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RESUMO

Individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1
(HIV-1) que controlam a replicacao viral, mesmo na auséncia de tratamento
com drogas antirretrovirais, representam um exemplo de contencdo bem-
sucedida do virus. O entendimento das respostas imunes antivirais
presentes nestes individuos pode auxiliar no delineamento de vacinas,
particularmente no caso de estratégias vacinais desenvolvidas para induzir
um fendtipo de controle da replicagdo viral e, assim, diminuir o ritmo da
progressao a AIDS e/ou a taxa de transmissdo para terceiros. A resposta
imune celular contra HIV-1 é geralmente mapeada em ensaios de
ELISPOT-IFN-y empregando-se peptideos pentadecameros sobrepostos
por 11 aminoacidos sintetizados a partir de seqiiéncias consensuais do
virus. Contudo, este método pode subestimar a deteccao da real amplitude
da resposta imune celular contra epitopos contidos na seqléncia autdloga
do virus infectivo. Neste trabalho, foram comparadas respostas imunes
celulares contra peptideos 15-meros baseados nas sequéncias de vif e nef
do consenso do subtipo B do HIV-1 e respostas imunes contra peptideos
HLA-restritos de nove ou 10 aminoacidos baseados tanto nas seqiéncias
de vif e nef do consenso do subtipo B do HIV-1, quanto nas sequéncias
autodlogas dos virus sequienciados a partir de seis pacientes controladores
da replicacao do HIV-1. Nossa andlise revelou que trés dos seis pacientes
investigados mostraram maior amplitude de resposta imune celular contra
epitopos em Vif e Nef quando os peptideos HLA-restritos foram empregados,

tenham sido eles preditos a partir da seqiéncia consensual ou a partir das
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sequéncias do virus autélogo. O numero de respostas positivas aumentou
de quatro para 16 em Vif e de oito para 22 em Nef, com o uso dos
reagentes HLA-restritos. Estes resultados sugerem que emprego de
peptideos 15-meros pode sub-representar a amplitude real da resposta
imune celular envolvidas no controle da replicacdo do HIV-1 e que o
conhecimento acerca das respostas imunes de sucesso em individuos
controladores pode ser melhorado e ampliado com a revisdo dos métodos

empregados.
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ABSTRACT

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)-infected individuals who
spontaneously control viral replication represent an example of successful
containment of the AIDS virus. Understanding the anti-viral immune
responses in these individuals may help in vaccine design, particularly
vaccine strategies designed to induce a controller phenotype and thus,
prevent disease progression and decrease risk of transmission. Immune
responses against HIV-1 are normally screened using 15-mer peptides
overlapped by 11 amino acids from HIV-1 consensus sequences in
ELISPOT-IFN-y assays. However, this method may underestimate the real
breadth of the cellular immune responses against the autologous sequence
of the infecting virus. We compared cellular immune responses against nef
and vif-encoded consensus B 15-mer peptides to responses against HLA
class I-predicted minimal optimal epitopes from consensus B and autologous
sequences in six patients who have controlled HIV-1 replication. Interestingly,
our analysis revealed that three of our patients had broader cellular immune
responses against Vif- and Nef-HLA class I-predicted minimal optimal
epitopes from either autologous viruses or from the consensus B sequence,
when compared to responses against the 15-mer HIV-1 consensus B
peptides. The number of positive responses against epitopes in these two
HIV-1 proteins increased from four to 16 for Vif and from eight to 22 for Nef.
These findings suggest that immune responses assessed using 15-mers
peptides may underrepresent the real breadth of the immune control of the

infecting virus and the knowledge about the successful responses in
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controller individuals could be improved after reviewing the employed

methods.



1. INTRODUCAO

Mesmo com os avancos na prevencao de novos casos de infeccao
pelo virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) e na reducao das
mortes anuais relacionadas a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), o numero de pessoas vivendo com o HIV-1 continua aumentando. O
adoecimento relacionado a AIDS ainda é uma das principais causas de
Obito em todo o mundo e projeta-se que continue sendo uma significativa
causa global de mortalidade prematura nas proximas décadas. A infeccao
atinge hoje 33,4 milhdes de pessoas, com 2,7 milhdes de novos casos e 2,0
milhdes de mortes somente no ano de 2008 (UNAIDS, 2009).

No Brasil, foram notificados 544 846 mil casos de AIDS e 183 mil
Obitos até junho de 2009. Somente no primeiro semestre do mesmo ano,
foram notificados 13.661 novos casos. A epidemia no Brasil atinge, em sua
maioria, homens (razdo homem:mulher de 1,9) e heterossexuais (30,6 %
dos homens e 90,9% das mulheres infectadas), com taxa de incidéncia
anual de casos de AIDS de 18,2 casos para cada 100 mil habitantes em
2009 (PN-DST/AIDS, 2009).

A terapia antirretroviral (ART) combinada diminuiu substancialmente a
morbidade e a mortalidade entre os individuos infectados pelo HIV-1 desde
0 inicio de seu uso, em 1996. Estudos observacionais sugerem que esta
forma de tratamento reduz as taxas de progressado a AIDS e a morte em

varios anos, tanto em pacientes ja imunodeficientes como em pacientes



com altas contagens de linfécitos T CD4+ (Sterne et al., 2009). Contudo, o
uso das drogas antirretrovirais pode ser inconveniente aos pacientes e ter
efeitos colaterais tais como nausea, diarréia, cefaléia, lipodistrofia e
lipoatrofia, hepatite, insuficiéncia renal, toxicidade mitocondrial, e doenca
cardiovascular (Andiman et al., 2009; Moreno et al., 2009; Zuk et al., 2009).
Contudo, ainda permanece em expansdao, a partir de longo
acompanhamento clinico de grandes coortes de pacientes HIV-1-positivos
em tratamento, o conhecimento sobre a total gama de efeitos colaterais que
estes medicamentos podem induzir.

O sucesso das drogas antirretrovirais é dependente da estrita
aderéncia ao tratamento. Aderéncia subdtima estd associada com falha
terapéutica e emergéncia de linhagens virais resistentes (Bangsberg et al.,
2000; Roge et al., 2004). Dados de Torres-Madriz (2010) mostram que a
baixa aderéncia é comum entre os tratados, aumentando com o passar do
tempo de tratamento. Além disso, o estigma causado pelo uso das drogas
anti-HIV-1 naqueles que as tomam é um outro fator limitante ao sucesso do
tratamento (Aggleton, 2005), uma vez que doses no minimo diarias sao
necessarias e o tratamento é para toda a vida.

A maioria dos individuos infectados pelo HIV-1 progride para AIDS
dentro de 10 a 15 anos de infecgdo se nédo forem tratados com drogas
antirretrovirais. Entretanto, um raro grupo de individuos, chamados de
controladores e controladores de elite, permanece assintomatico, tendo

cargas virais plasmaticas muito baixas ou mesmo indetectaveis e contagens



altas de células T CD4+ periféricas (Betts et al., 2006; Emu et al., 2008;
Lambotte et al., 2005; Pantaleo et al., 1995).

Além do beneficio individual da baixa carga viral plasmatica em um
paciente infectado, diversos estudos tém mostrado o beneficio que tal
situacdo de controle viral tem sobre a epidemia em termos do risco de
transmissao do HIV-1, que é menor quando os niveis de RNA do virus no
plasma estdo abaixo de 2 000 cépias/mL, um nivel no qual a progressao a
AIDS é também lenta (Gray et al., 2003; Gray et al., 2001; Quinn et al.,
2000). O estudo WITS (Women and Infants Transmission Study), em 1999
(Garcia et al.), com mais de 550 pares de méaes e filhos, descreveu que o
risco de transmissao vertical foi de 0% quando a carga viral materna esteve
abaixo de 1 000 cépias/mL. Em uma coorte de casais heterossexuais
sorodiscordantes, a taxa de transmissao por coito foi maior nas fases inicial
e terminal da infeccdo, justamente quando o caso-indice apresentava
maiores niveis de carga viral plasmatica de HIV-1 (Wawer et al., 2005).

Assim, estratégias de imunizacdo que, ainda que nao sejam
completamente protetoras da aquisicdo da infeccdo, sejam capazes de
reduzir a replicagao viral, teriam potencial positivo sobre o crescimento da
pandemia (Johnston e Fauci, 2007; Tonks, 2007) bem como na melhora dos
sintomas e prolongamento da sobrevida em individuos infectados. Desta
forma, o entendimento dos mecanismos pelos quais individuos
controladores debelam espontaneamente a replicacdo viral pode beneficiar

o desenvolvimento de vacinas que visam o controle do virus, a definicao de



correlatos de protegcdo e a identificagdo de novos alvos de intervencao
farmacolégica (Walker, 2007).

O completo entendimento das razdes pelas quais estes pacientes sao
capazes de controlar a replicagdo viral permanece nao esclarecido.
Individuos controladores desenvolvem resposta imune potente contra o
virus, mas 0s mecanismos de controle sdo dificeis de avaliar, além de
serem, provavelmente, de natureza multifatorial. Diversos estudos
demonstraram que alguns destes individuos foram infectados por virus com
menor capacidade replicativa, os quais possuem polimorfismos incomuns
em nef (Rhodes et al., 2000; Salvi et al., 1998), vpr (Lum et al., 2003) e
outros genes virais (Alexander et al., 2000). Potentes respostas imunes
mediadas por células T CD4+ (Rosenberg et al., 1997) e CD8+ (Harrer et al.,
1996) também foram detectadas em alguns controladores. Acredita-se que
estas respostas desempenhem um papel principal e estejam ativamente
atuando na contencdo da replicacdo do HIV-1 (Migueles et al., 2002;
Migueles et al., 2008).

