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RESUMO

O Virus da imunodeficiéncia humana ¢ o agente causador da AIDS. Apesar de
existir tratamento para a infeccdo do HIV-1, este ndo leva a cura dos pacientes. A
identificacao de epitopos de proteinas virais do HIV-1 reconhecidos por linfécitos T pode
ser eficiente para o desenvolvimento de uma vacina. Neste trabalho foi avaliado o padrao
da resposta imune de individuos infectados pelo HIV -1 frente as proteinas GAG e NEF de
diferentes subtipos do HIV-1. Foi utilizado PBMC de pacientes infectados pelo HIV-1 sob
o uso de terapia antiretroviral. Foram utilizados 23 pools de peptideos do HIV-1 na
concentracio de 2pg/mL derivados dos subtipos brasileiros B®®, C, F ¢ do isolado de
referencia B (HXB2), em ensaio de ELISPOT. Todos os pacientes responderam a pelo
menos um dos pools de peptideos. Destes, 41% responderam para os pools de proteinas do
isolado HXB2 e 49% para os pools de proteinas do subtipo brasileiro B®X, C e F.
Isoladamente, as maiores freqiiéncias de respondedores foram para os pools de proteinas
do isolado HXB2 NEF 3 (68%) e HXB2 NEF 2 (63%). Da mesma forma, os pools de
peptideos das seqiiéncias brasileiras B®X, C e F que apresentaram as maiores freqiiéncias
de respondedores foram NEF F (87%), NEF C (62%), GAG F1 (62%). A magnitude da
resposta foi em média de 2174 SFCX10° PBMC para os pools do isolado HXB2 e de 1331
SFCX10° PBMC para os pools dos subtipos brasileiros. O pool que apresentou a maior
magnitude da resposta foi GAG p24-1 do isolado HXB2 com 3290 SFCX10° PBMC. Estes
resultados demonstram que os pacientes infectados pelo HIV-1 respondem aos pools de
peptideos das proteinas GAG e NEF do isolado HXB2 e dos subtipos brasileiros B®X, C e
F.



ABSTRACT

The human immunodeficiency virus is the etiological agent of AIDS. The
antiretroviral treatment is efficient, however the cure is not reach. The identification of T
cell epitopes from HIV-1 proteins could be an efficient approach for development of an
HIV-1 vaccine. In this work, we evaluated the immune responses of HIV-1 infected
individuals to GAG and NEF HIV-1 proteins from different virus subtypes. Pools of
peptides of proteins from Brazilians HIV-1 subtypes B®X, C, F sequences and from HIV-1
subtype B isolate (HXB2) were tested by ELISPOT assay. All tested pools were
recognized. PBMC of 41% of patients recognized subtype HXB2 pools and 49%
recognized the pools from Brazilians subtypes. The most frequently recognized pools were
NEF3 (68%) and NEF2 (63%) from HXB2 isolated. The most frequently recognized pool
from Brazilians subtypes were NEF F (87%), NEF C (62%), GAG F1 (62%). On average,
the magnitude of responses to HXB2 isolate pools were 2174 SECX10° PBMC and 1331
SFCX10° PBMC for Brazilians pools. The highest magnitude of response was directed to
GAG p24-1 from HXB2 subtype with 3290 SFCX10° PBMC. These results indicated that
peptides from NEF and GAG proteins from HXB2 isolated or Brazilians subtypes B®X, C
and F sequences are recognized by HIV-1 infected patients and may have the potential for

inclusion in a vaccine against HIV-1.
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1.0 INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) do tipo 1 é o agente etioldgico da
imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS). O HIV-1 foi primeiramente isolado no ano de
1983, ap6s inumeros casos registrados de infecgdes oportunistas fatais e de neoplasias de

progressao rapida em nimero elevado de homossexuais do sexo masculino.

A maior parte das infec¢des de individuos no mundo pelo HIV estd associada ao
HIV-1 do grupo M (HIV-1 M). Estudos filogenéticos demonstraram que o grupo M
apresenta uma grande variabilidade genética com linhagens, ou melhor, subtipos
divergentes classificados do subtipo A ao J. Além disso, o grupo M apresenta formas virais
em mosaico genético, formados por dois ou subtipos virais diferentes, denominado formas
recombinantes circulantes (CRF). Estudos moleculares apontam que a infec¢ao no Brasil,
em expansdo, ¢ caracterizada por isolados do subtipo B, proximos de isolados B
ocidentais e de isolados C e F de freqiiéncia crescente no Norte e Sul do pais. Embora
exista uma quantidade significativa de informacdes sobre a variabilidade viral no Brasil,

pouco ¢ conhecido sobre o reconhecimento de epitopos virais por células T.

Até o momento ndo existem tratamentos que levem a cura dos individuos
infectados. O tratamento ¢ realizado com anti-retrovirais. Estas drogas agem em diversos
estagios do ciclo do virus. Apesar de seu uso melhor a qualidade de vida, diminuir a
mortalidade e morbidade e apresentam problemas devido a resisténcia viral aos
medicamentos e efeitos colaterais importantes. Possivelmente, a melhor opcdo para o
controle da pandemia e a crescente incidéncia do HIV-1 seja o desenvolvimento de uma

vacina eficaz contra o virus.

Levando-se em consideracdo que as principais vacinas experimentais atualmente
baseiam-se na induc¢do de respostas de células T contra epitopos do HIV do tipo B
ocidental, isto impde que se definam os epitopos reconhecidos pelas células T de pacientes
brasileiros e que se estude a reatividade cruzada entre epitopos de diferentes subtipos de

HIV-1 sobre o reconhecimento de epitopos do virus por linfocitos T.
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2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTRUTURA DO HIV

O HIV-1 é um retrovirus com 110nm de didmetro que pertence a familia
Lentiviridae. O envelope viral do virion ¢ formado pela membrana da célula do
hospedeiro, apresentando uma organizagdo externa formada por uma proteina de por¢ao
hidrofobica a gp41 que se ancora na membrana e a gpl20 que a recobre externamente.
Internamente, o HIV-1 (Figura I) apresenta o capsideo que ¢ formado pela proteina p24,
imerso na proteina da matriz p17. O nucelocapsideo, a estrutura mais interna, ¢ formado
pelas proteinas p7/p9 que delimita o interior do capsideo. O interior do nucleocapsideo ¢
formado por duas fitas simples de RNA, pelas integrases e pela transcriptase reversa.

(BARRE-SINOUSSI, 1996; CHAN and KIM, 1998).

a
Proteina da superficie

(gp120, SU)

Froteina transmembranar da superficie

1,

Figura I. Estrutura Morfologica do virus do HIV-1

p7- proteina p7; NC- nucleocapsideo; p24- proteina p24; CA- capsideo viral; gp120-proteina gp120;
SU- superficie; gp41- proteina gp4l; pl17- proteina pl7; MA- matriz; p31- proteina p31; IN-
integrase; p66/p55- proteinas p66 e p55; RT- transcriptase reversa; pl1- proteina p11; PR-protease;
Vif,Vpr, Nef- proteinas regulatorias.

Disponivel em: (Fonte: www.nature.com/nri/journal/v2/n4/slidesshow/nri776 F1_html)

O genoma do HIV-1 estd delimitado por regides denominadas LTRS’ ¢ LTR3’(long

terminal repeats), estas regides codificam 3 gens constitutivos, os genes env, pol, gag e seis
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genes regulatorios: tat, nef, ver, vpr, vpu e vif (Figura II) (COHEN, PAOLUCCI et al.,
1998; SINGH, 2006).

HIV-1 proviral DNA

17— —

] | o = 3
= iat 0
HIV-1 mRNA transeripts
Gagfpol (~0 kb)
. A
ﬂrf\fi:_ff"-\fprﬂfpu (~4 kb) -
TabRevNef (~2 kb)

Figura II. Genoma do HIV-1
Adaptado de (SINGH, 2006)

2.2 CICLO DE INFECCAO E REPLICACAO DO HIV-1

A infec¢do pelo HIV-1 inicia-se com a ligagdo da particula viral a molécula CD4 e
a receptores presentes na membrana celular. Primeiramente, a proteina gpl20 interage
com a molécula CD4. Uma vez unidas, ocorrem mudancas tridimensionais em ambas
proteinas com a exposi¢ao de novos sitios de ligacdo (COHEN, PAOLUCKCI et al., 1998).
O préximo evento ¢ a formacdo de um complexo ternario ocasionado pela ligacdo da
gp120 com os receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 (O'BRIEN and MOORE,
2000; GIRARD, OSMANOV et al., 2006). O receptor CCRS5 ¢ utilizados pelos virus de
tropismo para macrofagos (M-trdpicos), enquanto que o receptor CXCR4 ¢ utilizado pelos

virus de tropismo de linfocitos (T-trépicos). Com a formacao deste complexo, ocorre uma
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alteragdo conformacional no virion através da mudanga conformacional da gp41. Isto
permite a jun¢do dos sitios hidrofobicos com a membrana celular permitindo o acesso do
capsideo ao citosol e a liberagcdo do envelope viral, das enzimas e do genoma viral (GAO,
YUE et al., 1994; COHEN, 1997). No citosol da célula alvo a transcriptase reversa ¢
ativada e age transcrevendo o genoma viral formado pelas fitas de RNA em DNA
complementar (cDNA). A fusdo do cDNA ao genoma celular ocorre através da acdo da
integrase que transporta o cDNA viral ao nucleo celular recebendo, entdo, a denominagdo

de provirus. (BARRE-SINOUSSI, 1996; FAUCI, 2007a)

A maior parte das proteinas virais ¢ formada a partir de poliproteinas. As
poliproteinas sofrem acdo de proteases virais que as transformam em proteinas ativas e
funcionais. A protease do HIV-1 reconhece e cliva nove seqiiéncias de proteinas,
produzindo assim: a matriz, o capsideo, o nucleocapsideo, a p6 (poliproteina Gag), a
transcriptase reversa, a protease e¢ a integrase (poliproteina Gag). As proteinas virais
migram em seguida para os sitios de maturacdo, localizadas préoximas a membrana
plasmatica de onde virions de RNA e as proteinas virais sdo montadas formando o
nucleocapsideo, que brota da célula utilizando por¢des da membrana plasmatica (BARRE-

SINOUSSI, 1996; COHEN, PAOLUCCI et al., 1998)

2.3 HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO HIV-1

O HIV comumente ¢ transmitido através do contato sexual, matérias perfuro-
cortante infectados, transfusdes sanguineas, compartilhamento de agulhas e seringas
contamidas, por transmissdo vertical e aleitamento materno. A via sexual ¢ atualmente a

forma mais comum de transmissdao do HIV-1, ocorre em 85% dos casos(UNAIDS, 2007).

