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RESUMO

Santana VC. Desenvolvimento de estratégias para aumento da imunogenicidade da
vacina de DNA HIVBr18 baseadas na fusdo com a glicoproteina D do herpes virus
humano tipo 1 e na coadministracdo de citocinas [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2014.

A formulacdo HIVBrl18, previamente desenvolvida e testada, € uma vacina de DNA que
codifica 18 epitopos CD4, promiscuos e conservados do HIV-1, e que apds imunizacao
de camundongos transgénicos para diversas moléculas de HLA de classe Il humanas,
observou-se proliferagdo de linfocitos T CD4+ e CD8+ e producdo de IFN-y
direcionadas a multiplos epitopos codificados pela vacina. Abordamos aqui estratégias
baseadas na fusdo ou combinacdo dos epitopos codificados pela vacina HIVBri8 a
glicoproteina D (gD) do HSV-1, e também na coadministracdo de plasmideos que
codificam citocinas (IL-2, -12, -15 e GM-CSF) visando aumentar a imunogenicidade de
HIVBr18. A sequencia de DNA que codifica os 18 peptideos da vacina HIVBr18 foi
amplificada por PCR e clonada em um plasmideo que abrigava a sequencia da gD do
HSV-1. dando origem ao plasmideo pVAX-gDh-HIVBri18. Animais imunizados com
gDh-HIVBr18 apresentaram resposta imunoldgica similar ao grupo que recebeu
somente HIVBr18, ndo sendo diferente também daqueles que receberam plasmideos
gDh-HIVBr18 que sofreram alteracdes nas sequéncias para melhorar o padrdo de
distribuicdo hidrofobica e permitir a migracdo da proteina de fusdo para o meio
extracelular. Construimos e testamos um plasmideo bicistrénico que expressa gDh e
HIVBr18 isoladamente, mas também ndo observamos aumento na resposta imune
induzida. A coadministracdo com o plasmideo HIVBr18 e plasmideos que codificam as
citocinas 1L-12, IL-15 e GM-CSF, proporciona um aumento na magnitude da resposta
imunologica induzida contra o pool de peptideos codificados pela vacina, entretanto
sem alteracdo da amplitude da resposta. Além disso, o plasmideo de GM-CSF induziu
maior numero de células T CD4+ polifuncionais. Demonstramos também que a
coadministracdo do plasmideo que codifica GM-CSF, induz uma resposta imune celular
de maior magnitude mesmo em uma condigéo de dose reduzida. Entretanto, observamos
que esta citocina ndo é um bom adjuvante quando utilizamos como vetor de imunizagao
um adenovirus que expressa 0s 18 epitopos.

Descritores: HIV-1; Vacinas de DNA; Adjuvantes imunoldgicos; Vacinas contra a aids;
Citocinas; Proteinas do envelope viral; Herpesvirus humano 1; Fator estimulador de
colénias de granuldcitos e macrofagos; Camundongos endogamicos BALB C..



VI

ABSTRACT

Santana VC. Developing strategies for increasing the immunogenicity of DNA vaccine
HIVBri8 based on fusion with human herpes virus type 1 glycoprotein and cytokine
coadministration [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2014.

The formulation HIVBri18, previously developed and tested, is based on a DNA vaccine
encoding 18 conserved and promiscuous HIV-1 CD4 epitopes and after immunization
of transgenic mice for many human HLA class 1l molecules using this DNA vaccine,
could be observed proliferation of CD4+ and CD8+ T cells and IFN-y production
directed to multiple epitopes encoded by the vaccine. We intend to explore here,
strategies based on fusion or combination of epitopes encoded by HIVBri8 vaccine
with glycoprotein D (gD) of HSV- 1 and also the coadministration of cytokine-encoding
plasmids (plL-2, -12, -15 and pGM -CSF) aiming to enhance immunogenicity of
HIVBr18. The DNA sequence of epitopes encoded by HIVBr18 vaccine was amplified
by PCR and cloned into a plasmid that contained the sequence of gD, giving rise to
plasmid pVAX-gDh-HIVBri8. After mice immunization, animals immunized with this
construct showed similar immune response to the group that received HIVBr18, and
also the group of animals that received gDh-HIVBr18 plasmid that had been modified
by exchange in peptides order to assure to the molecule a better hydrophobic
distribution and allow translocation to the extracellular face of cell membrane. We
constructed and injected mice with a bicistronic plasmid expressing gDh and HIVBr18,
simultaneously and isolated, but no increase in the magnitude of the immune response
was observed. HIVBr18 coadministration with cytokine-encoding plasmids plL-12,
pIL-15 and pGM-CSF, provides an increase in the magnitude of immune response
induced against the peptides encoded by the vaccine, and similar breadth. In addition,
co-immunization with pGM-CSF induced greater number of polyfunctional CD4 + T
cells. We also demonstrate that, even in a low dose approach coadministration of pGM-
CSF induced a higher immune response than HIVBrl8 alone in the same dose.
However, we observed that this cytokine is not a good adjuvant when used in
combination with an adenovirus that expresses the 18 HIV-1 epitopes.

Descriptors: HIV-1; Vaccines, DNA; Adjuvants, immunologic; Aids vaccines;
Cytokines; Viral envelope proteins; Herpesvirus 1, human; Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor; Mice, inbred BALB C.



1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), causada pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), é uma doenca sexualmente transmissivel, mas
também adquirida pelo contato com sangue e hemoderivados e passivel de transmisséo
materno-fetal. A infeccdo pelo HIV se caracteriza por um longo periodo de laténcia,
durante o qual ocorre a deplecdo progressiva de células do sistema imunolégico,
culminando em um estado de profunda imunodeficiéncia, seguida de morte (1). Este
virus € um membro da familia lentiviridae e ha dois tipos de HIV: HIV-1 e HIV-2,
sendo o primeiro o principal responsavel pela pandemia, e o segundo endémico na
regido oeste da Africa. A infeccdo causada pelos dois virus é diferente, sendo aquela
causada pelo HIV-1 a que evolui para AIDS com mais rapidez, e a causada pelo HIV-2,
aquela que apresenta menores indices de morbi/mortalidade. Embora o conhecimento
em relacdo a epidemiologia, patogenia da doenca e a resposta imune a infeccdo tenha
avancado consideravelmente ao longo dos mais de 30 anos ap6s o descobrimento da
AIDS/HIV no inicio dos anos 1980 por Robert Gallo e Luc Montagnier, até o0 momento
n&o existe uma vacina eficaz contra o HIV.

Neste sentido, ha alguns anos, foi desenvolvida e vem sendo testada uma vacina
anti-HIV chamada HIVBri18. Esta compde uma formulagdo baseada em plasmideos de
DNA que codificam 18 epitopos conservados e promiscuos do HIV-1 (clado B). No
presente trabalho aprofundamos os conhecimentos sobre esta formulacdo vacinal ja
existente, associando diversas estratégias que visaram a melhora na resposta

imunoldgica induzida por ela. Nossos resultados mais relevantes apontam que citocinas



como, por exemplo, GM-CSF, quando coadministrados a esta formulagdo aumentam a

magnitude da resposta imune celular induzida.

1.1 Epidemiologia e ciclo de vida do HIV-1

A infeccdo pelo HIV-1 atinge hoje cerca de 35 milhdes de pessoas, tendo
ocorrido 2,5 milhGes de novos casos e 1,7 milhdes de mortes no ano de 2011. Politicas
de prevengéo tem conseguido reduzir a incidéncia anual desta doenca em mais de 30%
desde 2001. Aproximadamente, dois tercos dos adultos e das criangas infectadas pelo
HIV-1 vivem na Africa subsaariana (UNAIDS, 2013). No Brasil, foram notificados
656.701 casos de infeccdo pelo HIV-1 até 2012 (Ministério da Saude — DST/AIDS,
2012). Apesar de existir uma tendéncia na reducdo no nimero de novas infeccdes pelo
HIV-1, e no aumento da sobrevida deste pacientes, estima-se que o elevado indice de
mortalidade ainda se mantém devido ao acesso inadequado a prevencdo e tratamento em
muitos paises (2).

O HIV-1 tem a capacidade de infectar células que expressam a molécula CD4
como, por exemplo, mondcitos, macrdéfagos, células dendriticas, e principalmente
linfécitos T, dos quais aproximadamente 60% expressam esta molécula. (3). Seu
genoma (duas moléculas de RNA de fita simples), com cerca de 9700 pares de bases,
codificam proteinas estruturais, (Gag, Env, Pol), acessérias (Vif, Vpr, Vpu) e

reguladoras (Rev, Nef e Tat) (4) (Figura 1).
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Figura 1 — HIV-1: estrutura da particula viral e organizacdo do genoma. (A) representacao
esquematica da organizacdo da particula viral. (B) microscopia eletrénica, evidenciando o
tamanho da particula. (C) organizacdo do genoma viral e principais proteinas codificadas.
Adaptado de: http://hivbook.com/tag/viral-genome. LTR-repeticéo longa terminal. kb-kilobases.

A infeccdo das células se da pela interacdo entre glicoproteinas presentes no
envelope viral (gp120 e gp4l) e receptores celulares (CD4 e CCR5 ou CXCR4), e
consequente fusdo do envelope viral a membrana celular (5). Uma vez no citoplasma
das células o virus transcreve seu genoma de forma reversa (RNA-DNA) e pode se
integrar a0 genoma da célula. Instalada a infec¢do, novas particulas virais serdo

formadas, e poderdo infectar novas células, sendo que, uma unica célula pode produzir



até 10 particulas por dia (6) e esta alta taxa de replicagdo viral podera resultar na morte
massiva das células T CD4+ (7). Entre 10 — 12 dias p6s-infec¢éo a viremia atinge um
valor acima de 100 milhdes de copias/mm? e nas semanas seguintes, é estabelecido o set
point viral, que marca o desenvolvimento do periodo cronico, que pode durar varios
anos (8). Neste periodo, ha uma lenta e progressiva deplecdo de células T CD4+
(principalmente linfécitos T) (9). Em consequéncia disso, 0 sistema imune entra em
colapso e ha o aparecimento de doencas oportunistas e tumores, caracterizando a AIDS
e culminando em morte. Em alguns individuos infectados, a viremia ndo é detectada por
muitos anos, 0 que sinaliza para um eficiente controle desta, por parte do sistema
imunologico. Estes individuos sdo chamados de controladores de elite, e vem sendo
avaliados com o objetivo de entender os principais mecanismos envolvidos no controle

da infecgdo pelo HIV-1 (10).

1.2 Resposta imune contra o HIV-1

Tanto a resposta imune inata, quanto a adaptativa possuem um papel
importante na protecdo do organismo contra diversos tipos de virus, inclusive o HIV-1.
Moleculas produzidas por células apresentadoras de antigenos, como, células
dendriticas e macrofagos como os IFNs-I (Interferons do tipo 1) séo cruciais para conter
a infecgédo primaria tanto in vitro como in vivo (11, 12). Entretanto, o estimulo cronico
da imunidade inata pode ter um papel prejudicial, visto que no progresso para a AIDS, a
infeccdo cronica gera um quadro de exaustdo imunoldgica (13). A ativacdo cronica da
imunidade inata se relaciona com niveis plasmaticos detectaveis de LPS

(lipopolissacarideo), provenientes da translocacdo de bactérias intestinais (14).



A resposta imune adaptativa contra o HIV-1 est& baseada no desenvolvimento
de anticorpos neutralizantes (nAb) e inducédo de linfécitos T CD4+ e CD8+ especificos.
Sendo estes Ultimos capazes de reconhecer e destruir células infectadas pelo virus

(Figura 2).
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Figura 2 — Resposta imunolégica adaptativa. A partir da captacdo e apresentacdo de
antigenos, via moléculas de MHC de classe | ou Il, linfécitos B podem ser estimulados a se
diferenciar em plasmdcitos, produzindo anticorpos (B), ou entdo linfocitos T CD4+ e CD8+
podem ser estimulados de forma especifica, culminado na lise de células infectadas (A).
Adaptado de De Haes, Winni. et al. Immunodeficiency. 2012 (15). APC-célula apresentadora de
antigeno; LB-linfocito B; LT-linfécito T; CTL-linfécito T citotoxico; Ag-antigeno viral; MHC-
complexo principal de histocompatibilidade; TCR-receptor de células T.

Embora diversas evidéncias sugiram que os nAb possam prevenir a infeccdo
pelo HIV-1, seu aparecimento tardio ndo influencia no estabelecimento da infeccéo.

Durante a infec¢do natural do HIV-1, a inducdo de respostas mediadas por células T

CDB8+ direcionadas a diversos epitopos virais (16, 17), se correlaciona com a



diminuicdo da carga viral (18). Além disso, o papel das células T CD4+ na manutencéo
da resposta imune antiviral é evidente (19). Os linfocitos T CD4+ HIV-1 especificos
influenciam na atividade dos linfocitos T CD8+, através de auxilio na inducgdo e/ou
manutencdo dessas células (20, 21). O controle da replicagdo do HIV-1 e consequente
diminuicdo da viremia estdo associados a uma resposta proliferativa de células T CD4+
vigorosa em pacientes cronicamente infectados e ndo tratados (22, 23). Recentemente
foi demonstrado também o importante papel destas células no controle direto da
infeccdo aguda em pacientes infectados sem tratamento com antirretrovirais, visto seu
papel citotoxico contra células infectadas (24, 25). Além disso, a imunizacdo capaz de
preservar as células T CD4+ de memoria (26) levou a uma sobrevida aumentada ap6s

desafio de primatas com SIV (Virus da imunodeficiéncia Simia) (27).