A definicdo dos mecanismos imunes responsaveis pelo controle da
replicacdo do HIV-1, nas fases aguda e crbnica da infeccao, é fundamental
para a compreensdo da imunopatogénese da AIDS, bem como para
estabelecer objetivos de estratégias vacinais. Um grande numero de
observacdes clinicas e experimentais tem indicado que linfécitos T CD8+
virus-especificos estdao implicados neste processo. Dois estudos pioneiros
sugeriram que as respostas mediadas por célula T CD8+ citotoxicas HIV-1-

especificas sdo um componente importante associado com o declinio da



multiplicacao viral que segue o término da fase aguda da infeccao (Borrow
et al., 1994; Koup et al., 1994). Estes estudos demonstraram que a reducao
da viremia do HIV-1, neste momento especifico da infeccao, esta associado
ao aparecimento de linfécitos T CD8+ HIV-1-especificos e que a auséncia
de tais células associa-se com prolongamento de sintomas, viremia e
antigenemia persistentes e baixa contagem de células T CD4+. Alguns
alelos de MHC (Major Histocompatibility Complex), como os alelos
HLA-B*57 e HLA-B*27, estao consistentemente superrepresentadas em
coortes de controladores (Migueles et al., 2000; Saez-Cirion et al., 2007b),
sugerindo um importante papel de células T CD8+, as quais reconhecem
alvos antigénicos ligados a moléculas de classe | do HLA em individuos que
contém a replicagao viral sem o auxilio de antirretrovirais (Carrington, 2003;
Kaslow, 2001; Migueles et al., 2000; Saez-Cirion et al., 2007a). O escape
viral em um epitopo imunodominante que se liga ao HLA-B*27 foi associado
com progressao para AIDS em (i) controladores adultos (Keet, 1999), (ii)
criangcas HLA-B*27-positivas que receberam virus mutantes de suas mées
(Goulder, 2001) e (iii) uma crianca que havia inicialmente controlado a
infeccao (Feeney, 2004).

Experimentos com o principal modelo animal para estudo da infeccao
por virus de imunodeficiéncia primatas, os macacos resos indianos
susceptiveis a infecgdo por virus de imunodeficiéncia simea (SIV), também
mostraram que o entendimento do controle espontdneo da infeccdo pode
ser Util para o desenvolvimento de novas estratégias de imunizacdo. A

freqUiéncia de certos alelos de MHC de classe | esteve aumentada,



particularmente Mamu-B*17, em um grupo de macacos resos indianos
infectados com a cepa SIVn,c239 que apresentavam controle da viremia
durante a fase crbnica, com cargas virais plasmaticas menores do que
500 cépias/mL por periodos de até cinco anos, (Yant et al., 2006). Apéds
deplecao dos linfécitos T CD8+ circulantes com anticorpo monoclonal anti-
CD8 M-T807 em seis destes macacos, houve aumento de duas ordens de
magnitude na replicacao viral nestes animais. Os linfécitos T CD8+ voltaram
a circulacao ao mesmo tempo em que voltou a ocorrer o controle sobre a
replicacdo viral em todos os seis macacos controladores estudados
(Friedrich et al., 2007).

A atividade destas células, ao contrario do que ocorre na resposta
imune humoral, parece estar direcionada contra uma ampla gama de
variantes virais, seletivamente destruindo células infectadas. Embora se
acredite que somente anticorpos possam, de fato, proteger contra infeccao,
espera-se que uma vacina de célula T CD8+ possa conter parcialmente ou
totalmente a replicagéo do HIV-1 (Cohen, 2007).

Para caracterizar respostas imunes mediadas por células T CD8+ em
controladores, mapeamentos das respostas antivirais com peptideos de 15
aminoacidos (aa) (15-meros) baseados em seqléncias genéticas
consensuais que recobrem todo o proteoma viral tém sido realizados
(Draenert et al., 2003; Kern et al., 2000; Kiecker et al., 2004). Contudo, este
método pode subestimar a amplitude das respostas imunes contra a
seqUéncia autdloga do virus infectante, uma vez que, de forma geral no

caso do HIV-1, ela é significativamente diferente da sequéncia consensual.



Além disso, as respostas detectadas podem ser subestimadas empregando-
se 15-meros porquanto as células T CD8+ preferencialmente reconhecem
epitopos com oito a 11 aminoacidos.

Respostas imunes potentes mediadas por células T CD8+ citotéxicas
especificas para epitopos de Vif e Nef, duas proteinas acessorias dos virus
de imunodeficiéncia de primatas, foram detectadas nos macacos resos
infectados com SIV controladores da replicagdo viral no experimento de
deplecao de seus linfocitos T CD8+ (Friedrich et al., 2007). Enquanto Nef ja
foi utilizada como imundgeno vacinal (Priddy et al., 2008; Gorse et al., 2008),
Vif ndo foi ainda testada em nenhuma das formulacées de vacinas contra
HIV-1 que chegaram a ensaios clinicos avangados até hoje.

Em seqliéncias de Vif ja estudadas, observou-se extensa conservacao
de aminoacidos, sugerindo sua importancia funcional. De fato, um estudo de
mutagénese do HIV-1 demonstrou que mutantes em Vif exibiram reducao
de até 25% na capacidade infectiva em um anico ciclo replicativo (Simon et
al., 1999). Além disso, Vif é enriquecida com aminoacidos triptofanos, os
quais sao freqlentemente os residuos primarios de ancoragem para
algumas moléculas de MHC de classe |, incluindo aquelas associadas a
progressao lenta para AIDS (Kiepiela et al., 2004; Migueles et al., 2000;
Yant et al., 2006). Desta forma, a geracao de respostas imunes celulares
contra Vif e Nef pode ser um mecanismo especialmente potente de
supressao viral e, assim, estas proteinas sdo portadoras de epitopos
possivelmente importantes para imunidade induzida por vacinas. Juntas,

estas informagdes argumentam a favor da hipétese de que respostas



citotoxicas direcionadas a epitopos em Vif podem ser potentes elementos
envolvidos no controle e na supressdao do HIV-1, assim como visto em
macacos resos controladores infectados com SIV. E ainda, que a
estimulacao destas respostas por meio de imunizag¢ao pode levar a inducao
de imunidade eficiente contra o HIV-1.

O escape a resposta imune celular € um dos maiores desafios a
geracdo de uma vacina capaz de estimular o controle da replicacdo viral
(McMichael et al., 2010). O reconhecimento de uma ampla gama de
epitopos do HIV-1 pode superar este empecilho, tanto por criar
possibilidades extras de reconhecimento se mutacdes surgirem e forem
capazes de anular as respostas estimuladas, quanto por elevarem a
probabilidade de reconhecimento de epitopos virais obrigatoriamente tipo
selvagem, ou seja, em seqléncias protéicas virais funcionalmente criticas e
nao tolerantes a mutagdes (Betts et al., 2001). Assim, os estudos que se
destinam a caracterizar as respostas imunes celulares envolvidas no
controle espontaneo e eficaz da replicagéao viral em individuos controladores
precisam ser suficientemente sensiveis para detectar tais respostas em sua
total e real amplitude.

Altfeld et al. (2003) demonstraram o aumento no poder de deteccdo de
respostas imunes direcionadas a epitopos das proteinas acessérias Tat e
Vpr do HIV-1 ao utilizar seqiiéncias virais autdlogas para sintese dos
peptideos utilizados como estimulos em ensaios imunologicos. Eles
concluiram que a investigacao da reatividade contra este tipo de proteinas é

mais propensa a ser subestimada quando se emprega seqléncias



consensuais para sintese dos peptideos, uma vez que as proteinas
acessoOrias sdo menos conservadas que as estruturais e apresentam maior
variacao quando comparadas as seqiéncias de consensos.

Ja foram realizados mapeamentos das respostas mediadas por células
T CD8+ especificas contra Vif do consenso B de HIV-1 e foram identificados
18 epitopos, restritos por cinco moléculas de HLA de classe | do locus A e
nove moléculas do locus B (Korber et al., 2005).

No presente estudo, buscou-se caracterizar de forma altamente
sensivel e especifica as respostas imunes celulares contra epitopos de Vif e
Nef presentes em uma coorte de individuos infectados pelo HIV-1,
acompanhados desde a infeccdo precoce, que apresentam controle da
replicacdo viral por pelo menos trés anos. Foi realizado mapeamento das
respostas imunes por meio de ensaios de ELISPOT (Enzyme-linked
Immunospot assay)-IFN-y utilizando-se peptideos de 15 aa de comprimento,
sobrepostos por 11 aa, que cobrem toda a extensdao das seqléncias
consensuais das duas proteinas investigadas. Além disso, a partir de dados
gerados por seglenciamento genético dos virus infectantes em cada um
dos seis individuos controladores estudados e das tipagens dos seus alelos
de HLA de classe |, foi possivel predizer, por ferramentas de bioinformatica,
epitopos autdlogos restritos as moléculas de HLA de classe |. Tais epitopos
foram sintetizados e testados em novos ensaios de ELISPOT-IFN-y. Os
resultados demonstraram que, empregando-se esta abordagem mais
especifica e sensivel, foi possivel detectar maior amplitude de resposta

imune contra epitopos nas duas proteinas virais investigadas e que, assim,



10

a resposta imune em individuos controladores da replicacao viral pode ser

maior do que previamente descrita.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar o poder de deteccdo de respostas imunes celulares da
metodologia tradicional de mapeamento baseado em sequéncia do
consenso B de HIV-1 e comparar tal poder de deteccdo com uma
abordagem mais sensivel e especifica baseada no uso de epitopos

autologos e restritos a moléculas de HLA de classe |.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar, em uma coorte de individuos que vivem com HIV-1
acompanhados prospectivamente desde a infeccdo precoce, controladores
da replicacao viral sem uso de antirretrovirais.

Tipar os alelos de HLA de classe | dos loci A e B dos pacientes
controladores da replicacao do HIV-1.

Sequenciar os genes vife nefdo HIV-1 destes pacientes.

Predizer epitopos em Vif e Nef, com nove a 10 aminoéacidos de
comprimento, baseados nas sequiéncias autélogas sequienciadas, restritos a
moléculas de HLA de classe I.

Caracterizar resposta imune celular contra epitopos de Vif e Nef de

HIV-1 em individuos controladores da replicagao viral.
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3. METODOS

3.1 Consideracées Eticas

Termo de consentimento livre e esclarecido foi lido e assinado por
todos os pacientes incluidos neste estudo, o qual foi aprovado pelos comités
de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Federal
de Sao Paulo (nimero do processo: 0041/08), Universidade de Sao Paulo
(nimero do processo: 4 537) e pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa

(numero do processo: 14 781).

3.2 Sujeitos da pesquisa

Amostras de sangue venoso periférico foram coletadas de seis
individuos do sexo masculino provenientes da coorte de infeccao recente
pelo HIV-1, da Universidade Federal de Sdo Paulo (Kallas et al., 2004). Os
pacientes foram considerados como recentemente infectados pelo HIV-1
quando obtiveram resultados positivos em testes de ELISA e Western Blot
para HIV-1, conforme algoritmo do Ministério da Saude brasileiro
(BRASIL, 2003), e obtiveram resultados negativos em um teste de ELISA
para HIV-1 menos sensivel (Vironostika HIV-1 micro-ELISA system,
BioMérieux, Durham, NC, EUA). Os detalhes da formacédo de tal coorte
foram publicados por Kallas et al. (2004). Os seis pacientes estudados aqui
foram classificados como controladores da replicacdo viral uma vez que a

maioria de suas quantificacdes de carga viral plasmatica, em um periodo de
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dois anos, foi menor do que 1 000 cépias/mL, sem uso de terapia

antirretroviral.