As células dendriticas, residentes na mucosa genital, ttm um papel importante na
disseminagdo da infeccdo (FAUCI, PANTALEO et al., 1996; FAUCI, 2008). A particula
viral pode ter acesso ao organismo através de microfissuras no epitélio da genitalia ou
através da captura das particulas virais pelas células dendriticas. As células dendriticas
carreiam a particula viral para o linfonodo drenante mais préximo onde ocorre infeccao de
novas cé€lulas, formacdo de novas particulas virais que se disseminam por todo o

organismo (JOHNSTON and FAUCI, 2007).
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Podem-se destacar trés periodos bem definidos durante a infeccao pelo HIV-1:
infeccdo primaria, fase de laténcia clinica e a fase de AIDS (Figura III). A natureza
complexa da infec¢do pelo HIV-1 ¢ resultado de varios fatos sobrepostos como a
persisténcia da infec¢do viral, ativagdo continua do sistema imune, a desregulacdo da
secrecdo de citocinas e deterioragdo progressiva do sistema imune (FAUCI, PANTALEO

et al., 1996; COHEN, 1997)

A fase primdria de infec¢do corresponde ao periodo de alguns dias apds a infec¢ao
inicial. Nesta, pode ser detectada uma alta viremia (>1.000.000 copias/ml) e uma variedade
de sintomas inespecificos, semelhantes aos de uma infec¢ao gripal em cerca de 50% a 70%
dos individuos. Esta fase pode persistir por uma a trés semanas (FAUCI, PANTALEO et
al., 1996; COHEN, 1997). A fase de laténcia corresponde ao periodo de laténcia clinica
que pode durar meses ou anos, no qual ocorre uma replicagdo viral persistente nos ganglios
linfaticos que aos poucos exaure as fungdes do sistema imune (COFFIN, 1995a). A fase
que corresponde a AIDS ocorre apds um periodo médio de 3 a 10 anos apos a infeccdo
inicial, caracteriza-se pela diminui¢do acentuada da propor¢cdo de linfocitos T CD4+,
aumento da carga viral e ao consequente aparecimento de imunossupressao, manifesando-

se através de doengas oportunistas e de neoplasias (COHEN, PAOLUCCI et al., 1998).

Infecian | Soroconwersio Hloxte

Sindrome Periodo
: Stomdtico | ATDS

Figura III. Historia natural do HIV-1
Adapatado de Immunobiology, capitulo 11, 5° edition, 2001.

Cerca de 5% dos individuos infectados pelo HIV-1 evoluem de forma lenta para a

doenca. Estes individuos conseguem manter a propor¢ao de células T CD4+ acima de 600
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cel/ mL e a carga viral menor que 1000 copias/mL por mais de 8 anos, esses individuos sao
classificados por progressores lentos (LTNP, Long term-non progress). Dentre os LTNP
existe uma subpopulacdo de individuos que apresentam uma carga viral indetectavel,
propor¢do de células T CD4+ normal e sdo classificados por supressores ELITE (Elite

supressors). (CLERICI and SHEARER, 1996; COHEN and WALKER, 2001)

2.4 IMUNOPATOGENESE E RESPOSTA IMUNE CONTRA O HIV-1

A infecgdo pelo HIV-1 causa uma perda progressiva da capacidade do organismo
em desenvolver uma resposta imune contra agentes infecciosos. As respostas adaptativas
envolvem a interagdo da resposta humoral (linfocitos B) e da resposta celular (linfocitos
T). Os linfocitos T CD4 " sdo uma subpopulagio das células T que coordena as a¢des das
respostas imunes adaptativas. Esta célula tem a capacidade de reconhecer antigenos nao
proprios e ativar as células B na producao de anticorpos especificos. Esta propriedade
permite a produg¢do de anticorpos que inativam virus livres e previnem infecg¢des
posteriores. Estes anticorpos sdo importantes na citotoxidade celular mediada por
anticorpos (ADCC) por recrutar células NK que lisam células infectados por virus. As
células T CD4" também participam na ativagdo de linfocitos T CD8" (células T
citotoxicas) que possuem a capacidade de induzir apoptose nas células alvo apos
reconhecimento do complexo MHC de classe I/ antigeno HIV-1 especifico (GOEPFERT,
2003).

Apds a infeccdo do HIV as respostas imunes geradas pela agcdo dos linfocitos T
controlam a infec¢do primaria e a fase de laténcia clinica da infec¢do. Contudo, este
controle ndo é permanente, estas repostas sao perdidas ao longo da progressdo da doenca e
os individuos desenvolvem AIDS (AUTRAN, HADIDA et al., 1996). No inicio da fase
aguda, ap0s alta viremia plasmatica, ocorre uma queda da viremia plasmatica decorrente de
uma forte resposta celular representada pelos linfocitos CTL (Figura IV) (BORROW,
LEWICKI et al., 1994). Os linfocitos CTL diminuem a replicagdo viral por de mecanismos
citotoxicos que levam a apoptose através do reconhecimento de peptideos virais pelo
complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC-I) (SEWELL et al., 2000).
Além disso, os linfocitos CTL controlam a replicagdo viral inicialmente através da
produgdo de fatores anti-virais como citocinas (IL-2, IFN-y e TNFa ).(COCCHI et al.,

2001). Numa fase mais tardia ocorre o reconhecimento de petideos virais, ligados ao MHC
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de classe I, levando a ativacao celular o que permite a producao de citotoxinas (perforinas)
e quimiocinas (RANTES, MPI-1-a ¢ MPI-1 B) (BORROW, LEWICKI et al., 1994;

LEVY, 1995; ALTFELD, ALLEN et al., 2002; MIGUELES and CONNORS, 2002;
SAEZ-CIRION, LACABARATZ et al., 2007)

Anticorpos anti-HIY Enr

CTL anti-HIW

Anticorpos anti p24

Yiremis no plasma

4-8 semamas 2-11 snosx 2-3 anos 0-1

Figura IV. Resposta imune contra HIV-1
Adaptado de Janeway 2002

Os fatores imunopatogénicos envolvidos na infec¢do pelo HIV sdo variados
(FAUCI, 1993; PANTALEO, GRAZIOSI and FAUCI, 1993). Ap6s a infeccdo primaria
ocorre uma viremia aguda com disseminacdo do virus. Esta fase caracteriza-se pela
inexisténcia de uma resposta imune adaptativa com a capacidade de impedir o avango da
infeccdo devido & rapida disseminagdo viral em torno de 10" copias virais por dia, com a
infec¢do dos tecidos linfaticos e pelo estabelecimento de reservatorios virais em células
dendritricas, macrofagos e células T CD4" (FOX, TENNER-RACZ et al, 1991;
PANTALEO, GRAZIOSI, DEMAREST et al., 1993; FAUCI, PANTALEO et al., 1996;
MUNIER and KELLEHER, 2007). O linfécito T CD4" é o principal alvo da
patogenicidade representada pelo avango da doenga (STEVENSON, 2003; SIMON, HO et
al., 2006; FAUCI, 2008). Esta caracteristica adaptativa permite que o HIV-1 seja
encontrado em diferentes estdgios de replicagdo e em diferentes tecidos, dificultando a
acdo do sistema imune para a eliminacdo do virus (PANTALEO, GRAZIOSI,
DEMAREST et al., 1993; STEVENSON, 2003; FACKLER, ALCOVER et al., 2007,

FAUCI, 2007b). Apods esta fase ocorre uma diminui¢do da viremia plasmatica e
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aparecimento de uma resposta imune adaptativa que controla, mas nao consegue destruir o

virus, denominada fase de laténcia(FAUCI, 1993; , 2008).

A fase de laténcia corresponde ao periodo posterior a fase aguda na qual os niveis
de HIV-1 plasmaticos permanecem estaveis por meses ou anos(FAUCI, 1993; , 2007a).
Esta estabilidade ocorre devido ao surgimento de uma da resposta imune especifica que
produz anticorpos neutralizantes anti-HIV-1, pela existéncia de linfocitos citotoxicos T
CD8" anti-HIV-1 especificos e pelo aumento da propor¢io de linfocitos T CD4". Neste
periodo, ocorre uma intensa replicagdo viral nos principais reservatorios do HIV-1 do
organismo. Enquanto a célula permanece inativada, o HIV-1 mantém-se na forma de
provirus integrado ao DNA celular(FAUCI, 1993). A ativagdo celular ¢ o principal fator
que permite a formagdo de novos virions (FAUCI, PANTALEO et al., 1996). Apos a
ativacao celular ocorre uma rapida produgdo de proteinas virais que agem nos fatores de
transcri¢do celular permitindo ao final do processo a formacao de novos virions que sdo
langados no plasma (FAUCI, PANTALEO et al., 1996). Existem alguns fatores celulares
que limitam o processo de replicagdo em células latentes como a citidina desaminase
APOBEC3G (apolipoprotein-B messenger-RNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like
3G), o fator de transcricdo nuclear NFAT (nuclear factor of activated T cells), o fator
nuclear-kB (NF-kB), proteina regulatoria MURRI e a proteina ligante polipirimidina

(PTB) (FACKLER, ALCOVER et al., 2007).

A desregulagdo observada do sistema imune na fase final de laténcia ocorre em
conjunto com o avango da cronicidade da infeccdo que ¢ o resultado do aumento da
replicagcdo viral, aumento da carga viral e de um decréscimo progressivo das células T
CD4" (FAUCI, PANTALEO et al., 1996). Um dos mecanismos utilizados pelo virus para
desregular a fun¢do imune ¢ o interrup¢do da sinapse imunoldgica (FACKLER,
ALCOVER et al., 2007). Durante a infeccao pelo HIV-1 ocorre um tréafico alterado dos
receptores das células T (TCR) e das moléculas de sinalizagdo LCK nos endossomas da
célula T CD4", resultando numa apresentacio e reconhecimento de antigenos ineficiente
via TCR/MHC para sinapse imunoldégica (FACKLER, ALCOVER et al., 2007). A resposta
humoral ¢ intensa (Figura IV) e inclui o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes
especificos que aparecem normalmente entre 60 e 180 dias apds a infecgdo inicial e
permanecem durante a fase cronica. Os anticorpos neutralizantes reconhecem a regido

variavel V3 da gp120 do envelope viral impedindo a entrada do virus na célula (PILGRIM
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et al., 1997, STAMATATOS et al.,, 2001; FAUCI, 2008). A citotoxicidade celular
dependente de anticorpos aparece na infec¢do aguda e permanece durante todo o curso da
infeccdo, eliminando células infetadas recobertas por gp120 e anticorpos (KOUP, SAFRIT
etal., 1994; PANTALEO and FAUCI, 1995; COHEN, PAOLUCCI et al., 1998).

O HIV-1 utiliza varios mecanismos para escapar da resposta imune do hospedeiro,
como a diminui¢do da expressdao das moléculas de MHC-I da superficie celular mediada
pela proteina Nef, aumento da regulagdo do Fas-ligante na superficie de linfocitos T CD4"
infectados, infeccdo das células alvo que sdo resistentes a lise por CTL, destrui¢ao de
linfocitos T CD4" que regula a fungio das CTL e escape por mutagdes (O'CONNOR and
WATKINS, 1999). Uma das hipoteses que explica como o virus evade do sistema imune
estd baseada na pressao seletiva do tipo selvagem do virus por uma resposta CTL agressiva
que promove o aparecimento de variantes virais melhores adaptadas (O'CONNOR and
WATKINS, 1999). Contudo, ndo se sabe de que maneira os linfécitos citotoxicos exercem
este tipo de pressdo, e se isto € o objeto da variagdo entre epitopos de linfocitos citotoxicos
ou entre individuos (O'CONNOR and WATKINS, 1999). A replicagdo dindmica do HIV
sugere que cada substituicdo possivel de nucleotideos ¢ produzida na populagdo viral a
cada dia, promovendo uma selecdo de variantes com alta adaptagao (WOLINSKY,
KORBER et al., 1996). Outro mecanismo utilizado pelo virus para escapar do sistema
imune ¢ a diminui¢do da expressdo de peptideos via MHC de classe I da superficie das
células infectadas. Com isto as CTL deixam de identificar de forma eficiente os peptideos

virais apresentados pelas células infectadas (EVANS and DESROSIERS, 2001).

Entretanto, uma resposta T CD8" isolada ndo ¢ suficiente para induzir uma resposta
imune contra o virus. Estudos demonstraram que uma resposta eficiente CTL estava
associada a uma intensa resposta T CD4" (ROSENBERG, BILLINGSLEY et al., 1997;
HEENEY, 2002), tendo em vista que estas células sdo indispensaveis para iniciacdo e
manutengio da resposta priméria e para resposta T CD8" (KALAMS and WALKER,
1998).

