o primeiro passo foi investigar in vivo, a inducdo de células T de memoria pelas
imunizagc6es com os virus recombinantes no bagco dos camundongos, realizando uma varredura
na resposta total de células T de memdria dentro dos grupos FA/Vif, comparando com 0s
controles naive, mock e FA 17DD.

Nesta analise, observou-se maiores valores e dispersdo na contagem de esplendcitos e
no ndmero de células T CD4* nos grupos FA/Vif, principalmente no FA/Vif 1-110 variante,
FA/Vif 42-110 e FA/Vif 102-214. Este efeito estaria associado a imunizacdo com 0s Vvirus
FA/Vif, e foi mais acentuado no grupo FA/Vif 1-110 variante, que apresentou maiores valores
que o controle FA 17DD. Uma vez que o grupo do virus FA/Vif 1-110 variante apresentou
maiores valores e dispersdo, poderia ser uma indicacdo de maior potencial imunogénico desse
virus recombinante. Entretanto, os resultados da contagem de esplendcitos, nimero de células
T CD4"e T CD8", mostraram que as imunizag¢des com os FA/Vif ndo induziram realmente
grandes alteracdes nessas populacdes celulares. Esse resultado seria o esperado como resposta
imune mediada por virus recombinantes de FA 17D atenuados em camundongos de linhagens
selvagens imunocompetentes, ja que esses apresentam a resposta antiviral mediada por
interferon, controlando assim a replicacéo viral. Nao foi também observada qualquer alteracéo
clinica nos bacos desses camundongos, no momento da coleta. De forma geral, 0 modelo
murino produz uma resposta celular modesta, em relagcdo a resposta em humanos (166).
Entretanto, em linhagens deficientes em receptores de interferon, como A129 (deficiente em
receptores de IFN-a e B), G129 (deficiente em receptor de IFN-y), AG129 (deficiente em

receptores de IFN-a, B e v) e IFNAR’/" (deficiente em receptores de IFN-a ¢ ), observa-se
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maior proliferacdo do virus FA 17D nos orgéos linfoides, e o virus da FA selvagem induz
doenca viscerotropica, muito semelhante & observada em humanos (166, 167). Essa resposta do
virus da FA selvagem se da pela sua capacidade de ultrapassar ou evadir a imunidade inata,
incluindo as respostas de interferon tipo | (IFN-a. e B) e/ou tipo II (IFN-y) em humanos e
primatas ndo humanos, muito similar a outros flavivirus (168, 169).

Alguns estudos descrevem o virus da FA 17D em camundongos de linhagens selvagens,
como o C57BL/6, como severamente atenuado. Contudo, a rota da administracdo da
imunizacdo também é extremamente importante, mesmo nos camundongos deficientes de
interferon, na inducédo da resposta imune. Em um estudo com camundongos imunocompetentes
C57BL/6 PVR-Tg2l (IFNAR'/") e imunodeficientes C57BL/6 PVRTg2l (IFNARY),
observou-se que quando o indculo de FA 17D foi administrado pela via subcutanea nos
camundongos imunodeficientes, ndo induziu doenca, enquanto pelas vias intraperitoneal e
intramuscular, houve inducédo de doenca (167, 170).

Quando analisamos a razdo de células T CD4" e T CD8" nos grupos FA/Vif, ndo
notamos uma grande diferenca quando comparados aos controles naive, mock e FA 17DD.
Porém, apesar das limitacbes do modelo animal, o virus FA/Vif 1-110 variante, apresentou um
ligeiro aumento nas células T CD4", o que também foi observado no nimero de células T CD4",
conforme discutido anteriormente.

Diferentes estratégias em relacdo a escolha dos marcadores de moléculas de superficie,
para se investigar células T CD4* e T CD8* de memdria por citometria de fluxo, podem ser
adotadas. Optamos para 0s experimentos in vivo, utilizar o marcador CD44 que desempenha a
funcdo de migracdo celular, adesdo a matriz celular e sinalizagdo; o marcador CD127 € o
receptor de IL-7, uma das citocinas responsaveis pela sobrevivéncia das células T de memoria;
CCR7 ou CD197, receptor das quimiocinas CCL19 e CCL21, relacionadas a migracéo e adesao
celular, e o marcador CD62L, uma selectina em que o seu ligante sdo as sialomucinas das
vénulas endoteliais altas, sendo responsavel entdo, pelo homing celular em o6rgaos linfoides
secundarios (18, 148).

Muitos estudos que investigaram a resposta de célula T de memoria induzida pelo virus
FA 17D ou subcepas, utilizaram os marcadores citados acima, para detectar essa populacao.
Akondy e cols. (108) demonstraram a ampla e polifuncional resposta de células T CD8"
induzida pela vacina de FA 17D utilizando os mesmos marcadores, assim como Miller e cols.
(103); que desenvolveram uma analise longitudinal da resposta T CD8" induzida pela vacina
em humanos. Todryk em uma revisdo de literatura sobre a formacdo de memoria apos

vacinacao, onde ele cita os marcadores de memoria que utilizamos nessa tese, diz que a melhor
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e crescente compreensdo da geracdo, manutencao, atividade das células T, esta levando a
estratégias de vacina¢do com melhor eficécia e cobertura (149).

Na andlise da populacio de células T de memdria (CD44""CD127"9") induzida pelas
imunizacbes com o0s virus recombinantes FA/Vif, porém ainda sem discriminar as
subpopulacBes de memoria central e efetora, dentro dos experimentos in vivo, observamos
somente a diferenca significativa entre o grupo naive e os grupos de virus. O grupo mock se
mostrou muito semelhante aos grupos virais no nimero dessas células e também porcentagem.
Contudo, o grupo FA/Vif 1-110 variante mais uma vez apresentou valores mais altos no nimero
de células T CD4"e T CD8" de memoéria. Esse resultado sugere que dentro da populacdo total
de memoéria de células T, nas nossas condicBes experimentais, a resposta observada
provavelmente foi gerada pela imunizacdo em si, e ndo pelo inéculo da imunizacdo, ja que a
resposta encontrada no grupo mock foi semelhante aos grupos de virus.

Adicionando os marcadores CCR7 e CD62L, discriminamos as populacfes de T de
memdria central e efetora. O ndmero de células T de memoria central
(CD44MI"CD127"ICCR7MINCDB2L"1IM foi semelhante nos grupos virais e mock, sendo esses
diferentes significativamente somente do grupo naive. No nimero de células T CD4" de
memoria central, notamos maior dispersdo e maiores valores nos grupos FA/Vif. Quando
analisamos a porcentagem de células T CD8" de memdria central, observamos que o grupo
mock apresentou valores significativamente maiores que os grupos FA/Vif.

O orgdo estudado pode estar relacionado ao fato de ndo termos conseguido discriminar
as diferencas entre os grupos FA/Vif e os controles no parametro de células T de memoria
central. As células T de memoria central sdo encontradas principalmente nos linfonodos (171,
172). Porém, o bago apresenta algumas vantagens em relacdo aos linfonodos, como o maior
namero de células para as andlises, e a facilidade na coleta. Além disso, a realizacdo de um
desafio intracerebral ap6s as imunizac@es, com um virus selvagem da FA, talvez aumentasse a
magnitude da resposta imune celular, ja que o virus da febre amarela apresenta neurotropismo,
0 que auxiliaria no aumento do pool das células de memoria geradas ap6s as imunizacdes,
devido ao terceiro encontro com o virus, porém, nessa ocasiao, com maior nimero de particulas
virais que infectariam o parénquima cerebral, e desencadeariam maior resposta imune. Assim
como a combinagdo de diferentes formulagGes virais de FA/Vif e/ou boost com virus
recombinantes de Vif com outros vetores, como adenovirus, estratégias que foram adotadas em
estudos com virus recombinantes de FA 17D/T. cruzi em camundongos; € FA 17D/SIV em
macacos rhesus, respectivamente (59, 130).