3.3 Contagens de células T CD4+ e quantificacao de carga viral
plasmatica

Contagens absolutas de células T CD4+ periféricas foram realizadas
por citometria de fluxo utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-
CD8 e anti-CD3, conjugados aos fluorocromos Isoticianato de Fluoresceina
(FITC), Ficoeritrina (PE) e Proteina de Clorofila Peridinina (PerCP),
respectivamente. Cinqlenta microlitros de sangue total foram incubados
com 20 pL do reagente TriTEST (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA), o
qual contém concentracoes equiparaveis dos trés anticorpos. Apds
incubacao de 15 minutos, as amostras foram lisadas por adicdo de 450 uL
de solucdo BD FACS Lysing (1:10; v/v). Apds nova incubacado por

15 minutos, a aquisigédo foi realizada em citdbmetro BD FACSCalibur (BD)

por meio do software MultiSet (BD). Os valores (células/mm3) destas
populacdes celulares foram calculados com base em beads de referéncia
presentes nos tubos empregados para os testes (BD TruCount Tubes, BD).
O RNA de HIV-1 presente no plasma foi quantificado, a partir de
amostras de sangue periférico coletadas em EDTA e fracionadas em até
4 horas ap0s a coleta, por meio da amplificagdo de uma regiao do gene gag
do RNA viral em um ensaio quantitativo de RT-PCR (reverse transcriptase -
polymerase chain reaction) (Amplicor Monitor, Roche, Brandenburg, NJ,

EUA) até janeiro de 2007. Apés tal data, o ensaio foi substituido pelo ensaio
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de ramificacdo do DNA, mais sensivel (Versant® - branched DNA HIV-1.0

ASSAY, Bayer Health Care LLC, Tarrytown, NY, EUA).

3.4 Tipagem dos alelos de HLA de classe | dos loci Ae B

Os alelos de HLA de classe | dos loci A e B dos seis pacientes
controladores e de um grupo ainda maior de 161 individuos HIV-1 positivos
acompanhados desde a infecgcdo recente foram tipados com resolucéo
média utilizando-se amplificacdo especifica por PCR (polymerase chain
reaction) com o ensaio comercial Pel-Freez SSP UniTray (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA). Foram adicionados DNA gendmico isolado de células
sanguineas, enzima DNA polimerase Taq e 4gua a cada um dos 96 pocos
de uma placa, cada um contendo iniciadores de amplificacdo por PCR,
bases nucleotidicas e solugcdes tamponantes. Assim, a presenca de
diversos alelos dos loci A, B e Cw foi testada simultaneamente neste ensaio.
As placas, contendo os reagentes citados, misturados, foram submetidas a
cinco ciclos de amplificacao de 96°C, por 25 s, 70 °C, por 50 s e 72 °C, por
45 s, 21 ciclos de 96 °C, por 25 s, 65 °C, por 50 s e 72 °C, por 45 s, e quatro
ciclos de 96 °C, por 25 s, 55 °C, por 60 s e 72 °C, por 120 s em
termociclador (GeneAmp® PCR System 9700 — Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Os produtos da amplificagdo foram entdo submetidos a
eletroforese em gel de agarose na concentracdo de 2 % e as bandas
separadas foram observadas apds coloracdo com Brometo de Etideo em

transluminador de luz ultravioleta. A presenca de banda no gel é analisada
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como a positividade para o alelo testado no poco onde ocorreu a

amplificagcdo gendémica.

3.5 Seguenciamento de vife nef de HIV-1

O genoma completo do HIV-1 proviral, ou seja, a seqliéncia genética
do virus inserida no genoma do hospedeiro, foi obtido a partir de DNA
isolado de CMSP (células mononucleares do sangue periférico) coletadas
na visita mais precoce dos pacientes, apos ingressarem na coorte. Foram
amplificados cinco fragmentos sobrepostos de 1,8 a 3,0 kb cada, usando a
técnica de nested-PCR, e sequenciados em sequUenciador automatico
(ABI 3130, Applied Biosystems), como descrito previamente (Sanabani et al.,
2006). Os dados a partir dos fragmentos seqtienciados foram editados e as
sequéncias foram montadas de forma contigua pelo programa Sequencher
4.0 (Gene Code Corp, Ann Arbor, MI, EUA). As seqiéncias de vif e nef
foram alinhadas com sequiéncias de referéncia empregando-se o programa
Clustal_X 1.81 e posteriormente editadas manualmente (Thompson et al.,
1997). Arvores filogenéticas foram criadas pelo método de maxima
verossimilhanga implementado no programa PHYML (Anisimova e Gascuel,
2006) utilizando o modelo de substituicado GTR + | + G e uma arvore BIONJ
de partida. Procura heuristica por verossimilhanga foi realizada pelo
algoritmo SPR de troca entre clados. A divergéncia baseada na substituicao
de aminoacidos por posicdo dentro das seqiéncias de Vif e Nef foi
calculada pelo método de correcao de Poisson com o programa Mega 4.0

(Tamura et al., 2007).
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3.6 Predicao e sintese de epitopos restritos ao HLA de classe |

Foi utilizada uma abordagem multivariada para predicao de epitopos,
baseada no uso consensual de varios métodos preditivos disponiveis
(Peters et al., 2006). Entre estes métodos, foram empregados os algoritmos
ARB (average relative binding), SMM (stabilized matrix method) e ANN
(artificial neural network), disponiveis na base de dados IEDB (Immune
Epitope Database). Também foram utilizados os métodos matriciais
disponiveis em NetMHC e matrizes PSCL (positional scanning combinatorial
library). ARB, SMM e ANN predizem a afinidade quantitativa de ligagéo.
ANN é um modelo ndo-linear e ARB e SMM geram matrizes de pontuacao
para a afinidade de ligagdo predita (You, 2007; Zhang et al., 2008). As
sequéncias protéicas de Vif e Nef do consenso B do HIV-1 e dos virus
autologos isolados dos seis pacientes controladores foram rastreadas para
identificar peptideos 9-meros ou 10-meros que potencialmente se ligariam
as moléculas de HLA de classe |, locus A e B, destes seis pacientes.

A todos os peptideos rastreados foram dadas pontuagdes de potencial
ligacdo as moléculas de HLA e estes peptideos foram entao ordenados em
uma lista de acordo com suas pontuacdées. Quando houve mais de um
método disponivel para a predicdo de ligacdo uma molécula de HLA
especifica, os peptideos foram reordenados com base na pontuacao
mediana obtida com os métodos empregados. Quando ndo houve um
algoritmo disponivel para um alelo de HLA especifico, as predicbes foram
baseadas em um algoritmo para outro alelo na mesma familia ou um alelo

dentro do mesmo supertipo de HLA. Os 2,5 % peptideos melhor pontuados
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foram escolhidos para serem sintetizados como material bruto liofilizado.
Foram, entado, ressuspendidos na concentracdo de 20 mg/mL em DMSO
(dimetil-sulféxido) (100%) e, posteriormente, diluidos nas concentragées

necessarias também em DMSO (100%).

3.7 Ensaio de Enzyme-linked immunospot (ELISPOT) para interferon
gama (IFN-y)

Foram realizados dois grupos de experimentos de ELISPOT para
deteccdo da producdo de IFN-y antigeno-especifica. No primeiro, foram
utilizados peptideos 15-meros sobrepostos por 11 aa correspondentes as
proteinas completas Vif e Nef do consenso B de HIV-1 (NIH AIDS Research
and Reagent Program, Rockville, MD, EUA) na concentracao final de
10 pg/mL. No segundo grupo de experimentos, foram utilizados peptideos
de nove ou 10 aa preditos para se ligar as moléculas de HLA de classe | dos
loci A e B dos seis pacientes estudados na mesma concentracdo. Para cada
paciente, o numero de peptideos restritos a moléculas de HLA variou de
70 a 110. Destes, alguns foram preditos baseados na sequéncia do
consenso B do HIV-1 e outros baseados nas seqiéncias autblogas
produzidas (Tabela 1). Resumidamente, placas de 96 pocos de fundo chato
de nitrocelulose (Multiscreen, Millipore, Bedford, MA, EUA) foram
sensibilizadas com 0,5 ug de anticorpo monoclonal anti-IFN-y (Mabtech,
Nacka, Suécia) por 2 h a 4 °C. As placas foram lavadas trés vezes com
PBS(1x) e meio de cultura RPMI 1640 suplementado com penicilina,

estreptomicina e 10 % de soro fetal bovino (R10), que foi adicionado por
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30 minutos a 37 °C em pressdo de CO»de 5 %. Em seguida, 1,0x10° CMSP,
ressuspendidas em R10, foram adicionadas aos pogos. Os pocos também
contiveram cada um dos peptideos de Vif ou Nef, Concanavalina-A (controle
positivo) ou somente 2,0 uL de DMSO (100%) sem nenhum peptideo
(controle negativo). As placas foram incubadas por 16 horas a 37 °Cem 5 %
de pressao de CO. e, ap6s este periodo, as células foram descartadas.
Apé6s lavagem das placas cinco vezes com PBST(1x) (PBS(1x) contendo
0,05 % de Tween 20), 0,05ug de anticorpo monoclonal anti-IFN-y biotinilado
(Mabtech) foram adicionados e as placas foram incubadas por mais 2 horas
em temperatura ambiente. Seguindo cinco outras lavagens adicionais com
PBST(1x), 0,07 pg de fosfatase alcalina (Vector Laboratories Inc.,
Burlingane, CA, EUA), em 50 pyL de PBS(1x) foram adicionados em cada
poco e mantidos por 1 hora em temperatura ambiente. Apds outras cinco
lavagens com PBST(1x), 50 uL do substrato BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA) foram adicionados e as placas foram mantidas em temperatura
ambiente até ser visivel a identificacdo clara de pontos nos pocgos. Os
pontos foram contados empregando-se estereomicroscopio automatizado
(KS ELISPOT, Zeiss, Oberkochem, Alemanha) ou o equipamento AID
reader (AID, Oberkochem, Alemanha). As respostas imunes celulares
especificas as proteinas do HIV-1 testadas foram registradas tendo como
unidade o nimero de unidades formadoras de pontos (UFP/1,0x10° células),
apos subtracdo do valor de pontos registrado no poco do controle negativo.