1.3 Vacinas anti-HIV

Nos ultimos 20 anos, pesquisas voltadas para o desenvolvimento de uma vacina
contra 0 HIV demonstraram que a protecdo contra a doenca depende ndo apenas da
producéo de anticorpos neutralizantes direcionados a proteinas do envoltorio viral com
funcdo de bloqueio da infec¢do, mas principalmente da indugédo de respostas celulares
especificas responsaveis pela destruicdo de células infectadas pelo virus (28). Em
estudos clinicos envolvendo uma vacina composta da proteina gp120, que originalmente
faz parte do envelope viral, e estd envolvida no processo de ligacdo a molécula CD4 e
infeccdo da célula alvo, em sua forma monomérica, ndo foi possivel demonstrar a
presenca de anticorpos neutralizantes contra isolados do HIV (29) e tampouco esta
vacina se mostrou eficaz contra o estabelecimento de infeccéo (30, 31). Neste sentido, o

desenvolvimento de vacinas voltadas para a ativacdo de respostas mediadas por células



T especificas que poderiam reduzir a viremia tais como vacinas de DNA, vetores virais,
regimes vacinais do tipo inducdo e reforco (Prime-Boost), lipopeptideos sintéticos,
VLPs (Virus Like Particles) entre outras (32), representam uma prioridade. As
estratégias que utilizam vacinas de DNA e vetores virais em protocolos de prime-boost
homdlogo e/ou heter6logo, tém demonstrado resultados promissores (33-35). Em
estudos recentes com macacos Rhesus, o citomegalovirus simio (RhCMV) foi utilizado
como vetor, codificando para Gag, Rev-Tat-Nef e Env do SIV. Neste caso, foi
observado uma forte indugdo de linfécitos T CD4+ e, principalmente CD8+ de memdria
efetora, correlacionando com um forte controle da viremia, na auséncia de anticorpos
neutralizantes. Macacos vacinados controlaram a infeccdo e replicagdo do virus na
mucosa e ndo demonstraram disseminag&o sistémica do mesmo (36, 37).

No entanto, resultados negativos obtidos em testes clinicos recentes foram
observados. No ensaio denominado STEP, em que se utilizou uma vacina baseada em
adenovirus recombinante, a vacinacdo nao foi capaz de proteger contra aquisicdo da
infeccdo e nem reduzir a viremia nos individuos vacinados e infectados (38). Esta
eficacia limitada pode ser atribuida a baixa amplitude de reconhecimento antigénico
pelos pacientes (apenas 1 epitopo reconhecido por produto génico do HIV-1 por
paciente); apenas 25% apresentaram inducdo simultanea de células T CD4+ e CD8+, e
especialmente, as respostas de células T CD8+ ndo eram polifuncionais (39, 40). J4 em
outro ensaio clinico, o0 RV144 que envolveu mais de 16.000 individuos, que foi
composto pelas vacinas ALVAC e AIDSVAX e visava induzir uma resposta celular,
bem como uma resposta humoral contra o HIV-1, os individuos receberam quatro doses
iniciais com o vetor recombinante Canarypox codificando para gp120, Gag e protease
(ALVAC). Em seguida, foram administradas duas doses auxiliares da proteina gp120

(AIDSVAX). Os individuos vacinados apresentaram uma reducdo de 30% na taxa de



infeccdo, mas ndo houve efeito sobre a carga viral (41). As respostas imunoldgicas mais
consistentes entre os participantes que receberam as vacinas foram proliferacdo de
linfocitos T CD4+ e anticorpos IgG contra gpl20, além de citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) ndo foram observados altos titulos de anticorpos
neutralizantes (42). Mais recentemente observou-se que em especial anticorpos de
subclasse 1gG3 estavam associados a prote¢do no ensaio RV144 (43).

De maneira geral, estes ensaios nos sugerem que a indugdo de respostas
celulares em humanos exige o desenvolvimento de abordagens vacinais com maior
poder estimulador e modulador do sistema imunoldgico (44). Cresce, assim, 0 interesse
na busca de metodologias que promovam estes tipos de respostas capazes de conter o
pico inicial de viremia, garantindo um set point consequentemente mais baixo e menor

risco de transmisséao.

1.4 Vacina de DNA HIVBri18

Desde o inicio dos anos 1990, com os primeiros relatos de que plasmideos
quando aplicados pela via intramuscular ou intradérmica tinham a capacidade de induzir
resposta imune viral e antiviral, as vacinas de DNA tém sido utilizadas com este
proposito (45, 46). Elas sdo formulacGes seguras e baratas de serem produzidas, e ndo
necessitam de cadeia refrigerada para seu transporte e armazenamento temporario. A
vacina de DNA HIVBri8 codifica epitopos CD4 promiscuos e conservados do HIV-1
(47). Esses epitopos foram descritos apds o genoma completo do HIV-1 (subtipo B) ter
sido varrido com um algoritmo de predicdo chamado TEPITOPE. Foram identificados
18 epitopos conservados para linfocitos T CD4+, provenientes do HIV-1 subtipo B,

(sequéncia extraida de Los Alamos Sequence Database) previstos de se ligarem a, pelo



menos, dois tercos das 25 moléculas HLA-DR descritas pelo algoritmo. A
promiscuidade dos epitopos do HIV-1 descritos foi confirmada através de ensaios de
ligagdo in vitro as moléculas de HLA-DR prevalentes na populagdo (47). A maioria dos
peptideos se ligou a, pelo menos, 50% das moléculas de HLA-DR classe Il testadas.
Além disso, cada molécula HLA-DR se ligou a mdaltiplos peptideos, a maioria se
ligando a 10 ou mais, indicando que um individuo portador de tais moléculas HLA-DR
pode desenvolver respostas de linfocitos T CD4+ amplas contra os epitopos descritos.
Além disso, células mononucleares do sangue periférico de pacientes infectados pelo
HIV-1 foram capazes de secretar IFN-y quando reestimuladas in vitro com os peptideos
sintéticos. Foi observado também que células de 91% dos pacientes reconheceram pelo
menos um epitopo descrito, sendo que 44% deles reconheceram cinco ou mais epitopos
(47), corroborando a promiscuidade observada nos testes de ligagéo in vitro.

Em seguida, um gene sintético com otimizacdo de codons para expressdo em
células de mamifero foi produzido, codificando os 18 epitopos do HIV-1, separados por
espacadores GPGPG para evitar a formacdo de epitopos juncionais. Esta sequéncia
sintética foi clonada no vetor pVAX-1 e passou a constituir a vacina de DNA HIVBri8.
Em seguida, o grupo avaliou as propriedades imunogénicas desta vacina. Apos
imunizacdo de camundongos transgénicos para diversas moléculas de HLA de classe 11
humanas utilizando esta vacina de DNA foi possivel verificar a producdo de IFN-y bem
como ativacao da proliferacdo de linfocitos T CD4+ e CD8+ contra multiplos epitopos
por ela codificados. Além disso, essa resposta de células T foi multi-alélica, ou seja,
capaz de gerar respostas restritas a varias moléculas de HLA de classe 1l distintas (48).
Recentemente, o grupo demonstrou que a imunizacdo de camundongos BALB/c com a
vacina HIVBrl18 foi capaz de induzir respostas contra multiplos epitopos, de longa

duracédo e também células T CD4+ e CD8+ polifuncionais (49). Apesar dos resultados
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obtidos com essa formulacdo vacinal serem bastante interessantes, se faz necessario
melhorar sua capacidade imunogénica, de maneira que mais epitopos sejam
reconhecidos e com maior poténcia, visto a limitada imunogenicidade das vacinas de

DNA em humanos e primatas ndo humanos.

1.5 Adjuvantes moleculares para vacinas de DNA

A eficacia de vacinas pode ser aumentada pelo uso de diferentes tipos de
adjuvantes. Estes compostos tém sido amplamente estudados e diversas estratégias,
utilizando sais de aluminio, emulsdes, polimeros sintéticos e até mesmo compostos
capazes de interagir com vias inibitérias/estimulatérias ja foram descritas (50, 51). Para
vacinas de DNA isto ndo é diferente. Elas apresentam boa imunogenicidade em certos
modelos, como camundongos e cobaias, mas, sua eficacia é limitada em modelos
maiores como primatas ndo humanos e, principalmente humanos. Diversas abordagens
como vias/formas de administracdo e adjuvantes moleculares vém sendo testadas (52),
visando inducdo de resposta imunoldgica contra virus e protecdo/cura de cancer.
Atualmente (de acordo com www.clinicaltrials.gov acesso em 25/03/2014) mais de 100
estudos clinicos estdo sendo realizados utilizando plataformas de vacinas de DNA.
Como nova forma de administracdo, a eletroporacéo in vivo tem demonstrado potente
aumento na resposta imune induzida, mesmo em modelos mais complexos, como
macacos (53), entretanto ainda € uma abordagem que gera bastante desconforto ao
individuo vacinado. Sendo assim, adjuvantes moleculares podem ser utilizados para
aumentar a imunogenicidade de antigenos carreados por vacinas de DNA, sem causar
maiores danos ou dor/desconforto. A fusdo destes antigenos a proteinas heterélogas
como CRT (calreticulina), HSP70 (do inglés 70 kilodalton heat shock protein) e LAMP

(do inglés Lysosome-associated membrane protein) (54-56), que possuem atividades de
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direcionamento do antigeno ou modulagdo imunoldgica foram capazes de aumentar a
resposta imune induzida por vacinas de DNA. Uma das proteinas que possui este perfil
de carreadora e adjuvante molecular, e é utilizada para fusionar/carrear antigenos
vacinais, € a glicoproteina D (gD) do Herpes Virus Humano do tipo 1 (HSV-1). A
glicoproteina gD do envelope do HSV é constituida por 394 amino&cidos, possui uma
regido transmembrana, definida pelos aminoacidos 340 a 364, e varios sitios de
glicosilagéo (57). O gene completo da gD do HSV-1 possui sitio Gnico de restrigdo para
a enzima Apal (proximo a regido C’ terminal) e permite a clonagem em fase de
sequéncias de DNA que codifiquem antigenos heterélogos (58). A localizacdo de uma
regido ancora na porcdo C-terminal da proteina gD foi utilizada anteriormente para a
expressdo de proteinas heterdlogas na superficie de células transfectadas com os
derivados do vetor pRE4 (59). O efeito potencializador da gD esta relacionado a
competicdo entre a proteina gD e o atenuador de linfécitos B e T (BTLA) pelo receptor
HVEM (do inglés herpes virus entry mediator), localizado na superficie de células
apresentadoras de antigenos (APC). Aparentemente a expressao da gD na superficie de
uma APC impede a ligagcdo de BTLA, um repressor da ativagdo de linfécitos, ao HVEM
(60). A ligacdo da gD ao HVEM favorece, portanto, a apresentacdo mais efetiva de
peptideos associados a moléculas de MHC tipo | ou tipo Il a linfécitos T (61). Esta
plataforma foi testada em ensaios feitos com animais imunizados com vacinas de DNA
que codificavam oncoproteinas (E7 e E6) do HPV-16 fusionada a gD. Nesses estudos a
fusdo dos antigenos virais a gD resultou em aumento significativo da ativacao de células
T CD8" especificas para epitopos localizados nas oncoproteinas do HPV-16, em
camundongos vacinados. O efeito imuno-estimulador da proteina gD proporcionou uma
protecdo profilatica e terapéutica contra desafio com células tumorais que expressam as

oncoproteinas E6 e E7 do HPV-16 (62, 63). Ainda, em outro trabalho, quando utilizado
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um vetor bicistronico capaz de expressar a gD fusionada a E7 (HPV-16) ou p24 (HIV-
1), simultaneamente, a imunizacdo de camundongos resultou em potente resposta imune
anti-viral e antitumoral (64).

Plasmideos que codificam citocinas sdo potentes adjuvantes moleculares capazes
de aumentar a resposta imune humoral e celular de vacinas de DNA. A co-expressdo de
diversas citocinas, como as interleucinas (IL) IL-2, IL-12, IL-15, IL-18 e GM-CSF (do
inglés, Granulocyte and macrophage-colony stimulating factor), potencializa respostas
a antigenos codificados por vacinas de DNA (65).

A IL-2 é uma citocina potente produzida por células T ativadas capaz de ativar
multiplos compartimentos do sistema imune e promover a proliferacdo clonal de células
T (66). Seu uso clinico foi aprovado pelo FDA (do inglés, Food and Drug
Administration) para o tratamento de cancer renal metastatico e melanoma maligno,
sendo capaz de induzir respostas clinicas em 15% dos pacientes com esses tipos de
cancer (67). Alguns estudos que empregam plasmideos capazes de codificar a IL-2 tém
obtido aumento significativo na resposta imunolégica contra o herpesvirus bovino tipo |
(68), Virus da hepatite C (69), HIVV-1 (70), e contra tumores (71). A co-expressao de IL-
2 também tem sido utilizada para aumentar a resposta imune a glicoproteina D (gD) do
HSV-1 utilizada como antigeno em vacinas de DNA (72).

A capacidade de IL-12 em induzir resposta imune antigeno-especifica esta
relacionada principalmente a sua habilidade em polarizar as respostas imunolégicas para
um padréo Th1l (73-75). Além disso, promove maturagdo de células T CD8 citotoxicas e
“Natural killer” NK (76) e atua como um sinal secundario ao antigeno no aumento da
populacédo de células T CD8+ efetoras e de memoria (77-79). A IL-12 também ¢é capaz

de facilitar a apresentacdo de antigenos através do aumento na expressdo de moléculas
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de MHC classe | e Il (80), associado a sua capacidade em promover a expressdo de
IFN-y (74).