Existem evidéncias da importancia da resposta CTL no controle da progressao da
doenga em individuos identificados como ndo progressores. Estes individuos apresentaram
fortes respostas de linfocitos T CD8+ especificas, associados ao marcador de ativagdo

HLA-DR e auséncia do marcador CD38" que permitem que haja um controle da viremia
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por um periodo de tempo muito maior do que aqueles encontrados nos tipicos progressores

(SAEZ-CIRION, PANCINO et al., 2007).

Existem locais denominados reservatdrios virais no organismo onde o HIV-1 pode
se replicar durante todas as fases da doenga produzindo novos virus continuadamente no
citosol de células ativadas. Estes locais anatomicos de dificil acesso e penetragdo da droga
sdo o sistema nervoso central, os tecidos linféides do intestino, células dendriticas,
macrofagos e os linfocitos T CD4" de memoéria (FOX, TENNER-RACZ et al., 1991;
FAUCI, 1993; PANTALEO, GRAZIOSI and FAUCI, 1993; BLANKSON, PERSAUD et
al., 1999; SILICIANO, 1999; COHEN and WALKER, 2001)

Estudos populacionais em individuos infectados sugerem uma associacdo entre
certos tipos de alelos de MHC-I e a razdo da progressdo da doenga (CARRINGTON,
NELSON et al., 1999; HENDEL, CAILLAT-ZUCMAN et al., 1999). Em particular, pode-
se citar as moléculas HLA-B57, HLA-B27 ¢ HLA-B63 que se correlacionam com o
desenvolvimento lento da progressdo da doenca. (FRAHM, ADAMS et al., 2005).

Tipicamente no decorrer da infeccao ocorre uma perda do equilibrio entre o virus e
resposta imune, os individuos saem da fase de laténcia e entram numa fase denominada de
AIDS (PANTALEO and FAUCI, 1995; FAUCI, PANTALEO et al., 1996). Nesta fase os
individuos apresentam uma forte diminuig¢@o das respostas humoral e celular contra o HIV-
1. Ocorre aumento da viremia plasmatica, diminui¢do da propor¢do dos linfocitos T CD4"
para niveis inferiores a 200 células/ mL e o aparecimento de doencas oportunistas e de

neoplasias (PANTALEO and FAUCI, 1995; FAUCI, PANTALEO et al., 1996).

2.3 VARIABILIDADE GENETICA DO HIV-1

Uma das caracteristicas mais importantes do HIV ¢ sua extrema variabilidade
genética durante o curso da infec¢do, no qual a distribui¢do das variantes virais de cada
individuo sofre mudancas. Varios fatores estdo relacionados a esta grande diversidade
genética e bioldgica. A combinagdo da alta taxa de erros da transcriptase reversa associada
a alta capacidade de mudanca do virus in vivo explicam o niumero elevado de variantes
virais encontradas in vivo. Mudangas da seqiiéncia nucleotidica, resultantes de erros de

leitura produzidos pela transcriptase reversa, pode levar a uma taxa de aproximadamente 3
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x 107 substituicdes de nucleotideos por sitio em cada ciclo de replicacdo. Além disso,
podem ocorrer igualmente substituicdes, delegdes e insercdes de pares de bases, que sdo
dificilmente estimados. O HIV-1 apresenta uma alta taxa de producgdo de virus (COFFIN,
1995b; WEIL, GHOSH et al., 1995), estima-se que cerca de 10'' particulas virais sdo
formadas por dia e que a cada trinta minutos existe uma nova particula viral formada. Por
outro lado, a pressdo seletiva in vivo proveniente da resposta imune do hospedeiro ou da
exposicdo a drogas anti-retrovirais leva ao aparecimento de mutantes resistentes

(RICHMAN, 2001).

Analises filogenéticas de seqiiéncias genomicas do HIV permitiram a classificagao
deste virus em dois tipos: HIV-1 e HIV-2 (FAUCI, 2008). O HIV-2 ¢ formado por seis
subtipos genéticos, ordenados de A a F, apresentando distribui¢do mais restrita ao Oeste da
Africa e recentemente foi registrado na ndia (ALAEUS, 2000; FAUCI, 2008). O HIV-1
pode ser associado a maior parte das infec¢des do mundo pelo HIV. A analise filogenética
dos isolados virais do HIV-1 indicam que estes estdo divididos em trés grupos: o grupo M
(majoritario), O (Outlier) e N (ndo M ou O) (TATT, BARLOW et al., 2001; SIMON, HO
et al., 2006). O grupo M ¢ o responsavel pela maior parte das infecgdes do mundo e pode
ser subdividido em 9 subtipos que variam do grupo A-D, F-J, e em 20 formas
recombinantes circulantes (CRF) (MCCUTCHAN, 2000). Esta distribuicdo em grupos e
subtipos esta ligada a diferengas em assinaturas genéticas dos virus e também devido a
localizacdo geografica (Figura V). A classificacdo dos diferentes subtipos do HIV-1
baseia-se em diferencas existentes nas seqiiéncias nucleotidicas encontradas nas proteinas
virais de cada subtipo viral. Desta forma, entre os subtipos do HIV-1 encontra-se
diferengas entra as proteinas do envelope de 20%, GAG 16% e 13% entre as regides da

polimerase (MORGADO, GUIMARAES et al., 2002).

O subtipo C do HIV-1 ¢ o mais prevalente no mundo com aproximadamente 55-
60% dos casos, seguidos pelo subtipo A, B e recombinantes CRFO1_AE e CRF_AG
(SIMON, HO et al., 2006). Nas Américas, Europa ocidental e América do Norte, o subtipo
B ¢ o mais predominante, contudo, hd evidéncias que infec¢des com outros subtipos

estejam aumentando (PETERS, 2001).
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Figura V. Distribuicdo Mundial dos subtipos e modos de transmissao do HIV-1
HSex- Transmissdo heterossexual; MSM- Transmissao homossexual; IDU- Usuario de droga injetavel
Adaptado de (SIMON, HO et al., 2006)

No Brasil, o subtipo B é o mais prevalente, mas, ja foram descritos os subtipos A,
C, D, F e recombinantes B/F e B/C (POTTS, KALISH et al., 1993; MORGADO, SABINO
et al., 1994; BELLO, EYER-SILVA et al., 2007, BRIGIDO, NUNES et al., 2007;
VERAS, VERAS et al, 2007). O subtipo B apresenta-se no Brasil sob duas formas
principais. Uma forma semelhante a da Europa e da América do Norte com a seqiiéncia de
aminoacidos GPGR no topo da alca V3, e uma segunda variante que apresenta uma
substituicdo da prolina por um triptofano (P-W) nesta regido, resultando numa seqiiéncia
GWGR, conhecida com B®® ou B” (POTTS, KALISH e al., 1993; MORGADO, SABINO
et al., 1994; GALVAO-CASTRO, COUTO-FERNANDEZ et al., 1996, MORGADO,
GUIMARAES et al., 1998; MORGADO, GUIMARAES et al., 2002) O subtipo C do HIV-
1 é predominante na regido Sul do Brasil, representando em algumas regides mais de 48%
das amostras (LOCATELI, STOCO et al., 2007). O subtipo D ja foi identificado em
amostras do Rio de Janeiro onde a maior prevaléncia ¢ dos subtipos B, F1 e BF1 (COUTO-
FERNANDEZ, EYER-SILVA et al., 2006). Na Bahia foi encontrado predominantemente
o subtipo B, também foram identificadas formas recombinantes BF em um estudo

realizado em 2006 (DOURADO, MILROY et al., 2007).
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Existem poucas evidéncias de uma correlacdo entre variabilidade genética e
transmissibilidade, infectividade, patogenicidade e propriedades bioldgicas do HIV,
entretanto alguns estudos sugerem que a progressao para AIDS nos individuos infectados
pelo HIV subtipo B pode ser mais rapida do que os individuos infectados pelo subtipo B®}

(SANTORO-LOPES, HARRISON et al., 2000; CASSEB, KOMNINAKIS et al., 2002).

2.6 Vacinas e AIDS

Na Africa Sub-Sahariana encontra-se a maior prevaléncia de individuos infectados
pelo HIV-1, em alguns paises a prevaléncia varia entre 2-15% da populagdo. Esta regido
que corresponde a 68% dos adultos e 90% de todas as criangas infectadas pelo HIV-1 no
mundo. Além disso, cerca de 75% de todas as mortes relativa a AIDS sdo registradas nesta

regido geografica do mundo (UNAIDS, 2007).

Apesar de existirem drogas que melhoram a qualidade de vida, diminuem a
mortalidade e morbidade dos individuos infectados pelo HIV-1, o tratamento ndo ¢é capaz
de curar esta infec¢do. Por outro lado, poucos individuos infectados pelo HIV-1 no mundo
tém acesso a esse tipo de tratamento. Isto geralmente esta associado ao elevado custo
destas drogas. Embora seus beneficios da terapia sejam importantes, muitos individuos

infectados ndo conseguem tolerar os efeitos colaterais das drogas (UNAIDS, 2007).

O principal objetivo de uma vacina ¢ promover uma imunidade duradoura contra o
patogeno. A constru¢do de vacinas baseia-se em estratégias que induzam o sistema imune
na prevengdo de infecgdes (NOSSAL, 1997; JOHNSTON and FAUCI, 2007, WELSH
and FUJINAMI, 2007). Ja foram desenvolvidas vacinas que protegem individuos contra
outras infec¢Oes virais, mas, até o momento nao foi desenvolvida uma vacina eficiente
contra o HIV-1. Dentre as metodologias que foram eficientes para a constru¢do de vacinas
contra infec¢des virais pode-se citar: vacinas desenvolvidas a partir de cultura de virus
inativados (hepatite A, gripe, encefalite japonesa, pdlio e raiva), ou virus atenuados em
cultura de ovos embrionados, in vitro, para reduzir sua viruléncia em relagdo a humanos
(adenovirus, sarampo, caxumba, polio, rubéola, varicela zoster, febre amarela e variola), ou
o uso de proteinas recombinantes (hepatite B e papiloma). (TONKS, 2007; WELSH and
FUJINAMI, 2007).
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Desde a descoberta do HIV ha quase 25 anos inimeras equipes tentam desenvolver
uma vacina contra o HIV-1 que seja eficiente, com poucos efeitos colaterais e que diminua
os casos de individuos infectados pelo HIV-1 no mundo diminuindo os casos de mortes
associados a AIDS (NABEL, 2007). A infeccdo natural do HIV-1 nao resulta na
eliminagdo do virus e em imunidade protetora contra re-infec¢des (ALTFELD, ALLEN et
al., 2002). Isto ¢ demonstrado em casos de superinfec¢do (re-infec¢do com uma cepa
heterdloga do virus) em individuos infectados pelo HIV-1, conduzindo ao aparecimento de
formas recombinantes virais e aumentando da diversidade genética do virus (WANG, LAL

et al.,2000; ALTFELD, ALLEN et al., 2002; ALLEN and ALTFELD, 2003)

Uma das principais dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina contra o
HIV ¢ a variabilidade genética do virus (MORGADO, GUIMARAES et al., 2002; DE
GROOT, BISHOP et al., 2004; SINGH, 2006; JOHNSTON and FAUCI, 2007). Estudos
apontam que ndo mais de 50 a 80% dos epitopos sdo reconhecidos de forma cruzada entre
os diferentes subtipos de HIV-1 (FERNANDEZ, FIDLER et al., 1997). Além disso,
existem multiplos mecanismos desenvolvidos pelo HIV contra o sistema imune, destes
podem-se citar: 1) diminui¢do da produgdo das moléculas do MHC de classe I, o que reduz
reconhecimento por parte dos linfocitos CTL; ii) impedimento do acesso de anticorpos
neutralizantes devido ao mascaramento dos sitios de ligacdo importantes do virus por alcas
hipervariaveis ou por residuos de glicanos das glicoproteinas da superficie (EMINI and

KOFF, 2004; GIRARD, OSMANOV et al., 20006).