Uma resposta imune celular contra um determinado peptideo foi
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considerada positiva quando o nimero de UFP excedeu 55 UFP/1,0x10°
células e foi pelo menos quatro vezes maior do que o0 numero de
UFP/1,0x10° células no poco do controle negativo (Coplan et al., 2005)

(Figura 1).

Tabela 1 - Numero de peptideos testados para cada paciente nos ensaios

de ELISPOT-IFN-y

EPITOPOS RESTRITOS A MOLECULAS DE

HLA-I ——— PEPTIDEOS 15-MEROS
PACIENTE Seqiiéncias  Seduéncia DO CONSENSO B
TOTAL qu do consenso
autélogas B
70 34 36 95
1022 (Vif: 35; Nef:  (Vif: 16: Nef: 18)  (Vif: 19; Nef: 17) (Vif: 46; Nef: 49)
35)
84 35 49 95
1068 (Vif: 38; Nef:  (Vif: 16; Nef: 19)  (Vif: 22; Nef: 27) (Vif: 46; Nef: 49)
46)
100 51 49 95
1073 (Vif: 51; Nef:  (Vif: 28; Nef: 23)  (Vif: 23; Nef: 26) (Vif: 46; Nef: 49)
49)
94 42 52 95
1098 (Vif: 53; Nef:  (Vif: 27; Nef: 15)  (Vif: 26; Nef: 26) (Vif: 46; Nef: 49)
41)
100 44 56 95
1103 (Vif: 47; Nef:  (Vif: 23; Nef: 21)  (Vif: 24; Nef: 32) (Vif: 46; Nef: 49)
53)
110 50 60 95
2017 (Vif: 57; Nef: (Vif: 26; Nef: 24)  (Vif: 31; Nef: 29) (Vif: 46; Nef: 49)

53)
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Figura 1. Comparacao dos resultados obtidos com os experimentos de ELISPOT-IFN-y com os peptideos 15-meros e o0s

HLA-restritos, para um paciente (Legenda na pagina oposta).



Figura 1. Comparacao dos resultados obtidos com os experimentos de
ELISPOT-IFN-y com os peptideos 15-meros e os HLA-restritos, para um
paciente. A figura mostra duas placas de ELISPOT nas quais foram
testados 46 peptideos 15-meros sobrepostos por 11 aa que recobrem toda
a extensao da sequéncia do consenso B da proteina Nef (placa acima, a
esquerda) e peptideos preditos para se ligar nas moléculas de HLA de
classe | do paciente 1103 a partir das seqliéncias do consenso B do HIV-1 e
autéloga (placa acima, a direita). Abaixo das placas, os graficos com os
valores de UFP/1,0x10° células que cada peptideo testado foi capaz de
gerar nos ensaios. Na parte inferior da figura, a esquerda, graficos de barras
sobrepostas onde cada pedaco da barra corresponde a um peptideo
positivo nos ensaios e sua altura, assim como a altura total da barra,
corresponde ao valor de UFP/1,0x10° células. Na parte inferior da figura, a
direita, as seqUéncias dos peptideos positivos representados no grafico de
barras ao lado.
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4. RESULTADOS

No presente estudo, foram investigadas respostas imunes celulares
em seis individuos infectados pelo HIV-1 controladores da replicagéo viral.
Todos os pacientes possuiam infecgcdo documentada por pelo menos trés
anos, com duragdo média, entre os seis, de quatro anos. Foram realizados
ensaios de ELISPOT-IFN-y com peptideos 15-meros sobrepostos por 11 aa,
recobrindo por completo as sequéncias de Vif e Nef do consenso B de
HIV-1. Também foram utilizados peptideos restritos a moléculas de HLA de
classe | preditos a partir da mesma sequéncia do consenso B e também a

partir de sequéncias autbélogas dos virus destes seis pacientes estudados.

41 Contagens de células T CD4+ e quantificacido da carga
plasmatica de HIV-1

Os seis pacientes relataram ser homossexuais e provavelmente foram
infectados por coito desprotegido. Todos foram acompanhados clinicamente
desde o diagnoéstico da infeccdo na fase precoce. Os niveis de RNA viral no
plasma e as contagens de células T CD4+ periféricas foram determinados
aproximadamente a cada trés meses, por pelo menos 1 200 dias. A maioria
das quantificagdes de carga viral plasmatica esteve abaixo de 1 000
cépias/mL para todos os pacientes e a média das contagens de células T
CD4+ em sangue periférico foi de 642 células/mm?, variando de 353 a 1 097
células/mm?® (Tabela 2). Somente dois individuos (1068 e 1022) tiveram

cargas virais ocasionais acima de 2 000 cépias/mL durante seu
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acompanhamento clinico. O paciente 1098 teve cargas virais esporadicas
acima de 1 000 e 2 000 copias/mL. Os pacientes 1073, 1103 e 2017
apresentaram valores de RNA viral no plasma sempre abaixo dos limites de
deteccao dos testes empregados, 400 cépias/mL e 50 copias/mL para os
testes da Roche e da Versant, respectivamente (Figura 2). Nenhum
paciente € homozigoto para o polimorfismo CCR5A32, relacionado com
protecdo a infeccao e progressao da doenga (Liu R. et al., 1996) e somente
o paciente 1068 foi heterozigoto para o alelo CCR5A32. Também foi
investigada a presenca de infeccao ativa por GBV-C, associada a beneficio
para o curso da infeccdo pelo HIV-1 (Rodriguez et al., 2003; Tillmann et al.,
2001), e nenhum dos seis pacientes apresentou resultado positivo para

amplificacao do RNA de GBV-C.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas dos pacientes estudados

ALELOS VARIACAO DAS

paciENTE . DEHLA1 _ CLPe TRE conTacens pe ACOMERTATENTO
Locus Locus (copias/mL) CEI__l!LASfT C3D4+ (dias)
A B (células/mm?®)

1022 02 02 14 52 2090 384-819 2 063
1068 03 29 70 58 7 260 721-1 035 1546
1073 01 34 35 57 < 400 433-762 1498
1098 03 26 27 57 807 654-882 1169
1103 01 02 35 57 <400 601-909 1162

2017 02 11 39 53 < 400 518-1030 1904
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Figura 2. Carga viral plasmatica de HIV-1 nos pacientes estudados,
durante seu acompanhamento clinico. Quantificagbes de carga viral
plasmatica de HIV-1, nos seis pacientes investigados, foram realizadas
pelos ensaios de RT-PCR ou bDNA, como descritos. Os graficos mostram
os valores em copias/mL em escala logaritmica.

4.2 Superrepresentaciao de HLA-B*57 nos individuos controladores
da replicacao viral

Cento e sessenta e um individuos que participam da coorte de
infeccdo recente pelo HIV-1 tiveram seus alelos de HLA de classe | tipados.
Entre os seis controladores, incluidos nesta coorte, trés (50 %) sao
portadores do alelo HLA-B*57 (Tabela 2, Figura 3), que tem sido associado
a menor replicagdo do HIV-1 em outras coortes de pacientes controladores
(Bailey et al., 2006; Migueles et al., 2000). Em contraste, a freqtiéncia geral
de individuos portadores deste alelo em todos os 161 individuos da coorte

tipados foi de 9,9 % (16 individuos).
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A Locus A LocusB

B*57(9,9%);
Outros oito 16

alelos; 45 B*35;39

A*02;81 Qutros 19
alelos; 109
A*23;13

| B*15;28
A*26;14

A*68;17

A*30;18

(161 individuos)

B*39;15

A*03;18 B*08; 16
A*11;19 A%01;28 B*07;22 B*14; 20

Coorte de infec¢ao recente

B A*29;1 B*58;1

B*53;1

0 e B*57(50%); 3
[C e}
° = B*52;1 /

3 ;
T =
® .=
= O
2 = B*70;1
T o
[ 3N B*35;2
(SIS B*39;1 =

A®03;2 B*27;1

Figura 3. Freqiéncia de individuos HIV-1 positivos portadores dos
diversos alelos de HLA de classe | dos loci A e B. Distribuicdo da
positividade de alelos de HLA de classe | dos loci A e B em 161 pacientes
da coorte de infecgdo recente pelo HIV-1 da Universidade Federal de Sao
Paulo (A) e nos seis pacientes controladores, da mesma coorte, estudados
aqui (B). A freqléncia de individuos portadores do alelo B*57 é destacada
por estar superrepresentada no grupo de controladores.
4.3 Caracterizacao do genoma e da diversidade genética do HIV-1

A analise filogenética das sequéncias nucleotidicas de vif e nef
mostrou que todos 0s seis pacientes controladores foram infectados com
virus do subtipo B. As sequéncias de vif e nef dos virus isolados dos seis
pacientes controladores segregaram-se randomicamente entre sequiéncias

de referéncia do subtipo B e outras seqUéncias de pacientes nao

controladores sem aparente agrupamento em clados especificos (Figura 4).
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Os virus infectivos de todos os pacientes controladores apresentaram uma
organizacao genbémica intacta com matrizes abertas de leitura transcricional.
Nenhuma insercao ou delecédo grosseira foi observada tanto em vif, quanto
em nef. Entre os seis controladores, as sequéncias autdlogas de Vif e Nef
de HIV-1 diferiram da sequéncia do consenso B do HIV-1 por um valor
médio de 15,1 % e 13,6 %, respectivamente. As médias das distancias entre
as seqglUéncias autélogas e a sequéncia do consenso B dentro dos epitopos
positivos de Vif e Nef, relatados adiante, foram de 19,4 % (variagao: 9,7 % -

28,3 %) e 18,1% (variacédo: 10,8 % - 25,4 %), respectivamente.
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Figura 4. Arvores filogenéticas baseadas em seqiiéncias de vife nefde HIV-1 dos seis pacientes estudados aqui e outras



Figura 4. Arvores filogenéticas de maxima verossimilhanca. Arvores
construidas a partir de sequéncias de nef (A) e vif (B) a partir dos virus
isolados dos seis pacientes controladores estudados aqui (circulos sélidos
pretos) e de sequéncias de referéncia, para as mesmas proteinas, de todos
0s subtipos conhecidos de HIV-1 obtidas a partir do banco de dados de
LANL (ramos nomeados) sdao mostradas. As sequiéncias de nef e vif do
isolado HXB2_ LAl _llIB_BRU (K03455) HXB2 s&o mostradas em caixas
pontilhadas. As arvores estdo enraizadas em pontos médios. Os valores de
aLRT >70 % estdo indicados nos nés das arvores. O agrupamento das
sequUéncias referentes aos virus dos seis pacientes controladores com
outras sequéncias do subtipo B do HIV-1 é evidente nas arvores de nef e vif
(aLRT >85 %)
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4.4 Predicao de epitopos restritos a moléculas de HLA de classe |
Células T CD8+ preferencialmente reconhecem peptideos de oito a
11 aa de comprimento ligados a moléculas de MHC de classe |. Respostas
mediadas por células T CD8+ contra peptideos 15-meros baseados em
sequéncias consensuais do HIV-1 podem, desta forma, ndo ser capazes de
capturar completamente a complexidade do reconhecimento antigénico
mediado por células T in vivo. Para abordar este ponto, as seqiéncias
protéicas completas de Vif e Nef dos virus autélogos foram rastreadas a
procura de epitopos restritos a moléculas de HLA de classe |. As seqiiéncias
de Vif e Nef do consenso B de HIV-1 foram, da mesma forma, rastreadas.
Foram identificados 558 peptideos de nove ou 10 aa de comprimento,
restritos a moléculas de HLA de classe | dos seis controladores (70 a 110
peptideos por paciente) (Tabela 1). Depois de sintetizados, estes 558

peptideos foram utilizados individualmente em ensaios de ELISPOT-IFN-y.

