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RESUMO

Vacinas contra HIV que estimulem resposta imune de mucosas, especialmente no trato genital
feminino, podem ser mais eficazes na prevencdo ou contencdo da infecgdo pelo HIV. Adenovirus
humano (Ad) do sorotipo 5, que tém sido utilizados como vetores de vacinas contra HIV,
apresentam como limitacdo a pré-existéncia de anticorpos neutralizantes na populacdo. Para
superar este problema foi desenvolvido um Ad recombinante a partir de um virus de origem simia
- AdC6gag. Este estudo avaliou a resposta imune celular especifica contra HIV em sitios
sistémicos e de mucosa apds a imunizacdo intravaginal de camundongos BALB/c com AdC6gag.
Demonstrou-se que imunizagdo intravaginal foi capaz de induzir células T CD8" Gag-especificas
no trato genital, linfonodos iliacos e baco. A resposta imune avaliada através da marcacao
intracelular de IFN-y produzido por células T CD8" estimuladas por 5 horas com peptideo
contendo Gag foi demonstrada utilizando-se diferentes doses do vetor, mas a dose de 10°> PFU de
AdC6gag foi capaz de induzir a melhor resposta no trato genital e linfonodos iliacos 14 dias apds
a imunizacéo intravaginal. 10° e 10* PFU de AdC6gag induziram a melhor resposta no bago 7
dias apds a imunizacdo. A imunizagdo intravaginal com AdC6gag induziu melhor resposta de
células T CD8" no trato genital e linfonodos iliacos que as imunizages intranasal e
intramuscular. As freqiiéncias de células T CD8" Gag-especificas estimuladas no trato genital
pela imunizacgéo intravaginal 1V (3,8%) e intranasal IN (0,94%) aumentaram com uma estratégia
de dose-reforco IN-1V (27,46%) quando se utilizou 10°> PFU de AdC6gag. A resposta de células
T CD8" Gag-especificas induzidas com AdC6gag no trato genital e bago é de longa duracéo,
podendo ser detectada 90 dias ap0s a imunizagdo. AdC6gag aumentou a populacdo de células T
vd no trato genital apds imunizacdo intravaginal com diferentes doses. As mulheres constituem
hoje 50% dos individuos infectados e 70 a 80 % dos novos casos de HIV ocorrem através de
transmissdo heterossexual. A inducdo de células T CD8" especificas na mucosa pode ser
importante, uma vez que estas células estdo implicadas no controle da replicacdo viral. Este
estudo sugere que AdC6gag pode induzir eficientemente células T CD8" no trato genital, e que
estas frequéncias podem pode ser aumentadas com uma estratégia de dose reforgco com vias de
mucosa distintas.

Palavras chave: HIV, vacinas, células T CD8", trato genital feminino.



ABSTRACT

HIV vaccine strategies that maximize mucosal immunity, especially in the genital tract, may be
more effective at preventing or containing HIV infection. Human adenovirus (Ad) serotype 5,
which have been tested as vector in vaccines against HIV, have as a major drawback the pre-
existing neutralizing antibodies in the human population. To circumvent this problem, it was
developed a recombinant simian Ad — AdC6gag. This study evaluated specific cellular immune
response to HIV in systemic and mucosal sites after intravaginal immunization with AdC6gag.
We showed that intravaginal immunization with AdC6gag in BALB/c mice induced Gag-specific
CD8" T cell in genital tract, iliac lymph nodes and spleen. The response measured by intracellular
interferon-y staining of CD8" T cells stimulated for 5 h with a peptide carrying Gag could be
demonstrated using different doses of recombinant virus, but 10° PFU of AdC6gag induced the
best response in genital tract and iliac lymph nodes 14 days after intravaginal immunization. 10°
and 10" PFU of AdC6gag induced the best response in spleen 7 after the immunization.
Intravaginal immunization with AdC6gag could induce the best Gag-specific CD8" T cell in the
genital tract and iliac lymph node than intranasal and intramuscular immunization. Frequencies of
Gag-specific CD8" T cells elicited in genital tract by intravaginal-1V (3,8%) and intranasal-IN
(0,94%) immunizations increased with a prime-boost strategy IN-1V (27,46%) using 10°> PFU of
AdC6gag. The response of Gag-specific CD8" T cell induced with AdC6gag by intravaginal
route in genital tract and spleen was long lasting, and could be detected 90 days after
immunization. AdC6gag could induce the increase of yd T cells in genital tract after intravaginal
immunization with different doses. Women now constitute about 50% of HIV infected
individuals and 70 to 80% of all HIV infections results from heterosexual transmission. Inducing
mucosal specific CD8'T cells could be important because these cells have been related with
controlling viral replication. This study suggests that AdC6gag can induce efficient Gag-specific
CD8" T cells in genital tract, which can be increased with a prime-boost regiment using distinct
mucosal routes.

Key words: HIV, vaccines, CD8" T cells, feminine genital tract.
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1. INTRODUCAO

Uma vacina eficaz contra virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tornou-se uma
necessidade mundial, uma vez que existem mais de 40 milhGes individuos soropositivos em todo
mundo (UNAIDS/WHO, 2004a) e no Brasil este nimero chega a aproximadamente 600.000
(BRASIL, 2005). Apesar das estratégias de prevencdo existentes, a pandemia do HIV continua
sem controle, ja que ocorrem por ano cinco milhdes de novas infecgdes. Em 2004, a despeito do
grande avango na terapia antiretroviral, aproximadamente trés milhdes de pessoas morreram em
conseqiiéncia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). As mulheres tém sido
seriamente acometidas por esta pandemia, visto que elas representam hoje metade dos individuos
vivendo com HIV no mundo. Na Africa subsaariana, as mulheres constituem 57% de toda a
populacéo infectada e 76% da populacdo HIV positiva entre 15-24 anos. Na maioria das outras
regides, a proporgdo de mulheres infectadas tem aumentado consideravelmente comparada com
anos anteriores e continua crescendo, particularmente na Europa Oriental, Asia e América Latina,
onde mulheres constituiam em torno de 15% dos individuos HIV positivos na década de 80,
passando para 39% em 2004 (UNAIDS/WHO, 2004a). No Brasil, a percentagem de mulheres
infectadas passou de 17% em 1993 para 31% em 2005 (BRASIL, 2005).

Com excecdo do compartilhamento de seringas entre usuarios de drogas injetaveis,
transfusdo de hemoderivados contaminados e transmissdo vertical, o HIV é transmitido pela
mucosa. Transmisséo pela mucosa oral pode ocorrer durante o aleitamento materno e durante o
sexo oral, j& infecces pelas mucosas do reto, vagina e uretra podem ocorrer através de relacdo
sexual desprotegida. A via de transmissdo heterossexual, em paises em desenvolvimento, €
responsavel por 70% a 80% dos novos casos de infeccdo pelo HIV (SHATTOCK; MOORE,

2003), enquanto que em paises como 0 Reino Unido esta proporcéo chega a 50% nos dias atuais



(UNAIDS/WHO, 2004b). Observa-se no Brasil, que a transmissao heterossexual, entre mulheres
maiores de 13 anos, tem representado quase que a totalidade dos novos casos de HIV (BRASIL,
2005).

Através do intercurso sexual, as mulheres podem ter duas vezes mais chances de se
infectar pelo HIV que seus parceiros homens (ANNAN, 2005). Ao mesmo tempo, a maior parte
das mulheres casadas tem assumido um comportamento de risco ao ndo utilizarem nenhum tipo
de protecdo com seus conjuges (UNAIDS/WHO, 2004b). Em alguns paises da Africa, mulheres
casadas entre 15-19 anos apresentam maiores indices de infeccdo pelo HIV que mulheres
solteiras sexualmente ativas na mesma faixa etaria (GLYNN; CARAEL; AUVERT, et al., 2001).
Consequientemente, as mulheres tém tido recentemente um particular risco de infec¢éo pelo HIV
e o trato genital feminino tornou-se uma importante porta de entrada do virus (STEVCEVA,
STROBER, 2004). Assim sendo, varias estratégias de vacinas atuais contra HIV tém buscado a
inducdo de uma resposta imune especifica neste local a fim de alcancar protecdo frente a

infeccdo.

1. 1 O agente etiologico

HIV-1, doravante denominado apenas de HIV, e HIV-2 sdo lentivirus da familia
Retroviridae e causadores da AIDS. No entanto, HIV-2 é um virus de menor viruléncia, sendo
encontrado quase que exclusivamente na Africa. H4 uma grande variacdo génica entre cepas do
HIV e isto ocorre devido a grande taxa de erro da transcriptase reversa, que gera pelo menos uma
mutacdo a cada ciclo viral. Deste modo, analises filogenéticas de amostras virais de varios paises
revelaram que o HIV pode ser separado em trés grupos: M “Major”, O “Outlier” e N “new ou

non-M, non-O”. Além disso, o grupo M pode ser ainda dividido em subtipos A, B, C, D, F, G, H,



J e K e sua distribuicdo € muito variada geograficamente (MORGADO; GUIMARAES;
GALVAO-CASTRO, 2002).

Cada particula viral tem um didmetro de 100 nm e possuem integrados em sua estrutura 72
complexos de glicoproteinas compostos de trimeros de uma glicoproteina externa de 120
kilodaltons (gp120) ligada a uma glicoproteina transmembrana de 41 kilodaltons (gp41) (Figura
1). A gp 120 serve como ligante para as moléculas CD4, presentes em linfocitos T auxiliares,
celulas dendriticas, mondcitos, macrdéfagos, eosinofilos e células da micréglia (SLEASMAN;
GOODENOW, 2003; HOFFMANN; ROCKSTROH; KAMPS, 2005). As cepas do HIV séo
divididas em duas categorias baseadas no co-receptor utilizado durante a infeccdo das células:
“R5” utilizam o receptor de quiomiocina CCR5, infectando preferencialmente macréfagos e
células dendriticas e “X4” que fazem uso do receptor CXCR4, infectando células T CD4". O
envelope viral deriva da membrana plasmatica da célula hospedeira e desta forma pode conter
outras moléculas presentes na bicamada lipidica, como as pertencentes ao complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) e moléculas de adesdo. Ancorada ao envelope viral esta
uma matriz de proteinas p17 e em seguida encontra-se o capsidio conico constituido de proteinas

p24.
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Figura 1: Representacdo esquematica do HIV: Evidenciando sua organizacdo estrutural. Fonte:
http://bio.classes.ucsc.edu. Acesso em: 03 jan 2006.



Dentro do capsidio estd o genoma do HIV, formado por duas copias de fita simples de
RNA, associado a duas moléculas de transcriptase reversa, uma protease e uma integrase. O
genoma do HIV tem aproximadamente 10.000 nucleotideos e seus genes podem ser classificados
em trés grupos principais (Figura 2). O primeiro grupo é composto pelos genes estruturais gag,
pol e env, que codificam proteinas precursoras que serdo clivadas para produzir as proteinas do
capsideo, enzimas necessarias para a replicacdo e proteinas do envelope viral, respectivamente. O
segundo grupo inclui os genes tat, rev e nef, que codificam proteinas regulatorias da expresséo
génica. Finalmente, fazem parte do terceiro grupo os genes acessorios vif, vpu e vpr; onde 0s
dois primeiros codificam proteinas necessarias a maturacdo do virus e o Gltimo codifica um fraco
ativador de transcricdo (VAISHNAYV; WONG-STAAL, 1991; HOFFMANN; ROCKSTROH,;

KAMPS, 2005).
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Figura 2: Representacao esquematica do genoma do HIV. Os retangulos identificam 0s nove genes virais.
Da esquerda para direita: gag, pol, vif, vpr, tat, rev, vpu, env e nef, os quais apresentam-se flanqueados por duas

LTR. Abaixo de cada gene estdo indicados seus produtos. Fonte: Modificada de (HOFFMANN, 2005).