Uma vacina ideal deveria possuir caracteristicas dos subtipos locais circulantes do
HIV a fim de aumentar as chances de prote¢do, com capacidade para induzir tanto uma
resposta imune humoral quanto uma resposta celular (GASCHEN, TAYLOR et al., 2002;
JOHNSTON and FAUCI, 2007; NABEL, 2007). Assim, a resposta humoral produziria
anticorpos neutralizantes que poderiam prevenir a infec¢do de novas células do hospedeiro,
a ativagdo de células NK e a ativagdo de linfocitos T CD8" que destruiriam células
produtoras de antigenos virais (RICHMAN, WRIN et al., 2003; EMINI and KOFF,
2004). Entretanto, existem evidéncias in vivo de escape de variantes aos anticorpos
neutralizantes durante o curso da infeccdo (RICHMAN, WRIN et al., 2003). As vacinas
atuais contra o HIV-1 baseiam-se no desenvolvimento de uma resposta imune celular

(GIRARD, OSMANOV et al., 2006; JOHNSTON and FAUCI, 2007)
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O primeiro teste de vacinas de Fase I contra o HIV-1 foi realizado nos Estados
Unidos no ano de 1987. Desde entdo, mais de 35 vacinas candidatas ja foram testadas em
mais de 65 testes de Fase I/I1, envolvendo acima de 10000 individuos em mais de 10 paises

(GIRARD, OSMANOV et al., 2006).

J& foram testadas vacinas contra o HIV-1 baseadas em virus atenuado ou totalmente
inativado, contudo, devido a falta de seguranca na utilizacdo desta metodologia foi
interrompido o desenvolvimento contendo o HIV completo. Ja foi testado o uso de
proteinas e de peptideos em vacinas com subunidades virais, ndo potencialmente perigosos
do HIV, com capacidade de induzir a produ¢do de anticorpos. Mas, depois da falha da
vacina baseada na gp20, nenhuma outra vacina deste tipo foi testada em ensaios. As
vacinas de DNA baseada no uso de genes isolados do HIV-1 podem induzir uma resposta
imune celular. Estes genes codificam proteinas virais, quando incorporadas nas células
humanas. As vacinas com vetores recombinantes utilizam virus atenuados que transportam
genes isolados do HIV para as células. Dois grandes ensaios clinicos avaliaram vacinas
com vetores virais: um utilizou o vetor canarypox e outros vetores de adenovirus contendo
genes GAG, NEF e POL do HIV-1. A combinacdo de estratégias e o uso de imunogenos
diferentes tem sido aventado para produzir uma resposta imune mais ampla, mais potente e
duravel (TONKS, 2007). Os ensaios clinicos utilizando vacinas em curso em diversos

paises estdo representados no Quadro 1.

As novas estratégias para o desenvolvimento de imunogenos do envelope do HIV
baseiam-se na tentativa de mimetizar o trimero da superficie viral, ou redirecionar as
resposta imunes para epitopos conformacionais conservados ou desviar as respostas

imunes dos algas hipervariaveis JOHNSTON and FAUCI, 2007).

O desenvolvimento de uma vacina que seja capaz de impedir a infeccao, retardar ou
interromper a progressao da doenga continua em aberto (EMINI and KOFF, 2004).
Embora as vacinas testadas nos diversos ensaios clinicos tenham se mostrado

imunogénicas, ndo foram capazes de impedir a infec¢do, ou controlar a viremia em

individuos infectados (SANTORO-LOPES, HARRISON et al., 2000)
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A importancia do papel dos linfocitos T CD4+ no controle da infec¢ao pelo HIV-1

j& foi demonstrado, mas, pouco se sabe a respeito da identificacio de epitopos

reconhecidos por estas células em relagdo aos epitopos reconhecidos de linfocitos

TCD8'(VAN DER BURG, KWAPPENBERG ef al, 1999). Além disso, ja foi

~ . I3 =+ .
demonstrado uma relagdao inversa entre as respostas de células T CD4 e a carga viral

(JANSEN, VAN BAARLE et al., 2006). Dado ao papel indispensavel destas células na

determinagdo do status funcional e na resposta efetora de memoria, o reconhecimento

epitopos HIV-1 ¢ essencial para qualquer candidato a vacina contra o HIV-1.

Quadro I. Testes Clinicos de Vacinas HIV-1

de

Candidate and Trial Phase

Canarypox plus
envelope, phase 3

Ads, phase 2b

DMNA plus
Ads, phase 2

Canarypox plus
lipopeptides, phase 2

DMA plus protein, phase 1

DMA plus peptides, phase 1

DMA-PLG plus envelope,
phase 1

Anthrax-derived polypeptide-
HIV gag fusion protein,
phase 1

DMNA plus medified vaccinia
Ankara, phase 1

Maodified vaccinia Ankara,
phase 1

Fowlpox plus modified vac-
cinia Ankara, phase 1

Adeno-associated virus,
phase 1

Venezuelan equine encephali-
tis viral replicon, phase 1

Components (Clade)
gag, pro, env (E) plus gpl20 (B, E)

gag, pol, nef (B)

gag, pol, nef (B), env (A, B, C) plus
gag, pol (B), env (A, B, C)

gag, pol, nef, env (B) plus cytotoxic
T lymphocyte epitopes (B)

T helper epitopes from gag, pol, vpr,
nef (B)

gag (B) multiple T-cell epitopes
(plus or minus IL-15 or IL-12
adjuvant or GM-C5F)

gag, env (B) plus oligomeric gpl
40 (B)

gag (B)

gag, pol, nef, tat, env (C)

gag, pol, nef, tat, env (C)

gag, pol, nef, tat, rev, env (B)

gag, pr, 1t (C)

gag ()

Countries Hosting Trial
Thailand

Deminican Republic,
Haiti, Jamaica, Peru,
South Aftica, United
States

Kenya, Haiti, Jamaica,
Rwanda, South Africa,
Tanzania, Uganda,
United States

France
Peru, United States

Brazil, Thailand, United
States

United States

United States

United States

India

Brazil, United States

Belgium, Germany, India,
South Africa, Zambia

Botswana, South Africa,
United States

Developers, Sponsors,
Collaborators

MIAID, Sanofi Pasteur, Thailand
Ministry of Public Health, U.5.
Army Medical Research and
Materiel Command, VaxGen

HIV Vaccine Trials Network,
Merck, NIAID

HIV Vaccine Trials Network,
International AIDS Vaccine
Initiative, NIAID, U.S. Army
Medical Research and Materiel
Command

AMRS, Sanofi Pasteur

HIV Vaccine Trials Network,
NIAID, Pharmexa-Epimmune

HIV Vaccine Trials Network,
NIAID, Wyeth

HIV Vaccine Trials Network,
NIAID, Novartis

Avant Immunotherapeutics,
Walter Reed Army Institute
of Research

Aaron Diamond AIDS Research
Center, International AIDS
Vaccine Initiative

Indian Council of Medical
Research, International AIDS
Vaccine Initiative

HIV Vaccine Trials Network,
NIAID, Thericn Biologics

International AIDS Vaccine
Initiative, Targeted Genetics

AlphaVax, HIV Vaccine Trials
Network, NIAID

AdS- Adenovirus tipo 5, PLG- polilactideo co-glicolideo, GM-CSF Fator estimulador de colonia de
macrofago-granulocito, NIAID- Instituto nacional de Alergia e Doengas infecciosas, ANRS Agencia
Nacional Francesa de combate a AIDS.
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3.0 Justificativa

O HIV-1 ¢ uma pandemia e o nimero de individuos infectados continua em franca
expansdo. Embora o tratamento atual melhore a qualidade de vida e diminua a mortalidade
e morbidade, ndo leva a cura da doenga. A maior prevaléncia da doenga é encontrada na
Africa, onde ocorre cerca de 68% dos casos da doenga em adultos e 90% de todas as
criangas infectadas pelo virus no mundo. O acesso do tratamento ¢ limitado nesta

populacao devido ao alto custo dos medicamentos.

O desenvolvimento de uma vacina ¢ uma das propostas para o controle do crescente
numero de individuos infectados pelo HIV-1 mundo. Contudo, a variabilidade genética do
virus € o principal obstaculo para o desenvolvimento de uma vacina eficiente contra o
HIV-1. O HIV-1 do grupo M pode ser subdivido em 9 subtipos diferentes ¢ formas
recombinantes circulantes (CRF). No Brasil embora o subtipo B seja predominante, existe
um numero crescente de casos de HIV-1 do subtipo C, F e formas recombinantes. No
Brasil, ndo existem trabalhos sobre o reconhecimento de epitopos de proteinas dos diversos
subtipos do HIV-1 circulantes no Pais. A identificagdo de epitopos de proteinas virais do
HIV-1 reconhecidos por linfocitos T pode ser uma metodologia eficiente para o
desenvolvimento de estratégias para o controle da infeccdo e para um melhor entendimento

dos mecanismos imunoldgicos entre virus e hospedeiro.
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4.0 Objetivo

4.1 Geral

0 Avaliar o padrdo da resposta imune de individuos infectados pelo HIV frente as

proteinas GAG e NEF dos diferentes subtipos do HIV-1.

4.2 Especifico

O Avaliar a freqiiéncia e magnitude da resposta peptideos das proteinas GAG e

NEF do HIV-1 dos subtipos BEX, C ¢ F ¢ do isolado HxB2;
0 Determinar os subtipos virais das amostras estudadas;
0 Correlacionar os subtipos virais € a resposta aos pools de peptideos das

seqiiéncias das proteinas GAG e NEF do HIV-1 dos subtipos B®%, C ¢ F e do
isolado HXB2.
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5.0 Pacientes e métodos

5.1 Area e populacio de estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal, analitico que faz parte de um estudo
multicéntrico envolvendo quatro sitios no Brasil: Laboratério Avangado de Saude Publica,
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz- FIOCRUZ, Salvador-BA, o Laboratorio de
Imunologia Instituto de Coracdo, Sdo Paulo- SP, o Laboratério de Retrovirus Instituto
Adolfo Lutz, Siao Paulo-SP, o Laboratorio de AIDS- do Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro-RJ e o Laboratorio de Immunologie Tissulaire, et Cellulaire,

Hopital Pitié —Sapétriere, Paris-Franca.

Em Salvador, foram selecionados 16 pacientes infectados pelo HIV-1
acompanhados no Servico de Infectologia do Hospital Universitario Edgar Santos
(HUPES) Salvador, Bahia. Os critérios de inclusdo foram: pacientes em uso de terapia
antiretroviral (HAART) ha pelo menos 1 ano com contagem de linfocitos T CD4 " entre
250 — 500 células/mL e carga viral < 10000 coépias/mL (pacientes progressores
controlados). Além disso, foram incluidos dois individuos com infec¢do documentada pelo
HIV-1 ha mais de 7 anos com a propor¢ao de linfocitos T CD4 > 500 células/mm3 e carga
viral < 10000 copias/ml, na auséncia de tratamento antiretrovirais pacientes (pacientes nao
progressores). Os controles ndo infectados foram doadores voluntarios selecionados no
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, FIOCRUZ-Ba. O estudo obteve aprovacao do Comité
de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz e da Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP). O termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado
pelos participantes do estudo. As caracteristicas dos pacientes envolvidos no estudo estiao

descritos na Tabela 1.