O GM-CSF (do inglés “granulocyte-macrophage colony-stimulating factor”) é
capaz de estimular a proliferagdo, diferenciacdo e ativacdo de macréfagos, neutrofilos e
células apresentadoras de antigenos (81-84). Quando associado a vacinas, GM-CSF
demonstrou aumentar a apresentacao antigénica, atraindo células dendriticas para o sitio
de vacinacdo (85, 86). Além disso, foi capaz de potencializar a respostas de células T
especificas, priorizando o desenvolvimento de CTLs em detrimento de respostas do
perfil Th2 (87). Além disso, 0 GM-CSF ¢ utilizado em ensaios clinicos como adjuvante
para vacinas antitumorais (melanoma) baseadas em peptideos(88, 89) e para tratamentos
de diversos tipos de tumores (90-93).

A IL-18 é um membro da superfamilia da IL-1. Ela é uma citocina pro-
inflamatoria multifuncional, exercendo varios efeitos biolodgicos. Esta citocina é
produzida por uma variedade de células incluindo macréfagos, células dendriticas,
queratindcitos, adipocitos e células epiteliais do trato intestinal e respiratério (94, 95). O
seu efeito biol6gico mais significante é a inducéo da producdo de IFN-y por células NK
e células T (96) sendo esse efeito observado isoladamente ou quando a IL-18 é
combinada com a IL-12 (97). A coadministracdo intramuscular de vacinas de DNA, que
codificam para as proteinas Nef, Gag e Tat do HIV-1 juntamente com IL-18 foi capaz
de reduzir o tempo para inducdo de células T citotoxicas (CTL), aumentar a secrecao de
IL-2 e IFN-y e a resposta linfoproliferativa HIV especifica (98). A I1L-18 quando
combinada a uma vacina de DNA que codifica antigenos de M. tuberculosis foi capaz
de promover um aumento na resposta de células T secretoras de IFN-y, sendo que o
efeito maximo foi observado quando se utilizou a vacina de DNA associada a IL-18 e

IL-12 (99).
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A IL-15 pertence a familia de citocinas de cadeia gama e é essencial para a
geragdo e manutencdo de células T CD8 de meméria. E produzida em vaérios tecidos
normais e pelas APCs na fase inicial da resposta imunoldgica. Assim como a IL-2,
participa da estimulacdo de células B e T e ativacdo e manutengdo de células NK (100,
101). Um plasmideo que codifica IL-15 em combinagdo com uma vacina de DNA que
codifica Gag do HIV-1 resultou em um aumento significativo da magnitude e
longevidade da resposta de linfocitos T CD8+ especificos assim como a secrecdo de
IFN-y em camundongos (102). Em um estudo realizado com macacos, a coimunizagao,
com DNA e IL-12, seguido de DNA e IL-15, foi capaz de promover um aumento na

populagdo de celulas T CD8+ efetoras de memoria SIV especificas (103).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver e testar estratégias que aumentem
a magnitude e amplitude da resposta imune celular induzida pela vacina de DNA

HIVBri18.

2.2 Objetivos especificos

- Gerar uma nova vacina de DNA (pVAX-gDh-HIVBri18) apo6s clonagem da
sequéncia génica que codifica 18 epitopos para células T derivados do HIV-1 (Brl8)
em um plasmideo que codifica a proteina gD do HSV-1 e avaliar a resposta imune

induzida por esta nova formulacdo em camundongos BALBI/c.

- Coadministrar plasmideos que codificam as citocinas IL-12, IL-2, GM-CSF e
IL-15 & vacina HIVBri8 e avaliar a resposta imune induzida apds imunizagdo de

camundongos BALBI/c.
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3 METODOLOGIA

3.1 Construcao do plasmideo pVAX-gDh-HIVBr18

A amplificacdo do inserto Brl18 foi feita por PCR na qual foram utilizados como
DNA molde o plasmideo pVAX-HIVBr18 (48). Na reacdo de PCR foram utilizados os

seguintes iniciadores:

5' gactctagaGAGGAGCTGAGAAGCCTGTAC 3
Xbal

5' gactctagaCACGTGGTGGAAGGCCAGT 3'
Xbal

Bri18 Fw Xbal

Bri8 Rv Xbal

As reacdes de amplificacdo foram preparadas para um volume final de 50 pL,
compreendendo 0,1 mM de cada iniciador, 50 ng de DNA molde, dNTPs (0,2 mM
cada), tampdao (1X), MgCl, (1,5 mM) e trés unidades da enzima Tag DNA Polimerase
High Fidelity. Foi utilizada uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 5°, seguido de
30 ciclos térmicos de 95 °C por 1°, 58 °C por 1’e 72 °C por 1°, finalizando com um
passo final de extensdo por 10 minutos a 72 °C. Os produtos de amplificagdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), corados com brometo de etideo
0,1% (v/v) e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). Em seguida, 4 pug do amplicon foram digeridos com as enzimas Xbal
(Fermentas), seguindo orientacGes do fabricante. Neste mesmo passo foi digerido o
vetor pVAX-gDh que contém a sequencia codificadora da glicoproteina D do HSV-1
com seus codons otimizados para expressao em células de mamiferos.. Ap6s duas horas

de digestéo, vetor e inserto foram novamente purificados, analisados em gel de agarose,
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quantificados e submetidos a uma reacdo de ligacdo com a enzima DNA ligase (100 ng
do vetor e 300 ng do inserto digeridos). Bactérias E. coli DHS5a foram transformadas
com a mistura de liga¢do por choque térmico e incubadas em placas por 20h em meio
LB solido com Canamicina (50 pg/ml). Os clones resultantes foram coletados,
incubados em meio liquido por 12h, centrifugados e submetidos a lise alcalina seguida
da precipitacdo com isopropanol para extracdo de plasmideos. Estes foram entdo
digeridos com a enzima Xbal para confirmagdo da clonagem, e analisados em gel de
agarose 1%. Os plasmideos foram sequenciados pela técnica de interrupgdo de sintese
com dideoxinucleotideos marcados com fluorocromos. Utilizamos o seqienciador de
capilar automatico (ABI 3100, Perkin-Elmer Applied Biossystems) e o kit “BigDye™
terminator DNA sequencing-2” (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Warington,
England). As sequéncias de nucleotideos obtidas foram editadas e montadas no software

LASERGENE (DNASTAR, Inc., Madison, WI, USA).

3.2 Construcdo dos plasmideos pVAX-gDh-HIVBri8 1, 2e 3.

Os genes codificadores dos 18 epitopos do HIV que tiveram suas ordens
alteradas a partir da sequéncia original HIVBri8, foram sintetizados pela empresa
GenSript, e posteriormente subclonados no vetor pVAX-gDh, utilizando as enzimas

Apal e Xbal, conforme descrito acima.
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3.3 Construcdo do plasmideo pVAX-DUO-gDh_HIVBr18

Para amplificar a sequéncia codificadora de gDh + promotor CMV (pCMV) +

sinal terminador (poli-A), utilizamos os iniciadores:

Primer Sequéncia (5* — 3%) Tm (“C)
pvax fw GATGTACGGGCCAGATATAC 52.1
pvax v CAGCAAGCGAACCGGAATTG 54.3

Como DNA molde utilizamos o plasmideo pVAX-gDh (ja descrito
anteriormente). Apos obtermos o produto da PCR (2.216 pb), digerimos o plasmideo
pVAX-HIVBrl18 com a enzima Hincll (extremidades abruptas), o qual possui apenas
um sitio de reconhecimento para esta enzima entre os nucleotideos 33-38, e religamos o

plasmideo digerido ao produto de PCR.

3.4 Analise insilico das proteinas quiméricas de fusao

A sequéncia de bases nucleotidicas de cada uma das proteinas analisadas foi
traduzida em aminoacidos utilizando a ferramenta de traducdo do Expasy
(http://web.expasy.org/translate/). Estas sequéncias de aminoacidos foram copiadas para
a janela de entrada do analisador TMHMM Server 2.0
(www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) e submetidas a predicdo do programa. Este
software prevé a localizacdo e a orientacdo de alfa hélices de proteinas de membrana e
baseia-se em um modelo de “Hidden Markov Model” (HMM) com uma plataforma que
simula fielmente o sistema biolégico (104). A analise de hidrofobicidade de cada um
dos 18 peptideos foi realizada com o auxilio da ferramenta ProtParam, também do

Expasy (http://web.expasy.org/protparam/).
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3.5 Transfeccdo e imunofluorescéncia de células HEK 293T

Células HEK 293T (5x10° células) foram cultivadas em placas de 6 pogos em
meio MEM + 10% Soro Fetal Bovino (SFB) até atingirem uma confluéncia de 90%.
Em seguida, foram lavadas com solugdo PBS 1X e incubadas com uma mistura de
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) adicionada dos plasmideos de interesse ou somente
meio de cultura, seguindo as orientacdes do fabricante. Em cada poco de transfeccao foi
adicionada uma mistura final de 500 pL (volume final), contendo 4 pug de DNA diluido
em 250 uL de MEM e mais 10 pL de lipofectamina previamente diluida em 250 pL de
MEM. As células foram mantidas com essa mistura por 4 horas e entdo o meio de
cultivo foi reposto (volume final de 2mL). Apds 24 horas, as células foram lavadas com
solugdo PBS 1X e removidas da placa ao ser adicionado 1 mL de solugdo PBS + 0,5
mM EDTA. As células foram centrifugadas em tubos de 1,5 mL por 10 minutos a 1600
rpm. O sobrenadante foi removido e as células ressuspensas em 100 pL de PBS 1X +
10% SFB e transferidas para placas de 96 pogos fundo “V”’ onde foram incubadas por
20 minutos. Posteriormente, 2 UL de um anticorpo anti-gD (gerado em coelho) foi
adicionado em cada amostra. As células com os anticorpos foram incubadas por 60
minutos e em seguida lavadas duas vezes com PBS +10% SFB. As células foram
fixadas em solucéo de paraformaldeido 4% por 20 minutos e novamente lavadas com
PBS 1X. As células foram diluidas e cada amostra divididas em dois pocos. Metade dos
pocos foi tratada com uma solucgéo de permeabilizacéo (saponina 0,5%) por 15 minutos
sendo mantida no gelo. As células foram lavadas com PBS 1X e incubadas por 60
minutos em 100 pL de solugdo PBS +10% SFB contendo um anticorpo anti-rabbit 19G
conjugado a Texas-Red (Texas Red® Goat Anti-Rabbit IgG Invitrogen). As células

foram novamente lavadas e ressuspensas em 20 uL de PBS 1X + 50% glicerol contendo
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o corante nuclear DAPI (300 nM), colocadas entre lamina e laminula e analisadas em

microscopia de fluorescéncia.

3.6  Animais e imunizacoes

Camundongos isogénicos (fémeas) de 6 a 8 semanas de idade da linhagem
BALB/c (H-2d) foram utilizados para os experimentos de imunizacdo. Os animais
foram mantidos e manipulados em condi¢des SPF no biotério do Laboratério de
Imunologia do InCor, situado no Instituto de Medicina Tropical (IMT). O projeto de
pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina da USP (protocolo n°® 197-12). A imunizacdo bé&sica consistiu de trés
doses, com intervalo de duas semanas, pela via intramuscular (IM). Cada dose
consistiu de 100 ou 50 pg do respectivo plasmideo vacinal (diluidos em solucéao
salina estéril — volume final de 100 pL), administrados 50 pL em cada musculo
tibial anterior, direito e esquerdo. Quanto da coadministracdo com plasmideos que
codificam citocinas cada dose de imunizacdo consistiu de 100 ou 25 pg de
DNA/dose tanto do plasmideo vacinal quanto do plasmideo adjuvante que codifica a
citocina, ou do plasmideo pVAX-1 (vazio) (total de 200 ou 50 pg de DNA/dose)
diluidos em 100 pL de salina e inoculados da mesma forma descrita acima. Quando
da combinacao de mais de uma citocina por grupo experimental, foram somados 25
pg do plasmideo vacinal (HIVBri8), 25 ug do vetor que codifica uma das citocinas
e mais 25 pg do vetor que codifica a segunda citocina. Como controle os animais
que receberam apenas o plasmideo vacinal, foram inoculados com este, adicionado
de mais 50 pg de plasmideo pVAX-1 (vazio). Em todos os experimentos, os valores

atingidos pelos animais do grupo controle, foram subtraidos dos demais grupos,
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sendo os seus valores ndo mostrados. Duas semanas apds a ultima dose, 0s animais

foram sacrificados em camara de CO: e o0s bagos coletados assepticamente.

3.7 Suspensao celular

As células foram obtidas apds maceracdo suave do d6rgao utilizando um émbolo
de seringa estéril e lavadas por centrifugacdo (1700 rpm a 4 °C, por 6 minutos) com 10
mL de meio RPMI (Gibco) suplementado (L-glutamina 2 mM (Sigma), solucdo de
aminoacidos ndo essenciais (1%vol/vol) (Gibco), piruvato de sédio 1mM (Gibco), 2-
mercaptoetanol (5x10°M) (Sigma) e os antibidticos Gentamicina (40 g/mL) e Peflacin
(20 g/mL) e vitaminas (1%vol/vol)). Em seguida, as células foram tratadas com tampé&o
hemolitico ACK (NH4CI 0,15 M, KHCOs 1 mM, Na;EDTA 0,1 mM) para lise das
hemaécias e em seguida lavadas duas vezes com 10 mL de meio RPMI. Ao final das
lavagens, as células foram diluidas em 1 mL de meio R10/bago (meio RPMI
suplementado, contendo 10% vol/vol de SFB (Gibco)) e contadas com auxilio de uma

camara de Neubauer e o corante vital Tripan Blue.