Ao contrario da resposta de células T de memoria central, a resposta de células T de

memoria efetora encontrada nos grupos FA/Vif foi muito mais promissora e interessante.
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Conseguimos observar a diferenca significativa entre os grupos virais e grupos de controles
negativos, e em geral, os virus FA/Vif 1-110 variante, FA/Vif 42-110 e FA/Vif 102-214 se
destacaram entre os grupos virais. O grupo FA/Vif 1-110 variante apresentou maiores valores
e dispersdo no numero de células T CD8" de memdria efetora. Essa discriminacdo entre 0s
grupos experimentais foi maior nas células T CD8* de memoria efetora, principalmente na
porcentagem dessa populacéo. O background genético da linhagem dos camundongos utilizada
nessa tese, pode ter influenciado nesse resultado, ja que os camundongos C57BL/6 apresentam
resposta celular predominantemente Tnl (173, 174).

A investigacdo da resposta especifica de células T de memdria frente a estimulos
especificos do virus da FA 17D e de Vif, foi primeiramente estudada pela expressédo do CD69,
que é um marcador de ativacgdo recente, para imunofenotipar as células T ativadas. A expressao
do CD69 é rapidamente induzida na superficie dos linfocitos T, depois da interacdo TCR/CD3
(175). Com o estimulo do peptideo do virus de FA 17D, observamos maior porcentagem de
células ativadas nos grupos de virus, especialmente nas células T CD8" ativadas, onde 0 grupo
FA/Vif 1-110 original apresentou maior porcentagem dessas células que o FA 17DD. Todos 0s
grupos de virus apresentaram maior porcentagem de células T ativadas que os controles
negativos naive ndo estimulado, naive e mock, indicando que haviam células especificas contra
0 virus FA 17D e Vif, induzidas pelas imuniza¢cBes com os FA/Vif, que responderam mais
rapidamente.

Neves e cols. avaliaram a ativacdo precoce de células T polifuncionais, produtoras de
INF-y e TNF-a, utilizando o marcador CD69, nas células mononucleares do sangue periférico
(CMSPs) de macacos rhesus coletado nos dias 5 e 7 ap6s imunizagdo com o virus vacinal FA
17D (176). Esse marcador de ativagdo precoce é muito utilizado em ensaios in vitro com
estimulo de antigenos, como foi realizado por Krowka e cols., que demonstraram o uso do
CD69 em ensaios para a investigacao rapida de deficiéncia de subpopulacdes de linfécitos em
pacientes HIV*, e também para testar os efeitos de agentes que modulam a ativacdo da reposta
imune (177).

A ativacdo de células T inicia uma cascata de sinalizacdo intracelular que resulta na
proliferacdo, funcdo efetora ou morte, dependendo da intensidade do sinal no TCR (178). A
ativacdo de células T induz proliferagdo com o objetivo de clonalmente selecionar e expandir
células T antigeno especificas. Células T CD8* expandem com um fator de 50.000, enquanto T
CD4" um pouco menos (179). Utilizamos o marcador CFSE para avaliar diferentes populacées
celulares que proliferaram ap6s os estimulos in vitro, mas principalmente as células T de
memoria, ja que nessa etapa da tese, 0 n0sso objetivo era investigar a resposta especifica ao

virus FA 17D e Vif.
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Com o estimulo do peptideo do virus FA 17D, observamos maior proliferacdo de células
CD3" nos grupos de virus, especialmente nos grupos FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110.
N&o houve grande discriminagdo entre os grupos experimentais (controles e FA/Vif) na
porcentagem de células T CD4* que proliferaram com o estimulo citado, porém, notou-se um
incremento nos grupos FA 17DD e FA/Vif 1-110 variante. A porcentagem de células T CD8*
que proliferaram com este estimulo se mostrou um parametro mais interessante, pois
encontramos diferenca significativa entre os grupos de virus e controle negativo, onde 0s virus
FA 17DD e FA/Vif 1-110 variante apresentaram 0s maiores valores. Podemos esperar maior
discriminacdo na resposta de células T CD8* com o peptideo ATLTYRML da proteina NS3 do
virus da FA 17D, ja que é um epitopo imonodominante para essas células, na linhagem
C57BL/6 (151).

A mesma andlise de ativacdo e proliferacdo foi realizada com os pools de peptideos de
Vif. Quando estimulamos as células com o pool de Vif 41-107, ndo observamos diferenca entre
os grupos FA/Vif e os controles, nas células T ativadas, entretanto, existe uma tendéncia de
maiores valores nos grupos de virus, especialmente no FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110
0 que indicaria que esses virus possuem maior potencial de imunogenicidade frente aos epitopos
desse pool de Vif. Em relacdo a proliferacdo de células T com esse estimulo, todos 0s grupos
FA/Vif e os controles apresentaram porcentagens semelhantes dessas populagdes. Resultados
muito similares foram observados com o estimulo do pool de Vif 1-51, mas com o FA/Vif 42-
110 mostrando um aumento muito discreto na porcentagem de células T ativadas, também sem
diferenca significativa com os controles. E assim como o pool Vif 41-107, os grupos FA/Vif e
os controles apresentaram porcentagens semelhantes de células T que proliferaram apos esse
estimulo. Este conjunto de dados indica que ndo ocorreu inducdo significativa de resposta
imune dirigida a Vif neste modelo animal.

Os peptideos de Vif utilizados nos estudos aqui apresentados, induziram boa resposta
imune celular em estudos em macacos rhesus quando foram utilizados em ELISpot e marcagédo
de moléculas intracelulares (ICS), porém, em um desenho experimental muito mais complexo
(1, 59, 157, 158). Foi realizada a genotipagem das moléculas de MHC de classe | desses
animais, para descartar ou usar como controle, 0s macacos que apresentavam 0s tipos que
controlam a replicacdo viral ou séo controladores de elite (Mamu-A*01, Mamu-B*08 or Mamu-
B*17). Além de virus recombinantes de FA 17D/Vif, eles também utilizaram Ad5/Vif e
DNA/Vif (vacina de DNA), resultando em diferentes estratégias vacinais de prime e boost. Os
animais foram imunizados com o0s virus recombinantes por diferentes vias de inoculagéo
(intramuscular coxa e braco, ombros, panturrilha e abddémen), alternando lado direito e

esquerdo. Apos as imunizagdes, alguns estudos ainda realizaram desafio intra-retal. Como eles
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construiram virus recombinantes expressando fragmentos de toda a proteina de Vif, o nUmero
de pools testados também foi maior (geralmente 4 pools com 10 peptideos).

Em um estudo com vacina de DNA com o gene completo de NS1 do virus DENV2, um
outro flavivirus, onde camundongos BALB/c foram imunizados e desafiados
intracerebralmente, observou-se que células T especificas induzidas pela imunizacéo,
proliferaram e migraram para 6rgdos como o figado. A proliferacdo de células T foi investigada
com o0 uso do marcador CFSE, assim como no nosso trabalho (180). Contudo, a inser¢do do
desafio no desenho experimental desses estudos citados, pode ter influenciado na magnitude da
resposta celular observada.

A fim de se detectar resposta imune induzida pela imunizagdo com o0s virus
recombinantes, investigamos as populacdes de células T que proliferaram ap6s a incubagdo
com os estimulos do virus da FA 17D e Vif, com o auxilio dos marcadores CFSE, CD44, CCR7
e CD62L. Definimos primeiro a populacéo de células T CD44M9" que sio células efetoras e de
memdria efetora. Com o peptideo do virus de FA 17D, ndo observamos diferenga entre os
FA/Vif e controles na porcentagem de células T CD4" CD44"% mas nas células T
CD8*CD44"" o grupo FA/Vif 1-110 original, apresentou um aumento na porcentagem dessa
populacdo em relacdo aos outros virus. Nas populacdes de células T de memoria central que
proliferaram, assim como nos resultados dos ensaios in vivo, ndo conseguimos discriminar a
resposta entre 0s grupos de virus e controles negativos, independente do estimulo utilizado;
peptideo do virus de FA 17D ou os pools de Vif. Como mencionamos anteriormente, esse
resultado pode ser reflexo do érgdo estudado, ja que predominantemente as células T de
memodria central sdo encontradas nos linfonodos (171, 172).