5.2 Obtengao das Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC):

Oitenta mililitros (80mL) de sangue periférico de pacientes infectados pelo HIV-1 e
20mL dos individuos controles foram coletados em tubos heparinizados (BD Vacutainer
por pungdo venosa. As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas

por gradiente de Ficoll-Hypaque (densidade 1.077g/mL) (GE Healthcare Amersham
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Biosciences, Sweden) e criopreservadas em solugdo de soro fetal bovino (SFB) com 10%
dimetilsufoxido (DMSO). Além disso, cinco mililitros de sangue periférico dos pacientes
infectados pelo HIV-1 foram coletados em tubos com é&cido etilenodiaminotetracético
tripotassico (EDTA), obtido o PBMC conforme descrito acima e criopreservados na forma

de pellet seco a -20°C para posterior extragdo DNA.

Para os ensaios funcionais as células foram descongeladas e a viabilidade celular
foi avaliada uma hora e 18 horas apds o descongelamento das PBMC. Utilizou-se corante
vital Azul de Tripan (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA). Calculou-se o percentual das
células vivas, sendo consideradas passiveis de utilizacdo as suspensdes celulares com

viabilidade superior a 85% e recuperagdo acima de 50%.

5.3 Peptideos de proteinas do HIV-1

Foram selecionados peptideos correspondentes as proteinas GAG p24, GAG pl7 e
NEF de seqiiéncias de diferentes subtipos circulantes no Brasil, discordantes daquelas
encontradas no subtipo B do isolado HXB2. Foram realizados alinhamentos para
caracterizacdo de epitopos dos subtipos B®}, C e F de seqiiéncias brasileiras e do isolado B
(HXB2) do HIV-1 com a elaboracdo de consensos, a partir do alinhamento de isolados de
HIV-1 brasileiros e de referéncias do HIV-1 obtidas no website “Los Alamos National

Laboratory” (http://hiv-web.lanl.gov) realizado pela equipe da Dra. Mariza Morgado

(Laboratério de Aids e Imunologia Molecular, FIOCRUZ- Rio de Janeiro). Foram
preparados 23 diferentes pools de peptideos, contendo cada um deles em média 10
seqiiéncias de peptideos com 15 (X15X) residuos de aminoacidos, com sobreposic¢ao de 11
aminoacidos, correspondendo as seqiiéncias selecionadas. Os pools podem ser sumarizados
da seguinte maneira: i) Proteina GAG do subtipo B HxB2 (11 pools); i1) Proteina NEF do
subtipo B HXB2 (3 pools); iii) Proteina GAG B brasileira (BBR ou BB) (1 pool), C e F (1
pool cada); iv) Proteina GAG dos subtipos C ou F sem reatividade cruzada e discordantes

para o subtipo B (2 pools) Anexo A.


http://hiv-web.lanl.gov/

36

5.4 Quantificacido de Células Produtoras de IFN-y por Elispot

O ensaio de Elispot foi realizado sobre membranas de placas de cultura Millipore
(Millipore Immobilion P Membrane; MAIPS4510) de 96 pogos previamente sensibilizados
com anticorpo de captura anti-INF-y (Diaclone, Franca). As células (1x10° PBMC/pogo)
foram cultivadas em presenca dos diferentes pools de peptideos na concentracio final de
2pug/mL, em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com Glutamina, aminoéacidos
essenciais, piruvato de sodio, penicilina e estreptomicina durante 20 horas a 37 °C, em
estufa com 5% de CO’ Os ensaios foram realizados em triplicatas. Seis pogos
suplementares foram reservados aos controles negativos e positivos: 3 pogos contendo
unicamente a suspensdo celular e meio RPMI suplementado com 10% de SFB (controle
negativo) e 3 pogos de controle positivo contendo a suspensdo celular estimulada por

10pg/mL fitohemaglutinina (PHA).

Para a revelacdo, utilizou-se um anticorpo de detec¢do anti-INF-y (Diaclone,
Franca) e a posterior adicdo de uma solugdo de streptoavidina conjugada a fosfatase
alcalina (Amersham, Sweden) e do substrato da enzima: 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
(Sigma, Steinheim, Germany) conjugado ao agente catalisador nitro blue tetrazolium
(NBT/BCIP) (Sigma, Steinheim, Germany). O IFN-y produzido pelas células foi
identificado por spots de cor violeta apds 3-5 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente. Os spots foram contados automaticamente pelo microscopio (Axioplan-2
Imaging ZEISS) com auxilio de uma cdmara (Sony) ligada a um microcomputador ¢ do

software KS-EliSpot.

O numero de spots formados pela resposta especifica ao peptideo foi calculado a
partir da média de spots forming cells (SFCx10°/PBMC) da triplicata, subtraindo-se a
média de SFC dos pocos do controle negativo. Este nimero foi multiplicado por um fator

10 ¢ o resultado foi expresso em SFCx10° PBMC.

5.5 Determinag¢do do Subtipo viral dos pacientes infectados pelo HIV-1
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O PBMC utilizado para determinar o subtipo viral dos pacientes infectados pelo
HIV-1 foi obtido a partir do gradiente de Ficoll e mantido a -20°C. A extracdo do DNA das
PBMC:s foi realizada através do método de extragdo da Qiagen (QIAamp DNA minikit,
Qiagen, Hilden, Diisseldorf, Alemanha) conforme instru¢des do fabricante. A
determinagdo dos subtipos virais do HIV-1 foi realizada por Dr Luiz Fernando Brigido do
Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo — SP. A investiga¢ao dos tipos de HIV-1 foi realizado no
www.ncbi.gov, REGA ferramenta de subtipagem (http://jose.med.kuleuven.be/
subtypetool/html/index.html) e depois caracterizado por andlise filogenética. Multiplos
alinhamentos foram executados usando o software de alinhamento multiplo Clustal W,
com bases na referéncia disponivel em Los Alamos HIV-1 Database (www.hiv.lanl.gov) e
editado manualmente de acordo com o codon de leitura usando o software BioEdit. Foi

utilizada a seqiiéncia do HIV-1 subtipo O (OSEMP1300) como outgroup.

5.6 Analise estatistica

Os dados estio representados em médias de SCFx10°/PBMC. As comparagdes
entre o nimero de células produtoras de IFN-y foram realizadas através de ANOVA e teste
para significancia Kruskal-Wallis, pos teste de Dunns e correlacdo de Pearson. Foi
considerado significante valores de p< 0,05. A analise estatistica foi realizada utilizando o

software Graphpad versao 3.


http://www.ncbi.gov/
http://www.hiv.lanl.gov/
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6.0 Resultados

6.1 Principais caractereristicas clinico-demograficas dos pacientes infectados

pelo HIV-1 envolvidos no estudo

Os dados da Tabela 1 apresentam as principais caracteristicas dos pacientes que
fizeram parte do estudo. No total, foram analisados 16 pacientes, 56% foram do sexo
masculino. A idade média dos pacientes do sexo masculino foi de 45 anos, enquanto que
do sexo feminino foi de 35 anos. A propor¢do média de linfocitos T CD4+ foi de 453

+96.4 células/ mL.A carga viral média dos pacientes foi de 3681+ 2800 copias/mL.

Tabela 1. Principais caractereristicas clinico-demograficas dos pacientes infectados pelo
HIV-1 envolvidos no estudo.

Contagem de

Y Carga Viral
Identificagdo Sexo Idade meoc“ﬁ’s T (nﬁl%lero de  Tratamento utilizado
(Anos) CD4 .
(células/mL) copias/mL.)
BAO1 M 62 490 1300 AZT/3TC/NFV
BA02 M 55 385 2600 AZT/3TC/EFV
BAO03 F 27 500 1400 AZT/3TC/NVP
BA04 F 32 418 3300 NFV/ATV
*BAO0S M 46 678 10000 Sem tratamento
BA06 M 51 500 1700 BIOVIR/EFV
BAO07 F 40 383 5000 AZT/3TC/NVP
BAOS F 28 308 4300 AZT/3TC/NVP
BAO09 M 37 431 5400 BIOVIR/KALETRA
BA10 F 45 398 8900 AZT/3TC/EFV
BAI11 M 32 335 3600 AZT/3TC/ATV
BAI12 M 41 441 1200 AZT/3TC/EFV
BA13 M 45 500 1400 AZT/3TC/EFV
BA14 F 37 500 1000 BIOVIR/NFV
BA15 M 38 383 1600 Sem tratamento
*BA16 F 40 609 6200 Sem tratamento
Média 41 453 3681
+ SD +9.5 +96.4 +2800

AZT: zidovudine; BIOVIR: zidovudina + lamivudina; 3TC: lamivudina ; NVP: nevirapina; ATV :
atazanavir; NFV: nelfinavir;, KALETRA: lopinavir/ritonavir; EFV: efavirenz. Parametros- * LTNP:

Lento progressor; HAART: Terapia antiretroviral. Controles negativos: Idade média 25 £ 3.4 anos;
Sexo:3Fel1 M

Trés dos dezesseis pacientes ndo faziam uso de terapia antiretroviral. Além disso,

dois desses pacientes foram classificados como LTNP. Vinte e cinco por cento dos
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pacientes usavam o esquema terapéutico AZT/3TC/EFV, dezoito por cento AZT/3TC/NVP,
dois pacientes com BIOVIR/NFV, um com esquema BIOVIR/KALETRA e outro com
BIOVIR/EFV.

6.2 Magnitude da resposta da produciao de IFN-y dos pacientes infectados por HIV-1

A Figura 1 representa a magnitude da resposta frente aos peptideos do isolado
HxB?2 e das seqiiéncias B®X, C e F de cada paciente. A magnitude da resposta representa a
soma de todos os spots positivos para cada individuo. A magnitude média de respostas dos
pacientes do estudo foi de 3506 + 2448 SFCx10° PBMC, com mediana de 3348 SFCx10°
PBMC. A menor magnitude foi de 193 SFCx10° PBMC, encontrada no paciente BA16 ¢ a
maior de 8259 SFCx10° PBMC no paciente BA09. Todos os pacientes estudados
apresentaram reatividade a pelo menos trés pools. O maior nimero de peptideos
reconhecidos foi observado no paciente BA15 que respondeu a 22 pools, com magnitude

de 3198 SFC x10°.

10000+

19
7500

5000+

SFC.108

2500

BAO1 BAO2 BAO3 BAO4 BAO5 BAO6 BAO7 BAO8 BA09 BA10 BAll BAl12 BA13 BAl4 BAl5 BAl6

Figura 1. Produgao de IFN-y dos pacientes infectados pelo HIV-1 em resposta aos pools de peptideos do isolado HXB2 e
dos subtipos B®®, C ¢ F de pacientes infectados pelo HIV-1(acima de 30 SFCx10°). Os resultados representam a soma total
dos spots positivos acima de 30 SFCx10°PBMC. Os numeros acima de cada barra representam o niimero total de pools
com resposta positiva para cada paciente. A reta representa a magnitude média do estudo.
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6.3 Freqiiéncia de pacientes infectados pelo HIV-1 respondedores aos pools do isolado

HXB2 e dos subtipos B®®, C e F

A freqiiéncia média de respondedores aos pools do isolado HXB2 foi de 41%. A
maior freqiiéncia de respondedores foi para os pools de peptideos NEF, 62% e 70% dos
pacientes responderam aos pools de NEF 3 e NEF 2, respectivamente. Os pools dos

peptideos p17 e p24 tiveram uma média de respondedores de 42% (Figura 2A).