1.2 Imunidade de mucosas

Em seres humanos o sistema imune de mucosas contribui com 80% de todos 0s imundcitos

do organismo e estas células estdo acumuladas ou transitando entre os diversos tecidos linfides



associados as mucosas (MALT) e seus sitios efetores. A resposta imune nestes locais €
governada pela natureza do imundégeno, o tipo de célula apresentadora de antigeno profissional
(APC) envolvida e o microambiente presente, podendo ocorrer uma estimulacdo da resposta
imune ou toleréncia. As populagdes celulares envolvidas séo fenotipicamente e funcionalmente
distintas dos tecidos linféides sistémicos, onde além das células T e B residentes, estdo presentes
células dendriticas, neutrofilos, macrofagos, células natural killer (NK), mastdcitos, células T y8
e células Treg CD4"CD25" (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005).

O sistema imune presente nas mucosas possui certo grau de compartimentalizacdo e
desenvolveu restri¢ces sobre a recirculacao de células linfoides. O mecanismo de migracao destas
células dentro de um mesmo sitio de mucosa ou entre diferentes sitios de mucosa ndo é
completamente compreendido (KUNKEL; BUTCHER, 2002). A migracdo parece estar
relacionada com receptores de quimiocinas e integrinas presentes nas células e a expressdo destes
receptores € induzida pelo microambiente do tecido onde estas células sdo diferenciadas em
efetoras ou de meméria (BELYAKOV; BERZOFSKY, 2004). Estas observacdes podem explicar
a nocdo de sistema imune de mucosa comum, onde imundcitos ativados em um local migram
para um tecido de mucosa remoto preferencialmente a sitios sisttmicos. Porém, em contraste
com uma unidade total do sistema de imune presente nas mucosas, compartimentos de mucosa
diferentes usam distintos receptores (BELYAKOV; BERZOFSKY, 2004). Como exemplo, a
molécula de adesdo MadCAM-1 ligante da integrina a4p37 é encontrada no trato intestinal e ndo
esta presente no trato genital. Portanto, a inducdo da expressao da integrina a4p7 nos linfocitos T
ndo promove a migracdo destas células entre estes dois compartimentos de mucosa diferentes

(KOZLOWSKI; NEUTRA, 2003), mostrando com isso, que hd um particular grau de ligacao



entre sitios indutores especificos de mucosas com locais efetores particulares (HOLMGREN;
CZERKINSKY, 2005).

A cepa do HIV geralmente envolvida em transmissdes pela mucosa € a R5, até mesmo
quando o doador possui ambos os virus (ZHU; MO; WANG, et al., 1993; WOLINSKY; WIKE;
KORBER, et al., 1992). Na auséncia de ruptura da mucosa do trato genital feminino devido ao
trauma, o HIV pode adentrar na lamina propria durante a transmissao sexual através das células
epiteliais ou das células dendriticas. As células epiteliais permitem que o virus atravesse para a
mucosa por transcitose. Este processo ocorre durante o contato entre a superficie apical das
celulas epiteliais da mucosa com as células infectadas transmitidas (BOMSEL, 1997). Os virus
sdo internalizados pelas células epiteliais em estruturas semelhantes a endossomos, podendo
desta forma cruzar a mucosa epitelial e infectar células mononucleares presentes na lamina
propria. A transcitose pode ser mediada pela molécula galactosil-ceramida, que alternativamente
serve como receptor para o0 virus e geralmente estd expressa nas linhagens de células HEC-1
localizadas na superficie endometrial (ALFSEN; INIGUEZ; BOUGUYON, et al., 2001). A
transmissao e disseminacao do HIV através das células dendriticas presentes na mucosa do trato
genital, por sua vez, ocorrem com a interacdo entre a lectina do tipo C “DC-SIGN” (dendritic
cell-specific ICAM-grabbing non-integrin) presentes nestas células e a gpl20 do virus
(GEIUTENBEEK; KWON; TORENSMA, et al., 2000). Em contraste com outros antigenos
capturados pelas células dendriticas, o HIV internalizado ndo é completamente degradado e
alguns virus permanecem no seu estado infeccioso por vérios dias (TURVILLE; SANTOS;
FRANK, et al., 2004; KWON; GREGORIO; BITTON, et al., 2002). Deste modo, as células
dendriticas, sem se infectar, podem transmitir o HIV para células T através de infeccdo sinaptica
(MCDONALD; WU; BOHKS, et al., 2003). A sinapse se forma na interface de contato entre a

célula dendritica e a célula T, onde se concentram 0s virus e 0s receptores e co-receptores do



HIV, presentes nestas células, respectivamente (GARCIA; PION; PELCHEN-MATTHEWS, et
al., 2005). Um estudo recente demonstrou que células dendriticas presentes na lamina prépria e
no epitélio da vagina de mulheres portadoras de HIV assintométicas na Tailandia s&o positivas
para antigeno p24, indicando que estas células podem ser um importante reservatério viral
(PIGUET; BLAUVELT, 2002; BHOOPAT; EIANGLENG; RUGPADO, et al., 2001). Do mesmo
modo, foi demonstrado que apés infeccdo da mucosa cervical de macacos com o virus da
imunodeficiéncia simia (SIV), que é um virus intimamente relacionado ao HIV, células
dendriticas subepiteliais sdo o maior sitio de replicacdo viral (BELYAKOV; BERZOFSKY,
2004). Estes dois estudos destacaram com isso a importancia do trato genital ndo sé como porta
de entrada do virus, mas também como reservatorio viral (STEVCEVA; STROBER, 2004).

Além disso, células dendriticas, juntamente com outras células da resposta imune inata,
como células T y3, células NK e macréfagos presentes na mucosa do trato genital feminino tém
uma critica funcdo no controle da infeccdo primaria do HIV, pois estas células podem secretar
citocinas e quimiocinas, além de apresentarem acdes efetoras que podem bloquear a replicacéo
do virus (LEHNER, 2003). As células T yd possuem o receptor de células T (TCR) formado por
cadeias vy e 9, diferem das células T aff pelo reconhecimento de antigeno sem a necessidade de
MHC e pela resposta a imunogenos ndo peptidicos, podem lisar as células infectadas pelo HIV ou
pelo SIV (WALLACE; BARTZ; CHANG, et al., 1996). Estas células também geram fatores anti-
virais, tais como RANTES, MIP-a e MIP-B3 que podem prevenir a infeccdo pelo SIV através da
ligacdo e regulacdo negativa dos co-receptores CCR5 (LEHNER; MITCHELL; BERGMEIER, et
al., 2000).

As células dendriticas tém também outra funcdo importante ao contribuirem para a

estimulagdo de uma resposta imune adaptativa, uma vez que estas células ap6s passarem entre as



células epiteliais da mucosa vaginal e capturarem o HIV, migram para os linfonodos iliacos que
drenam este local e apresentam os antigenos virais para as células T CD4" e CD8" (CAMERON,;
FREUDENTHAL; BARKER, et al., 1992). As células T CD8" ativadas voltam para o trato
genital para combater a infeccdo, lisando as células infectadas e produzindo citocinas com
atividade antiviral como interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral-o. (TNF-at). Da resposta
imune adaptativa também atuam na mucosa vaginal anticorpos do tipo IgA e IgG especificos para
0 virus (KOZLOWSKI; NEUTRA, 2003). Entretanto, diferente de muitas outras infec¢des virais,
a resposta imune especifica gerada nao é capaz de eliminar a infeccdo pelo HIV.

Uma vez que os linfocitos T CD8" ndo previnem o inicio da infeccdo, para se alcancar
protecdo esterilizante contra HIV € necessario a inducdo de anticorpos neutralizantes
(GRAHAM, 2002). Devido a dificuldade em induzir anticorpos que neutralizem a grande
variedade de isolados virais existentes (BURTON; DESROSIERS; DOMS, et al., 2004), véarias
linhas de investigacdo de vacinas contra HIV tem buscado a inducdo de resposta imune celular
especifica potente e reativa a muitos antigenos virais. Estudos em primatas ndo humanos tém
mostrado que a resposta imune induzida por estas vacinas de células T CD8" pode ser capaz de
controlar a propagacdo do virus, diminuindo a progressdo até a doenca e também reduzindo a

fregiiéncia de transmissdo (LETVIN, 2005).

1.3 Estratégias de Vacinas contra HIV

Protecdo contra HIV permanece ainda mal definida, dificultando o desenvolvimento de

vacinas, que até o momento ndo mostraram nenhuma eficacia em ensaios clinicos. Ha muito

tempo ja se tem discutido a necessidade da administracdo de vacinas contra o HIV pelas vias de



mucosa para estimulacdo de niveis suficientes de resposta imune especifica nestes locais
(MILLER; MCGHEE; GARDNER, 1993; LEHNER; BERGMEIER; WANG, et al., 1999;
FREIHORST; OGRA, 2001). A racionalidade desta abordagem estad baseada em padrdes de
migracdo de linfocitos e em receptores expressos nestas células (KANTELE; ZIVNY;
HAKKINEN, et al., 1999; BRANDTZAEG; BAEKKEVOLD; FARSTAD, et al., 1999). A
particular compartimentalizagdo presente em locais do sistema imune de mucosa restringe de
certo modo a escolha da via de vacinacdo para obtencdo de uma resposta imune efetiva em sitio
especifico (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). Um grande numero de estudos tem mostrado
que imunizagdes pela vias de mucosa fornecem uma melhor resposta imune nestes locais que
imunizacdes sistémicas, inclusive de células T CD8" especificas (KOZLOWSKI; NEUTRA,
2003; BERZOFSKY; AHLERS; BELYAKOQV, 2001; BELYAKOV; DERBY; AHLERS, et al.,
1998) e isto parece ser aplicado a maioria dos tipos de vacinas (STEVCEVA; STROBER, 2004).

Vérias vias de imunizacdo tém sido utilizadas para inducdo de resposta imune nas
mucosas, sendo a via oral é mais comum, embora recentemente a via intranasal também esteja
sendo estudada, ja que utilizando esta via o0s antigenos ndo sofrem a acdo de enzimas digestivas
(LEHNER, 2003). Respostas de células T citotoxicas na mucosa foram demonstradas apds
imunizacdo oral, nasal, retal ou vaginal (STAATS; BRADNEY; GWINN, et al., 2001,
KLAVINSKIS; BERGMEIER; GAO, et al., 1996). Entretanto, ha evidéncias que imunizacdes
locais, ou seja, pelas vias retal e vaginal podem ser necessarias para o desenvolvimento com
sucesso de imunidade protetora contra HIV no sitio de entrada do virus (LEHNER, 2003).

As vacinas que utilizam a via de imunizagdo intravaginal estimulam as células do sistema
imune presente da mucosa do trato genital, que é basicamente similar a outras superficies de
mucosas, porém distinto em algumas caracteristicas. Em camundongos o trato genital feminino

em contraste com o sangue periférico e linfonodos, possui altas porcentagens de células T y3, de
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15% a 20%, onde 80% destas parecem expressar a molécula CD4. Além disso, nestes animais
enquanto que a relagdo CD4:CD8 é de 3:1 e 6:1 nos linfonodos e sangue periférico,
respectivamente, no trato genital somente 1% das células tem a expressdo de CD8, alterando esta
taxa para 100:1 (FIDEL; WOLF; KUKURUGA, 1996). Em contraste, em mulheres normais, sem
sinais de inflamacdo, os linfocitos T e células apresentadoras de antigenos sao mais prevalentes
na mucosa cervical que vaginal e os linfocitos intraepiteliais sdo predominantemente CD8"
(PUDNEY; QUAYLE; ANDERSON, 2005).