De maneira semelhante ao que foi observado nos ensaios in vivo, os resultados das
células T de memoria efetora foram mais interessantes e promissores na investigacdo da
resposta imune especifica. Observamos também que no parametro de células T de memoria
central que proliferaram, os controles negativos apresentaram maior porcentagem dessa
populacéo celular, enquanto no de células T de memoria efetora, o contrario ocorreu, com 0S
grupos de virus apresentando maior porcentagem dessa populagdo que os controles negativos.
Essa relagdo invertida poderia estar relacionada a funcdo das populagdes dentro dos grupos
estudados. Existe uma porcentagem maior de células T de memoria efetora dentro dos grupos
de virus, possivelmente porque apds o estimulo in vitro especifico, elas proliferaram
rapidamente, j& que reconheceram o0 antigeno da exposicdo prévia das imunizacOes, e
desempenharam sua funcgéo efetora para o clearance do antigeno. A populacéo de células T de

memoria central € menor nos grupos de virus, porque provavelmente essas células foram
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ativadas in vitro, e se diferenciaram em efetoras, e por isso observamos a maior porcentagem
dessa populacao celular. Contudo, essa seria somente uma hipétese, que teria que ser avaliada.

O peptideo do virus de FA 17D foi capaz de induzir a proliferacdo de células T de
memodria efetora in vitro, principalmente T CD8*, onde a diferenca entre os grupos de virus e
controles negativos foi clara e significativa, sendo o FA 17DD com valores mais altos entre 0s
grupos de virus, mas sem diferenca significativa entre esse grupo e os FA/Vif. Um incremento
no grupo FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110 em relagdo ao FA 17DD foi observado nas
células T CD4" de memoria efetora. Esse resultado demonstra que os virus recombinantes de
FA/Vif sdo capazes de responder a um estimulo do virus de FA 17D tdo bem quanto o controle
FA 17DD, apesar de serem mais atenuados que esse controle, como visto nos resultados de
caracterizagdo bioldgica, principalmente os virus FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110, que
nos parametros analisados até 0 momento, apresentaram maior potencial.

Com o estimulo dos pools de Vif, observamos um perfil similar, porém a magnitude da
resposta celular foi menor, e o grupo FA 17DD também respondeu aos peptideos de Vif. A
maior porcentagem da populagio T CD44"9" que proliferou ap6s o estimulo com o pool de Vif
41-107, foi observada no grupo FA/Vif 1-110 variante, especialmente nas células T
CD8*CD44"9" Nas células T de memoria efetora, o FA/Vif 1-110 original apresentou um
incremento em relagdo aos outros virus, e essa diferenca foi maior nas células T CD8" de
memodria efetora. O pool de Vif 1-51 parece induzir menos resposta celular especifica que o Vif
41-107, ja que ndo notamos nenhuma diferenca ou tendéncia na populacdo de células T
CD44"9" e nas células T CD8* de memoria efetora, 0 FA 17DD se mostrou muito semelhante
ao FA/Vif 1-110, apesar dos grupos de virus apresentarem valores significativamente maiores
que os controles negativos.

O fato de termos observado maior resposta T CD8" de memdria efetora quando
utilizamos os peptideos de Vif como estimulo, é condizente com a analise de predicdo de
imunogenicidade de MHC de classe I, que utilizamos para selecionar os peptideos para o pool
de Vif 41-107, e até mesmo com a analise de predi¢éo de ligacdo desses peptideos a células T
CD8". Como sdo analises independentes, optamos pela de imunogenicidade de MHC de classe
| para selecionar os peptideos, ja& que todos os peptideos que Ssdo imunogénicos, sdo
necessariamente bons ligadores a células T CD8", mas o inverso ndo é verdadeiro. Uma
pontuacéo alta na analise de imunogenicidade, indica maior probabilidade de elicitar resposta
imune. Essa andlise prediz reconhecimento de epitopos e propensdo de fatores para
processamento/clivagem. Enquanto epitopos devem se ligar biologicamente com afinidade
relevante, nem todos os peptideos que se ligam dessa maneira, sdo epitopos (ndo séo

processados, ou ndo existe repertdrio de células T etc.). Selecionamos para o pool de Vif 41-
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107, os peptideos com a pontuacdo mais alta, mas também é possivel observar que esses
peptideos possuem bons percentile rank (valores mais baixos), em relacdo a ligacéo a células
T CD8*

Selecionamos os melhores peptideos no fragmento 41-111 de Vif, porque € o fragmento
comum aos virus FA/Vif 1-110 original, FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110. Porém, apds
0s primeiros experimentos com o pool de Vif 41-107, observamos que ele ndo induzia resposta
celular com a magnitude que esperavamos. Devido a isso, decidimos testar um pool de Vif com
o fragmento 1-51, porque achamos que talvez estivessemos perdendo a resposta celular de
algum epitopo desse fragmento. Na andlise de predicdo de imunogenicidade de MHC de classe
I dos peptideos do fragmento 1-51 notamos que, a metade dos peptideos ndo obtiveram uma
boa pontuacéo (negativa). Contudo, mais da metade deles obtiveram um bom percentile rank
na analise de ligacdo a células T CD8" (valores baixos). Interessante que quando estimulamos
as células do grupo FA/Vif 42-110 com o pool de Vif 1-51, observamos resposta, apesar de
somente dois peptideos desse pool, com o overlap de 11 amino&cidos, se encontrarem no
fragmento de Vif 42-110 (peptideos das posi¢Ges 37-51 e 41-55).

As células T de memoria efetora do grupo FA 17DD, principalmente as células T CD8*
de memodria, responderam quando estimuladas com os pools de peptideos de Vif. Apesar de
estudos citarem o antigeno cognato como essencialmente a Gnica maneira de reativar células T
de memoria, muitas evidéncias apontam para o importante papel das citocinas e quimiocinas
nesse processo. Dados iniciais apontavam que células T CD8" exibindo aspectos de memoria
(CD44M9") proliferavam em resposta a IL-15 in vitro e in vivo, e independente da ativaco via
TCR (181). Soudja e cols. observaram que células T CD8" de memdria foram ativadas
(confirmada pela expressédo de INF-y, granzima B, CD25, NKG2D, e outros) quando o antigeno
cognato estava presente ou ndo (182). Investigando os mecanismos, eles mostraram que as
citocinas IL-18 e IL-15 foram as maiores indutoras da diferenciacdo precoce de células T de
memoria efetora em células secretoras de INF-y e granzima B (183). A cultura de esplendcitos
que foi estimulada com os peptideos de Vif, pode, portanto, ter criado um ambiente de citocinas
propicio para a proliferacdo de células T de memoria, ndo dependente de antigeno cognato.
Importante lembrar que nessa cultura de esplendcitos estavam presentes diferentes tipos
celulares como mondcitos, produtores de 1L-15, células dendriticas e macrofagos; produtoras
de IL-18 (182, 184).

O uso de ferramentas para a investigagdo de resposta especifica, como tetrameros,
poderia ter nos ajudado no refinamento da resposta celular contra Vif, assim como foi utilizado
no estudo de com macacos rhesus, que foram imunizados com virus recombinantes de

diferentes vetores expressando Env, Vif e Nef de SIVmac239. Com o auxilio dos tetrameros,
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eles investigaram a resposta de células T CD8* SIV especificas, e observaram o controle da
replicacédo viral apds desafio (185). Contudo, pelo seu alto custo, a aplicacdo dessa ferramenta
seria interessante em uma segunda etapa, onde utilizariamos os virus FA/Vif mais promissores
selecionados na tese, em um modelo animal mais permissivo, e com a insercdo de um desafio,
para aumentar a magnitude da resposta.