4.5 Respostas imunes celulares detectadas contra peptideos 15-
meros da seqliéncia do consenso B de HIV-1

Células mononucleares do sangue periférico de cinco dos seis
pacientes controladores reconheceram epitopos em Nef e dois deles
reconheceram epitopos em Vif, por meio dos ensaios de ELISPOT-IFN-y
com peptideos 15-meros da seqiiéncia do consenso B de HIV-1. Dos 49
peptideos 15-meros que cobrem seqiiéncia de Nef (205 aa de comprimento),
cinco foram reativos. Quatro peptideos 15-meros dos 46 que correspondem

a sequéncia inteira de Vif (191 aa de comprimento) induziram producao
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significativa de IFN-y nos ensaios de ELISPOT (Tabela 3, Figura 5). A regiao
compreendida entre os aminoacidos 61 e 95 da seqiéncia do consenso B
de Nef conteve mais epitopos de células T do que qualquer outra regiao
nesta proteina; seis das oito respostas positivas detectadas estiveram
localizadas nesta regido. Contudo, concentracdo topografica similar de

epitopos positivos ndo foi observada em Vif (Tabela 3, Figura 5).
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Tabela 3 - Peptideos que estimularam respostas positivas detectados nos ensaios de ELISPOT-IFN-y

PEPTIDEOS 15-MEROS DO CONSENSO B PEPTIDEOS HLA-RESTRITOS DAS SEQUENCIAS AUTOLOGAS E DA SEQUENCIA DO CONSENSO B
PACIENTE Nef Vit Nef Vif
Seqiiéncia Posicao UFP* Seqliéncia Posicao UFP*  Segiliéncia Posicao Fonte** H:;"SEZD UFP*  Seqiiéncia Posicao Fonte*™ R::‘:l'fzo UFP*
TETYRAAVOLGITL . Mol 77.91 550 Mennuma 1esposta RRLDLSAIL . Nel.eros 1022 A0201 515 DIWNRBGRT - VI 172-180  Consensus Braoz 1o
1022 YKAAVDLSHFLKEKG Nef: 81-95 860
QVPLRPMTYKAAVDL  Nef: 73-87 705 VKHHMYISGKAKGWF  Vif: 25-39 1360 WSKRSVVGW  Nef: 5-12 Consanso B B*5801 1560 RIRTWKSLVK ~ Vif: 17-26 Cansenso B A*0z01 1645
RPMTYKAAVDLSHFL ~ Nef: 77-91 1450 MYISGKAKGWFYRHH  Vif: 20-43 925 AANNADCAW  Nef: 49-57 Cansenso B B*5801 1175 ISGKAKGWFY  Vif: 31-40 Consenso B A'2902 1695
YKAAVDLSHFLKEKG Nef: 81-95 260 RYPLTFGWCF  Nef:134-143 Consenso B A*2902 760 HLGQGVSIEW  Vif: 80-89 Consenso B B*5801 550
QVPLRPMTYK  Nef: 73-82 Consenso B/1068 A*0301 965 LALAALITPK Vif: 148-157  Gonsenso B A0301 410
1068 KAAVDLSHF Nef: 82-90 Cansenso B/1068 B*5801 780 ALAALITPKK Vif: 149-158  Consenso B A'0301 300
KLSKRIGDGW  Nef: 4-13 1068 B*5801 1665 KSLVKHHMY1 ~ Vif: 22-31 Consenso B/1068 B*5801 390
LSKRIGDGW Nef: 5-13 1088 B*5801 1710 RIKTWKSLVK ~ Vif: 17-26 1088 A'0301 1535
TAATNADCAW  Nef: 48-57 1088 B*5801 2320 KGWVYKHHY  Vif: 36-44 1068 B*5801 1230
AATNADCAW Nef: 49-57 1068 B*5801 1770
1073 no response nenhuma respesta nenhuma resposta nenhuma resposta
WVYHTQGYFPDWQNY Nef: 112-127 525 nenhuma resposta WSKRSVVGW  Nef: 5-13 Cansenso B B*5701 120 nenhuma resposta
KRSYVGWPTV  Nef: 7-16 Consenso B B2705 80
1098 AATNPOGAW  Nef: 4656 1088 F501 60
MTYTAALDL Nef: 80-88 1008 B*s701 100
WVYHTQGYFPDWQNY Nef: 112-127 835 nenhuma resposta WSKRSVVGW  Nef: 513 Consenso B B*5701 220 DARLVITTYW  Vif: 61-70 Consenso B B*5701 460
IRYPLTFGW Nef: 132-140 Consenso B B*5701 60 ENRWQVMIVW  Vif: 2-11 Consenso B/1102 B*5701 125
RPMTYKAAL Nef: 76-84 1103 B*3501 65 HLGQGVSIEW  Vif: 80-89 Consenso B/1103 B*5701 335
1103 IRFPLTFGW Nef:132-140 1103 B*5701 185 VAKLTEDRW Vif: 166-174 1103 B*5701 225
FPLTFGWCF Nef: 134-142 1103 B*3501 60
MAKEKHPEF Nef: 193-201 1103 B*3501 75
2017 QEEEEVGFPVRPQVP  Nef: 51-75 205 SPRCEYQAGHNKVG  Vif: 129-143 120 nenhuma resposta nenhuma resposta

CEYQAGHNKVGSLQY  Vif: 123-147 200

* por 10° células
** As colunas "Fonte" indicam se os peptideos HLA-restritos foram preditos a partir da seqiéncia do consenso B ou a
partir de seqiéncias autdlogas. Em alguns casos, a sequéncia do consenso B e a seqliéncia sao idénticas e entao a fonte

do peptideo estd indicada como "Consenso B/[Paciente]".
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Figura 5. Alinhamentos das seqUéncias genéticas virais e mapas das respostas imunes celulares detectadas

(Legenda na pagina oposta a pagina 31).
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Figura 5. Alinhamentos das seqliéncias genéticas virais e mapas das respostas imunes celulares detectadas (B)

(Legenda na pagina oposta).



Figura 5. Alinhamentos das seqliéncias genéticas virais e mapas das
respostas imunes celulares detectadas. As seqiiéncias dos virus isoladas
a partir dos seis controladores foram alinhadas a sequéncia do consenso B
do HIV-1. As setas representam os peptideos que estimularam respostas
positivas de produgdo de IFN-y. (A) Na primeira sequéncia, de Nef do
consenso B do HIV-1, estd o mapa das respostas imunes contra os
peptideos 15-meros sobrepostos por 11aa. As seqliiéncias abaixo suportam
0s mapas das respostas imunes detectadas contra epitopos HLA-restritos,
de nove ou 10 aa de comprimento, preditos a partir das sequéncias do
consenso B ou autélogas, para cada um dos seis pacientes controladores
estudados. (B) Sequéncias de Vif (ver a legenda da Figura 5A para a
explicacao).
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4.6 Epitopos restritos a moléculas de HLA de classe | revelaram maior
amplitude de resposta imune celular do que os peptideos 15-meros do
consenso B de HIV-1.

Células T de trés pacientes controladores reconheceram epitopos
adicionais quando os ensaios de ELISPOT-IFN-y foram realizados com os
peptideos HLA-restritos, em comparagdo com 0s ensaios realizados
utilizando-se os peptideos 15-meros do consenso B do HIV-1. Para os
epitopos de Nef restritos a moléculas de HLA de classe |, 22 respostas
positivas foram detectadas (Tabela 3, Figura 5A). Para os epitopos restritos
a HLA de classe | em Vif, houve 16 respostas positivas para producao de
IFN-y (Tabela 3, Figura 5B). Para as duas proteinas investigadas, foram
encontradas respostas positivas restritas a oito moléculas de HLA de classe
I. A maioria destas respostas foi restrita a alelos do locus B (74 %) e foi
direcionada contra epitopos em Nef (63 %).

Assim como nos ensaios que empregaram peptideos 15-meros do
consenso B recobrindo Nef, células T preferencialmente reconheceram
epitopos HLA-restritos na regido entre os aminoacidos 61 e 95 desta
proteina. Nesta regido, estiveram presente sete das 22 respostas
encontradas. Ainda, foi observada uma concentracdo adicional de respostas
de células T contra peptideos HLA-restritos na regiao dos 20 primeiros
aminoacidos de Nef (Figura 5A). Seis respostas positivas foram detectadas
nesta regido. Em contraste, andlise das respostas HLA-restritas contra Vif
nao revelou qualquer regido com tal enriqguecimento de epitopos

reconhecidos (Figura 5B).
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Foram identificadas trés regides (duas em Nef e uma em Vif), onde
peptideos 15-meros (Figura 5, setas amarelas) geraram respostas positivas
nao vistas apds estimulo com peptideos HLA-restritos (Figura 5, setas
verdes e vermelhas). De forma especifica, o peptideo Nef WY15 foi
reconhecido pelos pacientes 1103 e 1098; Nef QP15 foi reconhecido pelo
paciente 2017; e Vif VG15 e Vif CY15 foram reconhecidos pelo paciente
2017. Nenhum peptideo com nove ou 10 aminoacidos foi predito nestas
exatas regides pelas ferramentas de bioinformatica empregadas a partir das
seqUéncias autélogas ou do consenso B e dos respectivos alelos de HLA
dos loci A e B. Este pequeno numero de epitopos, entretanto, cuja resposta
foi exclusiva para os peptideos 15-meros nao prejudicou a habilidade geral
de deteccdo de um maior numero de respostas imunes celulares usando a
abordagem de predicao de epitopos baseada em alelos de HLA de classe |.