O trato genital feminino ndo possui associado a ele nenhum tecido linféide organizado,
como o exemplo das placas de Peyer na mucosa do trato gastrointestinal e do tecido linféide
associado a mucosa nasal (NALT) no trato respiratorio, onde a resposta imune é iniciada.
Entretanto, ensaios de marcacdo de células T e B com corante PKH26 tém revelado que os
linfonodos iliacos devem funcionar como um sitio indutivo da resposta imune, do qual estas
células migram para o sitio efetor (MITCHELL; BERGMEIER; DOYLE, et al., 1998; LEHNER,
2003). O trato genital inferior, ou seja, vulva e vagina tém a habilidade de iniciar uma resposta
imune contra varios patégenos transmitidos sexualmente além do HIV, tais como virus herpes
simples (HSV), Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis (MERRIMAN; WOODS;
WINTER, et al., 1984; HEDGES; MAYO; MESTECKY, et al., 1999). Porém, para antigenos
que ndo se replicam, a mucosa do trato genital feminino é geralmente considerada por alguns
autores como um sitio indutor fraco de resposta imune, induzindo somente uma resposta
localizada (WASSEN; SCHON; HOLMGREN, et al., 1996; THAPAR; PARR; PARR, 1990;
RUSSELL, 2002; PARR; PARR, 1990; KOZLOWSKI; CU-UVIN; NEUTRA, et al., 1997;
HANEBERG; KENDALL; AMERONGEN, et al., 1994). Contudo, diferentes estratégias de
vacinas contra HIV e contra outros patdgenos tém utilizado a via de imunizacéo intravaginal para

inducdo de resposta imune especifica (WANG; DANG; AGADJANYAN, et al., 1997; BOGERS;
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BERGMEIER; MA, et al., 2004; BAGARAZZI; BOYER; JAVADIAN, et al., 1999; ABEL,;
COMPTON; ROURKE, et al., 2003).

Diferentes tipos de vacinas tém sido estudados para induzir resposta imune contra antigenos
do HIV, tanto em modelos experimentais, quanto em voluntarios sadios e pacientes infectados
com virus (ROBINSON, 2002; LETVIN; BAROUCH; MONTEFIORI, 2002). Os primeiros
estudos em vacinas contra o HIV foram feitos em macacos Rhesus utilizando vacinas com a
forma atenuada e inativada do SIV. A forma atenuada do SIV, feita através da delecdo do gene
nef, ndo demonstrou ser segura, quando comparada com a forma inativada do virus
(WHATMORE; COOK; HALL, et al., 1995; MURPHEY-CORB; MARTIN; DAVISON-
FAIRBURN, et al., 1989). A partir destes resultados, foi desenvolvida uma forma inativada do
HIV, que quando utilizada para imunizar pacientes previamente infectados com virus foi segura,
mas ndo eficiente em induzir resposta imune (KAHN; CHERNG; MAYER, et al., 2000). O uso
de proteina recombinante como imundgeno também foi analisado utilizando a gpl20
recombinante do HIV em ensaios com chimpanzés e também em estudos clinicos. Em
chimpanzés a gp120 recombinante induziu protecéo contra o HIV no desafio, mas os resultados
ndo foram considerados confidveis, pois o virus utilizado no desafio possuia as mesmas
sequéncias de envelope que a gp120 utilizada na vacinacdo (BERMAN; GREGORY; RIDDLE,
et al., 1990). Experimentos com a gp120 em humanos demonstraram tanto a seguranga como a
ineficacia desta vacina (COHEN, 2003).

Duas abordagens modernas, vacinas de DNA e vetores virais recombinantes, tém sido
muito estudadas como vacinas contra HIV. Os genes do HIV mais comumente utilizados em
vacinas de DNA e vetores virais sdo 0 env e 0 gag, havendo estudos pré-clinicos e clinicos ja
realizados (MACGREGOR; BOYER; UGEN, et al., 1998; AMARA,; VILLINGER; ALTMAN,

et al., 2001). As vacinas baseadas no gene env geralmente buscam a estimulagdo de uma resposta
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de anticorpos e deste modo tem como limitagdo a grande variabilidade viral. O gene gag €
geralmente utilizado para estimulacdo de resposta de células T, devido a proteina Gag ser o
primeiro alvo das células T CD8" nos pacientes que apresentam evoluc&o lenta da infecgdo para a
AIDS (PONTESILLI; KLEIN; KERKHOF-GARDE, et al., 1998) e também porque é uma das
proteinas mais conservadas do HIV. A principal limitacdo das vacinas de DNA ¢ a dificuldade de
obter expressao suficiente do transgene para induzir uma resposta imune adequada. O uso de
cédons otimizados e adjuvantes tem melhorado a eficiéncia destas vacinas, mas até o presente
momento a dose necessaria de DNA para se conseguir uma boa resposta € muito grande e esta
longe da ideal (ROBINSON, 2002). Além disso, os ensaios clinicos de fase | utilizando vacinas
de DNA demonstraram que a sua imunogenicidade em humanos é consideravelmente menor do
que em macacos Rhesus (MWAU; CEBERE; SUTTON, et al., 2004; CHEN; SCALA; QUINTO,
etal., 2001).

Vaérios vetores virais tém sido estudados como vacinas: poxvirus, adenovirus, alphavirus,
poliovirus e herpesvirus (SOUZA; HAUT; REYES-SANDOVAL, et al., 2005). Quando estes
virus recombinantes contendo genes do HIV sdo utilizados na vacinacdo de animais ou homem
suscetiveis, resposta imune € gerada contra ambos, vetor e produto do gene inserido. Cada um
destes vetores apresenta caracteristicas Gnicas, como o tamanho do inserto que podem carregar, o
tipo de célula que infecta no hospedeiro e as estratégias utilizadas para escapar do sistema imune
(ROBINSON, 2002). Os vetores virais que tiveram mais sucesso nos estudos pré-clinicos foram o
virus da vaccinia ankara modificado (MVA) e adenovirus (Ad) humano do sorotipo 5. Para a
realizacdo de ensaios de protecdo em modelos animais, visto que o HIV é um virus que infecta
exclusivamente os humanos, foi desenvolvido o virus da imunodeficiéncia simia-humana
quimérico (SHIV), um virus que expressa o envelope do HIV e o interior do SIV (LI; LORD;

HASELTINE, et al., 1992) e causa em chimpanzés uma patologia semelhante a AIDS. Tanto o
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MVA como o Ad humano conferiram protecdo contra desafio com feito SHIV 89.6P, que é uma
cepa altamente patogénica (SHIVER; FU; CHEN, et al.,, 2002; AMARA; VILLINGER;
ALTMAN, et al.,, 2001) e ambos estdo sendo testados em estudos clinicos (GARBER;
SILVESTRI; FEINBERG, 2004).

Os Ad possuem um genoma linear de DNA dupla-fita com 36-38kb e pertencem a familia
Adenoviriadae, a qual é divida em dois géneros: Aviadenovirus, que infectam aves e
Mastadenovirus que infectam diferentes especies de mamiferos, incluindo humanos e macacos.
Os Ads isolados de humanos sdo classificados em 49 sorotipos e tém sido agrupados em seis
subgéneros A-F de acordo com diferentes caracteristicas. Estes virus podem causar doenca
respiratéria aguda em seres humanos. A partir da imunizacdo de milhares de militares americanos
com os Ad dos sorotipos 4 e 7, na prevencdo de epidemias de doenca respiratdria, a popularidade
da utilizacdo de Ad como vacinas tornou-se ampla. Nesta imunizacdo foram documentadas a
seguranca e a auséncia de efeitos adversos destes virus (TOP; GROSSMAN; BARTELLONI, et
al., 1971). Embora os sorotipos 4 e 7 tenham sido extensivamente utilizados na vacinagdo de
adultos, algumas variantes destes virus estdo associadas a complicacdes nas infeccdes. J& 0s
sorotipos 2 e 5 geralmente ndo estdo relacionados a doenca grave, portanto podem ser mais
adequados ao uso como vacinas (PINTO; ERTL, 2002). No sorotipo 5 que se concentram 0s
maiores esforcos para desenvolver vetores de vacinas para humanos.

O Ad entra nas células através do receptor CAR (receptor de coxsackivirus e adenovirus). A
replicacdo do virus ocorre em duas etapas, a primeira é controlada pela regido E “early” do
genoma do virus, que codifica proteinas reguladoras da transcri¢do. A segunda etapa é iniciada
pela transcricdo da regido L “late” do genoma, que codifica proteinas estruturais do virus. A
regido E € dividida em outras regibes, das quais trés delas (E1, E3 e E4) podem ser deletadas do

genoma do adenovirus para inser¢do de material genético externo, formando desta forma virus
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recombinantes. Quando deletado da regido E1, a mais freqiientemente utilizada, o adenovirus se
torna impossibilitado de se replicar, visto que esta regido € essencial para 0 comeco da replicacéo.
Estes Ad deletados da regido E1 podem ser facilmente propagados em células 293 que
fornecem as proteinas codificadas pelo gene E1, necessarias para sua replicacdo (GRAHAM,;
SMILEY; RUSSELL, et al., 1977). Altos titulos virais podem ser conseguidos deste modo, em
torno de 10° unidades formadoras de placa. Ad humano do tipo 5 recombinante, deletado de E1,
foi primeiramente utilizado em terapia génica. Porém, devido a grande resposta imune induzida
contra o vetor e o produto do transgene, foi sugerido seu uso como vetor de vacinas (XIANG;
YANG; WILSON, et al., 1996). O uso de Ad em vacinas possui inimeras vantagens. A principal
delas é que este virus infecta eficientemente células dendriticas, uma das principais células
apresentadoras de antigenos para os linfécitos T (BETT; PREVEC; GRAHAM, 1993). Além
disso, quando deletados em E1, os Ad ndo sdo citopaticos, o que resulta em prolongada expressao
do produto do transgene levando a uma maior apresentacdo do antigeno. Ao mesmo tempo, 0
genoma do Ad permanece epissomal na célula, o que desta forma minimiza os riscos de
oncogenese e ativacdo de genes celulares. Outra vantagem é que o vetor adenoviral pode ser
administrado através de diferentes vias de imunizacdo tais como intravaginal, intranasal, oral,
intratraqueal, intraperitoneal, intravenosa e intramuscular (PINTO; ERTL, 2002; GALLICHAN;
ROSENTHAL, 1995). Vacinas utilizando vetores adenovirais contra diferentes patdgenos, além
do HIV, tais como HSV, virus da hepatite B, virus do papiloma humano, virus do sarampo, virus
da raiva, Ebola, virus SARS tém sido testadas demonstrando resultados promissores, tanto em
modelos animais como em ensaios clinicos (TSANG; HO; OOlI, et al.,, 2003; SULLIVAN;
SANCHEZ; ROLLIN, et al., 2000; SHIVER; FU; CHEN, et al., 2002; PINTO; ERTL, 2002).
Resposta imune celular e humoral, sistémica e de mucosas, tem sido induzida contra os

antigenos, independente do modelo animal ou da via de imunizag&o utilizada.
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No entanto, apesar dos bons resultados obtidos com este vetor em ensaios de vacinas,
existem algumas desvantagens, sendo a principal delas a imunidade pré-existente em seres
humanos (FARINA; GAO; XIANG, et al., 2001). Em muitos casos, especialmente em infecc¢des
de criancgas e adultos jovens, os Ad fica mantido nos tecidos linféides, que embora tenha uma
transcricdo limitada pode continuar estimulando uma resposta imune adaptativa (TATSIS; ERTL,
2004). Imunidade pré-existente devido a infecgBes naturais resulta em titulos de anticorpos
neutralizantes sustentados, um dos principais obstaculos para o sucesso da utilizacéo de sorotipos
comuns de Ad como 0 5 e 2, como vetores de vacinas na populacdo (TATSIS; ERTL, 2004). Os
anticorpos neutralizantes, mesmo que em titulos baixos, reduzem a entrada dos Ad recombinantes
nas células, incluindo as células apresentadoras de antigenos (FITZGERALD; GAO; REYES-
SANDOVAL, et al., 2003). Com isso, diminuem a expressédo do produto do transgene, que por
sua vez afeta o resultado da resposta imune especifica como ja foi demonstrado em experimentos
com animais (FITZGERALD; GAO; REYES-SANDOVAL, et al.,, 2003) e em humanos
(TATSIS; ERTL, 2004). Nos Estados Unidos aproximadamente 45% da populagcdo possui
anticorpos neutralizantes contra 0 Ad (FARINA; GAO; XIANG, et al., 2001) e estima-se que esta
porcentagem possa ser ainda maior em paises em desenvolvimento, como o Brasil.