3.8 Ensaio de ELISPOT (Enzyme-Linked Immunosorbent Spot)

Os ensaios de ELISPOT foram realizados utilizando-se 0s conjuntos de anticorpos
anti-mouse IFN-y e anti-mouse I1L-2 (BD). O protocolo foi realizado de acordo com as
instrugdes do fabricante. Em sintese, o anticorpo de captura (purified anti mouse IFN- y
ou IL-2) foi adicionado a placa na concentracao de 5 pg/mL em volume final de 100 pL.
por poco, e estocado durante a noite a 4 °C. Em seguida, os poc¢os foram lavados e o

bloqueio dos sitios inespecificos realizado com meio R10 (RPMI 1640 + 10% SFB) por
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2 horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram adicionados os estimulos:
meio, como controle negativo, Concanavalina A (2,5 pg/mL) como controle positivo e
0s peptideos do HIV-1, individuais ou em pool (5 uM), em um volume final de 100 pL.
Os peptideos foram sintetizados em fase sélida pela empresa GL Biochem Ltda
(Shanghai-China), utilizando-se a estratégia de Fmoc, e suas sequéncias podem ser
observadas no Anexo B - Tabela 1.. Em seguida foram adicionadas as suspensdes
celulares na concentragdo de 3 x 10° células/poco também em volume final de 100 pL.
Todos os estimulos e suspensdes celulares serdo preparados em R10 suplementado.
Apos adicdo dos estimulos e suspensdes celulares, a placa foi incubada a 37°C em
estufa a 5 % de CO; durante a noite (aproximadamente 20 horas). Posteriormente, as
placas foram lavadas 2 vezes com &gua deionizada e 3 vezes com PBS-0.05%Tween 20.
O anticorpo de deteccdo (anti IFN- ou IL-2 biotinilado) foi diluido em PBS-10% SFB e
adicionado aos poc¢os (volume 100 ul/pogo) na concentragdo final de 2 pg/mL e
incubado novamente durante 2 horas a temperatura ambiente. Apds lavagem dos pocos
3 vezes com PBS- 0.05%Tween 20, o conjugado enzimatico (streptavidin-HRP) foi
diluido em PBS-10% SFB para concentracdo final de 1x e adicionado aos pogos (100
uL/pogo), seguido de mais uma etapa de incubacdo de 1 hora a temperatura ambiente.
Para revelacao, os pocos foram lavados 4x com PBS-0.05%Tween 20 e posteriormente
2x com PBS. Foram adicionados entdo 100 uL. da solugdo final de substrato/poco AEC
(3-amino-9-ethylcarbazole - BD) e a formacdo de SPOTS monitorada de 15 — 60
minutos, levando em consideracdo o aumento do background nos pocos que eram
controle negativo. Passado esse periodo, o corante foi desprezado e a reagdo
interrompida com 5 lavagens com &gua deionizada. A contagem dos spots foi realizada
em um estereomicroscopio automatizado com auxilio do software KS-ELISPOT (Zeiss)

e 0s resultados expressos em nimero de spots por 10 células (UFS/108 esplendcitos).
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3.9 Proliferagéo celular e detecgéo de citocinas intracelulares

Para avaliacéo da proliferacdo celular antigeno-especifica foi utilizado o ensaio
de diluicdo de CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl diester). Durante a
diviséo celular, o CFSE sofre acéo de esterases celulares e emite uma fluorescéncia no
comprimento de onda de 488nm detectado pelo citdmetro no canal FITC. As células
que estdo marcadas com esse fluorocromo ao se dividirem distribuem esse marcador
para as células filhas, portanto, células que passaram por diversos ciclos de divisdo
celular perdem sua fluorescéncia progressivamente, fato que pode ser observado por
citometria de fluxo. Para realizacdo dos ensaios de proliferacdo celular os esplendcitos
isolados (concentragdo de 50x10° células/mL) foram diluidos em PBS pré-aquecido
(37°C) contendo 1,25 uM de CFSE durante 10 minutos. Em seguida, o material foi
centrifugado a 1700 rpm por 6 minutos e a reacdo interrompida pela adicdo de meio
R10. Apds 3 lavagens com 5 mL de R10, as células foram diluidas em meio R10 na
concentragio de 1,5x10%/mL. As células foram cultivadas em placas de 96 pocos de
fundo U (Nunc) na quantidade de 5x10° células/ pogo em volume final de 200uL de
R10. Os esplendcitos dos animais dos grupos de imunizacdo foram estimulados com o
pool de 18 peptideos sintéticos derivados do HIV-1. O primeiro estimulo foi feito no
primeiro dia de cultura com 5uM do pool de peptideos. Os controles positivos foram
estimulados com 2,5ug/mL de Concanavalina A (Sigma) e os controles negativos nao
receberam estimulo. As células foram mantidas em cultura por 4 dias, a 37°C sob
atmosfera contendo 5 % de CO.. No quarto dia de cultura as celulas foram
reestimuladas com SuM do pool de peptideos ou com 2,5ug/mL de Concanavalina A
(Sigma) ou ainda somente meio de cultura (controles ndo estimulados). Além disso,

foram adicionados 2pg/ml do co-estimulo anti-CD28 por po¢o de cultura. As células
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foram mantidas em estufa por 1h na presenca dos estimulos e entdo adicionados 0,2uL
de Brefeldina A (BD GolgiPlug™) por pogo. A placa de cultura foi novamente colocada
na estufa e as células incubadas por mais 12h a 37°C a 5% de CO2 . Ap0s este periodo a
placa de cultura de fundo U (Nunc) foi centrifugada a 1300 rpm por 6 minutos, 0
sobrenadante descartado e adicionado 150 pL de MACS buffer (PBS com 0,5% de BSA
e 2 mM de EDTA) no primeiro pogo de cada triplicata, a fim de juntar o contetdo
celular de cada triplicata em um Unico pogo. As células foram transferidas para uma
placa de cultura de 96 pocos de fundo V (Nunc). A placa em fundo V foi centrifugada a
1300rpm por 6 minutos, o sobrenadante descartado e as células marcadas em volume
final de 50uL de MACS buffer, contendo os anticorpos anti-CD4-PerCP (BD
Pharmingen) e anti-CD8-Alexa fluor 700 (BD Pharmingen), ao abrigo da luz por 40
minutos a 4°C. As células foram lavadas duas vezes com 150uL de MACS buffer e
incubadas em 100uL de BD Cytofix/Cytoperm™ por poco, durante 15 minutos a 4°C.
Posteriormente as células foram lavadas duas vezes com 150uL de BD Perm/Wash™
buffer e marcadas, ao abrigo da luz, em volume final de 50uL de BD Perm/Wash™
buffer, contendo os anticorpos anti-CD3-APC-Cy7 (BD Pharmingen), anti-TNF-a-PE-
Cy7 (BD Pharmingen), anti-IL-2-PE (BD Pharmingen) e anti-IFN- y -APC (BD
Pharmingen) por 30 minutos a 4°C. As células foram lavadas duas vezes com 150uL de
Perm/Wash™ buffer e ressuspensas em volume final de 200puL. de MACS buffer. As
amostras foram adquiridas no citometro FACScanto (BD Biosciences) e analisadas com
0 auxilio do software FlowJo (versdo 8.7.1, Tree Star). Para ajuste das voltagens foram
utilizadas beads marcadas com os fluorocromos individualmente. Quinhentos mil
eventos foram adquiridos no “gate” de linfocitos. A estratégia de “gates” utilizada pode

ser observada no Anexo A — Figura 1.
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3.10 Anaélises estatisticas

Os dados provenientes dos experimentos de ELISPOT e citometria
multiparamétrica foram plotados e analisados no programa GraphPad Prism 5 e
submetidas aos testes estatisticos “one-way ANOVA” seguido do pds teste de

“Bonferroni”. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Construcao do plasmideo vacinal pVAX-gDh-HIVBri18

O plasmideo pVAX-gDh foi construido através da clonagem da sequéncia DNA
que codifica para a glicoproteina D (gD) doHSV-1, que teve seus codons optimizados
para expressdo em células de mamifero (gDh), no vetor pVAX-1. Como podemos
observar na Figura 3A, a gDh possui sitios de reconhecimento das enzimas Apal e Xbal
proximos a sua regido C’, que permitem a clonagem de sequéncias génicas no seu
interior. Estas quando clonadas e expressas em forma de “sanduiche”, ddo origem a
proteinas hibridas/quiméricas de fusdo (porgdo N’ gD — sequéncia alvo — porgiao C’ gD).
Desta forma, a sequéncia de DNA que codifica para os 18 epitopos da vacina de DNA
HIVBr18 foi amplificada por PCR, removendo-se o cddon de parada e adicionando
sitios de reconhecimento da enzima Xbal nas extremidades 5’ e 3°.

Na Figura 3B podemos observar que o fragmento amplificado (sequéncia de
DNA que codifica os 18 peptideos do HIV-1 — amplicon Br18) corresponde ao tamanho
esperado de aproximadamente 1,1 kb (referente aos 1089 pares de bases amplificados).
O amplicon Br18 foi entdo digerido com as enzima Xbal e clonado no vetor pVAX-gDh
dando origem ao plasmideo pVAX-gDh-HIVBr18. Fazendo uma andlise de restri¢do
dos plasmideos obtidos de quatro clones apds transformac6es de bactérias competentes
E. coli DH5a, observamos que o inserto liberado corresponde ao tamanho do fragmento

amplificado por PCR e que o vetor digerido possui um tamanho aproximado de 4,2 kb
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(pVAX-gDh). Os clones foram sequenciados para confirmar a correta orientagdo do

inserto.

A Apal/Xbal

pVAX-gDh 4,2 kb

HIVBri8

pVAX-gDh-HIVBr18 5,3 kb

4,2 kb—>

<—1,1kb
1,1kb—>

Figura 3 — Esquema gréafico e clonagem do plasmideo pVAX-gDh-HIVBri8. (A):
Representacdo do vetor e do sitio de restricdo (Xbal) utilizado para inserir a sequéncia que
codifica o Br18 no interior da gDh e o vetor final obtido apds a clonagem. (B): Eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. M1 — marcador de peso molecular (Fermentas
GeneRuler 1kb DNA Ladder). Coluna 1 - amplicon Br18 gerado apds amplificagcdo por PCR a
partir do seu vetor original (pVAX-HIVBri18); Colunas 2-5 - digestdo enzimatica (Apal) de
quatro clones da construcdo final pVAX-gDh-HIVBr18; M2 - marcador de peso molecular
(Invitrogen 1 kb DNA Ladder).

4.2 Teste de imunogenicidade do plasmideo pVAX-gDh-HIVBri18

Para avaliar se 0 novo plasmideo vacinal seria imunogénico, inoculamos grupos
de camundongos com pela via i.m. com os plasmideos pVAX-gDh-HIVBri8 ou pVAX-
HIVBrl18 em duas doses diferentes (50 ou 100 pg/dose) e ap6s o protocolo vacinal

procedemos experimentos de ELISPOT e deteccdo de citocinas intracelulares por
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citometria de fluxo. Como controle negativo um grupo de animais foi inoculado com
pVAX-gDh (100pg/dose). Como demonstrado na Figura 4A os animais imunizados
com gDh-HIVBr18 apresentaram resposta imune semelhante aqueles imunizados com
HIVBr18 (para ambas as doses), em relacdo a amplitude da resposta induzida (numero
de peptideos que possuem resposta positiva). Em uma media entre trés experimentos
independentes, 08 (oito) peptideos foram reconhecidos pelos grupos imunizados sendo
0s mais frequentes: p17(73-89), p6(32-46), pol(785-799), gp160(188-201), rev(11-27),
vpr(58-65), vif(144-158), nef(180-194). Quando analisamos a magnitude da resposta
(esplendcitos testados contra o “pool” de peptideos), observamos que animais
imunizados com plasmideo que codifica gDh-HIVBri8 apresentavam numero
semelhante de células capazes de responder ao pool de peptideos quando comparados
aos animais imunizados com HIVBrl8 (Figura 4B). Esse fendbmeno foi observado
independente da dose administrada. Além disso, em relacdo a capacidade de
proliferacdo e producdo de citocinas (IL-2, IFN-y e TNF-a), observamos que células T
CD8+ (Figura 4C) dos animais imunizados com HIVBri8 apresentavam o0 mesmo
padrdo daquelas dos animais imunizados com gDh-HIVBr18 (para ambas as doses), ndo
havendo diferenca estatistica entre os grupos comparados. Ja para as células T CD4+
(Figura 4D), observamos que a imunizagdo com gDh-HIVBrl8 alcangcou uma
magnitude inferior visto a porcentagem de células com capacidade de produzir
citocinas, quando comparados 0s grupos imunizados com gDh-HIVBr18 e HIVBri18 na
condicéo de 50 pg/dose, ndo havendo diferenca quando os grupos foram comparados na

dose de 100 pg/dose.
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Figura 4 — Resposta imunoldgica induzida ap6s imunizacdo com gDh-HIVBri18 ou
HIVBri18. Os dados sdo mostrados como a média e desvio padrdo da compilacdo de dois
experimentos independentes. NUmero de spots de IFN-y produzidos por esplenocitos dos
animais imunizados com 50 ou 100 pg de DNA/dose que foram incubados com os peptideos
individuais (A) ou o pool (B) duas semanas apos a ultima dose. A linha pontilhada representa o
valor de corte de positividade. Esplendcitos dos mesmos camundongos foram marcados com
CFSE (1,25 uM) e cultivados por 4 dias na presenca de “pool” de peptideos do HIV-1 (5 uM)
ou somente meio de cultura. No quarto dia, as células foram pulsadas por 12h com o “pool” de
peptideos ou somente meio de cultura, juntamente com o co-estimulo de anti-CD28 na presenca
de Brefelfina. Citometria multiparamétrica foi utilizada para determinar a frequéncia de células
CD3+CD8+ (B) ou CD3+CD4+ (C) CFSEbaixo capazes de produzir IFN-y, IL-2 ou TNF-q.
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4.3 Expressdo in vitro da proteina gDh-HIVBri18

A fim de avaliar se a proteina de fusdo gDh-HIVBr18 estava sendo expressa e
confirmar sua localizagdo celular foi realizado um ensaio de imunofluorescéncia.
Células HEK-293T foram transfectadas com os plasmideos de interesse pVAX-gDh-
HIVBr18, pVAX-gDh e pVAX-gDhE7 (plasmideo néo relacionado que expressa a gDh
fusionada a proteina E7 do HPV-16) ou somente meio de cultura. Ap6s incubagdo com
soro policlonal anti-gD e marcacdo com anticorpo fluorescente as células foram
analisadas por microscopia. Como podemos observar na Figura 5, é possivel detectar a
expressdao de gDh fusionada ao antigeno E7 do HPV-16 tanto na face externa da
membrana (células ndo permeabilizadas), quanto na por¢do intracelular (células
permeabilizadas). Este fato ndo foi observado naquelas células transfectadas com o
plasmideo pVAX-gDh-HIVBr18, nas quais foi apenas detectada a proteina de fuséo

intracelular em células permeabilizadas, indicando sua localizacao.