Mais respostas celulares foram detectadas contra Vif e Nef quando
foram utilizados epitopos HLA-restritos do que quando foi empregada a
metodologia convencional testando peptideos 15-meros do consenso B
(Figura 6A e 6B, respectivamente). De fato, dois aspectos do
reconhecimento mediado por células T foram maiores pelo emprego de tal
abordagem mais especifica: o0 niumero de epitopos capazes de gerar
respostas positivas e o numero total de UFP detectadas nos ensaios de
ELISPOT-IFN-y (Figuras 6C e 6D, respectivamente), ou seja, a amplitude e
a magnitude da resposta imune.

Também foi comparada a habilidade das CMSP dos seis pacientes

controladores de reconhecer peptideos 15-meros do consenso B, peptideos
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HLA-restritos preditos a partir da seqliéncia do consenso B e peptideos
HLA-restritos preditos a partir das respectivas seqgliéncias autélogas
geradas. A reatividade foi maior (em termos de freqiiéncia e de nimero de
epitopos reconhecidos) simplesmente pelo emprego dos peptideos HLA-
restritos, tendo sido eles preditos a partir da seqiiéncia consensual do

subtipo B do HIV-1 ou a partir das seqiiéncias dos virus aut6logos.
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Figura 6. Respostas imunes celulares contra peptideos de Vif e Nef detectadas com peptideos 15-meros e HLA-restritos

(Legenda na pagina oposta).



Figura 6. Respostas imunes celulares contra peptideos de Vif e Nef
detectadas com peptideos 15-meros e HLA-restritos. As barras
sobrepostas mostram o nimero de UFP/1,0x10° células identificados nos
ensaios de ELISPOT para cada um dos seis pacientes controladores para
os peptideos de Nef (A) e de Vif (B). Cada porcdo da barra indica um
peptideo e sua altura representa o valor de UFP/1,0x10° células, conforme o
eixo x do grafico. A barra da esquerda, para cada paciente, mostra as
respostas positivas detectadas com os peptideos 15-meros do consenso B
(15-mer/ConsB) e a barra da direita, para cada paciente, mostra as
respostas positivas detectadas com os peptideos HLA-restritos (HLA-restr.).
Reatividade das CMSP nos ensaios de ELISPOT contra os peptideos 15-
meros e HLA-restritos preditos a partir da sequéncia do consenso B e a
partir das seqUéncias autélogas em termos de numero de epitopos
reconhecidos (C) e em termos da magnitude da resposta, mensurada como
UFP/1,0x10° células (D).
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De fato, tanto quando foi utilizada a seqiiéncia do consenso B do
HIV-1, quanto quando foram utilizadas as seqUéncias autbélogas para
predicdo dos epitopos HLA-restritos de nove ou 10 aa, foi identificado um
maior numero de respostas positivas. O numero de respostas positivas
aumentou de quatro para 16 em Vif e de oito para 22 em Nef. Para Vif, trés
dos seis pacientes controladores tiveram aumento de resposta detectavel
contra os peptideos HLA-restritos, enquanto dois pacientes permaneceram
sem respostas detectaveis (Figura 5A). Para Nef, trés dos seis
controladores tiveram mais respostas positivas contra os peptideos HLA-
restritos e um paciente manteve-se sem respostas detectaveis (Figura 5B).
De forma interessante, a predicdo de epitopos HLA-restritos baseada na
seqUéncia do consenso B mostrou-se mais sensivel para Vif, enquanto a
predicao de epitopos HLA-restritos baseada nas sequiéncias autélogas dos
virus dos seis pacientes mostrou-se mais sensivel para Nef (Tabela 3,

Figuras 6C e 6D).
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5. DISCUSSAO

Controladores da replicacao do HIV-1 representam cerca de 1% dos
individuos infectados pelo virus (Deeks e Walker, 2007). Os seis pacientes
controladores estudados aqui tém sido monitorados por pelo menos trés
anos desde a identificacdo do estagio precoce da infeccao pelo HIV-1. De
forma geral, eles apresentaram contagens de células T CD4+ (valor médio
durante todo o acompanhamento clinico de 642 células/mm?) e valores de
carga viral plasmatica (<2 000 copias/mL) similares aos dados previamente
relatados em outras coortes de pacientes também controladores (Deeks e
Walker, 2007; Lambotte et al., 2005; Pereyra et al., 2008). Neste estudo, foi
demonstrado que a investigacdo de respostas de células T em individuos
que espontaneamente controlam a replicagdo viral a partir do uso de
peptideos 15-meros do consenso pode ser menos sensivel quando
comparada com a investigacdo de tais respostas imunes empregando-se
epitopos HLA-restritos. De fato, por meio dos peptideos HLA-restritos, foi
revelada maior amplitude de respostas imunes celulares contra epitopos de
Vif e Nef nestes seis individuos estudados.

Uma vez que a carga viral relaciona-se com a transmissdo e
progressdo para a doenca (Garcia et al., 1999; Wawer et al., 2005), a
compreensdo mais detalhada dos mecanismos pelos quais alguns
individuos infectados espontaneamente controlam a replicagdo do HIV-1

pode auxiliar no desenvolvimento de vacinas capazes de aumentar o
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controle da infecgdo, reduzir o risco de transmissdo e desacelerar a
progressao para doenca (Maciel et al., 2008; Pereyra et al., 2008; Walker,
2007). E, desta forma, crucial definir claramente as respostas imunes
celulares protetoras em coortes de sujeitos infectados pelo HIV-1 que
controlam com sucesso a replicacao viral e, entdo, buscar formas de gerar
respostas similares por meio de vacinagao.

Alguns alelos de HLA de classe | podem influenciar aspectos do
desenvolvimento da infecgdo pelo HIV-1, incluindo o controle da viremia
(Deeks e Walker, 2007; Kiepiela et al., 2004; Lambotte et al., 2005;
Migueles et al., 2000). Frequéncia aumentada do alelo HLA-B*57
(aproximadamente 85 %) foi descrita em controladores do HIV-1 em
diversos estudos (Migueles et al.,, 2000; Emu et al., 2008; Lambotte et al.,
2005). Nao inesperadamente, 0 mesmo enriquecimento da frequéncia de
portadores deste alelo, nos seis pacientes controladores estudados aqui, foi
também encontrado. Trés dos seis foram positivos para HLA-B*57. Na
coorte inteira de infeccao recente pelo HIV-1, a freqiiéncia de individuos
portadores deste alelo foi 9,9 % (16 de 161 pacientes). Apesar da forte
associagdo com o controle viral, ainda ndo é claro se o HLA-B*57 medeia
seus efeitos inteiramente via respostas de células T CD8+ especificas ao
HIV-1 ou por outros mecanismos. Tem sido demonstrado que, apesar de
portadores deste alelo geralmente apresentarem potentes respostas de
células T contra um ou mais epitopos virais altamente conservados, o
escape do virus a estas respostas ndo esta plenamente associado com

retomada da capacidade replicativa viral (Bailey et al., 2006). Ainda, é bem
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conhecido que alguns individuos controlam a replicacdo do virus mesmo
sem ser portadores de alelos “protetores” de HLA (Emu et al., 2008).

Vif, um gene auxiliar dos virus de imunodeficiéncia de primatas, é
necessario para a replicacdo do HIV-1 em linfécitos e macrofagos
(Chowdhury et al., 1996; Gabuzda et al., 1992; Zimmerman et al., 2002) e é
mantido intacto, in vivo, em pessoas infectadas (Sova et al.,, 1995). Foi
recentemente demonstrado que Vif antagoniza os fatores antivirais do
hospedeiro APOBEC3G e APOBECSF, ligando-se a eles e promovendo sua
degradacdo. Hassaine et al. (2000) demonstraram que uma assinatura
protéica precisa em Vif, a mutacdo Ser132Arg, correlaciona-se com uma
reducdo de cinco vezes na capacidade replicativa viral em progressores
lentos da infeccao pelo HIV-1. Aqui, o seqlenciamento do gene vif mostrou
que somente o paciente 1022 apresentou virus portador desta mutagao
(Figura 5B). Em contraste, o residuo extremamente conservado
1SLAQXLA™®, conhecido por ser um dos sitios de ligacdo a APOBEC (Liu
B. et al., 2004), esteve intacto nos seis controladores descritos aqui.

A importancia de Nef na patogenicidade do HIV-1 foi investigada apds
transmissdo do virus a partir de um doador de sangue HIV-1-positivo para
seis receptores. As contagens de células T CD4+ destes seis individuos
estiveram estaveis e normais por 10 a 14 anos apds a transfuséo.
Seglienciamento de seus virus apresentou sequiéncias portando delecdes
similares em nef. No presente estudo, nao foi encontrado nenhum marcador
genético em nef que pudesse demonstrar a transmissdao de uma cepa viral

atenuada aos seis pacientes controladores. Andlise filogenética das
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sequéncias de nef e vif (Figuras 4A e 4B, respectivamente) revelou que os
genes virais sequenciados a partir dos seis individuos controladores
distribuiram entre os genes de virus de outros individuos recentemente
infectados pelo HIV-1, porém nao controladores da replicagdo viral, sem
aparente agrupamento em clados especificos. Estas observacoes estao de
acordo com comparacoes realizadas ao nivel de bases nucleotidicas Unicas
de todos os genes codificantes do HIV-1 entre 95 controladores de elite e
pessoas com infeccdo progressiva. No referido estudo, a habilidade do
controle espontaneo da replicagcdo do HIV-1 nao foi atribuida a nenhum
polimorfismo genético especifico ou defeitos genéticos grosseiros no
genoma viral (Miura et al., 2008).

Estudos da histéria natural da infeccao por virus de imunodeficiéncia
de primatas em coortes de humanos infectados pelo HIV-1 e macacos
infectados por SIV mostraram que a imunidade mediada por células pode
controlar a replicacao destes virus (Deeks e Walker, 2007). Friedrich et al.
(2007) examinaram macacos resos indianos que apresentaram controle
robusto e duravel da viremia de SIVh,c239 durante a infecgao cronica. Apds
deplecao dos linfocitos T CD8+ destes animais, eles descobriram que
respostas de células T CD8+ especificas a Nef e Vif, juntamente com
respostas de células T CD4+ contra Gag, eram responsaveis pelo controle
da replicacdo do SlIVpa239. Enquanto Nef e Gag tenham ja sido
empregadas no desenvolvimento de vacinas, Vif ndo foi utilizado como um

imundgeno vacinal até o momento. Desta forma, é possivel que a geracao
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de respostas imunes celulares mediadas por células T CD8+ citotéxicas
contra Vif possa ser um importante e potente mecanismo de supressao viral.