Para contornar este problema de imunidade pré-existente na populacdo foi desenvolvido um
vetor adenoviral a partir de um Ad de origem simia, isolado de linfonodos mesentéricos de
chimpanzés (FARINA; GAO; XIANG, et al., 2001). Este virus de chimpanzé ndo circula
normalmente na popula¢do humana e ndo possui epitopos para células B que possam ter reacao
cruzada com o0s sorotipos comuns de Ad humanos (FITZGERALD; GAO; REYES-
SANDOVAL, et al., 2003). Além disso, ttm a vantagem de conservar as caracteristicas de

inducdo de alta resposta imune presentes nos Ad humanos.
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O Ad de chimpanzé sorotipo 6 recombinante para gag do HIV AdC6gag foi capaz de
induzir potente resposta de células T CD8" especificas quando administrado via intramuscular.
Esta resposta pdde ser aumentada com uma dose de reforco com um virus heterélogo tanto em
camundongos como em chimpanzés (REYES-SANDOVAL; FITZGERALD; GRANT, et al.,
2004; PINTO; FITZGERALD; GILES-DAVIS, et al., 2003). A utilizacdo de estratégias dose
reforco € uma pratica muito comum em vacinacdo e em estudos com vacinas contra HIV vem
sendo bastante estudada, tanto com a utilizacdo de virus heterdlogos, quanto com a utilizacéo de
duas vias distintas de imunizacdo (VAJDY; SINGH; KAZZAZ, et al., 2004; PINTO;
FITZGERALD; GAO, et al., 2004). Imunizacdo através da mucosa oral com AdC6gag nao foi
capaz de induzir resposta imune celular contra HIV que pudesse ser detectada no trato
gastrintestinal, porém conferiu protecdo parcial nos camundongos vacinados em um modelo de
desafio utilizando o virus da vaccinia recombinante para gag (PINTO; FITZGERALD; GAO, et
al., 2004). Uma vez que a mucosa do trato genital € uma importante porta de entrada do HIV,
decidiu-se avaliar a habilidade do AdC6gag em induzir resposta de células T CD8" especificas
neste local quando administrado intravaginalmente. As informacdes obtidas se somardo as ja

existentes e poderao justificar a possivel utilizacdo deste vetor em futuros ensaios clinicos.



17

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta imune celular especifica contra HIV induzida através da imunizacao
intravaginal de camundongos com um adenovirus simio recombinante que expressa 0 gene gag

do HIV AdC6gag.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a melhor dose de AdC6gag administrado intravaginalmente capaz de induzir

resposta imune celular especifica contra o antigeno Gag;

- Avaliar a cinética da resposta imune celular especifica contra o HIV induzida pelo
AdC6gag administrado pela via intravaginal;

- Comparar a resposta imune celular induzida pelo AdC6gag quando administrado pelas
vias intravaginal, intranasal e intramuscular;

- Avaliar a resposta imune induzida pela imunizacdo através da via intranasal seguida de
reforco pela via intravaginal,

- Avaliar a duragdo da resposta imune induzida pelo AdC6gag administrado pela via
intravaginal;

- Avaliar a populacdo de células T yd presentes no trato genital de camundongos vacinados

com AdC6gag.
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3. METODOLOGIA

3.1 Considerac0es éticas

Este projeto foi aprovado pela Comissao Interna de Biosseguranca (CI1Bio), 02 de outubro
de 2003 e pelo Comité de Etica de Uso de Animais (Protocolo de Pesquisa 250/CEUA e

23080.020837/2003-8/UFSC) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.2 Modelo animal

Foram utilizados camundongos Mus musculus da linhagem BALB/c, isogénicos,haplétipo
H-2k%, fémeas com 6 a 8 semanas de idade. Estes animais foram mantidos no Biotério Setorial do

Departamento de Microbiologia e Parasitologia/CCB/UFSC, com agua e comida ad libitum.

3.3 Virus

Foi utilizado adenovirus simio do sorotipo 6 que teve a regido E1 de seu genoma
substituida por uma sequéncia cdédon otimizado que codifica a forma truncada, parcialmente
secretada, da proteina Gag p37 (pl7 e p24) do HIV subtipo B AdC6gag (PINTO;
FITZGERALD; GILES-DAVIS, et al., 2003). Este virus foi proveniente do Instituto Wistar
(Filadélfia, EUA), onde foi produzido em células 293, purificado em gradiente de cloreto de césio
e 0 numero de particulas virais determinado por espectrofotometria. Os estoques virais continham

aproximadamente 5 x 10* pv/ml e foram armazenados a —80°C. As unidades formadoras de placa
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(PFU) foram determinadas a partir da relacdo 1 PFU = 1000 pv (PINTO; FITZGERALD;

GILES-DAVIS, et al., 2003).

3.4 Peptideo

Peptideo AMQMLKETI, que contém o epitopo imunodominante da proteina Gag do HIV
para 0 MHC de classe | de camundongos com haplétipo H-2k® (DOE; WALKER, 1996), foi
sintetizado no Peptide Facility do Instituto Wistar (Filadélfia, EUA), purificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e sua seqliéncia verificada por espectofotometria de
massa. O peptideo foi diluido em DMSO (Sigma) a uma concentragdo de 1 mg/ml e armazenado

a—-20°C.

3.5 Imunizacédo de camundongos

Grupos de trés a cinco camundongos BALB/c foram imunizados utilizando-se trés vias
diferentes de imunizacdo: intravaginal, intranasal ou intramuscular. Quando os camundongos
foram imunizados pela via intravaginal, 5 dias antes do procedimento receberam
subcutaneamente 3 mg de acetato de medroxiprogesterona (Depo-Provera, Pharmacia), com a
finalidade de normalizar o ciclo estral dos camundongos e possivelmente facilitar a infeccéo viral
neste local. Para a realizacdo das imunizagdes intravaginal ou intranasal os camundongos foram
previamente anestesiados com 3,82 mg de cloridrato de ketamina (Dopalen, Vetbrands) e 0,66
mg de cloridrato de 2 — (2,6 — xilidino) 5,6 — dihidro 4 H 1,3 tiazina (Rompum, Bayer)

administrado pela via intraperitoneal. Ap6s a anestesia 0os camundongos receberam 10 pl
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contendo diferentes concentragdes de AdC6gag (10°, 10* ou 10° PFU) diluido em meio
Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Cultilab) com 44 mM NaHCO; (Merck)
instilados através de uma pipeta automatica na mucosa nasal ou vaginal. A imunizacdo
intramuscular, por sua vez, foi feita injetando-se 100 ul contendo as mesmas concentracfes de
AdC6gag citadas acima, no musculo quadriceps da coxa dos camundongos.

Para realizacdo da estratégia de dose reforco um grupo de camundongos, foi imunizado
com 10° PFU de AdC6gag intranasalmente e 14 dias ap6s recebeu um reforco com a mesma dose
de virus pela via intravaginal. Ao mesmo tempo, dois grupos controles foram inoculados
seguindo-se 0 mesmo protocolo de imunizacdo acima descrito, porém para cada grupo controle
uma das doses de AdC6gag foi substituida por PBS. Em um grupo substituiu-se a dose

administrada pela via intranasal e no outro se substituiu a dose administrada pela via intravaginal.

3.6 Coleta das amostras e isolamento das células

Células presentes no sangue periférico, baco, linfonodos iliacos, trato genital e NALT,
foram obtidos em diferentes tempos apds a imunizacdo. O sangue periférico foi coletado dos
camundongos previamente anestesiados através de puncdo do plexo retro-orbital, com o auxilio
de uma pipeta Pasteur em presenca de uma solucdo anticoagulante de EDTA 40 mg/ml (Reagen).
O isolamento das células foi realizado apds a lise das hemacias utilizando-se Solucdo de Lise por
5 min a temperatura ambiente, na proporcdo de 1ml de sangue para 14 ml de Solucéo de Lise. Em
seguida, as células foram centrifugadas a 300 x g por 5 min, sendo o sobrenadante descartado e o
precipitado suspenso em 5 ml de tampéo fosfato salino (PBS), sendo este procedimento repetido

uma Vez.
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O bago, linfonodos iliacos, trato genital (vagina, cérvice, trompas, Utero) e NALT foram
removidos cirurgicamente ap6s o sacrificio dos camundongos por deslocamento cervical e
mantidos em DMEM. O isolamento do NALT foi realizado como previamente descrito
(HERITAGE; UNDERDOWN; ARSENAULT, et al., 1997; ASANUMA; THOMPSON;
IWASAKI, et al., 1997). Resumidamente, os animais foram decapitados ap6s a exsanguinacgao e
realizou-se a remocao da pele da cabeca, da lingua e da mandibula. Em seguida, a regido
contendo os dentes incisivos e nostrilas foi removida, sendo realizada nova inciséo na regido dos
olhos. O fragmento restante foi acomodado dorsalmente em placa de petri e o palato removido,
revelando o NALT bilateralmente, envolto em tecido colagenoso. A estrutura foi removida com
pingas de microcirurgia.

As células provenientes do NALT e dos linfonodos iliacos foram purificados apos
maceracdo das estruturas com a utilizacdo de um pistilo e duas subsequentes lavagens das células
com 5 ml de meio DMEM, centrifugando a 300 x g por 5 min. As células do baco foram obtidas
com a maceracao deste 6rgao entre laminas vidro e posterior decantacéo da suspensao celular por
5 min a temperatura ambiente. Os esplendcitos foram lavados por duas vezes utilizando-se 10 ml
de meio DMEM e centrifugando a 300 x g por 5 min.

Ap0s a sua remogdo dos camundongos, o trato genital feminino foi cortado em pedacos de
aproximadamente 0,5 cm e o tecido dissociado enzimaticamente com uma solucdo de meio RPMI
1640 (Cultilab completo), acrescido de 5% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) e 1% de PSA
(100 U/ml de Penicilina, 100 ug/ml de Streptomicina e 0,25 pg/ml de Anfotericina B) (Sigma),
contendo 1,37 mg/ml de Colagenase tipo | (Gibco), em um volume final de 2 ml (GHERARDI,
PEREZ-JIMENEZ; NAJERA, et al. 2003; JIANG; PATRICK; MOSS, 2005). Esta dissociacao

foi feita a 37° C, em um recipiente apropriado com esferas de vidro, durante 20 min sob agitacédo
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de 125 rpm. O procedimento foi repetido por trés vezes, recolhendo-se o sobrenadante que
continha as células ao final de cada ciclo. A dissociacdo foi feita individualmente para cada trato
genital e ao final do procedimento as células foram reunidas em tubo de 50 ml e centrifugadas a
300 x g por 5 min. As células do trato genital foram entdo suspendidas em 8 ml de Percoll 40% e
esta suspensdo celular foi transferida lentamente com auxilio de uma pipeta Pasteur para dois
tubos de 15 ml que continham 2 ml de Percoll 75%. Estes tubos foram entdo centrifugados a 600
X g durante 20 min a 20°C. A camada da interface entre o Percoll 75% e 40%, onde se
encontravam as células mononucleares, foi recolhida e lavada por trés vezes com meio RPMI
suplementado com 5% de SBF e 1% de PSA.