Estudos em macacos rhesus investigando a resposta especifica contra Vif, sempre se
mostraram mais ricos em resposta imune celular e humoral. Epitopos imunodominantes de Vif
de SIVmac239 ja foram descritos na literatura, em um estudo onde se investigou 0s mecanismos
dos controladores de elite em um modelo animal de MHC de classe I, associado com o controle
da replicacdo do virus da imunodeficiéncia simia. O mapeamento dos alelos de MHC de classe
| e os epitopos em que eles se ligam, no contexto dos macacos rhesus controladores de elite,
tem mostrado que as células T CD8* nesses animais, parecem focar na proteina Vif de SIV.
Epitopos de Vif sdo apresentados por inimeros alelos de MHC de classe |, incluindo aqueles
que sdo associados com o controle de elite, Mamu-B*17 e Mamu-B*08 (4). Metade dos
macacos rhesus expressando Mamu-B*08 espontaneamente se tornaréo controladores de elite
apos a infeccdo com SIVmac239 (186).

Loffredo e cols. mapearam a resposta restrita Mamu-B*08 T CD8" para 13 epitopos de
Gag, Vpr, Env, Vif, Nef, e Rev. A resposta imune mais forte e mais frequente foi a contra
epitopos de Vif, Nef e Rev, e andlise da sequéncia das quasispecies de SIV desses animais,
demonstraram predominantemente mutacdes em epitopos de Vif e Nef. A importancia de
células T Vif especificas ficou clara, quando em outro estudo foi demonstrado que mutacdes de
escape no epitopo de Vif RL8 (172-179) diferenciam progressores Mamu-B*08+ de
controladores de elite (5). Nesse estudo, eles encontraram muitas mutagdes ndo sinénimas nos
cinco epitopos mais imunodominantes: Vif RL8 (172-179), Vif RL9 (123-131), Nef RL10, Nef
RL9b, e Nef RL9c. A resposta de células T CD8* contra esses epitopos tem sido associada com
producéo de IFN-y, controle da replicagao viral, e/ou selecdo dos mutantes de escape.

A imunofenotipagem das células T de memoria que proliferaram, foi parte da
investigacdo da resposta celular especifica contra o virus FA 17D e Vif. Essa andlise foi
realizada logo apos o procedimento de ativagdo com peptideos com esplendcitos frescos obtidos
dos camundongos imunizados com os virus FA/Vif e FA 17DD. O sobrenadante da cultura
estimulada de esplendcitos foi congelado para a analise posterior das citocinas secretadas.
Optamos pelo CBA (Cytometric Bead Array) para investigar as citocinas secretadas porque é
uma analise multiparamétrica, onde conseguimos dentro de um Unico ensaio, detectar 5

citocinas diferentes (TNF-a, IFN- vy, IL-2, IL-4 e IL-5), utilizando um volume pequeno de
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amostra. O virus da FA 17D, nosso vetor nos virus recombinantes FA/Vif, induz uma resposta
celular balanceada TH1 e TH2, e por isso utilizamos um kit de CBA para essa resposta.

Idealmente, uma vacina induz células T de memoria de vida longa, caracterizadas como
T de memoria central e de memdria efetora. Essas células T de memdria quando encontram o
antigeno que tiveram contato previamente, via imunizacdo, expandem clonalmente para se
diferenciar em efetoras. O mecanismo chave em que as células THl medeiam a sua funcdo
efetora, é através da producdo simultédnea de IFN-y, TNF-a e IL-2 (187). O IFN-y atua em
sinergia com TNF-a para promover a morte do patdgeno atraveés da ativacdo de macrofagos,
enquanto IL-2 aumenta a expansdo de células T, levando a respostas efetoras mais eficientes.
Portanto, entre as formas mais comuns de se avaliar a existéncia de células efetoras induzidas
pela vacina é medir a proliferacdo de esplendcitos e a producéo de IFN-y, TNF-a e IL-2 apds
estimulacdo in vitro com antigenos que foram utilizados na vacina (188).

Células T CD4" de memoéria central sdo capazes de produzir IL-2, e as T CD4" de
memoria efetora predominantemente produzem IFN-y, IL-4 e TNF-a, mas uma populacdo
pequena dessas células produz IL-2. Esses achados s@o consistentes com as subpopulagdes de
células T CD8*. De acordo com Okada e cols., a subpopulacdo CCR7-CD45RA* CD27* CD28*
predominantemente incluem células IFN-y - IL-4"1L-2* e IFN- y* IL-4" IL2" sugerindo ser uma
populacédo de células T de memoria efetora (189). Além de células T, na cultura de esplendcitos
que foram estimulados para os ensaios de CBA, estdo presentes diferentes tipos celulares como
células B, mondcitos, granuldcitos, células NK e NKT, que também contribuiram na secrecéo
de citocinas encontradas no sobrenadante analisado.

O peptideo do virus da FA 17D, como também observado nos resultados da
imunofenotipagem das diferentes populacdes celulares que proliferaram, foi capaz de induzir
maior secrecdo de citocinas pelos esplendcitos nos grupos de virus, que as concentracfes
detectadas com o estimulo dos pools de peptideos de Vif. As citocinas TNF-a, IFN-y e IL-2
foram detectadas com esse estimulo, sendo que a maior concentracdo observada foi a de IFN-
y. Podemos dizer que observamos uma resposta especifica ao peptideo do virus da FA 17D, ja
que detectamos IFN-y em uma concentragdo maior, com valores significativamente maiores
nos grupos de virus, especialmente no FA 17DD, que nos controles negativos. De maneira geral,
avaliando todas as citocinas detectadas, os grupos FA/Vif parecem responder de forma
semelhante frente a esse estimulo.

Com o estimulo dos pools de peptideos de Vif, detectamos as mesmas citocinas e
detectamos também a IL-5, porém, ndo conseguimos discriminar a resposta entre 0s grupos
FA/Vif e controles nessa citocina. Observamos secre¢do de citocinas com os estimulos de Vif,

no grupo FA 17DD, em todas as citocinas detectadas, sendo esse grupo semelhante ao FA/Vif
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1-110 original na IL-2; citocina com a maior concentracdo detectada. De maneira geral, com o
estimulo dos peptideos de Vif, fica dificil dizer que grupo de FA/Vif apresentou melhor
resposta, ja que notamos a presen¢a do FA 17DD em todas elas. Com o pool de Vif 41-107,
somente um FA/Vif apresentou a resposta maior que o FA 17DD, observada na detec¢do de
IFN-y, que foi o FA/Vif 1-110 variante, enquanto com o pool de Vif 1-51, observamos no TNF-
a, 0 FA/VIf 1-110 variante e FA/Vif 42-110. Porém, as concentra¢fes encontradas dessa
citocina nos controles negativos foi alta, principalmente no grupo naive, que apresentou valores
semelhantes a esses dois virus recombinantes.

Existe uma resposta celular frente aos estimulos de Vif, detectada pelas concentracdes
da citocinas observadas, que predominantemente foi detectada nos grupos de virus e ndo nos
controles negativos, especialmente com o pool de Vif 41-107. As concentragdes das citocinas
observadas com o pool Vif 41-107 foram maiores quando comparadas as obtidas com o pool
Vif 1-51, porém ndo foi possivel afirmar que essa resposta é especifica visto que também foi
observada uma resposta no grupo FA 17DD. Apesar de termos detectado a IL-5, as
concentragdes observadas nos controles negativos e grupos virais, sio muito semelhantes. E
possivel que isso tenha ocorrido porque a secrecdo da IL-5 é mais tardia em relacdo as outras
citocinas detectadas. A opc¢do pelo tempo de incubacdo de 18-19 horas nos ensaios foi
determinada principalmente pelo pico de secrecdo das citocinas Tnl, como a IL-2, em que 0
pico é em 12 horas, e 0 IFN-y, em 24 horas apds o estimulo in vitro. O objetivo foi determinar
um tempo de incubacdo, onde ndo perdéssemos a secrecao de nenhuma citocina que poderia ser
detectada com o kit do CBA que utilizamos. Mas também pensando, na viabilidade das células
que ficariam incubadas com os diferentes estimulos. Para tanto, realizamos pilotos para testar
diferentes condig¢Ges experimentais.