Para otimizar um método de investigacdo das respostas de
células T CD8+ direcionadas ao HIV-1 por mensuragao intracelular de
citocinas por citometria de fluxo, Betts et al. (2001) compararam respostas a
peptideos 15-meros sobrepostos por 11 aa de Gag de HIV-1 a respostas
geradas por epitopos otimizados de oito a 11 aa de comprimento e
observaram consideravel diferenca na reatividade. Eles conjecturaram que
0os painéis de peptideos 15-meros sobrepostos podem subestimar a
deteccao da resposta HIV-1-especifica total. Isto poderia ser explicado por
varios fatores tais como a localizacao da sequiéncia reconhecida dentro do
peptideo 15-mero, os efeitos da sobreposicdo dos aminoacidos nos
peptideos e potenciais diferencas nas seqliéncias entre os peptideos e os
virus autélogos. De fato, entre os pacientes investigados no presente estudo,
as sequUéncias autélogas de vif e nef de HIV-1 diferiram da seqUéncia do
consenso B do HIV-1 por valores médios de 151 % e 13,6 %,
respectivamente.

Um estudo prévio avaliou as respostas imunes celulares contra outras
proteinas do HIV-1 utilizando seqiéncias autélogas do virus. Altfeld et al.
(2003) demonstraram a maior utilidade do uso de seqUéncias autdlogas
para detectar respostas imunes a Tat e Vpr. Eles também sugeriram que as
respostas imunes podem ser subestimadas pelo uso de ensaios
empregando peptideos baseadas em seqgliéncias consensuais. Contudo, o

mesmo efeito ndo pode ser detectado para as respostas direcionadas a Gag,
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o0 que poderia refletir menor diversidade estrutural desta proteina,
comparada as proteinas acessérias Tat e Vpr.

No presente estudo, algumas regides em Nef e Vif foram capazes de
gerar respostas positivas quando foram empregados peptideos 15-meros
mas nao quando foram utilizados peptideos HLA-restritos (por exemplo, o
peptideo Nef WY15 e o peptideo Vif VG15, Figura 5). Uma vez que os
peptideos 15-meros sdo capazes de estimular tanto células T CD4+ quanto
células T CD8+ (Betts et al., 2001), é possivel que algumas destas
respostas especificas exclusivamente detectadas com peptideos 15-meros
tenham sido mediadas por células T CD4+ ou, ainda, sejam mediadas por
células T CD8+ mas restritas a moléculas de HLA de classe | do locus Cw.
Em contraste, os peptideos preditos para se ligar a moléculas de HLA de
classe | de tamanho menor, nove ou 10 aa, sdo supostamente capazes de
estimular somente células T CD8+. Desta forma, poder-se-ia esperar maior
deteccao de respostas positivas contra os reagentes 15-meros. Contudo,
nos seis pacientes investigados neste estudo, os peptideos HLA-restritos
foram capazes de detectar mais respostas positivas do que foram capazes
os peptideos 15-meros, sugerindo que os epitopos HLA-restritos preditos
sao melhores na investigacao de respostas imunes de linfécitos T CD8+ do
que os peptideos 15-meros. A inabilidade das ferramentas de bioinformatica
empregadas para predizer estes epitopos particulares, detectados somente
com os reagentes 15-meros, e mutacgdes virais, incluindo as de escape,
também poderiam explicar porque estas respostas somente foram

detectadas no primeiro grupo de experimentos de ELISPOT-IFN-y. Aqui,
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nao foi investigada a ocorréncia de mutacées de escape por meio de
seqlenciamento genético viral em um segundo momento do
acompanhamento clinico dos pacientes estudados.

Em conjunto, os dados apresentados sugerem que respostas imunes
celulares contra Vif e Nef e, possivelmente, outras proteinas acessérias de
virus de imunodeficiéncia de primatas, podem ser mais amplas do que tem
sido demonstrado em outros estudos. Os peptideos preditos para ligacao a
moléculas de HLA de classe | a partir de seqliéncias autélogas aumentaram
a habilidade de detectar respostas celulares positivas contra peptideos em
Nef mas ndo em Vif. Mesmo assim, peptideos HLA-restritos de Vif também
se mostraram mais sensiveis nos ensaios realizados, uma vez que a
predicdo de peptideos baseada na sequéncia do consenso B do HIV-1
gerou maior deteccao de respostas positivas em dois dos seis pacientes e,
em um outro paciente, os peptideos HLA-restritos baseados nas seqiiéncias
autdlogas foram mais sensiveis, enquanto dois pacientes permaneceram
sem respostas detectaveis. Como conclusdo, este estudo sugere que a
selecao de peptideos baseada nos alelos de HLA de classe | do individuo
cujas respostas imunes serdo investigadas, seja a partir de sequiéncias
autdlogas ou consensuais, pode ser importante na definicdo de respostas
mediadas por células T CD8+ antigeno-especificas ndo somente em
individuos que controlam com sucesso a replicagao viral, mas em qualquer

individuo infectado pelo HIV-1.
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6. CONCLUSOES

O mapeamento das respostas imunes celulares direcionadas contra Vif
e Nef de HIV-1 por meio de predicdo de epitopos HLA-I-restritos mostrou
que a resposta imune celular nos individuos controladores da replicacao do
HIV-1 é ampla.

Desta forma, apdés comparacdo dos resultados obtidos com o
mapeamento por ELISPOT utilizando peptideos 15-meros baseados na
seqUéncia consenso do subtipo B com os resultados obtidos pelo
mapeamento utilizando epitopos HLA-I-restritos, foi possivel demonstrar que
0S mapeamentos convencionais podem subestimar a amplitude de
respostas imunes celulares em individuos HIV-1-positivos.

O uso dos epitopos HLA-I-restritos preditos a partir de seqliéncias
virais autélogas ou consensuais podem aumentar a sensibilidade dos

ensaios de ELISPOT-IFN-y.
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7. ANEXOS

Anexo |. Aprovacdo do Comité de Etica do HC-FMUSP (CAPPESQ)

dand 1
A

PARECER CONSUBSTANCIADO - CAPPESQ - HCFMUSP
PROTOCOLO DE PESQUISA CAPPESQ N° 1391/09

TITULO DA PESQUISA: RESPOSTA VIF-ESPECIFICA MEDIADA POR CELULAS T
CD8+ EM INDIVIDUOS QUE CONTROLAM A REPLICACAO DO HIV

PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: Dr. Esper Georges Kallds

PESQUISADOR (A) EXECUTANTE: Leandro Fagundes Tarosso

INSTITUICAO ONDE SERA REALIZADO: Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP — Departamento de Clinica Médica - Disciplina de
Imunologia Clinica e Alergia

AREA TEMATICA: Pesquisa com Cooperacdo Estrangeira

Consiste de projefo de pesquisa multicentrico com finalidade
academica e cooperacdo estrangeira que pretende demonstrar o
papel de linfocitos CD8+ T especificos para Vif na replicacdo de HIV .
Esse estudo pode propiciar informacdes importantes na criacdo de uma
vacina, bem como democis terapias imunologicas. O presente projeto
consta ser mulficentrico e os autores apresentam a aprovacdo com
recomendacdo do protocolo pela CONEP.

O centfro coordenador é o da UNIFESP, os autores apresentam
documento de que o presente projeto é igual ao aprovado pela
UNIFESP e pela CONEP.

O Termo de Consentimento possui 3 pdginas e sua linguagem &
simples e de facil entendimento.

Diante do exposto a CAPPesq de acordo com as atribuicées definidas
na Res. 196/96 manifesta-se pela aprova¢do do projeto, podendo ser
iniciado pois conta a aprovagcdo da CONEP para o 1° Centro -
“Universidade Federal de Sdo Paulo/UNIFESP/EPM".

%,_.,,,A-,————’

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente da Comisséo Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa
27/01/2010
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APROVACAO

A Comisséio de FEfica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de 27/01/2010, APROVOU o©s
documentos abaixo referentes ao Protocolo de Pesquisa n° 1391/09 , intfitulado:
“Resposta Vif-especifica mediada por células T CD8+ em individuos que controlam a

replicagdo do HIV", apresentado pelo Departamento de Clinica Médica.

e Protocolo do Estudo vers&o de 28/05/2009.
¢ Manual do Estudo 2009.
¢ Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Cabe ao pesquisador elaborar € apresentar & CAPPesq,
os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdio do Conselho Nacional de
Sadde n° 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra “c”).

Este  Projeto, apresentado pelo Primeiro-Centro
“Universidade Federal de Sdo Paulo/UNIFESP/EPM" foi aprovado pela CONEP
(Parecer n°522/2008 datado de 20/08/2008).

Pesquisador(a) Responsdvel: Dr. Esper Georges Kallds

Pesquisador(a) Executante: Leandro Fagundes Tarosso

CAPPesq, 27 de janeiro de 2010 de 2008.

B

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente da Comisséo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Ffica para Andlise de Projefos de Pesquisa do HCFMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S¢io Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - SGo Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesa@hcnet.usp br / secretariacappesq2@henet.usp.br
hf

ANEXO II. Aprovacédo do Comité Nacional de Etica em Pesquisa
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP \\05

PARECER N° 522/2008
Registro CONEP: 14781 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE —0020.1.174.000-08 Processo n® 25000.060449/2008-13
Projeto de Pesquisa: “Resposta VIF-especifica mediada por células T CD8+ em individuos que
controlam a replicagdo do HIV — Protocolo Al073230-01A1, Versdo em portugués de 13/07/07 -
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Versao de 13/07/07

Pesquisador Responsavel: Esper Georges Kallas

Instituigdo: Universidade Federal de $S4o Paulo/UNIFESP/SP (1° Centro)

CEP de origem: UNIFESP/EPM/SP

Area Tematica Especial: Cooperagao estrangeira

Patrocinador: National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) - National Institutes of
Health.

Sumério Geral do Protocolo ‘

Para o desenvolvimento de uma vacina contra a AIDS, sera importante definir as respostas
eficazes mediadas por linfocitos T CD8+ contra alvos vacinais no HIV e no SIV. Estes linfécitos
devem ser direcionados contra epitopos gue sejam derivados de regides do genoma viral nas quais
as variagbes genéticas sejam pouco toleradas devido ao custo ao filness viral, e sejam
reconhecidos por linfocitos T CD8+ que eficientemente controlam a replicagao viral in vitro em
linfécitos T CD4+ autdlogos.