Ao final de todos os procedimentos, os esplendcitos foram suspensos em 5 ml de DMEM
suplementado com 2% de SBF e 10° M de 2-mercaptoetanol (Gibco) enquanto que as células
isoladas do sangue periférico, linfonodos iliacos, NALT e trato genital foram suspensas em 250
pl de DMEM suplementado com 2% de SBF e 10° M de 2-mercaptoetanol. As células viaveis

foram contadas com corante vital azul de Tripan (Vetec) a 2% em camara de Neubauer.

3.7 Estimulacéo das células e marcacao intracelular de IFN-y

As células purificadas como descrito no item anterior foram colocadas em placas de 96
cavidades com fundo em U na concentracdo de 10° células por cavidade. Entretanto quando a
quantidade de células obtidas ndo era suficiente, colocou-se uma concentracao inferior que variou
entre 10* e 10° células por cavidade. As células foram estimuladas com 1 pg de peptideo
AMQMLKETI e foi utilizado como controle negativo células sem estimulacdo mantidas nas

mesmas condi¢des. Como controle positivo foram utilizados esplendcitos estimulados com 4 ng
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de Formol Meristato Acetato (PMA) (Sigma). As estimulacdes ocorreram na presenca de 2 ug
de Brefeldina A (GolgiPlug, BD Bioscience Pharmingen), que é um blogueador do transporte
celular, durante 5 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,.

Apds esta incubacdo, as células foram centrifugadas a 250 x g por 5 min a 4°C e entdo
marcadas com 0,25 pg de anticorpo anti-CD8 conjugado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (BD Bioscience Pharmingen) durante 30 min. Em seguida, foram lavadas por trés vezes
com 200 ul PBS, centrifugando a 250 x g por 5 min a 4°C, sendo permeabilizadas e fixadas com
100 ul de Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience Pharmingen) durante 20 min. As células foram
entdo lavadas com 200 pul de solucdo de Perm/Wash (BD Bioscience Pharmingen) e marcadas
com 0,1 pg do anticorpo anti-IFN-y conjugado com ficoeritrina (PE) (BD Bioscience
Pharmingen) por 45 min. Ap6s a marcacao as células foram lavadas novamente com 200 ul de
Perm/Wash e em seguida lavadas com 200 pul de PBS, centrifugando a 250 x g por 5 min a 4°C.
As células foram entdo suspendidas em 500 ul de PBS.

A andlise das amostras foi realizada no Laboratdrio de Marcadores Celulares do Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC), em citdmetro de fluxo, modelo
FACSCalibur (Becton Dickinson), totalizando aquisicdo de até 30.000 eventos, utilizando-se 0
programa CellQuest (BD Biosciense). Alternativamente, os eventos adquiridos foram analisados
utilizando-se software winMDI versdo 2.8. O resultado foi expresso como a freqiiéncia de
linfocitos T CD8" Gag especificos capazes de produzir IFN-y mediante estimulagdo com o
peptideo AMQMLKETI (celulas duplo-positivas), em relacdo ao numero total de linfocitos T
CD8" subtraindo-se as freqiiéncias encontradas nos controles negativos (PINTO; FITZGERALD;

GILES-DAVIS, et al., 2003). Cada experimento foi repetido até trés vezes independentemente.
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3.8 Marcacdo da populacéo de células T y3

As células purificadas do trato genital, conforme descrito no item 4.6, foram colocadas em
placas de 96 cavidades com fundo em U na concentracdo de 10* a 10° células por cavidade e
entdo fixadas com 100 ul de paraformaldeido 4% por 20 min a 4° C. Apds duas consecutivas
lavagens com 200 pl de PBS as células foram marcadas simultaneamente com 0,125 pg do
anticorpo anti-CD3 conjugado com FITC (Pharmingen) e 0,125 ug do anticorpo anti-TCRyd
conjugado com PE (Caltag Laboratories), durante 1 h a 4°C. As células foram entdo lavadas duas
vezes com 200 ul de PBS, centrifugando a 250 x g por 5 min a 4°C. Em seguida, foram suspensas
em 500 ul de PBS para aquisi¢do no citdmetro de fluxo como descrito no item anterior. A andlise
foi feita primeiramente com a separacdo das células T de todas as outras células da amostra,
através de um gate da populacdo CD3 positiva. Foi verificado em seguida, 0o quanto desta
populacéo isolada possuia 0 TCR com cadeias vy e 3, desta forma foi quantificada a frequiéncia de

células duplo-positivas, ou seja, positivas para CD3 e TCRYad.
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4. RESULTADOS

4.1 Dose-resposta e cinética da resposta imune celular

Inicialmente determinaram-se parametros como a dose-resposta e cinética da resposta
imune celular especifica induzida pelo AdC6gag. Camundongos fémeas BALB/c foram
imunizados com 10°, 10* e 10° PFU deste vetor pela via intravaginal 5 dias ap6s da administracdo
subcutanea de acetato de medroxiprogesterona e a resposta imune celular foi avaliada através da
marcacgdo intracelular de IFN-y produzido pelas células T CD8" estimuladas por 5 h com o
peptideo contendo o epitopo imunodominante de Gag. Detectou-se resposta imune celular Gag-
especifica no baco, linfonodos iliacos e trato genital, em diferentes tempos analisados, como
demonstrado na Figura 1. A freqiiéncia das células T CD8" produtoras de IFN-y apds a
estimulagcdo com PMA variou de 6 a 18%.

No baco a maior resposta de células T CD8" Gag-especificas foi detectada 7 dias apds a
imunizacio dos camundongos com as doses 10* e 10° PFU de AdC6gag, onde encontrou-se 0,5%
e 0,46% de células produtoras de IFN-y, respectivamente. Ap6s 14 dias da imunizagdo esta
resposta diminui, permanecendo praticamente a mesma apds 30 dias. As freqiiéncias de células
estimuladas com as doses de 10* e 10° PFU de AdC6gag neste 6rgdo foram muito semelhantes
em todos os tempos avaliados. No entanto, o pico da resposta imune celular induzida com 10°
PFU de AdC6gag no baco foi detectado 14 dias apds a imunizagdo, onde foram encontradas
0,38% de células T CD8" Gag-especificas e esta resposta entio ndo pdde ser mais detectada 30

dias apds a imunizacao.
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Figura 1: Avaliacdo da resposta imune celular 7, 14 ou 30 dias ap6s imunizacdo intravaginal com
diferentes doses de AdC6gag. Camundongos BALB/c fémeas receberam subcutdneamente 3 mg de acetato de
medroxiprogesterona e 5 dias ap6s foram imunizados intravaginalmente com as doses indicadas de AdC6gag.
Células do baco, linfonodos iliacos e trato genital foram coletadas 7, 14 ou 30 dias apds a imunizacdo e cultivadas in
vitro com o peptideo AMQMLKETI e Brefeldina A por 5 h. As células foram entdo marcadas com anticorpos anti-
CD8-FITC e anti-IFN-y-PE e analisadas por citometria de fluxo. Da frequéncia de células duplo-positivas, ou seja,
células T CD8" que produzem IFN-y em relagdo a toda populacio células T CD8", subtraiu-se a freqiéncia células T
CD8" que produzem IFN-y espontaneamente. Estes resultados sdo representativos de trés experimentos
independentes.
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O pico da resposta de células T CD8" produtoras de IFN-y nos linfonodos iliacos foi
alcancado ap0s sete dias da imunizacdo com as doses testadas 10° (0,54%) e 10* (0,34%) PFU de
AdC6gag, sendo que esta resposta decresce 14 dias ap6s da imunizacao e 30 dias apds sofre um
leve aumento. No entanto, imunizando-se com a dose de 10°> PFU de AdC6gag, a melhor resposta
imune nos linfonodos iliacos foi detectada apo6s 14 dias da imunizacao, encontrando-se 0,72% de
células T CD8" Gag-especificas e 30 dias apds a imunizagao esta resposta sofre um decréscimo.
No trato genital feminino dos camundongos imunizados com AdC6gag o tempo necessario para a
inducio da melhor resposta de células T CD8" Gag-especificas foi apés 14 dias da imunizacéo
intravaginal com as doses de 10* (2,99%) e 10° (3,82%) PFU de AdC6gag, porém esta resposta
diminui 30 dias ap6s a imunizacéo. As doses 10* e 10° PFU de AdC6gag induziram uma cinética
da resposta imune celular especifica muito semelhante neste 6rgdo. Em contraste, vacinando os
camundongos com a dose de 10° PFU de AdC6gag a melhor resposta de células T CD8"
produtoras de IFN-y no trato genital foi encontrada somente apds 30 dias da imunizacdo. A
cinética da resposta imune no trato vaginal € mostrada na Figura 2.

Em resumo, a avaliagdo da dose-resposta induzida pelo AdC6gag administrado
intravaginalmente demonstrou que a utilizacdo das doses de 10* e 10° PFU deste vetor induz
frequéncias de células T CD8" Gag-especificas similares no baco, que foram as maiores
detectadas neste 6rgao. Contudo, utilizando-se a dose de 10° PFU de AdC6gag induziu-se melhor
resposta imune celular especifica nos linfonodos iliacos e trato genital, uma vez que esta dose foi
capaz de estimular entre todas as doses analisadas as maiores freqiiéncias de células T CD8" Gag-
especificas. Entretanto, avaliando-se a cinética da resposta imune celular especifica induzida pelo

AdC6gag, pode-se notar que 0 comportamento da resposta em cada 6rgdo varia conforme a dose
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utilizada. No baco, 7 dias apds a imunizacdo com AdC6gag, encontra-se 0 pico da resposta
imune celular Gag-especifica. Nos linfonodos iliacos e no trato genital 14 apds a imunizacéo foi
0 melhor tempo para inducgéo de resposta imune celular com AdC6gag, uma vez que analisando a
resposta neste tempo foram detectadas as maiores freqiiéncias de células T CD8" Gag-

especificas.

¢ 10°PFU | 10°PFU A 10°PFU

N w N )]
| | |

FrequUéncia (%) de células T CD8+ Gag-
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o
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Figura 2: Cinética da resposta de células T CD8" Gag-especificas no trato genital. Camundongos
BALB/c receberam subcutaneamente 3 mg de progesterona e 5 dias apds foram imunizados intravaginalmente com
as doses indicadas de AdC6gag, sendo sacrificados 7, 14 ou 30 dias ap0s a imunizagdo. Células mononucleares
presentes no trato genital foram coletadas, purificadas através de gradientes de Percoll e avaliadas quanto & presenca
de linfocitos T CD8" que produzem IFN-y, conforme descrito na legenda da Figura 1. Estes resultados sdo
representativos de trés experimentos independentes.