Células Permeabilizadas Células Nado Permeabilizadas

pVAX-gDE7

pVAX-gDh-HIVBris

Figura 5 — Andlise de expressdo da proteina gDh-HIVBr18 na face externa da membrana
celular. Células HEK293T foram transfectadas com diferentes plasmideos utilizando
lipofectamina e apés 24h foram submetidas ou ndo a um processo de permeabilizacdo,
incubadas com anticorpos primario (coelho-anti-gD) e secundéario (anti-coelho 1gG - Texas-
Red) e analisadas em microscopia de fluorescéncia para avaliar a expressdo da proteina alvo.
N.T. células ndo transfectadas.

4.4 Analise in silico da sequéncia de aminoacidos de gDh-HIVBri18

A glicoproteina D (gD) e sua analoga gDh possuem uma regido trans-
membranaria (entre os aminoacidos 344-366) pela qual sdo capazes de se ancorar a
membrana da célula, ficando quase que totalmente expostas na face externa da
membrana celular. Como observamos na sessdo anterior esta capacidade nao é alterada

pela fusdo com a proteina E7 (uma proteina que ndo apresenta regides altamente
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hidrofébicas ou trans-membranarias proprias), entretanto, apds ser fusionada com
HIVBr18 esta capacidade da gDh é perdida.

A molécula gerada ap6s a transcricao e traducdo da sequéncia do HIVBri18, ndo
é uma molécula naturalmente produzida pelo virus (embora todos os peptideos estejam
contidos no genoma do HIV), sendo apenas uma concatenagdo de vérias regides unidas
por espagadores (Glicina-Prolina-Glicina-Prolina-Glicina). Cada uma destas regides ou
peptideos, possui uma caracteristica de hidrofobicidade Gnica, como podemos observar
no Quadro 1 (a esquerda), onde estdo plotadas a ordem em que eles estdo ordenados na
molécula sintetizada; a sequéncia de aminoécidos de cada peptideo; e seu indice
GRAVY (indice de solubilidade de uma sequéncia de aminoacidos: quando positivo =
hidrofobico, quando negativo = hidrofilico). A vacina HIVBri8 codifica varios
peptideos hidrofdbicos (15/18), sendo que 4 deles possuem GRAVY > 1 como podemos

observar no Quadro 1.
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Br18 Br18 e14p04_el6pl17
Posi¢do Peptideo Sequéncia GRAVY Posi¢do Peptideo Sequéncia GRAVY
0 p17(73-89) EELRSLYNTVATLYCVH 0 rev(11-27) ELLKTVRLIKFLYQSNP -0.029
1 p24(33-45) SPEVIPMFSALSE 1 pol(785-799) GKIILVAVHVASGY!
2 p24(131-150) | KRWIILGLNKIVRMYSPTSI 2 p24(131-150) | KRWIILGLNKIVRMYSPTSI
3 p6(32-46) DKELYPLASLRSLFG 3 gp41(261-276) RDLLLIVTRIVELLGR
4 pol(63-77) QRPLVTIKIGGQLKE 4 vif(144-158) SLQYLALVALVAPKK
5 pol(136-150) TPVNIGRNLLTQIG 5 p6(32-46) DKELYPLASLRSLFG
6 pol(785-799) GKIILVAVHVASGYI 6 gp160(19-31) TMLLGMLMICSAA
7 gp41(261-276) RDLLLIVTRIVELLGR 7 pol(63-77) QRPLVTIKIGGQLKE
8 gp160(19-31) TMLLGMLMICSAA 8 p17(73-89) EELRSLYNTVATLYCVH
9 gp160(174-185) ALFYKLDVVPID 9 vpr(58-72) EAIRILQQLLFIHF
10 |gp160(188-201) NTSYRLISCNTSVI 10 | gp160(481-498)] SELYLYKVVKIEPLGVAP
11 gp160(481-498)] SELYLYKVVKIEPLGVAP 11 pol(136-150) TPVNIGRNLLTQIG
12 rev(11-27) ELLKTVRLIKFLYQSNP 12 p24(33-45) SPEVIPMFSALSE
13 vpr(58-72) EAIRILQQLLFIHF 13 vpr(65-82) QQLLFIHFRIGCRHSRIG
14 vpr(65-82) QQLLFIHFRIGCRHSRIG 14 nef(180-194) VLEWRFDSRLAFHHV
15 vif(144-158) SLQYLALVALVAPKK 15 |gp160(188-201) NTSYRLISCNTSVI
16 vpu(6-20) VLAIVALVVATIIAI 16 |gp160(174-185) ALFYKLDVVPID
17 nef(180-194) VLEWRFDSRLAFHHV -0.047 17 vpu(6-20) VLAIVALVVATIIAI

Quadro 1 — Lista dos 18 peptideos codificados pelo poli-epitopo HIVBri18 original e uma
versdo modificada. Sequéncia codificada pelo poli-epitopo original (quadro a esquerda) e uma
versdo modificada (quadro a direita).Encontram-se destacados os valores de peptideos
hidrofébicos: GRAVY > 1 (preto); GRAVY > 0 e <1 (cinza); e hidrofilicos: GRAVY < 0
(branco).

A proteina gDh possui 396 aminoacidos e sua Unica regido trans-membranaria
esta localizada na sua por¢do C’ terminal, como dito anteriormente entre 0s
aminoéacidos (344-366) e quando fusionada ao HIVVBrl8 esta passa a ser uma proteina
hibrida de fusdo (gDh-HIVB18) de 761 aminoacidos e sua regido trans-membranaria
natural passa a ficar contida entre os aminoacidos 709-731. Ao analisarmos a sequéncia
de gDh-HIVBrl8 no software TMHMM server 2.0 (disponivel em
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM), observamos que sdo previstas de serem
formadas mais duas regifes trans-membranarias entre 0s aminoacidos 4-23 e 599-621,
como pode ser observado na Figura 6C, fato este que ndo ocorre ao analisarmos a

proteina gDhE7 (Figura 6B) e tdo pouco para gDh sozinha (Figura 6A).
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Figura 6 — Analise in silico da proteinas de fusdo gDh-HIVBr18. As sequéncias de
aminoacidos da proteina gDh (A) e das proteinas de fusdo gDhE7 (B), gDh-HIVBr18 (C) e
gDh-HIVBr18-e15p04_el6pl7 (D), foram analisadas no preditor de regides trans-membranérias
TMHMM server 2.0. No eixo X observa-se o nimero de residuos de aminoacidos que compde
cada proteina avaliada e no eixo Y uma escala de probabilidade em relacdo aquela regido ser
exteriorizada, interiorizada ou permanecer transmembranar.. Porcfes intracelulares estdo
destacadas em azul, porcbes transmembrana destacadas em vermelho, e extracelulares
destacadas em rosa acima da linha de corte de probabilidade 1,0.
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Ao analisarmos a molécula gDh-HIVBri8 em especifico a  regido trans-
membranéria 599-621 prevista de ser formada, observamos que esta é a que contém a
sequéncia do peptideo “vpu” (posigdo 16 da molécula HIVBri8, GRAVY 3,260 -
hidrofébico) e residuos que o flanqueiam. Geramos a hipo6tese que por este peptideo ser
altamente hidrofobico ele poderia estar se comportando como uma regido trans-
membranéria, e que deveriamos colocé-lo distante de outras regides hidrofobicas da
molécula para tentar minimizar este efeito. Tentamos ainda fazer com que os demais
peptideos hidrofdbicos ficassem organizados de maneira mais espacada entre si.
Portanto geramos uma nova sequéncia de HIVBrl8 na qual a ordem em que o0s
peptideos estdo dispostos na molécula foi definida tentando-se intercalar o maior
namero de regides ndo-hidrofébicas entre o peptideo “vpu” e o restante da molécula
(Quadro 1 a direita). Desta forma, fomos capazes de gerar uma molécula de gDh-
HIVBr18 com um arranjo de hidrofobicidade mais bem distribuido que é predita de ndo
formar mais regifes transmembranarias intramoleculares sendo aquela da prdpria gDh

(figura 6D).

4.5 Construcdo de sequéncias modificadas de gDh-HIVBri18

Baseados nas andlises in silico da sequéncia dos epitopos codificados pela
vacina HIVBri8 fusionados a gDh, pudemos propor a construcdo de trés novas
sequéncias, com diferentes arranjos dos peptideos, baseadas nas caracteristicas
hidrofobicas dos mesmos, e na sua capacidade de garantir, ou ndo, a correta
exteriorizacdo total da proteina de fusdo respectiva. Geramos trés novas formas de
organizar a molécula, nas quais, a ordem em que os peptideos se encontram foi alterada,

tentando definir a posicdo mais favoravel que cada peptideo deveria ocupar (Figura 7).
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Estes novos construtos foram possiveis de serem obtidos gracas a rotinas

computacionais desenvolvidas pelo Dr. Frederico M. Ferreira.

HIVBri18

p17 p24 p24 3 pol pol pol gpal gp160 gp160 gp160 gp160 rev vpr vpr vif vpu nef
(73-89) | (33-a5) | (131-150) | (32-46) | (63-77) | (136-150) | (785-799) | (261-276)| (19-31) | (174-185) | (188-201) | (481-a98) | (11-27) | (58-72) | (65-82) | (144-158)| (6-20) | (180-194)

1- HIVBr18 _e15el16Tp05 - positiva

p17 p24 p24 6 pol vif vpu pol pol gpal | gpi6o | gpi6o | gpi6o | gpi60 rev vpr vpr nef
(73-89) | (33-45) | (131-150) | (32-46) | (63-77) |(144-158)| (6-20) |(136-150) | (785-799) | (261-276)| (19-31) | (174-185) | (188-201) | (481-a98) | (11-27) | (58-72) | (65-82) | (180-194)

2 - HIVBri18_el15p04_el16p17_scrmb - positiva

rev pol p24 gpal vif p6 gp160 pol p17 vpr gp160 pol p24 vpr nef gp160 gp160 vpu
(11-27) | (785-799) | (131-150)| (261-276) | (144-158) | (32-46) | (19-31) | (63-77) | (73-89) | (58-72) | (a81-498) | (136-150) | (33-45) | (65-82) | (180-194) | (188-201) | (174-185) | (6-20)

3 - HIVBr18_el5p01_el6p02_scrmb - negativa

rev vif vpu pol p24 gpdl p6 gp160 pol p17 vpr £p160 pol p24 vpr nef gp160 | gp160
(11-27) | (144-158)| (6-20) |(785-799) | (131-150) | (261-276) | (32-46) | (1931) | (63-77) | (73-89) | (58-72) | (481-498) | (136-150) | (33-45) | (65-82) | (180-194) | (188-201) | (174-185)

Figura 7 — Organizacéo espacial dos novos construtos derivados de HIVBr18. Destacado,
encontra-se o peptideo de “vpu”, altamente hidrofébico.

Podemos observar na Figura 8, que representa o grafico do percentual de
sequéncias de gDh-HIVBr18 negativas e positivas para o evento “alcangar a superficie
externa da célula” (demonstradas em cor verde), predito pelo programa TMHMM.
Neste experimento, 1x10° sequéncias foram randomicamente organizadas e testadas
para cada peptideo fixado na sua posicdo, (total de 1,8 milhGes de sequéncias
verificadas das mais de 6x10™ possiveis combinagdes). Um por vez, cada epitopo foi
mantido na sua posicao original (sendo p00 a posicdo de nimero 1 e pl7 a posicao de
numero 18 — e sendo e00 o primeiro epitopo da sequéncia de HIVBrl18 e e17 o ultimo)
variando-se aleatoriamente as posi¢Ges dos demais epitopos. De imediato, verifica-se
um desequilibrio no nimero de sequéncias positivas e negativas (apenas 30% de

positivas, aproximadamente), o que podemos depreender que € relativamente dificil
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alcancar o evento positivo. Além disso, verifica-se que a posi¢do individual de cada
epitopo em relacdo a porcdo N-terminal da gD ndo exerce influéncia no percentual de
eventos positivos, visto que este valor é praticamente conservado para todos epitopos
em suas posicdes originais. Isso significa que o percentual de eventos positivos depende
ndo da posicdo do epitopo, mas sim, da distribuicdo dos epitopos adjacentes. Este fato
foi corroborado pela observacdo de que a remocdo de epitopos hidrofébicos
(hidrofébicos el5 e el6) ndo aumenta o percentual de eventos positivos, sendo o
resultado final de eventos positivos, indiferente em relacdo aquele obtido mantendo os

epitopos el5 e el16, pois ainda outros epitopos hidrofébicos estdo presentes.