O objetivo geral deste estudo é determinar o papel de respostas de linfocitos T CD4+eT
CD8+ Vif-especificas no controle da replicagéo viral preservando a resposta imunolégica em
individuos infectados pelo HIV. Esta informagéo ird provavelmente ser usada no planejamento de
uma vacina anti-HIV candidata, baseada em cepas circulantes no pais e em respostas
imunolégicas de pacientes brasileiros.

Os objetivos especificos serdo: 1) Sequenciar o gene Vif autélogo obtido a partir de, pelo
menos, 16 individuos infectados que controlam a replicagdo viral e 16 que sdo incapazes de
controla-la. Il) Utilizar os alelos de HLA destes individuos para predizer os epitopos nas seqiéncias
de Vif autdlogos reconhecidos por linfocitos T CD8+. Ill) Investigar se linfocitos T CD8+ destes
individuos respondem aos peptideos de tamanhos minimos e caracteristicas 6timas por meio dos
ensaios de CIC e ELISPOT. IV) Determinar se linfocitos T CD8+ Vif-especificos controlam a
replicagéo viral através do novo Ensaio de Supressao Viral (ESV).

Os individuos serdo identificados na Clinica de Atendimento de Doengas Infecciosas de
Universidade Federal de Sao Paulo. Serdo recrutados 32 individuos infectados pelo HIV-1 que
preencham os critérios de inclusdo de carga viral para controladores e ndo controladores de
viremia. Serdo incluidos neste estudo, individuos com idade entre 18 e 21 anos, criangas com
menos de 18 anos n3o serdo recrutadas ou estudadas neste projeto, mas esperamos que sejam
beneficiadas indiretamente pelos resultados obtidos.

Os individuos incluidos no estudo participarao de visitas iniciais e de seguimento para
avaliagio de seu historico clinico e exame médico. Amostras de sangue serfo obtidas para ensaios
laboratoriais. Médicos treinados conduzirdo as visitas clinicas. Elas incluirdo  informagao
comportamental detalhada relacionada com caracteristicas sociais, estado de saude incluindo
sintomatologia, histéria sexual, de exposigéo a drogas, estado psicolégico e atitudes de risco para
DSTs. As amostras de sangue serdo obtidas usando venipungéo; soro, plasma e PBMCs seréo
processados e armazenados. .

Todos os participantes infectados pelo HIV serdo atendidos, entrevistados e terdo amostras
coletadas em uma clinica de atendimento onde sua infecgao pelo HIV sera também _monitorada por
um especialista em doengas infecciosas. Todo o processo de pesquisa sera conduzido segundo as
recomendaces de Boas Praticas Clinicas e Boas Praticas de Laboratorio
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Cont. Parecer CONEP N°522/2008

Os estudos clinicos desenvolvidos na UNIFESP/SP s3o0 confidenciais e andnimos. Toda a
equipe do projeto sera treinada nos procedimentos para manter a confidencialidade dos sujeitos de
pesquisa.

Os participantes podem se sentir desconfortavel com algumas das perguntas do estudo. Os
topicos sensiveis incluem uso de drogas, comportamento sexual, violéncia e atividades ilegais. Os
participantes, entretanto, podem escolher ndo responder qualquer pergunta e poderao parar em
qualquer parte do estudo ou do processo de avaliagdo. O estudo incluira a assisténcia clinica, o
acesso a senvigo social e de avaliago de saude mental para participantes com diagnostico de
novas infecgdes. Um pequeno risco de lesao menor ou infecg@o pela coleta de sangue sera
reduzido com a participagao de técnicos coletores experientes.

Os participantes poderao se beneficiar de um diagnéstico mais rapido do que o padrao para a
infecgd@o pelo HIV, levando a uma atengéo médica apropriada, prevengao de doencas oportunistas,
e terapia anti-retroviral. Eles receberio também aconselhamento para redugao de risco, testes de
DSTs, e aconselhamento e encaminhamento para tratamento das DSTs diagnosticadas. Receberao
ainda aconselhamento para evitar discriminagao social como conseqiiéncia do diagnostico do HIV,
esclarecendo os mecanismos da doenga e como esta pode ser apropriadamente tratada. -

Local de Realizagao

O pais de origem s30 os Estados Unidos da América. No Brasil havera a incluséo de 40
participantes, sendo 20 no centro em tela. Os centros brasileiros participantes sero: Disciplina de
Doengas Infecciosas e Parasitarias — UNIFESP — Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia — UNIFESP/SP e Universidade Federal da Bahia/BA.

Apresentagdo do Protacolo

A proposta apresentada é importante, pois poderé viabilizar possiveis estudos para uma
vacina anti-HIV. Tem como hipétese que-os individuos infectados pelo HIV, que controlam a
replicaggo viral, desenvolvem respostas efetivas de linfocitos T CD8+ especificas ao Vif.

Os curriculos Lattes dos pesquisadores, muito maior que o proprio projeto de pesquisa, valida
0s mesmo para executarem o projeto.

Nao havera o envio de material para o exterior, pois todas as amostras serdo armazenadas
no Brasil.

O projeto pretende explorar se 08 linfocitos T CD8+Vif-especifico de individuos capazes de
controlar a replicagao viral, que responde a peptideos de tamanho minimo e caracteristicas étimas,
usando para isso marcagéo de citocinas intracelulares por citometria de fluxo e ELISPOT. Sera
determinado por meio de um novo ensaio de supressao viral, se respostas mediadas por linfécitos
T CD8+ Vif especifico controlaim a replicagao da carga viral.

O projeto prevé a andlise retrospectiva e prospectiva de individuos HIV- positivos recentes
infectados recrutados no ano de 2002 na UNIFESP/SP em estudo que teve a parceria do Programa
Nacional de AIDS e o Programa Municipal de Sao Paulo e 300 portadores cronicamente infectados
acompanhado pela Universidade Federal da Bahia/UFBA/BA, com 0 objetivo aumentar a
capacidade de identificar de individuos capazes de controlar a replicagdo do HIV e também
aumentar a diversidade genética dos individuos. No protocolo é possivel certificar que foi elaborado
por pesquisadores brasileiros paseado na pesquisa anteriormente realizada no Brasil em 2002.

O projeto esta previsto para acontecer durante 48 meses.

O projeto descreve de forma clara como sera aplicado o TCLE levando em consideragao as
pessoas com dificuldades de leitura, quando sera realizada por membro da equipe com uma
testemunha presente.

Comentarios/Consideragdes

1. Contém incoeréncia em relagéo aos nimeros de participantes informade na Folha de
Rosto - 40 pessoas, com o estudo - 32 pessoas, além disso, consta a participagéo total _de
80 individuos, entretanto, por meio das informagdes do estudo, conclui-se que a pesquisa
sera realizada somente no Brasil, portanto, pede-se esclarecer o namero correto de
participantes no estudo, os paises participantes € por fim adequar as informagdes na Folha
de Rosto. )

2. O pesquisador apresenta uma carta justificando a n@o apresentagéo da aprovagao no pais
de origem em razéo do recrutamento ser somente no Brasil. Tal justificativa, ndo foi aceita
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por esta Comissdo, uma vez que independente de haver ou ndo recrutamento no pais de
origem a aprovagao se faz necessaria. Pede-se atender aos itens VII.1 e VII.2 da Res.
292/99.

3. O Termo de Consentimento Livre Esclarecido ~ TCLE contém linguagem clara e acessivel,
contém as informagdes referentes ao objetivo e procedimentos, além de descri¢do dos
beneficios, no entanto a parte destinada para as assinaturas encontra-se em uma pagina
isolada. Pede-se incorporar ao TCLE a pagina de assinaturas. Se por questdes de
configuragéo tal pagina continuar constituindo-se uma folha em separado, solicita-se o
cuidado de obter a rubrica do sujeito de pesquisa nas demais folhas do TCLE,
considerando-se a protegao do sujeito bem como do pesquisador.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de acordo
com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagio do
projeto de pesquisa proposto, devendo o CEP verificar o cumprimento das questdes acima,
antes do inicio do estudo.

Situagao: Protocolo aprovado com recomendagio

OBS: No Brasil, além do Departamento de Doengas Infecciosas e Parasitarias da Universidade Federal de
S&o Paulo/UNIFESP/SP, est4 prevista a participagdo do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da UNIFESP/SP e da Universidade Federal da Bahia/BA.

Caso ocorra modificagao nessa informacéo, o CEP do 1° Centro deve ser informado para comunicagao
a CONEP. O CEP deve enviar copia dessa comunicagdo para o pesquisador responsavel do seu Centro.
Ressalta-se que os centros_que ndo possuem Comités de Etica em Pesquisa - CEP. devem solicitar a
CONEP a indicacao de um CEP para a andlise do projeto.

NOTA: Caso na execugéo do protocolo, em um determinado Centro, haja parceria de Instituigdes no
rec_mtamento efou atenq:men(o de sujeites de pesquisa, solicita-se ao CEP correspondente que observe
cuidadosamente os seguintes aspectos, conforme exigéncias éticas explicitadas nos itens I11.3.i, V.5, VI.2.h,
Vi2i, VI3d e VI.3. g da Resolugdo CNS 196/96 e item IV.1.m da Resolucdo CNS n® 251/97. com vistas &
garantia da assisténcia ao sujeito da pesquisa, sem prejuizo ao Sistema Unico de Satde:
pam'cug r;onnas de reg:rt:rr_;'.-meénro e referéncia de sujeitos de pesquisa; se serdo pacientes do SUS e ou/
[ S, em que instituicdo estéo registrados, ou seja, qual instituicdo assume a i
Inerentes a "Instituicdo de Pesquisa: e ¢ e

2) descrigdo da infra-estrutura disponivel para a realizagéo da pesquisa;

3) vinculos do pesquisador:

4) anuéncia assinada pela diretoria técnica de instituicé ] i ! el

4 ¢oes parceiras, para assisténcia dos sujeifos de
pesquisa, quando for [

Aot q O caso, com apresentagdo de convénios ou outras relagdes envolvendo pessoas

Ressalta-se que, havendo envolvimento do SUS em ] institui ]

3 0 e { parcerias com instituigGes privadas, a avaliacdo

ﬁ:}';semi:_;;;;g; a;;r:;:;’aaas arr}bugcés (:;J S!.;s(ema CEPs-CONEP, devendo o pesquisador e o responsaégfei
S : manifestagdo do Poder Pgblico Correlato (estadual ou munici {
respectiva Assessoria Juridica, em cumprimento & Lei Organica da Sadde 8080/91. R

Brasilia, 20 de agosto de 2008.

Coordenadqra da CONEP/CNS/MS
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