4.2 Comparacao de diferentes vias de imunizagéo

A fim de investigar se a via de imunizacdo intravaginal é realmente a melhor via para

inducdo de resposta imune celular especifica no trato genital feminino dos camundongos, foi feito
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uma comparacdo da resposta imune estimulada pela administracdo de AdC6gag por diferentes
vias de imunizacdo. Camundongos BALB/c foram imunizados com 10° PFU de AdC6gag pelas
vias intravaginal, intranasal ou intramuscular e sacrificados 14 dias ap6s as imunizacfes para a
avaliagdo da freqiiéncia de células T CD8" Gag-especificas no bago, linfonodos iliacos e trato
genital. A dose de 10° PFU de AdC6gag e o tempo de 14 dias foram escolhidos baseando-se nos
resultados obtidos anteriormente (Figura 1), onde demonstrou-se que estes foram os melhores
tempo e dose para se obter resposta imune no trato genital. Foi observado que a via de
imunizacgdo intravaginal foi capaz de induzir melhor resposta nos linfonodos iliacos e trato
genital, quando comparado com as vias de imunizacao intramuscular e intranasal (Figura 3).
Imunizacio intravaginal estimulou 0,72% e 3,82% de células T CD8" produtoras de IFN-y
nos linfonodos iliacos e trato genital, respectivamente. A imunizacdo intranasal estimulou
frequéncias de T CD8" Gag-especificas inferiores que a imunizagio intravaginal, 0.3% nos
linfonodos iliacos e 0.13% no trato genital. Contudo, a imunizacao intramuscular com AdC6gag

induziu frequéncias ainda menores que a via intranasal nos linfonodos iliacos 0.13%.
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Figura 3: Comparacéo das vias de imunizacéo intravaginal (1V), intranasal (IN) e intramuscular (IM).
Camundongos BALB/c foram imunizados pelas vias IV (5 dias apds receberem 3 mg de progesterona), IN ou IM
com 105 PFU de AdC6gag e foram sacrificados 14 dias apds a imunizagdo. Células do bago, linfonodos iliacos e
trato genital foram coletadas e avaliadas in vitro quanto a presenca de células T CD8" que produzem IFN-y,
conforme descrito na legenda da Figura 1. Estes resultados sdo representativos de trés experimentos independentes.

N&o foi detectada nenhuma resposta no trato genital utilizando-se a via intramuscular com

AdC6gag neste tempo e dose estudados, como demonstrado na Figura 3. Porém, a via de

imunizacdo intramuscular foi capaz de induzir melhor resposta imune no baco comparado com a

via intravaginal e intranasal. Entre a via de imunizacdo intramuscular e intranasal, a Gltima

mostrou ser capaz de induzir maior resposta imune celular especifica para Gag no trato genital e

nos linfonodos iliacos.
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4.3 Estratégia de dose-reforc¢o

A fim de aumentar a resposta de células T CD8" Gag-especificas no trato genital, foi
utilizada uma estratégia de dose reforco com duas vias de mucosa distintas, uma intravaginal e
outra intranasal, uma vez que ambas demonstraram ser capazes de induzir resposta imune
especifica neste 6rgdo (Figura 3). Um grupo de camundongos BALB/c, doravante chamado de
grupo dose-reforco, foi imunizado com 10°> PFU de AdC6gag intranasalmente e 14 dias apds
recebeu um reforco com a mesma dose de virus pela via intravaginal. Ao mesmo tempo, dois
grupos controles foram inoculados seguindo-se 0 mesmo protocolo de imunizacdo utilizado para
0 grupo dose-reforco, porém para cada grupo controle uma das doses de AdC6gag foi substituida
por PBS. Em um grupo substituiu-se a dose administrada pela via intranasal e no outro se
substituiu a dose administrada pela via intravaginal. Todos 0s grupos receberam subcutaneamente
3 mg de progesterona 5 dias antes das inoculag6es intravaginais e foram sacrificados 30 dias ap6s
a primeira inoculacdo. A resposta imune celular especifica para Gag foi avaliada no baco,
linfonodos iliacos, trato genital, NALT e sangue periférico.

Observou-se que o grupo que recebeu uma dose mais um refor¢o de AdC6gag em duas vias
de mucosa distintas teve a resposta imune celular especifica no trato genital aumentada
consideravelmente comparada com 0s grupos controles que receberam somente AdC6gag pela
via intravaginal ou intranasal (Figura 4). Foram obtidas 27.4%, 3.82% e 0.94% de células T
CD8" produtoras de IFN-y, no grupo dose-reforco, no grupo controle vacinado intravaginalmente

e no grupo vacinado somente intranasalmente, respectivamente.



32

Grupo controle Grupo controle Grupo
intranasal intravaginal dose-reforgo
0,26%| 0.25% 0,43%
Baco
i 010%| 072%| 0.24%
Linfonodos
iliacos
7 0,94%)| 382%| 27.4%
Trato
Genital
: 145%| 009%| 0.56%
NALT wi B )
i 000% | T 040%| 0,01%
Sangue ) )
Periférico
IFN-y | : 3 5 ®
Ccb8 —»
Dia 0 1°dose IN AdC6gag PBS AdC6gag
Dial4  Reforco v PBS AdC6gag AdC6gag

Figura 4: Estratégia de dose-reforgo. Um grupo de camundongos BALB/c (dose-refor¢o) foi imunizado
com 10° PFU de AdC6gag pela via intranasal (IN) e 14 dias ap6s recebeu um reforco com a mesma dose de virus
pela via intravaginal (IV). Ao mesmo tempo, dois grupos controles foram imunizados com o mesmo protocolo
utilizado para o grupo dose-reforco, porém para cada grupo uma das doses de AdC6gag foi substituida por PBS,
conforme indicado na figura. Todos os grupos receberam subcutdneamente 3 mg de progesterona 5 dias antes das
inoculacBes intravaginais e foram sacrificados 30 dias ap6s a primeira inoculagdo. Células do baco, linfonodos
iliacos, trato genital, NALT e sangue periférico foram coletadas e analisadas quanto a presenca de células T CD8"
que produzem IFN-y, conforme descrito na legenda da Figura 1. A freqiiéncia de células duplo-positivas para cada
orgdo analisado esta indicada no quadrante superior direito de cada grafico. Estes resultados sdo representativos de
trés experimentos independentes.
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As freqiiéncias de células T CD8" Gag-especificas obtidas no trato genital administrando-
se AdC6gag pela via intranasal foram maiores que as encontradas no experimento anterior,
provavelmente devido a diferenca no tempo em que a resposta foi analisada. A resposta imune
celular Gag-especifica encontrada no baco também aumentou no grupo dose-reforco em relacéo
aos controles, enquanto que a freqliéncia encontrada nos linfonodos iliacos diminuiu em relacdo
ao controle imunizado pela via intravaginal. A imunizagdo intranasal foi capaz de induzir 1,45%
de células T CD8" Gag-especificas no NALT, que diminui no grupo que recebeu duas doses.
Além disso, resposta neste 6rgdo praticamente ndo foi detectada no grupo que recebeu somente
imunizagdo intravaginal. Entretanto, o grupo controle imunizado intravaginalmente com
AdC6gag foi capaz de induzir resposta imune celular especifica no sangue periférico, que néo foi
detectada no grupo controle intranasal e esta resposta diminuiu consideravelmente no grupo

imunizado com uma dose e um reforgo.

4.4 Resposta imune de memoria

Baseando-se no fato que a utilizacio da dose de 10° PFU de AdC6gag pela via intravaginal
induziu uma cinética da resposta de células T CD8" Gag-especificas no trato genital distinta das
outras doses, que aumentou progressivamente até a avaliacdo em 30 dias apds a imunizagao
(Figura 2), foi avaliado se esta resposta € duradoura. Camundongos receberam acetato de
medroxiprogesterona e apés 5 dias foram imunizados com 10° PFU de AdC6gag pela via
intravaginal e avaliou-se a presenca de células T CD8" Gag-especificas 90 dias apds a

imunizacdo no baco, linfonodos iliacos e trato genital. Observou-se que a freqliéncia de células
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CD8" que produzem IFN-y volta a ser detectada no bago, pois ndo havia sido detectada 30 dias

apos a imunizagdo com esta mesma dose Figura 5.

A resposta presente nos linfonodos iliacos é extremamente baixa e a resposta imune celular

especifica encontrada no trato genital permanece quase a mesma que a detectada apds 30 dias da

imunizacdo. Deste modo, conclui-se que AdC6gag utilizado pela via intravaginal € capaz de

induzir uma resposta imune de longa duracdo, quando utilizada a dose 10° PFU de AdC6gag,

presente principalmente no trato genital, mas detectavel também em pequena quantidade no baco.
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Figura 5: Resposta de células T CD8" Gag-especificas presentes na mucosa vaginal 90 dias apds a
imunizacdo. Camundongos fémeas BALB/c receberam subcutdneamente 3 progesterona e apés 5 dias foram
imunizados intravaginalmente com 10° PFU de AdC6gag. 90 dias apds a imunizacdo células do baco, linfonodos
iliacos e trato genital foram coletadas e avaliadas quanto a presenca de células T CD8" que produzem IFN-y,
conforme descrito na legenda da figura 1. A freqiiéncia de células duplo-positivas para cada 6rgdo analisado esta
indicada no quadrante superior direito de cada grafico. Estes resultados sdo representativos de trés experimentos

independentes.

4.5 Células T yd

As células gama delta tem um papel essencial na resposta imune inata e estao presentes

geralmente em grandes quantidades na superficie de mucosas. A fim de avaliar a presenca destas

células no trato genital feminino dos camundongos vacinados com AdC6gag e o provavel
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envolvimento destas células na resposta imune induzida por este vetor, foi feito um experimento
de marcacao com anticorpos anti-CD3, a fim de marcar toda a populacao de células T, e anti-
TCRy8, determinando-se a frequiéncia das células possuem o receptor yd nesta populacao. Estas
marcacdes foram feitas com as células presentes no trato genital de camundongos vacinados com
diferentes doses do AdC6gag 14 dias apds a imunizacdo. Como demonstrado na Figura 6, todos
0s grupos vacinados com AdC6gag, independente da dose administrada, possuem a populacéo de
células T yd aumentada no trato genital em relagdo ao grupo de animais ndo vacinados. O grupo
de camundongos que recebeu a dose de 10° PFU de AdC6gag apresentou maiores freqiiéncias de
células T y& que os grupos de camundongos imunizados com 10% e 10° PFU de AdC6gag (Figura
6). As frequiéncias de células CD3-positivas e yd-positivas foram de 49,83%, 35,64% e 34,33%
no trato genital dos camundongos vacinados respectivamente com 10°, 10*e 10° PFU de
AdC6gag, enquanto a freqliéncia desta mesma populacédo celular no grupo de camundongos que

recebeu PBS foi de 13,7%.
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Figura 6: Populagdo de células T y6 no trato genital feminino. Camundongos fémeas BALB/c receberam
subcutaneamente 3 mg de progesterona e 5 dias apds foram inoculados intravaginalmente com as doses indicadas de
AdC6gag ou PBS. 14 dias apds a imunizagdo células do trato genital foram coletadas, purificadas através de
gradiente de Percoll e marcadas com anticorpos anti-CD3-FITC e anti-TCRy3-PE. A freqiiéncia de células duplo-
positiva, ou seja, células que possuem os marcadores CD3 e TCRy3, estdo demonstradas no grafico. Estes resultados
sdo representativos de dois experimentos independentes.
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos o nimero de mulheres infectadas pelo HIV vem crescendo rapidamente
de forma preocupante, uma vez que em 1998 as mulheres constituiam 41% dos individuos
soropositivos em todo o mundo e esta percentagem aumentou para 50% em 2004 (ANNAN,
2005). As estratégias de prevencdo existentes ndo sdo suficientes para conter o aumento no
namero de novos casos de HIV entre as mulheres e o desenvolvimento de uma vacina eficaz
contra este virus parece ser a melhor solucéo para o controle das novas infec¢bes em longo prazo.
Assim sendo, a busca da inducéo de resposta imune especifica protetora no trato genital feminino
através de vacina contra HIV ganhou muita importancia na conjuntura da pandemia atual.