A resposta ndo cognata na secre¢do de citocinas, no FA 17DD frente ao estimulo com
0s pools peptideos de Vif, também foi observada quando imunofenotipamos as células T de
memoria que proliferaram com esses estimulos in vitro. Kupz e cols. observaram no bago e
pulméo de camundongos, que a producdo ndo cognata de IFN-y pelas células T CD8" de
memoria antigeno Mycobacterium tuberculosis independente e células NK, foi protetora
durante infeccdo com Mtb, e que a secrecdo de IFN-y por essas células, requer IL-18 (190). Em
projeto de tese de uma aluna do nosso laboratorio, onde foi avaliada a resposta celular especifica
de virus recombinantes de FA/Gag de SIV, atravées de estimulo com pools de peptideos Gag,
também foi observada uma resposta inespecifica no grupo de camundongos que haviam sido
imunizados com o virus FA 17DD, porém, essa resposta foi maior nos grupos FA/Gag (163).

Nesse mesmo projeto foi possivel demonstrar que a imunizacdo de camundongos com

0s virus recombinantes de FA/Gag foi capaz de induzir a formacéo de células T produtoras de
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IL-2 e IFN-y concomitantemente, citocinas que também detectamos no nosso projeto, indicando
a formacdo de uma populagdo de memoria que exibia mais de uma funcéo celular (191), tanto
para células T CD8" quanto para células T CD4" (163). No entanto, as técnicas utilizadas nesse
estudo, foram ELISpot e marcacéo intracelular. A ativacdo e producao de citocinas como a IL-
2 por células T CD8" e, principalmente, por células T CD4", sdo caracteristicas importantes da
resposta imunoldgica induzida pelo virus vacinal da FA 17D e de seus derivados recombinante
es, diferenciando-o de outros virus que vém sendo utilizados como possiveis vetores vacinais,
como o Adenovirus tipo 5 (Ad5) e o virus vaccinia Ankara (MVA), cujas respostas sao
geralmente confinadas a producgéo de IFN-y por células T CD8* (103, 176, 192).

Apesar de ndo termos utilizado as mesmas técnicas que a tese citada acima, onde
avaliou-se a funcionalidade das células T frente aos estimulos especificos de FA 17DD e Gag,
nossos resultados em relacdo as citocinas detectadas, sugerem que podemos estar avaliando
também a secrecdo de citocinas pelas células T de memoria. Principalmente porque sabe-se que
essas células de memoria responderiam mais rapidamente a antigenos que ja tiveram contato
(193). Importante lembrar que também estavam presentes na cultura de esplendcitos que foi
estimulada, outros tipos celulares que secretam as citocinas avaliadas, como NK, NKT,
monacitos e células B (18, 194). Além disso, 0s nossos resultados em relacdo as citocinas
detectadas, sdo condizentes com as citocinas encontradas na referida tese, apos estimulos
especificos de Gag, apesar dos peptideos de Vif ndo demonstrarem grande potencial
imunogénico nas nossas condi¢bes experimentais. Importante mencionar que os dados
existentes na literatura com peptideos de Vif e a resposta T CD8" Vif especifica, relacionada
ao controle da infeccdo apds desafio com SIVmac239, foram realizados em macacos rhesus e
ndo em modelo murino.

O TNF-a que foi detectado nos nossos ensaios, mas ndo foi investigado nos estudos
com virus recombinantes FA/Gag, ¢ uma citocina pré-inflamatoéria muito importante da
resposta imune inata. Macrofagos e mastocitos sédo as celulas que a produzem, em sua
maioridade, mas esta citocina também € produzida pelas células dendriticas. Juntamente com a
IL-1, IL-6 e quimiocinas, TNF-a € secretado nos locais de infec¢do, desempenhando multiplos
efeitos nas células endoteliais vasculares, leucécitos, medula, que juntos aumentam a entrega
local de células para reparar os tecidos (18).

As células dendriticas sdo alvo para a replicacdo do virus da dengue e FA, e séo as
primeiras populacdes celulares a interagirem com esses virus durante a infec¢do natural, que
leva a indugdo da protecdo em humanos. Gandini e cols. estudaram in vitro a infectividade dos
virus DENV2, FA 17DD e um quimerico de FA 17D/DENV2, em células dendriticas derivadas

de mondcitos, avaliando maturacdo celular, ativacao e producéo de citocinas. A maior diferenca
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encontrada entre os virus DENV2 e FA 17DD, foi na producéo de TNF-a e IFN-a pelas células
dendriticas. Os niveis de TNF-a foram significativamente maiores com a infec¢do de DENV2
na cultura, e discretamente alterado na presenca de FA 17DD e FA 17D/DENV2. Porém, esses
dois ultimos virus foram capazes de elicitar niveis de IFN-o. que ndo foram atingidos durante a
infeccdo com DENV2 (195).

Investigando a resposta especifica de virus recombinantes de FA/Gag, Neves e cols.
observaram que houve formacdo de células T CD4" e CD8" de memoria que exibem mais de
uma funcdo (células IFN-g*IL-2*) quando estimuladas com o virus 17DD inativado,
comparavel entre os trés virus; FA 17DD, e os recombinantes FA/Gag 45-269 e FA/Gag A
IRES, principalmente no compartimento de células T CD4", o que é uma caracteristica
importante do vetor da FA 17D (176, 192). O mesmo perfil foi visto para as células T CD4" e
T CD8" estimuladas com os pools de peptideos de Gag provenientes dos grupos de
camundongos imunizados com os trés virus citados. Além destas células T IL-2°IFN-y* de
memoria, a presenca de células IL-2" demonstra que os virus recombinantes foram capazes de
estimular também células T antigeno-especificas que estdo em um estdgio superior de
diferenciacdo funcional, ja que a secrecdo desta citocina indica maior duracdo da memoria e
estd mais correlacionada a protecdo contra diversas infecgdes do que a secrecdo de IFN- vy
somente, incluindo a infeccdo pelo HIV (191).

No projeto de tese do nosso laboratério citado anteriormente, foi observado que havia
producdo de IFN-y e IL-2, apds o estimulo especifico dos esplendcitos de camundongos
imunizados com o antigeno FA 17DD inativado, com magnitude maior para a linhagem
C57BLY/6, cuja resposta precoce de IFN-y ¢ mais alta, quando comparado a BALB/c. Da mesma
forma, com relacdo a resposta obtida para os antigenos de Gag carreados pelos virus
recombinantes, a resposta de células T CD4* foi melhor nos camundongos C57BL/6. As
mesmas diferencas de qualidade e magnitude das respostas de células T CD8* entre os modelos
C57BL/6 e BALB/c ja haviam sido descritas para a infeccdo pelo virus da Dengue em
camundongos (196). Essas sdo algumas das razbes por que optamos por trabalhar com a
linhagem C57BL/6 no nosso projeto.

Com o intuito de aprimorarmos a deteccdo da resposta celular especifica a Vif,
entendemos que em uma segunda etapa de investigacdo da imunogenicidade dos virus FA/Vif
mais promissores, seria necessario adotar novas ferramentas, técnicas e desenho experimental,
como um outro modelo animal mais permissivo, uso de tetrdmeros para investigar a resposta
Vif especifica, inser¢do de boost com outros vetores expressando Vif e/ou vacina de DNA/Vif,

insercdo de desafio, e também um numero maior de ensaios para diminuir a variagdo que
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obtivemos com somente dois ensaios com o estimulo do virus FA 17D e o com o pool de Vif
41-107, e trés com o pool de Vif 1-51.