1x10° sequéncias randémicas testadas por posicdo
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Figura 8 — Porcentagem de sequéncias combinadas por rotinas computacionais capazes de
atingir o meio extracelular completamente. Sequécias positivas (ndo formadoras de regiGes
transmembrana extras) e negativas (formadoras), obtidas através de rotinas computacionais. p00
— p17: posi¢des ocupadas pelos 18 peptideos codificados pelo HIVBri8. Em vermelho estdo
indicadas as porcentagens de sequéncias negativas para cada posicdo em que o peptideo original
se manteve fixo e os demais foram combinados aleatoriamente em uma nova molécula. Em
verde, indicada a porcentagem de sequéncias positivas.
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Estes novos construtos serdo doravante denominados gDh-HIVBr18 1 (gDh-
HIVBr18 el5e16Tp05), gDh-HIVBrl8 2 (gDh-HIVBri8 el5p04 el6pl7) e gDh-
HIVBr18_3 (gDh-HIVBri8 el5p01_el6p02). Desta forma, fomos capazes de gerar
duas novas moléculas de gDh-HIVBr18 modificadas aparentemente com um arranjo de
hidrofobicidade mais bem distribuido que séo preditas de ndo formar mais regides trans-
membranérias intramoleculares (gDh-HIVBri8 1 e gDh-HIVBrl8 2) o que poderia
garantir assim a translocacdo e ancoramento correto da proteina de fusdo na membrana;
e mais uma molécula predita de continuar formando regides hidrofébicas (gDh-

HIVBri18_3) (Figura 9).
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Figura 9 — Andlise in silico das proteinas de fusdo gDh-HIVBri8 alternativas. As
sequéncias de aminoacidos das proteinas de fusdo gDh-HIVBri8_1 (A), gDh-HIVBri8_2 (B) e
gDh-HIVBri18_3 (C), foram analisadas no preditor de regifes transmembrana TMHMM server
2.0. No eixo X observa-se 0 nimero de residuos de aminoacidos que compde cada proteina
avaliada e no eixo Y uma escala de probabilidade em relacdo aquela regido ser exteriorizada,
interiorizada ou permanecer transmembranar.. Porc¢Ges intracelulares estdo destacadas em azul,
porg¢des transmembrana destacadas em vermelho, e extracelulares destacadas em rosa acima da

linha de corte de probabilidade 1,0.
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4.6 Analise da expressao in vitro das proteinas hibridas gDh-HIVBri18

alternativas

As predicdes in silico foram testadas in vitro transfectando células HEK 293 T
com os plasmideos. Analisando estas células por microscopia de fluorescéncia 24 horas
apos a transfeccdo, e submetendo as mesmas a um processo de permeabilizacdo ou néo,
pudemos identificar a localizacdo das proteinas hibridas, intra ou extracelular.
Demonstramos que, em células transfectadas com os construtos gDh-HIVBr18 1e 2
foi possivel detectar a expressdo da proteina fusionada na face externa da membrana
celular (células ndo permeabilizadas), indicando que as mesmas foram capazes de se
translocar de maneira correta (Figura 10A). Ja em células transfectadas com o construto
gDh-HIVBr18 3 nao foi possivel detectar a proteina quimérica na face externa da
membrana (Figura 10A). J& em células transfectadas e permeabilizadas detectamos

todas as respectivas proteinas quiméricas no espaco intracelular.
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pVAX pVAX-gD pVAX-gD-HIVBri8

A pVAX-gD-HIVBri8_1 pVAX-gD-HIVBri8_2 pVAX-gD-HIVBri8_3

pVAX perm. pVAX-gDperm. pVAX-gD-HIVBri8perm.

B pVAX-gD-HIVBrl18_1perm. pVAX-gD-HIVBr18 2perm.  pVAX-gD-HIVBr18_3perm.

Figura 10 — Anélise de expressdo da proteina gDh-HIVBr18, 1, 2, 3 in vitro. Células
HEK?293T foram transfectadas com os diferentes plasmideos utilizando lipofectamina e ap6s
24h foram submetidas & permeabilizac¢do (B) ou ndo (A), incubadas com antissoro (rabbit anti-
gD), anticorpo secundario (anti-rabbit 1gG — Alexa488) e analisadas em microscopia confocal
de fluorescéncia para avaliar a expressdo da proteina alvo. Nucleos celulares corados em azul
(DAPI). Células com expresséo positiva destacadas em verde. Perm. = células permeabilizadas.
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4.7 Teste de imunogenicidade dos plasmideos codificando sequéncias alternativas

de gDh-HIVBr18

Para avaliar se 0s novos construtos seriam imunogénicos, camundongos BALB/c
fémeas foram imunizados com os plasmideos gDh-HIVBr18, gDh-HIVBri8 1, gDh-
HIVBr18_2 ou gDh-HIVBri8 3. Como controle negativo um grupo de animais foi
imunizado somente com pVAX-gDh e como controle positivo um grupo recebeu
pVAX-HIVBr18. Como demonstrado na Figura 11, os grupos de animais imunizados
com as formas alternativas de gDh-HIVBri18 (1, 2 ou 3) apresentaram resposta imune
celular semelhante a dos animais imunizados com a vacina de DNA que codifica

HIVBrl18 na sua forma padrao.
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Figura 11 — Resposta imune induzida por gDh-HIVBri18 e construtos com sequéncias
modificadas. Camundongos BALB/c fémeas (N=4) foram imunizados com 100 pg de DNA
dos plasmideos pVAX-HIVBr18, pVAX-gDh-HIVBri8_1, 2 ou _3, pela via i.m. num total de
3 doses com intervalos de 2 semanas. Numero de spots de IFN-y produzidos por esplendcitos
dos animais imunizados que foram incubados com o pool de peptideos do HIV-1 duas semanas
apos a Ultima imunizacdo. Os dados sdo mostrados como a meédia e desvio padrdo
representativos de dois experimentos independentes. O valor médio das respostas atingidas pelo
grupo imunizado com pVAX-gDh foi subtraida dos demais grupos, sendo este ndo mostrado.
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4.8 Construcdo e anélise de expressao do plasmideo pVAX-DUO-gDh_HIVBr18

Até aqui as estratégias de imunizacdo com formas fusionadas de Brl8 a gDh,
ndo resultaram em aumento da resposta imune induzida. Decidimos mudar a estratégia,
e construir um vetor vacinal capaz de expressar simultaneamente gDh e Brl8, a partir
de dois promotores distintos, como duas sequéncias independentes. Amplificamos por
PCR toda a sequéncia codificadora da gDh adicionada do promotor CMV (pCMV) e da
cauda poli-A (sinal de terminacdo transcricional) que ficam a montante e a jusante do
gene em questdo, ja que este apresentava-se clonado no vetor pVAX-gDh. Apds obter
este produto, pCMV+gDh+poli-A (2.216 pb), digerimos o vetor pVAX-HIVBr18 com a
enzima Hincll que cliva este vetor em um sitio Unico, de forma abrupta, na posi¢do 35
(Figura 12A). Este sitio encontra-se a jusante da regido promotora pCMV do vetor
pVAX-HIVBrl18. Desta forma clonamos o produto de PCR pCMV+gDh+poli-A no
vetor pVAX-HIVBri18 dando origem ao novo vetor pVAX-DUO-gDh HIVBril8

(Figura 12B).

Hincll
pCMV pCMV

poli-A

pVAX-HIVBr18
4.1kb

pVAX-DUO-gD_HIVBri18
6.3kb

Figura 12 - Representacdo esquematica do plasmideo pVAX-DUO-gDh_HIVBris.
Regides em roxo representam o promotor CMV (pCMV); regides em vermelho representam
caudas de poli-adenilacdo (poli-A); em verde a sequéncia codificante de gDh; em azul a de
Br18. A) Plasmideo pVAX-HIVBri18, em destaque o sitio de Hincll (posicéo 35). B) Plasmideo
pVAX-DUO-gDh_HIVBri8.
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Para avaliar se este novo plasmideo era capaz de dirigir a expressdo de gDh em
celulas eucariotas, realizamos um ensaio de imunofluorescéncia. Células HEK-293T
foram transfectadas com o plasmideo pVAX-HIVBri8 (que nao codifica gDh) e com o
plasmideo pVAX-DUO-gDh_HIVBr18. Apb6s 24h de transfeccdo, as células foram
incubadas com um anti-soro poli-clonal anti-gD (coelho), e em seguida com um
anticorpo anti-rabbit-Alexa488. As células foram fixadas e avaliadas em microscopia de
fluorescéncia. Como podemos observar na Figura 13, detectamos a expressao de gDh
na superficie de células transfectadas (visto que ndo houve permeabilizagdo prévia das
células) com o plasmideo pVAX-DUO-gDh HIVBrl8, ao contrério daquelas

transfectadas com pVAX-HIVBr18.

A pVAX-HIVBri8 B pVAX-DUO-gDh_Br18

Figura 13 - Analise de expressdo da proteina gDh in vitro codificada por pVAX-DUO-
gDh_HIVBri18. Células HEK293T foram transfectadas com os plasmideos pVAX-HIVBri8
(A) e pVAX-DUO-gDh_HIVBri18 (B) utilizando lipofectamina e apés 24h foram submetidas a
incubacdo com um anti-soro (rabbit anti-gD), seguida de um anticorpo secundario (anti-rabbit
IgG — Alexa488) e analisadas em microscopia confocal de fluorescéncia para avaliar a expressao
da proteina alvo. Células com expresséao positiva destacadas em verde.
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Ao testarmos este novo plasmideo como imundgeno, apds imunizacdo de
camundongos BALBI/c e realizagdo de ensaios de ELISPOT, observamos que o nimero
de células produtoras de IFN-y especificas para o “pool” de peptideos codificados pela
vacina foi semelhante entre os grupos imunizados com o plasmideo bicistronico pVAX-
DUO-gDh_HIVBr18 quando comparado ao vetor original pVAX-HIVBrl8 em ambas

as dose testadas (50 e 100 pg/dose) (Figura 14).
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Figura 14 - Resposta imune induzida pelo vetor pVAX-DUO-gDh-HIVBri18. Camundongos
BALB/c fémeas (N=4) foram imunizados com 100 ou 50 pug de DNA pela via i.m. num total de
3 doses com intervalos de 2 semanas. Nimero de spots de IFN-y produzidos por esplendcitos
dos animais imunizados que foram incubados com o pool de peptideos do HIV-1 duas semanas
ap6s a ultima imunizacdo. Os dados sdo mostrados como a media e desvio padrdo
representativos de dois experimentos independentes.

4.9 Analise da magnitude da resposta imune celular induzida pela

coadministracdo com plasmideos de citocinas

Outra estrategia utilizada para tentar aumentar a imunogenicidade da vacina

HIVBrl18 foi a coadministracdo de plasmideos que codificam as citocinas IL-2, 1L-12,
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IL-15 e GM-CSF. Grupos de camundongos foram imunizados com 100 pg da vacina
HIVBr18 associada ao vetor pVAX-1 (vazio) ou associada a 100 pg do plasmideo que
codificava cada umas das citocinas citadas acima. Observamos por ELISPOT um
aumento na magnitude total da resposta induzida pela combinacdo de HIVBri18 aos
plasmideos que codificam IL-12, IL-15, e GM-CSF (Figura 15). J& a coadministragdo
do plasmideo que codifica IL-2 atingiu uma resposta imune similar a HIVBr18 sem
plasmideo adjuvante. A coadministracdo a GM-CSF alcancou até 100% de aumento na
magnitude da resposta imune induzida somente por HIVBrl8 e ainda foi
estatisticamente superior quando comparada aos grupos de imunizagdo que receberam
as combinagdes de HIVBri18 + IL-2, + IL-15 e + IL-12. Esta ultima citocina foi a que

apresentou resultados mais consistentes durante a repeticdo de experimentos.
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Figura 15 - Resposta imunoldgica induzida (magnitude) por HIVBr18 coadministrado a
plasmideos que codificam citocinas. Camundongos BALB/c fémeas (N=4) foram imunizados
com 100 pg de DNA de HIVBri8 associado a 100 pg de um plasmideo codificando as citocinas
IL-2, 12, 15 ou GM-CSF pela via i.m. num total de 3 doses com intervalos de 2 semanas.
NUmero de spots de IFN-y produzidos por esplendcitos dos animais imunizados que foram
incubados com o pool de peptideos do HIV-1 duas semanas ap6s a ultima imunizacdo. Os dados
sdo mostrados como a média e desvio padrdo de um experimento, representativo de dois
experimentos independentes. Tabela comparativa pés analise One-Way ANOVA entre todos 0s
grupos experimentais. *<0,05. NS sem diferenca estatistica.