O desenvolvimento de uma vacina contra este virus tornou-se um desafio sem precedentes,
pois nenhuma eficacia foi demonstrada em ensaios clinicos de testes vacinais até o presente
momento. Dentre as diferentes abordagens de vacinas estudadas, as baseadas em vetores
recombinante tém demonstrado resultados promissores de estimulacdo de resposta imune
especifica, especialmente com a utilizacdo de Ad humano recombinante. Porém, este vetor possui
reduzida imunogenicidade em presenca de imunidade pré-existente que muitos individuos
apresentam. Na tentativa de superar esta limitacdo e manter as caracteristicas positivas dos Ad
como vacinas, um novo vetor adenoviral foi desenvolvido a partir de um Ad isolado de
chimpanzé do sorotipo 6 AdC6gag. Uma vez que para obtencdo de imunidade esterilizante frente
ao HIV é necessaria a presenca de anticorpos neutralizantes contra o virus e nenhuma estratégia
de vacina ja testada alcancou titulos suficientes destes anticorpos (VANNIASINKAM; ERTL,
2005), o AdC6gag ¢é estudado com a finalidade de inducdo de resposta imune celular especifica

contra a proteina Gag, uma das mais conservadas deste virus.
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Muitas evidéncias demonstram a importancia da resposta imune celular na infec¢cdo do
HIV. Na histdria natural da transmissdo sexual deste virus e do SIV, a infecgdo sistémica é
estabelecida através dos tecidos linfaticos 2-7 dias ap6s o contdgio (ZHANG; SCHULER;
ZUPANCIC, et al., 1999; SPIRA; MARX; PATTERSON, et al., 1996) e a producéo viral chega
ao seu maximo neste tempo e entdo declina, coincidentemente com o aumento da resposta de
células T CD8" especificas (REIMANN; TENNER-RACZ; RACZ, et al.,, 1994; KURODA;
SCHMITZ; CHARINI, et al., 1999; KOUP; SAFRIT; CAO, et al., 1994; BORROW,; LEWICKI;
HAHN, et al., 1994). Semelhante a outros agentes virais, os linfocitos T CD8" tém um papel
fundamental na contencdo da replicagdo do HIV (MATANO; SHIBATA; SIEMON, et al., 1998).
Um recente estudo sugere que estimulagdo de células T CD8" de individuos infectados pelo HIV
long-term non-progressors leva a producdo de a-defensinas 1, 2 e 3 que podem inibir a
replicacdo do virus (ZHANG; YU; HE, et al., 2002). Do mesmo modo, em macacos infectados
com o SIV que tiveram as células T citotoxicas totalmente eliminadas in vivo a replicacdo viral
ndo é controlada (SCHMITZ; KURODA; SANTRA, et al., 1999; JIN; BAUER; TUTTLETON,
etal., 1999).

Em modelo de infeccdo intravaginal de macacos com SIV, realizado com a finalidade de
determinar a relacdo da resposta células T CD8" especificas com a cinética e magnitude da
infeccdo, notou-se uma demora na geragdo desta resposta, que pode ser responsavel pela falha na
contencdo da infeccdo pelo virus (REYNOLDS; RAKASZ; SKINNER, et al., 2005). Foram
detectadas maiores respostas imunes celulares nos tecidos cervico-vaginais e no Utero destes
macacos, que nos linfonodos que drenam o trato genital, porém todas estas respostas se formaram
somente varios dias apos o pico da producdo viral (REYNOLDS; RAKASZ; SKINNER, et al.,

2005). No entanto, a detec¢do de altas freqiiéncias de células T CD8" SIV-especificas no trato
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genital feminino destes macacos € uma evidéncia que sugere que vacinas capazes de induzir
rapidamente estas células na mucosa do trato genital possam controlar a replicacao viral no tecido
local antes da disseminacdo sistémica (BELYAKOV; BERZOFSKY, 2004) ou até mesmo
prevenir a infeccdo pelo virus (REYNOLDS; RAKASZ; SKINNER, et al., 2005).

Esta evidéncia corrobora estudos que demonstraram a presenca de linfocitos T CD8" HIV-
especificos na mucosa cervical de prostitutas que permaneceram soronegativas mesmo apos
serem expostas ao HIV (KAUL; PLUMMER; KIMANI, et al., 2000). Algumas destas prostitutas
resistentes tornaram-se infectadas 6 anos ap6s a confirmacdo do contato com o0 virus sem
subseqliente soroconversdo, mostrando que esta resisténcia ndo € absoluta, possivelmente pelo
enfraquecimento da imunidade pré-existente de células T CD8" HIV especificas. A infeccéo pelo
HIV nestes grupos de individuos tem frequentemente sido associada a mudancas nas respostas de
células T CD8" a epitopos especificos. Este achado sugere que uma vacina que induza
imunidade protetora no trato genital é um objetivo realista, mas provavelmente constantes
reforcos ou antigenos persistentes serdo necessarios para uma protecdo prolongada (KAUL;
ROWLAND-JONES; KIMANI, et al.,, 2001). Recentemente também foi demonstrado na
secrecdo da mucosa vaginal destas prostitutas resistentes elevado nivel da citocina RANTES,
sugerindo que esta citocina esteja envolvida no mecanismo de protecdo, bloqueando CCR5 ou
atraindo as células T para o trato genital (IQBAL; BALL; KIMANI, et al., 2005).

Outros autores também comprovaram a importancia da presenca das células T CD8"
especificas em mucosas; um exemplo disto foi um estudo feito com camundongos, onde estes
ficaram parcialmente protegidos contra o desafio do virus da vaccinia expressando antigenos do
HIV devido a estimulacdo destas células na mucosa e ndo em locais sistémicos (BELYAKOQOV;
DERBY; AHLERS, et al., 1998; BELYAKOV; AHLERS; BRANDWEIN, et al., 1998). Além

disso, muitos outros estudos de vacinas contra o0 HIV em modelos animais tém demostrado a
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relevancia das células T CD8" na mucosa do trato genital (SAKAUE; HIROI; NAKAGAWA, et
al., 2003; PEACOCK; NORDONE; JACKSON, et al., 2004; KLAVINSKIS; BERGMEIER;
GAO, et al., 1996; JIANG; PATRICK; MOSS, et al., 2005; GHERARDI; PEREZ-JIMENEZ;
NAJERA, et al., 2004).

A imunizagéo intravaginal foi escolhida para o presente estudo com a finalidade de inducéo
de células T CD8" especificas por ser uma via de mucosa e assim sendo, com sua utilizacdo a
probabilidade de se alcangar resposta imune no trato genital feminino € maior, baseando-se na
particular compartimentalizagéo existente no sistema imune de mucosas. No entanto, uma vacina
ideal contra HIV deve ser capaz de induzir resposta imune protetora de mucosas tanto no trato
genital feminino como no masculino, porém homens e mulheres respondem de maneiras distintas
as vacinas e estudos sugerem que estratégias de imunizacdo dispares sejam necessarias para cada
género a fim de alcancar resposta imune especifica nos respectivos tratos genitais (PEACOCK;
NORDONE; JACKSON, et al., 2004).

As vacinas que utilizam a via de imunizacdo intravaginal estimulam as células do sistema
imune presente da mucosa do trato genital e alguns estudos demonstraram que atividade das
celulas T citotoxicas presentes neste local sofrem influéncia hormonal (WHITE; CRASSI;
GIVAN, et al., 1997). Foi comprovado que camundongos sdo suscetiveis a infeccéo vaginal pelo
virus HSV durante o diestrus e ndo durante o estrus (GALLICHAN; ROSENTHAL, 1996), isto
pode ser devido a espessura e a permeabilidade do epitélio da vagina, como também pela
disponibilidade de receptores virais durante este periodo (PARR; KEPPLE; MCDERMOTT, et
al., 1994). Recentemente foi confirmado também que a transmissdo vaginal do SIV aumenta 7.7
vezes em macacos que receberam progesterona subcutaneamente (MARX; SPIRA; GETTIE, et
al., 1996). Entretanto, um estudo recente evidenciou que o ciclo menstrual e a menopausa nédo

tém efeito aparente na localizagdo ou quantidade das células T CD8" em qualquer tecido do trato
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genital inferior (PUDNEY; QUAYLE; ANDERSON, 2005). Assim sendo, para evitar um
provavel impedimento da infeccdo das células presentes nas vaginas dos camundongos pelo
AdC6gag todos receberam progesterona antes das imunizacgdes intravaginais neste estudo,
uniformizando desta forma o ciclo estral de todos os grupos de animais.

O presente trabalho demonstrou que a administracdo do AdC6gag através da via
intravaginal em camundongos BALB/c foi capaz de induzir resposta imune celular especifica
contra 0 HIV em locais de mucosa, tais como trato genital e linfonodos iliacos e também em
sitios sistémicos, como baco e sangue periférico (Figuras 1 e 4). Vérios estudos demonstraram a
inducdo de respostas imunes especificas em locais sistémicos ou de mucosa utilizando-se
diferentes estratégias de vacinas pela via intravaginal, tais como vetores bacterianos (DI FABIO;
MEDAGLINI; RUSH, et al., 1998), vacinas de DNA (WANG; DANG; AGADJANYAN, et al.,
1997; HAMAJIMA; HOSHINO; XIN, et al., 2002; BAGARAZZI; BOYER; JAVADIAN, et al.,
1999), proteinas virais com adjuvante (KWANT; ROSENTHAL, 2004; BOGERS;
BERGMEIER; MA, et al., 2004) e vetores virais (GHERARDI; PEREZ-JIMENEZ; NAJERA, et
al., 2004; GARULLI; KAWAOKA; CASTRUCCI, 2004). Alguns desses estudos demonstraram
inclusive que a resposta imune induzida com a utilizagéo de via intravaginal trouxe protecéo para
os camundongos imunizados (VAIDY; GARDNER; NEIDLEMAN, et al., 2001) e também
protegeu macacos contra o desafio de virus patogénico SIV (BOGERS; BERGMEIER; MA, et
al., 2004; ABEL; COMPTON; ROURKE, et al., 2003).

As freqiiéncias de células T CD8" produtoras de IFN-y induzidas pelo AdC6gag no local da
imunizacdo, ou seja, no trato genital, foram maiores que as freqiéncias encontradas nos
linfonodos iliacos e no baco (Figura 1). Este perfil da resposta imune induzida por este vetor

utilizado pela via intravaginal ndo foi semelhante ao encontrado quando camundongos foram
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imunizados pela mesma via com HSV atenuado, onde a resposta de células T CD8" produtoras
de IFN-y medida por ELISPOT foi maior nos linfonodos iliacos que no trato genital
(MILLIGAN; DUDLEY-MCCLAIN; CHU, et al., 2004). Estes resultados sugerem que as
caracteristicas da resposta induzida com a via intravaginal € dependente do imundgeno utilizado.
Em modelo de infeccdo intravaginal de macacos com SIV, citado anteriormente, a resposta imune
de células T CD8" especificas detectadas pela marcagdo intracelular de IFN-y é também
consideravelmente maior na vagina e na cérvice que nos linfonodos iliacos (REYNOLDS;
RAKASZ; SKINNER, et al., 2005), demonstrando com isso que a resposta imune induzida por
AdC6gag ¢ semelhante a infeccdo natural do SIV/HIV. Recentes evidéncias indicam que as
células apresentadoras de antigenos residentes no sitio efetor podem ativar a diferenciacdo de
células T sem a necessidade de migracdo para os linfonodos (FERNANDEZ; LOZIER,;
FLAMENT, et al., 1999; CONSTANT; BROGDON; PIGGOTT, et al., 2002), e este pode ser o
provavel mecanismo envolvido na obtencdo de respostas maiores no trato genital que linfonodos
iliacos pelo AdC6gag administrado intravaginalmente, uma vez que este vetor transduz
eficientemente  células apresentadores de antigenos profissionais (VARNAVSKI;
SCHLIENGER; BERGELSON, et al., 2003).