A freqiiéncia média de respondedores aos pools das seqiiéncias B®X, C ¢ F foi de
49% (figura 2B). Os pools da proteina NEF apresentaram as maiores freqiiéncias entre os
respondedores. Oitenta e sete por cento dos pacientes responderam aos pools da proteina
NEF do subtipo F, 62% para o subtipo C e 69% para o subtipo B®X. O pool correspondente
a proteina GAG do subtipo F (GAG F1) foi reconhecido por 62% dos pacientes, enquanto
o pool da proteina GAG do subtipo C (GAG C2) apresentou a menor freqiiéncia de

respondedores, 19%.
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Figura 2. Freqiiéncias dos respondedores aos peptideos do isolado HXB2 (A) e das seqiiéncias
brasileiras (B).

BB corresponde aos pools de peptideos da proteina GAG e NEF do subtipo B®®.

C1, C2, C3 correspondem aos pools de peptideos da proteina GAG e NEF do subtipo C .

F1 e F2 correspondem aos pools de peptideos das proteinas GAG e NEF do subtipo F

Foram considerados respondedores individuos com > 30 SCFx10° PBMC frente ao. pool

41
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6.4 Producio de IFN-y entre os respondedores das seqiiéncias B®R, C e F e do Isolado

HxB2

A producao de IFN-y, avaliada através do ensaio ELISPOT, para cada um dos pools
de peptideos estd representada na Figura 3. Individualmente, os pools de peptideos que
apresentaram as maiores médias de nimero de spots foram da proteina NEF do subtipo F
com 474 SFCx10°PBMC, seguido do pool NEF 3 do subtipo HXB2 com 431 SFCx10°
PBMC e os pools de GAG p24.1 com 377 SFCx10° PBMC e p24.4 com 177
SFCx10°PBMC do isolado HXB2.

800+
600+
400+

200+

INF-y SFCx10°PBMC

P171 P172 P173 P241 P242 P243 P244 P245 PP1 PP2 PP3 1 2 3 BB C1 c2 C3 F1 F2 BB C F

GAG NEF GAG NEF
Isolado HXB2 Sequéncias Brasileiras

Figura 3. Representagdo da média de producio de IFN-y entre os respondedores aos pools de peptideos das seqiiéncias do HIV-1 B®X, C
e F e do isolado HxB2. As barras representam a producdo maxima de IFN-y para cada pool de peptideo.

BB representa o pool de peptideos das proteinas do subtipo B®*.

Cl1, C2 E C3 representam os pools da proteina do subtipo C.

F representam os pools das proteinas do subtipo F.
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6.5 Correlacio entre subtipos virais e resposta aos pools de peptideos das seqiiéncias
BBR, C e F e do isolado HxB2 do HIV-1

A maior parte das seqiiéncias de virus dos pacientes pertencia ao subtipo B (75%)
Tabela 2. Quatro pacientes apresentaram seqiiéncias correspondentes ao subtipo B tanto
em GAG quanto em NEF e seis outros apresentavam virus do subtipo B em uma das duas
proteinas. Ndo foram encontradas seqiiéncias virais dos subtipos B"®. O subtipo F
isoladamente foi encontrado apenas em um paciente, na proteina NEF. Cinco pacientes
(31%) apresentaram seqiiéncias recombinantes do subtipo BF e 1 (6%) paciente do subtipo

DF. Em duas amostras (12%) ndo foi possivel determinar o subtipo viral.

Em relagdo a gag, 63% dos pacientes eram do subtipo B, 19%CFR BF e 1 CFR DF.
Para 2 pacientes ndo foi possivel determinar o subtipo. Em relacio a NEF 50% dos
pacientes eram do subtipo B, 19% CFR BF e 1 paciente F. Para 25% dos pacientes ndo foi

possivel determinar o subtipo viral.

Tabela 2. Subtipos virais dos pacientes em relacao as proteinas GAG e NEF do HIV-1

Paciente GAG NEF
BAO1 ND B
BA02 B B
BAO3 B F
BA04 B B
BAO0O5 BF ND
BA06 B B
BAO7 B B
BAO8 DF ND
BA09 B BF
BA10 ND ND
BA11 B B
BA12 BF BF
BA13 B BF
BA14 B B
BA15 B ND
BA16 BF B

B-subtipo B; F- subtipo F
BF e DF :formas recombinantes
ND néo determinado
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6.6 Resposta aos pools de peptideos de GAG das seqiiéncias do HIV-1 dos subtipos

B®R, C e F e do isolado HxB2 dos individuos com subtipos em relacdo a GAG

Avaliamos o numero de pools reconhecidos e magnitude da resposta aos pools de
GAG do isolado HXB2 e dos subtipos B®%, C e F em pacientes com o subtipo viral
determinado em GAG. A Tabela 3 retine os pacientes agrupados conforme o subtipo viral
determinado em GAG. As colunas mostram o numero de pools reconhecidos e a

magnitude da resposta em relagio aos pools de GAG do isolado HXB2, B®X, C ¢ F.

Os pacientes com subtipo B em GAG (Tabela 3) respondem mais frequentemente
aos pools do isolado HXB2, com uma média de 4+3 pools de peptideos, e magnitude de
1385+1386 SFCx10° PBMC. A resposta aos pools correspondente aos subtipos B*X, C ¢ F
foram menores. A maior resposta foi para os pools do subtipo C 11 pool com magnitude

de 149+260 SFCx10° PBMC.

Quando analisamos o perfil de resposta dos pacientes com formas recombinantes
BF em GAG, observa-se que o numero de pools reconhecidos e a magnitude da resposta

foram equivalentes para os pools de GAG de HXB2 e do subtipo F.

Os pacientes cujos subtipos virais ndo foram determinados em GAG (ND)
apresentaram igualmente um perfil e respostas semelhantes aos dos individuos isolados
virais do tipo B, BF ou DF em GAG. O maior nlimero de pools reconhecidos pertencia ao
isolado HXB2. Os pools correspondentes as proteinas do subtipo C e F foram reconhecidos
na mesma freqiiéncia e intensidade por este grupo de individuos. Os pools de GAG do
subtipo BB® foram reconhecidos com menor freqiiéncia e intensidade pelos pacientes com

subtipo B, DF, BF ou nio determinado.



Tabela 3. Numero de pools de peptideos reconhecidos e magnitude da resposta aos pools de GAG dos subtipos B®X, C ¢ F e do isolado HxB2
dos pacientes com subtipo viral determinado em GAG

Subtipo . GAG
GAG Pacientes HXB2 BBR C E
#pools SFCx10°PBMC  #pools SFCx10° PBMC #pools SFCx10°PBMC #pools SFCx10° PBMC

BAO2 1 183 0 0 0 0 1 37

BAO3 3 717 1 33 1 37 0 0

BAO4 4 739 0 0 0 0 0 0

BAO6 2 2000 1 477 0 0 0 0

g BAO7 4 2590 0 0 2 157 1 53
BA09 4 4700 0 0 1 836 1 893

BA11 3 1183 0 0 0 0 0 0

BA13 6 347 0 0 2 137 1 33

BA14 1 473 0 0 1 37 0 0
BA15 10 913 1 60 3 290 2 180
Média 4 1385 0 57 1 149 1 120
SD 3 1386 0 149 1 259 1 277
DF BAOS 0 0 0 0 0 0 2 566
BAO5 6 1610 0 0 1 40 2 496
BF BAl2 6 670 1 130 3 290 2 160
BA16 1 93 0 0 0 0 1 60
Média 3 593 0 33 1 83 2 321
SD 3 740 1 65 1 140 1 248
Np BAOL 14 4130 0 0 1 40 2 570
BA10 5 3720 1 167 1 600 0 0
Média 10 3925 1 84 1 320 1 285
SD 6 290 1 118 0 396 1 403
Média geral 4 1510 0 124 1 245 1 280
SD 4 1603 0 69 1 196 1 140

B- subtipo viral B, BF- subtipo viral forma recombinante BF, F-subtipo viral F, ND- subtipo viral ndo determinado, HXB2- pools isolado HXB2, BBR- pool

isolado BBR, C- pool isolado C, F- pool isolado F; SD- desvio padrdo

SY
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6.7 Resposta aos pools de peptideos de NEF das seqiiéncias do HIV-1 dos subtipos
B®R, C e F e do isolado HxB2 dos individuos com subtipo viral em relacdo a NEF

Em seguida, avaliamos o nimero de pools reconhecidos e magnitude da resposta
aos pools de NEF do isolado HXB2 e dos subtipos B®}, C ¢ F em pacientes com o subtipo
viral determinado em NEF. A Tabela 4 reune os pacientes agrupados conforme o subtipo
viral determinado em NEF. As colunas mostram o nimero de pools reconhecidos e a

magnitude da resposta em relagio aos pools de NEF do isolado HXB2, B®%, C e F.

As analises dos pacientes com subtipo viral B em NEF (Tabela 4) mostraram que
as respostas foram mais freqlientes para os pools do isolado HXB2 com 1+l pools de
peptideos e magnitude de 7661167 SFCx10° PBMC. Os pacientes responderam em média
a um dos pools das seqiiéncias dos subtipos B®X, C e F. A maior magnitude foi registrada

para o pool da correspondente a NEF do subtipo F com 575 + 783 SFCx10° PBMC.

Os pacientes com a forma recombinante BF responderam em média a 1+1 pools da
proteina NEF do isolado HXB2, com uma magnitude de 593 + 740 SFCx10° PBMC.
Apenas um dos pacientes apresentou o subtipo F em NEF. Este respondeu a um pool de
cada uma das seqiiéncias virais avaliadas. A magnitude da resposta variou de 33 SFCx10°
PBMC para pool de NEF do subtipo B®® a 321 SFCx10° PBMC para o pool da proteina
NEF do subtipo C.

Os pacientes com subtipo ndo determinados para NEF responderam em média a 2
pools de peptideos de NEF do isolado HXB2, com uma magnitude média de 752 + 621
SFCx10° PBMC. As respostas para os demais pools dos subtipos B®®, C e F foram
equivalentes, os pacientes responderam em média a 1+l pools para cada seqiliéncia
avaliada, entretanto com diferencas na magnitude. A maior magnitude foi de 340 £+ 497
SFCx10° PBMC para os pools do isolado B®® ¢ a menor foi de 126 + 63 SFCx10° PBMC
para o pool de peptideos de NEF do subtipo C.

Em resumo, observa-se que a resposta média para os pools correspondentes a
proteina NEF de diferentes subtipos foi semelhante, com 1 =1 pool. A maior magnitude foi
de 683+846 SFCx10° PBMC para os pools de NEF do isolado HXB2, seguido da
magnitude para o pool de NEF do subtipo F de 500 +583 SFCx10° PBMC.