Além do tempo de incubacgdo e a linhagem de camundongos utilizada, que podem ter
influenciado na maior detecgdo de citocinas Thl que TH2, as plataformas de expressdo da
proteina heteréloga, também podem ter contribuido para essa resposta. O fator de infectividade
viral (Vif) no contexto do genoma do HIV, e da formacdo do virion, € uma proteina
citoplasmatica, que se colocaliza com p55 Gag (precursor de proteinas estruturais), e esta ligada
ndo-covalentemente a complexos celulares. Pela sua funcdo de imobilizar a proteina AG3,
marcando a mesma para degradacdo via proteossoma, Vif também é degradada, e seus
peptideos apresentados por moléculas MHC | na superficie da célula, e que serdo reconhecidos
por células T CD8" citotoxicas. Devido a sua funcdo, a expressdo de Vif € moderada ou alta nas
células do hospedeiro (197).

Avaliando os virus FA/Vif nas plataformas de expressdo em que foram construidos, na
plataforma | (virus FA/Vif 1-110 original e FA/Vif 102-214), as proteinas ficam retidas no
reticulo (RE). Segundo a literatura, tal fato poderia levar a uma sobrecarga do RE das células
infectadas com proteinas mal enoveladas, o que causaria estresse de reticulo, ativando respostas
ao mau enovelamento proteico, chamadas UPR (unfolded protein response), que culminariam
com apoptose, potencializando o efeito apoptdtico dos virus recombinantes (198). A proteina
recombinante que apresenta mau enovelamento, tende a induzir maiores niveis de morte celular,
provavelmente devido ao estresse de RE causado pelo acimulo de proteinas mal-formadas, que
estariam em continuo processo de correcdo pelo sistema de controle de qualidade ERQC
(endoplasmic reticulum quality control). Os peptideos de Vif nessas condicdes, seriam
apresentados por MHC 1, e reconhecidos por células T CD8" citotdxicas.

Os virus FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110 foram construidos na plataforma Il de
expressao, onde a proteina heteréloga é secretada, endocitada por APCs, e 0s peptideos
apresentados para células T CD4", sendo uma resposta de MHC de classe 1l. O motivo de N-
glicosilacdo e o sitio de clivagem proteolitica por furina, flanqueando a sequéncia de
aminoacidos da proteina heterdloga nessa plataforma, fazem com que a retencdo da forma
glicosilada da proteina recombinante no RE induza menor taxa de degradacdo desta quando
comparamos com a proteina expressa pela plataforma I. Como no nosso sistema a proteina
heterologa é precedida de um fragmento N-terminal da NS1, postulamos que ao introduzir o
dominio de enderecamento da proteina NS1 nesta regido, a nossa proteina recombinante poderia
ser retirada do RE e enderecada para a membrana plasmatica ou para secre¢do. Para isto,
utilizamos a sequéncia do N-terminal da NS1 do proprio virus FA 17D, apenas estendendo este

fragmento de 9 para 18 aminoé&cidos, a fim de incluir o dominio de enderecamento. Essas
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observacodes referentes a plataforma | e 1l de expressédo, foram testadas com a proteina EGFP
em um projeto de tese do nosso laboratorio (162), e aplicamos esses conceitos e resultados no
presente projeto. Precisariamos ainda verificar a expressdo das proteinas de Vif nas duas
plataformas, para verificarmos o tipo de resposta celular (MHC de classe | e 11).

Os virus recombinantes FA/Vif, em diferentes condi¢cbes experimentais, poderiam
induzir dois tipos de resposta imune celular; a contra o virus da FA e contra a proteina de Vif,
e, portanto, uma Unica vacina geraria protegdo contra esses dois antigenos, e poderia ser
indicada para individuos saudaveis. Conseguimos demonstrar a eficacia em relacdo a resposta
celular especifica ao virus da FA, desses recombinantes, mas também avaliamos o outro brago
imunologico, a resposta humoral. Realizamos PRNT contra o virus da FA 17DD, com 0s soros
dos camundongos imunizados com os virus FA/Vif, e comparamos com o controle FA 17DD.

Estudos recentes, incluindo a estratégia de biologia de sistemas (110), que analisaram
as respostas inata, celular e humoral depois da vacinagdo com FA 17D, indicam que todos os
bracos de resposta imune sdo ativados, levando a uma resposta polifuncional, que é essencial
para a imunidade duradoura induzida pela vacina (93, 94, 110). Apesar da ampla estimulacéo
imunoldgica, existem fortes evidéncias de que a imunidade humoral mediada pelos anticorpos
neutralizantes contra o virus da FA, principalmente contra a proteina E, é o principal mecanismo
efetivo de protegdo (92).

Neste trabalho, n6s demonstramos que o0s virus recombinantes FA/Vif foram capazes
de estimular a producdo de anticorpos neutralizantes em niveis semelhantes entre si, porém
sempre mais baixos do que os niveis encontrados nos animais vacinados com o virus vacinal
FA 17DD. Entre os virus FA/Vif, o FA/Vif 102-214 apresentou a maior média de titulo, seguido
do FA/Vif 1-110 variante. Sabe-se que a producdo de anticorpos é dependente da ligacdo direta
do antigeno as células B que irdo se diferenciar em plasmdcitos com auxilio das células T CD4",
e, portanto é também dependente do quanto o antigeno é capaz de dissipar dentro dos centros
germinativos do orgéo linfoide secundario para onde migrou (199).

Nossos resultados de resposta imune humoral indicam que os virus FA/Vif, bem como
outros ja obtidos em nosso laboratério (129, 134), sdo mais atenuados que o virus FA 17DD,
tendo uma menor capacidade de indugdo de anticorpos neutralizantes em camundongo
C57BL/6, provavelmente em funcdo da insercdo heteréloga no genoma viral, que poderia
provocar um atraso no processo replicativo dentro de um hospedeiro vivo.

Em um dos estudos do nosso laboratério citados acima, foi observado que os virus
recombinantes de FA/T. cruzi induziram titulos menores de anticorpos neutralizantes do que a
imunizacdo com o vacinal FA 17DD em camundongos A/J. Com o intuito de aumentar a

imunogenicidade viral, decidiu-se testar novas formulagdes virais, nas quais seriam
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administrados dois virus recombinantes simultaneamente. As formulagdes foram compostas de
uma mistura dos virus FA 17D/NS2B3/T. cruzi e FA 17D/ENS1/ T. cruzi, sendo que duas
concentrag0es virais distintas foram testadas, compondo as formulagdes 1 e 2. A formulagao 1
(combinacdo de virus FA 17D/ENS1/ T. cruzi e FA 17D/NS2B3/ T. cruzi) mostrou-se
promissora quanto aos resultados de protecédo, parasitemia, inducao de IFN-y e linfoproliferacéo
especifica para o vetor vacinal FA 17D e para antigeno especifico de T. cruzi (130). Os virus
recombinantes de FA/Gag construidos no nosso laboratério, também apresentaram titulos
menores de anticorpos em relacdo ao FA 17DD, nas duas linhagens de camundongos avaliadas;
C57BL/6 e BALB/c (163).

A resposta humoral contra Vif podera ser avaliada na segunda etapa de investigacdo da
imunogenicidade dos virus FA/Vif, através de ELISA ou outra técnica ainda a ser definida.
Porém, como previamente mencionamos, precisamos avaliar a expressdo dessa proteina no
contexto dos virus recombinantes FA/Vif, ja que no contexto de HIV/SIV, é uma proteina

citoplasmatica, e por isso, ndo seria esperada a formacao de uma resposta humoral contra ela.
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Conclusodes

Os virus FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110 construidos nesse projeto de tese, foram
viaveis e apresentaram taxas de proliferacdo viral em células Vero semelhantes entre si.
Os virus FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110 mostraram-se mais estaveis geneticamente
que o FA/Vif 1-110 original. Apesar de ndo possuir um fragmento de Vif relacionado aos
virus citados acima, o FA/Vif 102-214, estavel geneticamente, apresentou o melhor perfil
de proliferacéo viral entre os FA/VIf.