4.10 Analise da amplitude da resposta imune celular induzida pela coadministra-

¢cdo com plasmideos que codificam GM-CSF e IL-12

Visto os resultados acima, decidimos avaliar se a coadministracdo de plasmideos
que codificam citocinas teria a capacidade de aumentar ndo somente a magnitude da
resposta imune induzida, mas tambem a amplitude. Para atingir esta quest&o,
selecionamos duas combinacOes de plasmideos que aumentaram a magnitude da
resposta: HIVBrl18 + I1L-12 e HIVBr18 + GM-CSF. Apds imunizacdo de camundongos
com as combinacdes de plasmideos acima ou com HIVBri8 + pVAX-1 (vazio)

observamos por ELISPOT que o0s esplendcitos dos camundongos que foram
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coimunizados com plL-12 ou pGM-CSF, apresentaram uma magnitude de resposta,
contra o pool de peptideos codificados pela vacina, superior aos animais que receberam
somente HIVBrl8, sendo esta diferenca estatisticamente significante, confirmando os
dados da sesséo anterior (p<0,05) (Figura 16B). Os animais que foram co-imunizados
com HIVBri8 e os plasmideos que codificam as citocinas GM-CSF ou IL-12
apresentaram magnitude de resposta 116% e 61% maior que 0s imunizados somente
com HIVBr18, respectivamente. Entretanto, o nimero médio de peptideos reconhecidos
por experimento (amplitude da resposta) foi semelhante entre os grupos testados:
HIVBri8+pVAX-1  (vazio), HIVBri8+plL-12 e HIVBr18+pGM-CSF (8
peptideos/experimento), em um experimento representativo de 3 experimentos

independentes (Figura 16A).
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Figura 16 — Resposta imunoldgica (amplitude) induzida pela coimunizagdo de HIVBri8 a
plasmideos que codificam citocinas. Duas semanas apds a Ultima imunizagdo com 0s
plasmideos pVAX-HIVBri8 + pVAX1 (@), plL-12 ou pGM-CSF, esplenécitos de 6
camundongos BALB/c foram cultivados na presenca de peptideos individuais ou “pool” de
peptideos do HIV-1 (5 pM). Os dados sdo mostrados como média e desvio padrdo
representativos de dois experimentos independentes. *p<0,05. **p<0,01 A linha pontilhada
representa o valor de corte de positividade, obtida a partir da soma das médias, mais trés desvios
padrdes, dos valores de reconhecimento do grupo controle imunizado com 100 pg de cada
citocina (total 200 pg/dose), sendo os dados deste grupo ndo mostrados. Os dados sdo
mostrados como a média e desvio padrdo de um experimento, representativo de trés
experimentos independentes.
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4.11 Analise da resposta imune celular polifuncional induzida pela

coadministracdo com plasmideos que codificam GM-CSF e IL-12

Avaliamos também a proliferacdo celular e produgdo de citocinas intracelulares
de esplendcitos dos animais imunizados frente ao re-estimulo antigénico. Esplendcitos
de camundongos BALB/c imunizados com a vacina HIVVBr18 associada ou ndo a IL-12
ou GM-CSF foram marcadas com CFSE e colocados em cultivo por quatro dias com o
pool de peptideos do HIV-1 codificados pela vacina. Ao avaliar o total de células CD3+
observamos que no grupo imunizado com HIVBr18+pGM-CSF hd um maior percentual
de células CD3+CD4+ capazes de produzir IFN-y ou TNF-q, e de células CD3+CD8+
capazes de produzir IFN-y, quando comparado ao grupo que recebeu HIVBr18 somente
(figura 17A). Em relacdo a capacidade proliferativa e producdo citocinas, a imunizacdo
com HIVBri8+pGM-CSF induziu maior porcentagem de células CD4+CFSEP*° ¢
CD8+CFSEP®>°  capazes de produzir alguma das citocinas avaliadas (Figura 17B).
Ainda observamos que este grupo foi 0 que desenvolveu o maior nimero de células
polifuncionais, capazes de proliferar e produzir as trés citocinas (IFN-y, IL-2 e TNF-a)
concomitantemente, quando comparamos com o grupo que recebeu somente HIVBr18

ou HIVBri8 + IL-12 (Figura 18).
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Figura 17 — Resposta imune celular induzida por HIVBr18 associado a pGM-CSF ou plL-
12. Camundongos BALB/c imunizados com 100 pg do plasmideo HIVBr18 associado a 100 g
do plasmideo codificando as citocinas IL-12 ou GM-CSF foram sacrificados duas semanas apds
a Gltima imunizacdo e seus esplendcitos marcados com CFSE (1,25 uM) e cultivados durante 4
dias na presenca do pool de peptideos do HIV-1 (5 uM), ou somente meio. No dia 4, as células
foram pulsadas durante 12 horas com os peptideos na presenca de anticorpo co-estimulador
(anti-CD28) e de Brefeldina A. (A) Freqlencia de células CD3+CD4+ ou CD3+CD8+ capazes
de produzir IFN-y, IL-2 ou TNF-a. (B) Frequéncia de células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ que
proliferam (CFSE™*) e produzem IFN-y, IL-2 ou TNF-a. Respostas obtidas nas amostras
incubadas somente com meio de cultura foram subtraidas das amostras estimuladas com pool.
Dados representativos de dois experimentos independentes. *p<0,05.
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Figura 18 — Resposta imune celular polifuncional induzida por HIVBri8 associado a
pGM-CSF ou plL-12. Camundongos BALB/c imunizados com 100 pg do plasmideo HIVBr18
associado a 100 g do plasmideo codificando as citocinas IL-12 ou GM-CSF foram sacrificados

duas semanas ap

0s a Ultima imunizacdo e seus esplendcitos marcados com CFSE (1,25 uM) e

cultivados durante 4 dias na presenca do pool de peptideos do HIV-1 (5 uM), ou somente meio.
No dia 4, as células foram pulsadas durante 12 horas com os peptideos na presenca de anticorpo

co-estimulador
CD4+CFSEPa
incubadas somen

(anti-CD28) e de Brefeldina A. CombinacBes Booleanas de células
produtoras de IFN-y, IL-2 e/ou TNF-o. Respostas obtidas nas amostras
te com meio de cultura foram subtraidas das amostras estimuladas com pool.

Dados representativos de dois experimentos independentes. *p<0,05.
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4.12 Analise da resposta induzida pela combinacao dos plasmideos codificando

GM-CSF e IL-12 em um protocolo de baixa dose

Cientes do fato que a combinacdo com GM-CSF aumenta a magnitude da
resposta induzida pela vacina HIVBrl8, decidimos avaliar se mesmo frente a uma
reducdo de dose este efeito se manteria. Demonstramos aqui, que este fato também pode
ser observado quando utilizamos uma estratégia de imunizacdo de baixa dose, onde
empregamos apenas 25 ug do plasmideo que codifica o antigeno Brl8 (1/4 da dose
anteriormente utilizada), associado a 25 ug do plasmideo que codifica GM-CSF. Como
observado na Figura 19, a imuniza¢do com apenas 25 pg de HIVBr18 + 25 ug de pGM-
CSF , induz uma resposta imune celular (avaliada por ELISPOT para IFN-y (Figura
16A) e IL-2 (figura 16B), de maior magnitude, quando comparado a 25 pg de HIVBr18
somente. Além disso, esta baixa dose da combinagdo de HIVBr18 + pGM-CSF induziu
uma resposta de maior magnitude que aquela alcancada por HIVBrl18 (sem adjuvante)
na quantidade de 100 ug Figura 19A e Figura 19B. A combinacdo de HIVBri8 a
plasmideos que codificam IL-12 ou até mesmo a combinacdo de HIVBri8 + plL-12 +
pGM-CSF induziu uma resposta de magnitude semelhante a HIVBri8 100 ug e superior

a HIVBr18 25 ug.
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Figura 19 - Resposta imune induzida por HIVBri18 associado a plasmideos que codificam
as citocinas IL-12 e GM-CSF em protocolo de baixa dose. Camundongos BALB/c fémeas
(N=4) foram imunizados (i.m.) num total de 3 doses com intervalos de 2 semanas. Cada grupo
de animais recebeu por dose, 100 ug do plasmideo pVAX (controle); 25 ug de HIVBri8; 100
pg de HIVBr18; 25 pug de HIVBri8 + 25 g de plL-12; 25 pg de HIVBr18 + 25 ug de pGM-
CSF; ou 25 pg de HIVBri18 + 25 pg de plL-12 + 25 pg de pGM-CSF. Estéo plotados média e
desvio padrdo dos numeros de spots de IFN-y (A) e IL-2 (B) produzidos por esplendcitos dos
animais imunizados que foram incubados com o pool de peptideos do HIV-1 duas semanas ap0s
a Ultima imunizacdo. Tabela comparativa pos-analise estatistica one-way ANOVA entre todos
0s grupos experimentais. Os simbolos *, # e & representam diferencas estatisticas em relagdo
aos grupos HIVBrl18 100ug, HIVBr18 25 ug+pGM-CSF e HIVBri8 25 pg+plL-12+pGM-CSF,
respectivamente.

4.13 Analise da resposta induzida pela combinacéo dos plasmideos codificando

IL-2 e IL-15 em um protocolo de baixa dose

Ao avaliarmos outros plasmideos que codificam citocinas nas condicdes de
baixa dose (Figura 20) como possiveis adjuvantes para esta formulagdo de vacina de
DNA, observamos que a coadministracéo de plasmideos que codificam as citocinas IL-2

ou IL-15 e mesmo uma combinacdo destes com pGM-CSF, ndo alcanca uma
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imunogenicidade superior a HVIBr18 (100 pg) sozinho. Apds imunizagdo ¢ analise das
populacbes de células T especificas para os antigenos vacinais, somente a combinagao
de HIVBrl18 + pGM-CSF, foi capaz de aumentar o percentual de células T CD4+,
quando comparado a HIVBri8, tanto na dose de 100 como na de 25 ug de DNA/dose

(Figura 20B); e de células T CD8+, quando comparado a HIVBr18 na dose de 25 pg

(Figura 20A).
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Figura 20 - Resposta imune induzida por HIVBr18 associado a plasmideos que codificam
as citocinas IL-2, IL-15 e/ou GM-CSF em protocolo de baixa dose. . Duas semanas ap0s a
Gltima imunizagdo com 100 pg de pVAX, ou 100 ug de HIVBri8, ou 25 pg de HIVBri8 + 25
ug de pIL-2, ou + 25 ug de plL-15, ou + 25 pg de pGM-CSF, ou + 25 g de pIL-2 + 25 ug de
pGM-CSF, ou + 25 pg de plL-15 + 25 pg de pGM-CSF, esplendcitos de 4 camundongos
BALB/c foram cultivados na presenca de peptideos individuais ou “pool” de peptideos do HIV-
1 (5 uM) por 12h ou somente meio de cultura juntamente com o co-estimulo de anti-CD28 na
presenca de Brefelfina A. Citometria multiparamétrica foi utilizada para determinar a frequéncia
de células CD8+ (A) ou CD4+ (B) capazes de produzir citocinas. * = p<0,05. Relacbes
estatisticamente ndo significativas foram suprimidas do gréfico.
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4.14 Coadministracdo de GM-CSF a um vetor adenoviral codificando os ep6tipos

da vacina HIVBril18

A coadministracdo de um plasmideo que codifica GM-CSF (pGM-CSF)
demonstrou-se até aqui um bom adjuvante para nossa formulacao de vacina de DNA (na
forma de um plasmideo soltvel). Decidimos avaliar se esta propriedade era mantida ao
associarmos pGM-CSF a um adenovirus que expressa a sequéncia codificante de Br18.
Fizemos um mistura de diferentes quantidades de adenovirus combinado ao plasmideo
vazio (pVAX- 1) ou a pGM-CSF (ambos na quantidade de 100 pg ) e administramos
pela via i.m. em camundongos BALB/c. Observamos que ap6s imunizagdo com 2x107
ufp do adenovirus, a inducdo de resposta imune celular foi similar a imunizacdo com
2x108 ufp (p>0,05). Entretanto, ao misturarmos 100 ug de pGM-CSF a formulacio de
2x107 ufp de adenovirus observamos uma reducéo significativa (p<0,05) na magnitude

da resposta imune celular especifica como podemos observar na Figura 21.
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Figura 21 - Resposta imune induzida por Ad-HIVBri18 associado ou ndo a um plasmideo
gue codifica GM-CSF. Camundongos BALB/c fémeas (N=4) foram imunizados (i.m.) num
total de 3 doses com intervalos de 2 semanas. Cada grupo de animais recebeu por dose,
diferentes quantidades de Ad-HIVBri18, ou Ad-B-gal (que codifica o gene da B-galactosidase,
como vetor controle), associados ou ndo a pGM-CSF (100 pg). Estdo plotados os nimeros de
spots de IFN-y produzidos por esplendcitos dos animais imunizados que foram incubados com o
pool de peptideos do HIV-1 duas semanas apds a Ultima imunizagdo. Os dados sdo mostrados
como a média e desvio padrdo das triplicatas de um experimento. * p< 0,05. N.S. Sem diferenca
estatistica.
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5 DiscussAo

A resposta imunolégica induzida pela combinagdo da gD a HIVBri8, explorada
aqui de diferentes formas, tanto como proteinas quiméricas de fusdo como um
plasmideo bicistrénico, se manteve sempre semelhante a obtida pelo vetor original
HIVBri8. Quando utilizamos a combinacdo do plasmideo vacinal HIVBri8 com
plasmideos que codificam citocinas (IL-2, IL-12, IL-15 e GM-CSF), verificamos que a
combinacdo HIVBri8 + pGM-CSF induziu uma resposta imunolégica (inducdo de
linfocitos T especificos) de maior magnitude que HIVBr18 administrado sozinho quer

seja em um protocolo de alta ou baixa dose.

A propriedade da gD de interagir com moléculas do sistema imunoldgico e
aumentar a imunogenicidade de outras vacinas de DNA ja tem sido bastante explorada e
sua capacidade de potencializar resposta imunoldgicas contra antigenos de HPV-16 e
HIV-1 ja foram demonstradas anteriormente (62, 105). Entretanto, a imunizacdo com o
plasmideo que codifica a proteina de fusdo gDh-HIVBrl8 ndo potencializou a
imunogenicidade da vacina contra os peptideos de HIV em comparacdo a HIVBri8. A
interacdo entre gD e seu receptor HVEM (presente em diversos tipos celulares,
inclusive em células do sistema imunoldgico) ocorre no meio extracelular, quando a gD
encontra-se ancorada a membrana da célula, apds sua sequéncia génica ser transcrita,
traduzida e a proteina ser capaz de se translocar pela membrana da célula até sua face
externa (106). Nossos dados de imunofluorescéncia apontam que a proteina de fusédo

gDh-HIVBr18 (construida utilizando a sequéncia original de HI\VVBr18) néo se transloca
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para a face externa da membrana, ficando retida no citoplasma ou mesmo na face
interna da membrana. Sendo assim, ndo é capaz de interagir com o receptor HVEM e
consequentemente ndo sendo capaz de modular a resposta imune. Isto explica o fato de
ndo termos observado um incremento na resposta imunoldgica contra HIVBrl8, ao
contrario de outros trabalhos que utilizaram estratégia semelhante para outros antigenos
(64, 107). Em nossos experimentos de transfeccdo de células in vitro e
imunofluorescéncia sempre observamos um ndmero baixo de células positivas, nunca
superiores a 40% (eficiéncia de transfec¢do), mesmo quando utilizamos vetores que
expressam somente gD como controle positivo (pVAX-gDh). Este fato pode ser
explicado ou pela baixa taxa de transfeccdo das células, ou pela baixa capacidade do

nosso soro policlonal Anti-gD reconhecer seu alvo (baixa afinidade).