Tabela 4. Numero de pools peptideos reconhecidos e magnitude da resposta aos pools de NEF dos subtipos B*X, C e F e do isolado HxB2
dos pacientes com subtipo viral em relagdo a NEF

Subti NEF
ubtipo .
NEF Pacientes HXB?2 BBR C F
#pools SFCx10°PBMC  #pools SFCx10°PBMC #pools SFCx10°PBMC #pools SFCx10° PBMC
BAO1 3 1633 0 0 1 40 1 330
BAO2 2 233 1 127 1 157 1 343
BAO4 0 0 0 0 0 0 0 0
g BAO6 1 307 1 387 0 0 1 327
BAO7 1 115 1 200 1 670 1 500
BA11 0 0 1 193 1 40 1 210
BA14 1 3073 0 0 0 0 1 2317
BA16 0 0 1 40 0 0 0 0
Média 1 766 1 130 1 130 1 575
SD 1 1167 1 145 1 245 0 783
BAO9 1 233 1 793 0 0 1 737
BF BAI2 1 195 1 165 1 135 1 55
BA13 2 417 0 0 1 303 1 333
Média 1 282 1 319 1 146 1 375
) 1 119 1 418 1 152 0 343
F  BAO3 1 1033 1 237 1 1150 1 1027
BAO5 3 1157 1 1103 1 50 1 880
BAO8 1 317 0 0 1 203 1 240
ND BAI10 2 133 1 210 1 117 1 237
BA15 2 1400 1 165 1 135 1 55
Média 2 752 1 370 1 126 1 353
SD 1 621 1 497 0 63 0 362
Média geral 1 683 1 239 1 200 1 506
SD 1 846 0 315 0 315 0 583

B- subtipo viral B, BF- subtipo viral forma recombinante BF, F-subtipo viral F, ND- subtipo viral nio determinado, HXB2- pools isolado HXB2, BB}~ pool
isolado BER, C- pool isolado C, F- pool isolado F; SD- desvio padréo

Ly
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7.0 Discussao

Neste estudo, avaliou-se a resposta de pacientes infectados pelo HIV-1 contra
proteinas virais GAG (pl7 e p24) e NEF dos subtipos B®%, C, F ¢ do isolado B (HXB2)
que continham seqiiéncias imunogénicas com um nivel elevado de disparidade de
seqliéncias entre os subtipos das seqiiéncias brasileiras ¢ do isolado HXB2. Nossos
resultados apontam que PBMC de pacientes com subtipo B, BF, DF e F reconhecem as
seqiiéncias das proteinas testadas do HXB2 com freqiiéncia e magnitudes da resposta

comparaveis.

Estudos anteriores demonstraram que o conhecimento da variabilidade genética do
virus diminuem as chances de falha de uma candidata a vacina (NABEL, 2007;
ROLLAND, NICKLE et al., 2007). A diversidade genética apresentada pelo HIV-1 é uma
das principais dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina eficiente. As mudancgas
dos aminoacidos impedem que o sistema imune produza uma resposta eficaz, duradoura e

que por final elimine o virus (GIRARD, OSMANOV et al., 2006).

A diversidade do HIV-1 no Brasil ¢ demonstrada em vérios trabalhos recém
publicados. Nosso trabalho identificou numa pequena amostra de 16 pacientes uma grande
variedade de subtipos virais do HIV-1, com pacientes apresentaram subtipo viral B, F,
recombinantes B/F e D/F. Este resultado concorda com estudos sobre a epidemiologia do
HIV-1 no Brasil que demonstram a grande diverdidade de subtipos circulantes. No Brasil
existe um predominio de subtipo viral B (MORGADO, GUIMARAES et al., 2002), com
prevaléncia do subtipo C no Sul do pais (BRIGIDO, NUNES et al., 2007, LOCATELI,
STOCO et al., 2007; MONTEIRO, FERRARO et al., 2007). Além disso, foi demonstrado
a existéncia de casos isolados do subtipo D (MORGADO, GUIMARAES et al., 1998) ¢ a
existéncia de formas recombinantes B/F, C/B circulantes no pais (COUTO-FERNANDEZ,
EYER-SILVA et al., 2006; MONTEIRO, FERRARO et al., 2007). Estes dados informam
a grande diversidade de subtipos circulantes no pais e possivelmente podem demonstrar
indiretamente as possiveis diferencas das seqiiéncias de aminodcidos dos virus circulantes
no pais. Em outros paises ja foram descritos diferencas entre aminoacidos de subtipos
virais diferentes do HIV-1. Como exemplo, pode-se citar das diferengas existentes entre os

aminoacidos dos subtipos do HIV-1 das formas recombinantes do Sul da Africa que
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apresentam 25-35% de divergéncia entre dois subtipos, além de apresentarem uma
divergéncia superior a 20% entre qualquer um dos subtipos (GIRARD, OSMANOV et al.,
2006). Sabe-se que a diversidade genética encontrada no HIV-1 ¢ um dos principais

obstaculos para o desenvolvimento de uma vacina (GIRARD, OSMANOV et al., 2006).

A andlise da magnitude da resposta dos pacientes demonstrou que esta foi maior
para os pools do isolado HXB2. Uma explicagao para este fato, foi que 75% dos pacientes
apresentaram o subtipo viral B do HIV-1. Por outro lado, os individuos que apresentaram
subtipo viral recombinante, ou ndo determinado, também apresentaram uma maior
magnitude de respostas para os pools de peptideos do isolado HXB2. Uma outra
explicagdo ¢ o fato de que os pools da proteina HXB2 apresentavam um maior nimero de
seqiiéncias peptidicas em comparagdo aos outros pools de proteinas utilizadas. Por
exemplo, o pool da proteina GAG do isolado HXB2 foi formada por 11 pools de peptideos,
cada pool de peptideo foi formado por 10 seqiiéncias de peptideos com 15 aminoacidos
(X15X). Assim, o pool GAG do isolado HXB2 possuia 110 seqiiéncias de peptideos.
Comparado a proteina GAG do subtipo C ( C1, C2 e C3), que possuiam ao todo, uma
seqiiéncia de 40 peptideos de 15 aminoacidos (X15X), distribuidos em 3 pools, o pool do
isolado HXB?2 tinha cerca 3 vezes mais seqiiéncias do que encontrado no outro pool. Desta
forma, as chances de existir uma maior reatividade para o pool HXB2 foi maior do que a
de qualquer outro pool utilizado no estudo. Também, ndo foi possivel determinar o epitopo

imunodominante em nenhum dos pools estudos.

Existe uma necessidade para a identificagdo de epitopos e elucidagdo da resposta
de células T CD4+ anti-HIV, tendo em vista que o reconhecimento de epitopos do HIV-1
pela célula T CD4+ pode ser uma parte essencial de uma candidata a vacina. Em nosso
estudo foi utilizado epitopos de células T CD4+ das proteinas GAG e NEF devido a sua
conhecida imunogenicidade para o sistema imune (LAZARO, THEODOROU et al., 2005).
As respostas de células T CD4+ sdo importantes para a inducdo e manutengdo da respostas
citotoxicas T CD8+ eficazes (KALAMS and WALKER, 1998). As respostas T CD4+
anti-HIV estdo claramente associadas a prote¢ao (HEENEY, 2002). Além disso, respostas
proliferativas potentes de células T CD4+ foram encontradas em pacientes que eram
capazes de controlar a viremia na auséncia de terapia Antiretroviral (ROSENBERG,

BILLINGSLEY et al., 1997). De fato, os linfocitos T CD8+ podem secretar menos INF-

v € ser menos citoliticos devido ao fato de uma inducdo inadequada das células T CD4+
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(SHANKAR, RUSSO et al., 2000). Aliado a isto, sabe-se que respostas de células T CD4+
anti HIV-1 simultaneamente positivas pra INF-y e interleucina- 2 (IL-2) ou CD28+ e IL2
estao associadas a nao progressao da doenga (BOAZ, WATERS et al., 2002).

Outro ponto importante para o desenvolvimento de uma vacina contra o HIV-1 ¢ a
avaliacdo das possiveis divergéncias genéticas entre os subtipos e a possibilidade de
ocorrer superinfec¢do nestes individuos. Alguns casos de superinfeccao pelo HIV-1 ja
foram relatados, onde individuos infectados por formas recombinates CRF A/E foram
superinfectados por virus brasileiros B (JOST, BERNARD et al, 2002) ou uma
superinfec¢do pelo HIV-1 de subtipo B com 12% de divergéncia genética a partir do virus
original infectante. O primeiro caso, ja existia uma resposta imune baixa a pelo menos um
dos epitopos GAG antes da superinfec¢do, sem reagdo cruzada com a segunda seqiiéncia
viral. Enquanto que no segundo caso, ocorreu perda do controle viral apesar de existir uma
resposta de linfocitos T CD8+ contra o virus primario que reagiu cruzadamente com a
maioria das seqiiéncias do virus superinfectante (ALTFELD, ALLEN et al., 2002).
Variantes naturais de isolados com mutacdes pontuais em epitopos deixaram de ser
reconhecidos por linfocitos T CD4+ (HARCOURT, GARRARD et al, 1998) e por
linfocitos T CD8+ (JOHNSON, TROCHA et al., 1992)

Embora algumas abordagens experimentais ja foram utilizadas, tenham-se
mostrado imunogénicas em ensaios clinicos, a ampla maioria ndo mostrou prote¢do em
ensaios de vacinagdo profilatica, ou controle da viremia no caso de vacinas terapéuticas.
Ensaios de fase I/Il com a vacina terapéutica VACCITERR ANRS 094, desenvolvida na
Franga, mostraram que os grupos que receberam o subtipo B- ALVAC-HIV-1 Vcp 1433
(LAI env, gag, prot (RT,nef), conseguiram controlar a viremia por um periodo mais longo
que o grupo controle. Isto, indicou a Vcp-HIV-1 como vacina candidata promissora, para
um ensaio mais amplo. Um estudo mantido pela MERCK foi cancelado. Este estudo de
fase III que fazia parte da HIV vaccine Trials network (HTVN) e do National Intitute of
Health (NIH) foi cancelado pelo fato de que os individuos que receberam a vacina
mostravam um risco maior de contrair o HIV do que aqueles que receberam o placebo

(COHEN, 2007).

Os pools de peptideos utilizados apresentaram reatividade entre os pacientes

infectados pelo HIV-1. Por outro lado, este estudo ndo nos permitiu definir epitopos
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imunodominantes e sua correlagdo com a progressao da doenca, viremia e propor¢ao de
CD4+. Acreditamos que a identificacdo de epitopos de células T CD4+ seja um fator

importante para o desenvolvimento de vacina terapéutica contra os mecanismos de a¢do do
HIV-1.
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8.0 Conclusoes

A freqiiéncia média de respondedores aos pools das proteinas do isolado HXB2 do
HIV-1 foi de 41% e dos subtipos BBR, C e F do HIV-1 foi de 49%,;

As maiores freqii€éncias de respondedores para os pools das proteinas do isolado
HXB2 do HIV-1 foram para os pools NEF (2 e 3) e para os pools referentes as
proteinas do subtipos brasileiros BBR, C e F do HIV-1 foram para os pools NEF
(BB, C ¢ F).