Os virus FA/Vif sdo bons indutores de resposta celular contra o virus da FA, apesar de
possuirem o perfil mais atenuado que o FA 17DD. A resposta celular especifica para o virus
da FA, foi observada principalmente na secre¢do de IFN-y, apos o estimulo com o peptideo
do virus de FA, que foi significativamente maior no FA 17DD.

N&o ocorreu resposta imune celular especifica e discriminacdo clara entre os virus FA/Vif
e FA 17DD com os peptideos de Vif, visto que observamos resposta celular ndo cognata no
FA 17DD quando estimulado com os pools de Vif. No entanto, o pool de Vif 41-107 se
mostrou discretamente melhor indutor de resposta celular que o Vif 1-51, principalmente na
deteccdo de citocinas, o que condiz com os resultados das analises de predicdo de
imunogenicidade de MHC de classe | e ligacdo a T CD8", que mostraram que 0s peptideos
do pool de Vif 41-107, sdo imunogénicos e também bons ligantes as células T CD8".

Na deteccdo das citocinas com os pools de peptideos de Vif, observamos que houve resposta
celular, principalmente com estimulo do pool de Vif 41-107, onde detectamos maiores
concentracfes de IFN-y e IL-2, porém também encontramos resposta ndo cognata no FA
17DD.

O FA/Vif 1-110 variante e FA/Vif 42-110 se apresentaram como bons indutores de resposta
celular, porém o FA/Vif 42-110 apresentou a menor média de titulo de anticorpos
neutralizantes. O FA/Vif 102-214 apresentou bons resultados de resposta imune celular e
humoral, apesar de néo ter sido avaliado dentro da resposta especifica. O FA/Vif 1-110
variante conseguiu uma boa inducéo da resposta celular e humoral. O virus FA/Vif 1-110
original parece promissor segundo 0s nossos dados de resposta celular de memoria efetora,
apesar de ter apresentado uma média baixa de titulos de anticorpos neutralizantes.

De maneira geral, os virus FA/Vif induzem diferentes bracos de resposta imune, sendo uns
mais indutores de resposta celular que humoral e vice-versa. Com o0s virus FA/Vif
apresentando essas particularidades em relacdo a resposta imune, ndo conseguimos

relacionar a estabilidade genética com imunogenicidade, mas com essas caracteristicas, uma
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estratégia promissora para abranger os dois tipos de resposta, seria 0 uso de formulagdes

virais, utilizando dois ou mais virus FA/Vif no mesmo regime vacinal.
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7. Perspectivas

O potencial dos virus FA/Vif avaliados nessa tese, € promissor. Com um novo desenho
experimental, onde teriamos um outro modelo animal e/ou insercdo de desafio, diferentes
técnicas e ferramentas de avaliacdo da resposta celular especifica contra o virus da FA e Vif,
acreditamos que observariamos maior magnitude e discriminag&o de resposta entre eles, e com
o controle FA 17DD. Como citado anteriormente, a estratégia de formulagdes virais, seria
utilizada com o objetivo de aumentarmos a inducéo dos dois bracos da resposta imune. Além
disso, um boost com virus recombinantes de diferentes vetores expressando Vif, e/ou vacina de
DNA/Vif, poderia auxiliar no incremento dessa resposta, como ja foi demonstrado em estudos

em macacos rhesus.
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ANEXO | — Lista de meios e solugdes

Meio Earle’s 199 completo

10 mL Meio 199 10X (Gibco)

5mL Bicarbonato de sddio - NaHCOs (Sigma)
5mL Soro fetal bovino (Gibco)

80 pL Gentamicina 50 mg/mL (Gibco)

g.s.p. 100mL  Agua tipo | estéril

Meio diluente
10 mL Meio 199 10X (Gibco)
0,5mL Bicarbonato de s6dio - NaHCOs3 (Sigma)
2,5mL HEPES 1M (Gibco)
5mL Soro fetal bovino (Gibco)
80 pL Gentamicina 50 mg/mL (Gibco)

g.s.p. 100mL  Agua tipo | estéril

Meio CMC completo

10 mL Meio 199 10X (Gibco)

5mL Bicarbonato de s6dio - NaHCOs3 (Sigma)
5mL Soro fetal bovino (Gibco)

80 pL Gentamicina 50 mg/mL (Gibco)

g.s.p. 100 mL Carboximetilcelulose 3,0 % (m/v) (Sigma)

Meio RPMI 10% soro fetal bovino

2,5mL Piruvato

2,5 mL NEAS

2,5mL Vitamina

2,5mL L-glutamina

1,25 mL B-mercaptaetanol
0,312 mL Gentamicina
2,5mL HEPES

25 mL Soro fetal bovino
g.s.p 250 mL RPMI

Solucéo de lise 1X

70 mL Agua Milli-Q autoclavada
7mL BD Pharm Lyse 10X

Solucéo de bloqueio PBS 1 X/1% BSA

100 mL PBS 1 X
1g BSA
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Paraformaldeido 1%

100 mL Agua Milli-Q
100 mL Tampao fosfato dibasico
29 Paraformaldeido Sigma P6148

Caldo triptose 2,6 % (10 X)

5209 Caldo triptose (Tryptose Phosphate Broth; Sigma)
200 mL Agua do tipo |
Esterilizacdo por autoclavacédo

Formaldeido 10,0 % (v/v)

270 mL Formaldeido 37 % (Merck)
gs.p.1L Agua tipo |

Cristal violeta 2,0 % (m/v)

409 Cristal violeta (Merck)
10,0 mL Metanol (Merck)
g.s.p. 200 mL Agua tipo |

Cristal violeta 0,04 % (v/v)

20 mL Cristal violeta 2,0 %
gs.p.1L Agua tipo |
Meio LB liquido
10¢g Triptona (Bacto Tryptona — BD)
59 Extrato de levedura (Bacto Yeast Extract — BD)
10¢g Cloreto de sédio - NaCl (Sigma)
gs.p.1L Agua tipo |

Esterilizacdo por autoclavacdo

Meio LB solido
3,759 Bacto agar (BD)
250 mL Meio LB liquido

Esterilizacdo por autoclavacéo
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Meio SOC (Invitrogen)

2% Triptona

0,5% Extrato de levedura
10 nM NaCl

2,5nM KCI

10 nM MgCl;

10 nM MgSOq4

20 nM Glicose

Tampao tris-acetato-EDTA (TAE) 50 X

242 g Tris-base (Sigma)
57,1 mL Acido acético (Merck)
100 mL Soluc¢éo de 0,5 M EDTA dissodico (Sigma) em &gua tipo 2 pH 8,0

q.s.p.1L Agua tipo |

Tampao tris-acetato-EDTA (TAE) 1 X

20 mL Tampdo tris-acetato-EDTA (TAE) 50 X
gs.p.1L Agua tipo |

Agarose 0,8 % (m/v)

169 Agarose (Promega)
200 mL TAE1 X
Aquecer gradativamente no micro-ondas até total dissolucédo da agarose no TAE.

Tamp&o de amostra 6X

0,25% Azul de bromofenol (Sigma)
0,25% Xileno cianol (Sigma)

30% Glicerol (Sigma)

10 mL Tampéo tris-EDTA (TE — Qiagen)

Solucédo de brometo de etidio

0,01 mL Brometo de etidio (Bio-Rad)
200 mL Agua tipo |

Glicerol 50,0 % (v/v)

50 mL Glicerol 99+ % (Sigma)
50 mL Agua tipo |

Tampao AVE (Qiagen)