A insercdo da sequéncia de HIVBrl18 na gD de forma ‘“sanduiche” ( gD N’ —
Br18 — gD C’) pode ter afetado de alguma maneira a capacidade de translocacdo pela
membrana ou ter conferido alguma conformacdo ndo compativel com a interacdo com
HVEM. Em relacdo a capacidade de translocacdo e ancoramento a membrana, fizemos
analises in silico do poli-epitopos HIVBri8 a fim de elucidar sua estrutura molecular.
Notamos que muitos destes epitopos sdo hidrofobicos, e regides hidrofobicas ndo se
translocam com eficiéncia pela membrana celular, tendo alta afinidade pelas caudas
hidrofobicas dos fosfolipidios da membrana, sendo discriminados inclusive como
porcOes transmembranarias em proteinas (108). A gD naturalmente possui uma regido
com essas caracteristicas que € essencial para seu correto ancoramento, sendo que,
qguando fusionada a HIVBrl18 outras duas regifes transmembrandrias estariam sendo
formadas, fazendo com que grande parte da molécula ficasse retida na regido intra-
citoplasmatica da célula, segundo predicdo do software TMHMM que prediz regides

transmembranarias/hidrofdbicas de proteinas (104). A forma original como os epitopos
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estdo dispostos no Brl8 tende a formar “ilhas de hidrofobicidade” que podem alterar as
porcbes de interacdo com a membrana celular da proteina gDh-HIVBri8. Ao
reorganizar os epitopos em outra disposicao, conseguimos de certa forma desfazer essas
“ilhas” e ao submetermos a sequéncia da gDh-HIVBr18 com os epitopos reorganizados
a predicdo do software TMHMM, este indicou que: se a gDh for fusionada aos epitopos
nesta nova conformacédo, a proteina de fusdo gDh-HIVBri8 (modificada) conseguiria
translocar-se pela membrana, nela ficar ancorada e exposta na face externa da célula,
livre para interagir com o receptor HVEM. Ao construir e testar estes novos construtos
com melhor balanco de hidrofobicidade, estes fatos foram confirmados por
imunofluorescéncia, e as sequéncias preditas de serem capazes de se translocar pela
membrana, realmente o fizeram. Nossa hip6tese de que, agora que estariam na porcao
extracelular, as novas proteinas de fusdo gDh-HIVBri8 1 e gDh-HIVBri8 2 seriam
capazes de induzir resposta imune mais intensa contra os peptideos codificados pela
vacina, nao foi confirmada, visto que na quantidade testada, ndo observamos aumento
na magnitude da resposta imune celular induzida por estes plasmideos vacinais, quando

comparados a HIVBri8.

Sabe-se que, a conformacédo que a gD adquire pode influenciar no processo de
ligagdo ao receptor, pois, se algum sitio de interagdo com o seu receptor (HVEM) for
modificado, a ligacdo gD-HVEM ndo ocorrerd de maneira adequada (109, 110).
Portanto outras hipoteses surgem, como por exemplo, a de que uma proteina quimérica,
poderia alterar de forma tdo dramatica a estrutura da gD, que esta ndo seria mais capaz
de interagir com seu receptor HVEM. A insercdo da sequéncia de HIVVBr18 original ou
das formas modificadas pode ter afetado de alguma maneira a conformagéo do sitio de
ligagdo ao receptor HVEM fazendo com que esta molécula, mesmo que externalizada,

ndo interaja adequadamente com o receptor.
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Baseado nisso, testamos um vetor bicistronico, capaz de expressar, in vitro,
simultaneamente gDh e HIVBr18, de forma isolada. Ap6s imunizagdo, a resposta imune
induzida no grupo de animais que recebeu o vetor bicistronico foi semelhante aquela
induzida nos que receberam HIVBri18. Outros trabalhos que utilizaram a gD como
adjuvante a antigenos em vacinas de DNA, observaram aumento na resposta imune
celular induzida, por exemplo, contra oncoproteinas do HPV-16. Nestes trabalhos,
quando testaram apenas o antigeno vacinal, este por si sO, era pouco imunogénico (63).
No caso do HIVBr18, o préprio antigeno vacinal ja é bastante imunogénico, e talvez o
mecanismo imunomodulador proveniente da interacdo de gD-HVEM-BTLA-CD160
fique camuflado pela forte indugdo antigénica do HIVBrl18, dada a complexidade e
ampla possibilidade de combinacdo entre as moléculas envolvidas nesta via, ora co-
estimulatoria, ora co-inibitéria (106, 111). Sendo assim, estratégias baseadas em
proteinas quiméricas de fusdo devem ser tratadas com atencdo e estudos envolvendo
caracteristicas moleculares e conformacionais devem ser realizados/aprofundados para

gue estes mecanismos sejam mais bem esclarecidos.

Em nosso organograma inicial do trabalho, os plasmideos que codificam
citocinas, estavam previstos para serem testados, coadministrados a formula¢do gDh-
HIVBr18. Baseados na literatura e experiéncia do grupo, esperavamos que a fusdo com
a gDh aumentasse a imunogenicidade da vacina HIVBrl18, entretanto este fato ndo foi
obervado, e nos dedicamos a tentar desvendar tal problema. Portanto, decidimos dar
inicio ao teste dos plasmideos que codificam citocinas coadministrados a formulagéo
HIVBr18 (sem estar fusionado a gDh). A coadministracdo de plasmideos que codificam
citocinas, como IL-12, GM-CSF, IL-15 e IL-2, visando o aumento da imunogenicidade
de vacinas de DNA, tém sido explorada com resultados bastante promissores (112).

Nossos resultados demonstram que os plasmideos que codificam IL-12, IL-15 ou GM-
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CSF quando administrados em um protocolo de alta dose promovem um aumento na
magnitude da resposta imunoldgica gerada contra o pool dos 18 peptideos do HIV-1
codificados pela vacina. Nossos dados sdo corroborados por outros estudos em modelo
murino (86, 113-115). Para a formulagdo testada aqui (HIVBrl8) a citocina que
demonstrou melhor potencial imunomodulador foi GM-CSF. A sua capacidade de
potencializar a resposta imune induzida por vacinas ja foi demonstrada em estudos que
inclusive utilizaram modelos de maior complexidade como primatas ndo humanos (116,
117) e até mesmo ensaios clinicos em humanos, para vacinas anti-tumorais e anti-virais
(118, 119). Em contrapartida em um ensaio clinico em humanos que utilizou uma
vacina de DNA contra maléaria, a coadministracdo com pGM-CSF se demonstrou
ineficaz, pois ndo aumentou a resposta imune induzida e tampouco a protecédo frente a
um desafio com mosquitos infectados pelo agente causador da doenca, apesar de ter se
demonstrado segura e bem tolerada pelos participante do estudo (120).

Constatamos que a coadministracdo do plasmideo que codifica GM-CSF
melhora ndo s6 a magnitude da resposta, mas também a sua qualidade, induzindo
células T polifuncionais e que ainda em baixas doses a coadministracdo com pGM-CSF
é capaz de gerar uma resposta igual ou até mesmo de maior magnitude (quando
comparado a somente HIVBri18 100 pg/dose), o que ndo foi observado para a
coadministracdo de outras citocinas isoladas (pIL-2, -12 e -15), sendo este fato coerente
com outro achado da literatura (113). Isso pode se traduzir em até mesmo uma redugéo
na dose de antigeno, garantindo mais seguran¢a e economia em futuros testes pre-
clinicos. Nossos dados corroboram com a literatura cientifica que demonstra que 1L-12
e, principalmente, GM-CSF como sendo bons adjuvantes moleculares (85, 86, 121) para
vacinas de DNA, a qual pode ter seu potencial aumentado ainda mais, se combinada a

eletroporacdo in vivo (122). N&o temos conhecimento até o momento de outros
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trabalhos que utilizaram GM-CSF (na forma de um plasmideo soltvel) coadministrado
a um vetor adenoviral, entretanto uma abordagem que utilizou vetores adenovirais que
codificam antigenos (OVA) simultaneamente a GM-CSF demonstrou um potente efeito
adjuvante desta citocina principalmente em sistema de inducdo-reforco em
camundongos (123). Por outro lado, quando expresso por um virus da raiva modificado
para ser utilizado como vetor vacinal (expressando também Gag do HIV-1), o efeito da
co-expressao de GM-CSF foi de redugdo na magnitude de linfécitos CD8+ antigenos
especificos (124). O efeito adjuvante desta citocina se deve ao fato de um grande
nimero de células apresentadoras de antigeno, especialmente células dendriticas
(CD11c+) serem recrutadas para o local de inoculacdo, favorecendo assim a resposta
imunolégica contra os antigenos (125). Entretanto, ja foi demonstrado também que
quando expresso localmente em altas doses, 0 GM-CSF pode recrutar para o local da
inoculacdo células mieldides supressoras (126) e que também h& um mecanismo de
inducdo de células T reguladoras GM-CSF-dependente, onde se observa proliferacdo
destas células via um mecanismo independente de IL-2 (127). Adjuvantes moleculares
como GM-CSF devem ser empregados com atencdo, baseado no tipo de resposta que se
deseja. A inoculacdo de pGM-CSF anterior a imunizacgéo, favorece um desenvolvimento
de respostas com perfil Th2, e ja a inoculagdo concomitante e até mesmo 72 horas pés
imunizacdo favorecem resposta do tipo Thl em camundongos (128). Sendo assim, 0
desenvolvimento e aprimoramento de uma formulagcdo vacinal que utiliza em sua

composigdo um adjuvante molecular deve ser cautelosamente planejado testado.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que a imunizagdo com a vacina de DNA HIVBr18, em
combinacdo a um plasmideo que codifica a citocina GM-CSF induz uma resposta imune
celular induzida pés-vacinacdo de maior magnitude que a observada somente com
HIVBrl8, quer seja em um protocolo vacinal de alta ou baixa dose, entretanto a
amplitude da resposta permaneceu semelhante.

Através da fusdo de HIVBri18 a glicoproteina D (gD) do HSV-1, ou através da
sua co-expressdo, a partir de um vetor bicistronico, utilizado como vetor vacinal,
verificamos uma resposta induzida de mesma magnitude e amplitude aquela observada
somente com HIVBri8.

Os dados obtidos indicam potencial na utilizacdo de plasmideos que codificam
GM-CSF como adjuvantes moleculares em futuros ensaios clinicos e pré-clinicos
envolvendo a formulacdo vacinal HIVBri18, visto a capacidade limitada de vacinas de

DNA serem imunogénicas em primatas ndo humanos e humanos.



65

7 ANEXOS

7.1 Anexo A - Figuras
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Figura 1 - Estratégia de analise para identificacdo de células T polifuncionais. Duas
semanas apos a Ultima dose vacinal esplendcitos de 6 camundongos BALB/c foram
extraidos, marcados com CFSE (1.25uM) e cultivados na presenca do pool de peptideos
do HIV-1 (5uM), por 5 dias. O estimulo e o re-estimulo com o pool de peptideos foram
feitos no primeiro e quarto dia de cultura. No quarto dia de cultura foram também
adicionados anti-CD28 (2pg/ml) como co-estimulo e brefeldina A (0,2pL/pocgo).
Primeiramente foi feito um gate em linfocitos, determinado pelo tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) das células. Posteriormente, foi feito um gate na populagdo CD3+
seguido de um gate na populacdo CD4+ e um gate na populagdo CD8+. Dentro das sub-
populagdes de linfocitos T (CD4+ ou CD8+) foram avaliadas as produgdes das citocinas
IFN-y, IL-2 ou TNF-a simultaneamente a proliferacao celular (baseada da diminuigdo
da intensidade de fluorescéncia do CFSE). A estratégia booleana foi entdo aplicada,
considerando o gate de células em proliferacdo (CFSEP**°) que produziam citocinas,
para determinar todas as possiveis combinagdes funcionais.



7.2 Anexo B - Tabelas

Tabela 1 — Peptideos do HIV-1 codificados pela vacina HIVBr18.

Proteina (aminoacidos

Peptideo compreendidos) Sequéncia
gagl pl7(73-89) EELRSLYNTVATLYCVH
gag2 p24(33-45) SPEVIPMFSALSE
gag3 p24(131-150) KRWIILGLNKIVRMYSPTSI
gag4 p6(32-46) DKELYPLASLRSLFG
poll pol(63-77) / protease (7-21) QRPLVTIKIGGQLKE
pol2 pol(136-150) / protease (80-94) TPVNIIGRNLLTQIG
pol3 pol(785-799) / integrase (70-84) GKIILVAVHVASGYI
envl gp41(261-276) RDLLLIVTRIVELLGR
env2 gp160(19-31) TMLLGMLMICSAA
env3 gp160(174-185) ALFYKLDVVPID
env4 gp160(188-201) NTSYRLISCNTSVI
env5 gp160(481-498) SELYLYKVVKIEPLGVAP
rev rev(11-27) ELLKTVRLIKFLYQSNP
vpr2 vpr(58-72) EAIIRILQQLLFIHF
vpr3 vpr(65-82) QQLLFIHFRIGCRHSRIG
vif vif(144-158) SLQYLALVALVAPKK
vpu vpu(6-20) VLAIVALVVATIIAI
nef nef(180-194) VLEWRFDSRLAFHHV
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