Os pacientes infectados pelo HIV-1, independente do subtipo viral, apresentaram
uma maior magnitude da resposta para os pools de peptideos GAG e NEF do
isolado HXB?2 ;
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9.0 Perspectivas

e Tipificacdo do HLA dos pacientes de estudo;
e Definicao de células T com reatividade especifica contra o HIV-1;

e Abertura dos pools de peptideos para identificagdo e quantificacdo de epitopos
reconhecidos;

e Analise da reatividade cruzada entre as seqiiéncias de epitopos dos subtipos B
1solado HXB2, BBR, CekF.
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Anexos



Anexo A. Seqiiéncias de peptideos e composicdo dos pools das proteinas GAG e NEF dos subtipos B isolado HXB2

P17-1 P17-2 P17-3 P24-1 P24-2 P24-3 P24-4 P24-5
MGARASVLSGGELDR  AVNPGLLETSEGCRQ  HQRIEIKDTKEALDK PIVQNIQGQMVHQAI EGATPQDLNTMLNTV  GPIAPGQMREPRGSD WIILGLNKIVRMYSP ASQEVKNWMTETLLV
ASVLSGGELDRWEKI  GLLETSEGCRQILGQ EIKDTKEALDKIEEE NIQGQMVHQAISPRT ~ PQDLNTMLNTVGGHQ PGQMREPRGSDIAGT GLNKIVRMYSPTSIL VKNWMTETLLVQNAN
SGGELDRWEKIRLRP TSEGCRQILGQLQPS TKEALDKIEEEQNKS ~ GQMVHQAISPRTLNAW NTMLNTVGGHQAAMQ REPRGSDIAGTTSTL IVRMYSPTSILDIRQ MTETLLVQNANPDCK
LDRWEKIRLRPGGKK ~ CRQILGQLQPSLQTG  LDKIEEEQNKSKKKA  HQAISPRTLNAWVKVV NTVGGHQAAMQMLKE  GSDIAGTTSTLQEQI YSPTSILDIRQGPKE LLVQNANPDCKTILK
EKIRLRPGGKKKYKL  LGQLQPSLQTGSEEL  EEEQNKSKKKAQQAA PRTLNAWVKVVEEKA GHQAAMQMLKETINE AGTTSTLQEQIGWMT SILDIRQGPKEPFRD NANPDCKTILKALGP
LRPGGKKKYKLKHIV ~ LQPSLQTGSEELRSLY NKSKKKAQQAAADTG NAWVKVVEEKAFSPE  AMQMLKETINEEAAE  STLQEQIGWMTNNPP  IRQGPKEPFRDYVDR DCKTILKALGPAATL
GKKKYKLKHIVWASR  LQTGSEELRSLYNTVA KKAQQAAADTGHSSQ  KVVEEKAFSPEVIPM LKETINEEAAEWDRV  EQIGWMTNNPPIPVG ~ PKEPFRDYVDRFYKT ILKALGPAATLEEMM
YKLKHIVWASRELER ~ EELRSLYNTVATLYC AAADTGHSSQVSQN EKAFSPEVIPMFSAL INEEAAEWDRVHPVH ~ WMTNNPPIPVGEIYK ~ FRDYVDRFYKTLRAE  LGPAATLEEMMTACQ
HIVWASRELERFAVN  SLYNTVATLYCVHQR  DTGHSSQVSQNYPIV SPEVIPMFSALSEGA AAEWDRVHPVHAGPI NPPIPVGEIYKRWII VDRFYKTLRAEQASQ  ATLEEMMTACQGVGG
ASRELERFAVNPGLL TVATLYCVHQRIEIK SSQVSQNYPIVOQNIQ IPMFSALSEGATPQD DRVHPVHAGPIAPGQ PVGEIYKRWIILGLN YKTLRAEQASQEVKN EMMTACQGVGGPGHK
LERFAVNPGLLETSE LYCVHQRIEIKDTKE SQNYPIVQNIQGQMV SALSEGATPQDLNTM PVHAGPIAPGQMREP IYKRWIILGLNKIVR =~ RAEQASQEVKNWMTE ACQGVGGPGHKARVL
PP-1 PP-2 PP-3 NEF- 1 NEF-2 NEF-3
VGGPGHKARVLAEAM KEGHTARNCRAPRKK  YKGRPGNFLQSRPEP PFKNLKTGMEWRFDS LLRWGLTTMVGFPVT LEGLIHSQRRQDILD
GHKARVLAEAMSQVT TARNCRAPRKKGCWK  PGNFLQSRPEPTAPP LKTGMEWRFDSRLAF GLTTMVGFPVTPQVP THSQRRQDILDLWIY
RVLAEAMSQVTNTAT RAPRKKGCWKCGKE LQSRPEPTAPPFLQS MEWRFDSRLAFHHVA MVGFPVTPQVPLRPM RRQDILDLWIYHTQG
EAMSQVTNTATIMMQ RKKGCWKCGKEGHQM  PEPTAPPFLQSRPEP FDSRLAFHHVARELH PVTPQVPLRPMTYKA ILDLWIYHTQGYFPD
SQVTNTATIMMQRGNF WKCGKEGHQMKDCT APPFLQSRPEPTAPP LAFHHVARELHPEYF PQVPLRPMTYKAAVDL  WIYHTQGYFPDWQNY
TATIMMQRGNFRNQR GKEGHQMKDCTERQA  LQSRPEPTAPPEESF HVARELHPEYFKNCK RPMTYKAAVDLSHFL TQGYFPDWQNYTPGP
MMQRGNFRNQRKMVK HQMKDCTERQANFLG  PEPTAPPEESFRSGV YKAAVDLSHFLKEKG FPDWQNYTPGPGVRY
GNFRNQRKMVKCFNC DCTERQANFLGKIWP APPEESFRSGVETTT VDLSHFLKEKGGLEG WQNYTPGPGVRYPLTF
NQRKMVKCFNCGKEG RQANFLGKIWPSYKG ESFRSGVETTTPPQK HFLKEKGGLEGLIHS PGPGVRYPLTFGWCY
MVKCFNCGKEGHTAR  FLGKIWPSYKGRPGN SGVETTTPPQKQEPI EKGGLEGLIHSQRRQ VRYPLTFGWCYKLVP
FNCGKEGHTARNCRA  IWPSYKGRPGNFLQS TTTPPQKQEPIDKEL

PQKQEPIDKELYPLT
EPIDKELYPLTSLRS
KELYPLTSLRSLFGN

PLTSLRSLFGNDPSSQ




Anexo B. Seqiiéncias de peptideos e composi¢ao dos pools das proteinas GAG e NEF dos subtipos brasileiros B, C e F do HIV-1

GAG C2 GAG C3 GAG BB GAGF1 GAG F2 NEF BB NEF C NEF F
GAG C1

MGARASILRGGKLDT GLLETSEGCKQIIRQ QKTQQAEAADKGKVS LQPSLQTGSEELKSLY EKIRLRPGGKKKYRM TKEALEKLEEEQNKS PVRPQVPLRPMTYKGA KRQDILDLWVYNTQG MEWKFDSRLAFHHMA
ASILRGGKLDTWERI ~ TSEGCKQIIRQLQPA  AEAADKGKVSQNYP LQTGSEELKSLYNTVA LRPGGKKKYRMKHLI LEKLEEEQNKSQQKT PQVPLRPMTYKGALDL ILDLWVYNTQGYFPD FDSRLAFHHMARELH

RGGKLDTWERIRLKP CKQIRQLQPALQTG EAADKGKVSQNYPIV EELKSLYNTVATLYC GKKKYRMKHLIWASR EEEQNKSQQKTQQAA RPMTYKGALDLSHFL WVYNTQGYFPDWQNY LAFHHMARELHPEYY

LDTWERIRLKPGGKK IRQLQPALQTGTKEL NLQGQMVHQPISART STLQEQIGWMTSNPP YRMKHLIWASRELER NKSQQKTQQAAADKG YKGALDLSHFLKEKG FPDWQNYTPGPGVRF HMARELHPEYYKDCK

ERIRLKPGGKKKYMM LQPALQTGTKELISLY GQMVHQPISARTLNAW EQIGWMTSNPPIPVG LQPSLQTGSEELKSLY QKTQQAAADKGVSSQ WONYTPGPGVRFPLTF PQVPLRPMTYKGALDL
LKPGGKKKYMMKHLV LQTGTKELISLYNTVA HQPISARTLNAWVKVV WMTSNPPIPVGEIYK LQTGSEELKSLYNTVA AAADKGVSSQVSQN PGPGVRFPLTFGWCF RPMTYKGALDLSHFL
GKKKYMMKHLVWASR KELISLYNTVATLYC ARTLNAWVKVVEEKA YKTLRAEQASQDVKN EELKSLYNTVAVLYF DKGVSSQVSQNYPIV VRFPLTFGWCFKLVP YKGALDLSHFLKEKG
YMMKHLVWASRELER EVRDTKEALDKIKEE DCKTILRALGPGASL RAEQASQDVKNWMTE SLYNTVAVLYFVHQR VDRFFKTLRAEQATQ LDLSHFLKEKGGLEG
HLVWASRELERFALD TKEALDKIKEEQNKS ILRALGPGASLEEMM ASQDVKNWMTETLLV TVAVLYFVHQRVEVK FKTLRAEQATQEVKG FPDWQNYTPGPGTRY
ASRELERFALDPGLL LDKIKEEQNKSQQKT LGPGASLEEMMTACQ LYFVHQRVEVKDTKE RAEQATQEVKGWMTD WOQNYTPGPGTRYPLTF

LERFALDPGLLETSE KEEQNKSQQKTQQAE ASLEEMMTACQGVGG HQRVEVKDTKEALEK ATQEVKGWMTDTLLV PGPGTRYPLTFGWCF

ALDPGLLETSEGCKQ NKSQQKTQQAEAADK EVKDTKEALEKLEEE VKGWMTDTLLVQNAN




Anexo C. Respostas da producao de IFN-y por ELISPOT de PBMC de ido grupo de estudo.

Controle negativo Pacientes
Peptideo
1 2 3 4 BAO1 BA02 BA03 BA04 BAO5 BA06 BA07 BA08 BA09 BA10 BA1l BA12 BA13 BAl4 BA15 BA16
P171 0 0 0 0 400 10 37 3 287 10 83 13 1430 40 10 210 70 27 287 3
P17 2 0 0 0 243 0 7 103 97 20 0 13 3 127 27 130 20 473 73 17
P17 3 0 0 0 213 13 0 0 10 0 13 0 20 13 3 0 97 3 40 0
P24 1 0 0 0 0 250 7 7 293 393 357 600 3 13 3290 777 75 17 13 27 0
P24 2 0 0 0 0 473 0 590 373 2 23 1273 0 0 7 3 30 7 7 40 7
P24 3 0 0 0 0 547 13 40 3 240 0 23 3 0 20 353 95 47 7 133 93
P24 4 0 0 0 0 1047 3 0 0 543 27 240 20 2710 53 7 0 27 17 123 7
P24 5 0 0 0 0 407 3 7 0 10 1643 477 17 73 7 53 130 23 13 80 0
PP 1 0 0 0 233 13 0 20 10 10 13 3 170 210 17 0 33 3 67 0
PP 2 0 0 0 547 183 0 160 17 13 47 0 390 13 0 0 40 7 33 3
PP 3 0 0 0 0 567 10 87 7 50 7 10 3 0 7 20 0 60 20 37 7
NEF 1 0 0 0 0 1040 0 7 0 237 0 17 3 23 3 0 0 20 17 0 0
NEF 2 0 0 0 0 323 90 0 3 813 307 120 10 233 33 10 195 37 3 193 3
NEF 3 0 0 0 0 270 143 1033 0 107 0 207 317 10 100 70 0 380 3073 1207 0
GAG BB 0 0 0 0 0 7 33 0 0 477 23 3 10 167 20 130 27 3 60 0
GAG C1 0 0 0 0 27 0 37 3 17 7 40 0 830 20 13 100 87 20 130 17
GAG C2 0 0 0 0 27 0 0 0 7 0 13 7 7 23 7 30 50 3 50 3
GAG C3 0 0 0 0 40 3 0 0 40 3 117 0 10 600 17 160 23 37 110 0
GAG F1 0 0 0 0 50 37 3 7 43 23 53 523 893 13 0 80 33 10 100 60
GAG F2 0 0 0 0 520 0 0 0 453 13 3 43 20 10 10 80 13 17 80 0
NEF BB 0 0 0 0 20 127 237 3 1103 387 200 27 793 210 193 165 17 0 165 40
NEF C 0 0 0 0 40 157 1150 0 50 0 670 203 17 117 40 135 303 0 135 0
NEF F 0 0 0 0 330 343 1027 0 880 327 500 240 737 237 210 55 333 2317 55 0
4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000

Controle Pos (PHA)
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