0,04 % NaNs (azida sodica)
Agua livre de RNAses
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Tampéo salina fosfato (PBS) 10 X

8749 Cloreto de sddio - NaCl (Sigma)

1369 Fosfato de sddio monobasico - NaH2PO4 (Sigma)
12,78 ¢ Fosfato de sodio dibasico - NazHPO4 (Sigma)
g.s.p.1L Agua tipo |

Ajustar pH para 7,0

PBS-DEPC
87¢ Cloreto de sddio - NaCl (Sigma)
1369 Fosfato de sddio monobasico - NaH2PO4 (Sigma)
12,78 ¢ Fosfato de sddio dibasico - NazHPO4 (Sigma)
gs.p.1L Agua tratada com DEPC (0,01 %)

Ajustar pH para 7,0

PBS-T
1L PBS
0,5mL Tween 20 (Sigma)

Tampéo carbonato/bicarbonato 0,1M

0,1M Tampdo carbonato - NaxCO3z (Sigma) em &gua tipo 2 pH 8,3
0,1M Tampdo bicarbonato - NaHCOs3 (Sigma) em agua tipo 2 pH 11,2
Ajustar pH para 8,6

Tampao fosfato/citrato 0,2M

0,2M Tampdo fosfato - NazHPO4 (Sigma) em agua tipo 1 pH 9,0
02M Tampao citrato — Acido citrico (Sigma) em agua tipo | pH 2,0
Ajustar pH para 5,0
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ANEXO Il - Figuras e tabelas suplementares

(A) - FAbinding ___, Vif Current HIV Research, 2008, Vol. 6, No. 2 93
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Figura Al - Estabilidade genética dos virus recombinantes FA/Vif construidos na
plataforma II de expressdo da proteina heterdloga.

(A) - Figura do artigo de Barraud P et al., 2008, mostrando a regido de ligagdo a RNA em Vif,
no seu N-terminal, onde as mutacGes nos residuos foram realizadas, para a obtencdo de um
virus estavel geneticamente. (B) Resultado de estabilidade genética dos virus FA/Vif. C —virus
controle G1/2T3, (2P) - estoque viral da segunda passagem; (5P) - quinta passagem seriada em
célula Vero; (10P) — décima passagem seriada em célula Vero; (15P) - décima quinta passagem
seriada em célula Vero. A 5P, 10P, 15P e 20P logo ap0s o primeiro controle, sdo referentes a
passagem PA, e os seguintes & PB. (B) 1 — original Vif 1-110, mesmo fragmento do virus
original FA/Vif 1-110, porém construido na plataforma II de expressdo da proteina heteréloga;
(B) 2 - Vif 42-110, virus que sofreu a delecao do N-terminal de Vif; (B) 3 — mutacdo no residuo
13 de triptofano para alanina, do N-terminal; (B) 4 — mutacdo no residuo 31 tirosina para
alanina; (B) 5 — mutacao no residuo 41 tirosina para alanina; (B) 6 — triplo mutante; residuo 13
de triptofano para alanina, residuo 31 tirosina para alanina e residuo 41 tirosina para alanina.
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C 2P 5P 10P 15P20P C 2P 5P 10P 15P 20P]

Figura A2 - Estabilidade genética do virus recombinante FA/Vif 42-110.

(C) - controle virus G1/2T3, 2P - estoque viral da segunda passagem; (5P) - quinta passagem
seriada em célula Vero; (10P) — décima passagem seriada em célula Vero; (15P) - décima quinta
passagem seriada em célula Vero. A 5P, 10P, 15P e 20P logo ap6s o primeiro controle, sdo

referentes a passagem PA, e os seguintes a PB. O virus perde o inserto de Vif na passagem
15PA, mas mantém até a 20PB.
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Tabela A1 — Exemplo de desenho experimental dos ensaios detec¢do de resposta especifica
ao virus da FA 17D e Vif.

NuUmero Amostra Estimulo
1 Controle de morte com 17DD Nenhum
2 Controle de morte com 17DD Nenhum
3 Controle s6 célula com 17DD Nenhum
4 Controle sé célula com 17DD Nenhum
5 Controle do CCR7 PE Dazzle 594 com 17DD Nenhum
6 Controle do CD44 BV 605 com 17DD Nenhum
7 Controle do CD62L PerCP/Cy5.5 com 17DD Nenhum
8 Controle do CD4 APC/Cy7 com 17DD Nenhum
9 Controle do CD8 PE/Cy7 com 17DD Nenhum
10 Controle do CD69 PE 5ng/mL PMA + 100ng/mL ionomicina
11 Controle do CD3 Alexa Fluor 700 com 17DD Nenhum
12 Controle do CFSE com 17DD Nenhum
13 Controle do Zombie com 17DD Nenhum
14 Isotipo controle PE Nenhum
15 Controle de acetonitrila 1% Naive Nenhum
16 Controle positivo com pool do Mock 5ng/mL PMA + 100ng/mL ionomicina
17 Controle positivo com pool do Mock 5ng/mL PMA + 100ng/mL ionomicina
18 Controle positivo com pool do Naive 5ng/mL PMA + 100ng/mL ionomicina
19 Controle positivo com pool do Naive 5ng/mL PMA + 100ng/mL ionomicina
20 Controle negativo com pool do Naive Nenhum
21 Controle negativo com pool do Naive Nenhum
22 Pool do grupo Naive Peptideo de FA
23 Pool do grupo Naive Peptideo de FA
24 Pool do grupo Naive Pool de peptideos de Vif 41-107
25 Pool do grupo Naive Pool de peptideos de Vif 41-107
Coleta 26 Pool do grupo Mock Peptideo de FA
de 27 Pool do grupo Mock Peptideo de FA
s::;‘::a 28 Pool do grupo Mock Pool de peptideos de Vif 41-107
29 Pool do grupo Mock Pool de peptideos de Vif 41-107
30 Pool do grupo FA 17DD Peptideo de FA
31 Pool do grupo FA 17DD Peptideo de FA
32 Pool do grupo FA 17DD Pool de peptideos de Vif 41-107
33 Pool do grupo FA 17DD Pool de peptideos de Vif 41-107
34 Pool do grupo FA/Vif 1-110 original Peptideo de FA
35 Pool do grupo FA/Vif 1-110 original Peptideo de FA
36 Pool do grupo FA/Vif 1-110 original Pool de peptideos de Vif 41-107
37 Pool do grupo FA/Vif 1-110 original Pool de peptideos de Vif 41-107
38 Pool do grupo FA/Vif 1-110 variante Peptideo de FA
39 Pool do grupo FA/Vif 1-110 variante Peptideo de FA
40 Pool do grupo FA/Vif 1-110 variante Pool de peptideos de Vif 41-107
41 Pool do grupo FA/Vif 1-110 variante Pool de peptideos de Vif 41-107
42 Pool do grupo FA/Vif 42-110 Peptideo de FA
43 Pool do grupo FA/Vif 42-110 Peptideo de FA
44 Pool do grupo FA/Vif 42-110 Pool de peptideos de Vif 41-107
45 Pool do grupo FA/Vif 42-110 Pool de peptideos de Vif 41-107

Exemplo do desenho experimental de um ensaio onde utilizamos o peptideo do virus de FA 17D e o
pool de peptideos de Vif 41-107 para estimular in vitro, as células dos camundongos imunizados.
Realizamos duplicatas dentro dos grupos experimentais com os estimulos. Amostras de 1 a 15 —
controles de citometria de fluxo. Essas amostras ndo foram estimuladas com peptideos. S&o células que
foram incubadas para a marcagdo com os anticorpos do painel para a avaliacdo de resposta celular
especifica. Amostras 16 a 45 — amostras estimuladas para a imunofenotipagem de células T ativadas e
que proliferaram, com o pool de anticorpos do painel, e o sobrenadante desses pogos foi coletado para
a detecc¢éo de citocinas.
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