Foi possivel no presente estudo detectar resposta imune de células T CD8" Gag-
especificas nos camundongos vacinados pela via intravaginal com AdC6gag mesmo utilizando-se
doses inferiores aquelas geralmente empregadas em estudos com este vetor (PINTO;
FITZGERALD; GILES-DAVIS, et al.,, 2003; PINTO; FITZGERALD; GAO, et al.,, 2004). A
utilizacdo de doses baixas de imundgeno é de grande relevancia, visto que com isto fica
diminuida a probabilidade de acontecerem reagdes adversas a vacina. Apesar das frequéncias

encontradas no bago com a imunizacédo intravaginal serem modestas, foram semelhantes com as
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encontradas administrando a mesma dose de AdC6gag por outra via de mucosa, a intranasal,
como mostrado na Figura 3. Além disso, a imunizagdo com AdC6gag pela via intravaginal foi
capaz de induzir melhor resposta imune celular especifica no trato genital e linfononodos iliacos
que as via de imunizacao intranasal e intramuscular testadas com o mesmo vetor (Figura 3). Estes
resultados séo semelhantes aos encontrados por Milligan et al. (2004), onde foi demonstrado que
imunizacdo intravaginal com o HSV atenuado é capaz de induz melhor resposta celular especifica
no trato genital e linfonodos iliacos que imunizacgdo intranasal. Escolheu-se comparar a resposta
imune induzida pela imunizagéo intravaginal com a imunizagdo intramuscular por ser esta uma
via sistémica tradicionalmente utilizada em vacinagé@o, e com a imunizagao intranasal foi porque
esta € uma via de mucosa, que tem sido descrita por varios autores como capaz de induzir uma
resposta imune no trato genital feminino (PEACOCK; NORDONE; JACKSON, et al., 2004;
KLAVINSKIS; BARNFIELD; GAO, et al., 1999; JIANG; PATRICK; MOSS, et al.,, 2005;
GHERARDI; PEREZ-JIMENEZ; NAJERA, et al., 2004; GALLICHAN; JOHNSON;
GRAHAM, et al., 1993; BERNSTEIN, 2000).

A utilizacdo da imunizacdo intramuscular com AdC6gag ndo resultou em inducdo de
resposta imune no trato genital na dose e tempo avaliados e isto pode ser devido a propriedades
migratdrias das células que resultou na ndo deteccdo de resposta neste rgdo. Comparando-se a
capacidade de inducgdo de resposta imune celular especifica do AdC6gag administrado pela via
intranasal e intramuscular, observa-se somente com a via de imunizacgéo intranasal a presenca de
células T CD8" Gag-especificas no trato genital. A capacidade da via de imunizagéo intranasal
em induzir resposta imune no trato genital feminino, um sitio distante do sitio de inducdo, ainda
ndo estd bem esclarecido, contudo acredita-se que esteja envolvida com a estimulacgdo das células
presentes no NALT (ROSENTHAL; GALLICHAN, 1997), que possuem uma funcéo central no

desenvolvimento de resposta imune induzida por esta via (KIYONO; FUKUYAMA, 2004).
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Entretanto, um estudo demonstrou que administracdo de Ad humano recombinante pela via
intranasal pode levar a infeccdo do sistema nervoso central por este virus (LEMIALE; KONG;
AKYUREK, et al., 2003), portanto maiores investigacdes sdo necessarias para elucidar esta
possivel neurotoxicidade da aplicacdo intranasal de Ad.

Demonstrou-se no presente trabalho que as frequiéncias de células T CD8" Gag-especificas
presentes no trato genital dos camundongos vacinados com AdC6gag aumentam
consideravelmente quando se administra uma dose do vetor pela via intranasal e um reforgo pela
via intravaginal, demonstrando com isso a alta vinculagao entre estas duas vias de imunizagdo na
inducdo de resposta imune neste 6rgdo. Além disso, a utilizacdo de duas doses consecutivas de
AdC6gag por vias distintas de mucosa também foi capaz de aumentar a resposta imune celular
especifica presente no bago em relacdo aos controles que receberam apenas uma das doses.
Porém, o grupo que recebeu uma dose e um reforco de AdC6gag possui freqliéncias de células T
CD8" Gag-especificas no NALT e linfonodos iliacos diminuidas em relagdo aos controles, fato
este devido a um provavel estimulo recebido por estas células que dirige sua migracdo destes
6rgdos para a mucosa trato genital destes animais, uma vez que a freqiiéncia das células T CD8"
Gag-especificas presentes neste local estd elevada. O mesmo pode ter ocorrido com as células T
CD8+ produtoras INF-y presentes no sangue periférico neste grupo de animais que recebeu duas
doses de vetor, uma vez que as freqiiéncias destas células estdo aumentadas no grupo controle e
sdo praticamente inexistentes neste grupo.

A utilizacdo de protocolos de imunizacdo com mais de uma dose € muito comum, pois
muitas vacinas utilizadas atualmente geralmente fazem uso de esquemas de dose reforco, como
exemplo a vacina contra a hepatite B, em que sdo necessarias trés doses para se obter titulos de

anticorpos protetores. Do mesmo modo, em estudo de vacinas contra HIV, as estratégias de
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dose-reforgo tem sido amplamente estudadas, principalmente com a utilizacdo de imundgenos
heter6logos (REYES-SANDOVAL; FITZGERALD; GRANT, et al, 2004; PINTO;
FITZGERALD; GILES-DAVIS, et al., 2003; GHERARDI; PEREZ-JIMENEZ; NAJERA, et al.,
2004) e com a utilizagdo uma via de imunizagdo sistémica com uma via de mucosa
(MCCLUSKIE; WEERATNA,; PAYETTE, et al.,, 2002; LONDONO-ARCILA; FREEMAN;
KLEANTHOUS, et al., 2002). Pinto et al. (2003) demonstrou que a resposta imune celular
especifica presente no bago aumenta consideravelmente com a utilizacdo de imundgenos
heter6logos por diferentes estratégias de dose-reforco em camundongos BALB/c. Foram
utilizados para os diferentes protocolos de imunizacdo com dose e reforgo pela via intramuscular,
Ad de origem simia AdC6gag e AdC68gag, Ad humano AdHu5gag, vacina de DNA e virus da
vaccinia, todos contendo a inser¢do do gene gag do HIV. Foi demonstrado neste estudo que
quando se utiliza uma dose e um reforgo com dois Ad heter6logos a resposta imune encontrada é
maior que a encontrada quando se utiliza Ad homdélogos e também é muito maior que a
encontrada quando é administrada uma dose com vacina de DNA e uma dose subseqliente com
Ad (PINTO; FITZGERALD; GILES-DAVIS, et al., 2003). Contudo, dose-reforco com Ad
heter6logos é capaz de induzir resposta imune celular especifica equivalente aquela induzida com
a utilizacdo de uma dose com Ad seguida de um reforco do virus da vaccinia (PINTO;
FITZGERALD; GILES-DAVIS, et al., 2003). Estes mesmos Ad recombinantes para gag em
diferentes combinacdes de dose e reforco foram estudados posteriormente em chimpanzés, com a
adicdo de mais um Ad de origem simia AdC7gag (REYES-SANDOVAL; FITZGERALD;
GRANT, et al., 2004). Utilizou-se neste estudo com chimpanzés trés doses pela via intramuscular
com diferentes combinacdes destes Ad, detectando-se diferentes freqiiéncias de células T CD8"
Gag-especificas no sangue periférico dos animais analisados ap6s o primeiro reforco. Apos 7 e 17

semanas da ultima imunizacdo todos os animais foram sacrificados e a resposta imune celular foi
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detectada em maior quantidade no baco, lavado peritoneal e sangue periférico do que nos
linfonodos. Reyes-Sandoval et al. (2004) demonstrou com isso resultados promissores de estudos
pré-clinicos, uma vez que a imunizagdo com trés doses de Ad em chimpanzé estimulou
consideraveis frequéncias de células efetoras e de memoria. Pinto et al. (2004) demonstrou ainda
que a utilizacdo de estratégias de dose reforco com duas vias de imunizacdo distintas, sendo uma
de mucosa e outra sistémica, onde AdC6gag foi administrado oralmente seguido de um reforgo
com virus da vaccinia recombinante para 0 mesmo gene pela via intraperitoneal em camundongos
BALB/c, é capaz de aumentar a freqiiéncia de células T CD8" Gag-especificas presentes no bago.
Entretanto, estratégias de dose-reforco com duas vias de mucosas distintas, com a
finalidade de maximizar a inducdo de resposta imune especifica de mucosas, em estudos de
vacinas contra HIV tém sido pouco exploradas. Um estudo recente em camundongos, utilizando-
se uma estratégia de dose-refor¢co com duas vias de imunizacdao de mucosa, intraretal seguida de
intranasal, demonstrou aumento na resposta imune celular especifica encontrada no NALT,
linfonodos mesentérios e baco (YOSHIZAWA; MIZUOCHI; OGATA, et al., 2003). A estratégia
de dose refor¢o utilizando duas vias distintas de mucosa com a mesma dose de um vetor
adenoviral homélogo demonstrou ser muito eficaz neste modelo estudado no presente trabalho.
Dentre as estratégias de vacinas contra o HIV atualmente testadas em ensaios clinicos, a
utilizacdo de dose-reforco tem ganho lugar de destaque visto os bons resultados de estimulagéo
de resposta imune celular apresentado (MOORTHY; IMOUKHUEDE; KEATING, et al., 2004;
MOORE; HILL, 2004; MCCONKEY; REECE; MOORTHY, et al., 2003).
Neste presente trabalho demonstrou-se também que a resposta imune celular especifica
para Gag é duradoura, ou seja, pode ser detectada mesmo 90 dias apds a imunizacdo intravaginal.
Este resultado é de grande relevancia, visto que a indugdo de células de memoria é essencial para

o desenvolvimento de uma vacina eficaz (Figura 5). Este experimento de memdria demonstrou
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que as células T CD8" Gag-especifica, além de permanecer no local da imunizagdo, também
podem ser detectadas em menor quantidade no baco, porém praticamente ndo puderam ser
encontradas nos linfonodos iliacos. Foi demonstrado previamente que a utilizacdo da imunizagéo
intravaginal é capaz de produzir resposta duradoura, como descrito em um experimento
utilizando-se virus influenza recombinante para o HIV onde a resposta foi analisada 5 meses apos
a imunizacao nos linfonodos iliacos e no baco (GARULLI; KAWAOKA; CASTRUCCI, 2004).
As células T yo podem ter diferentes fungdes dependendo do estagio da resposta imune em
que elas sdo ativadas e parecem atuar como um elo entre a resposta imune inata e adaptativa,
promovendo o desenvolvimento das células T aff (HAYDAY, 2000; BORN; CADY; JONES-
CARSON, et al., 1999). Estas células produzem fatores anti-virais e possuem atividade citotoxica
(LEHNER; MITCHELL; BERGMEIER, et al., 2000). Além disso, um recente estudo relatou que
células expressando o receptor Vy2V42, onde as regides variaveis da cadeia y e 6 do TCR sao
codificadas respectivamente pelas regides génicas Vy2 e V62, também tém caracteristicas de
células apresentadoras de antigenos profissionais como as células dendriticas (BRANDES;
WILLIMANN; MOSER, 2005). Desta forma, quando ativadas estas células eficientemente
processam antigenos e fornecem sinais co-estimulatorios suficientes para induzir as células T of8
virgens para proliferacdo e diferenciacdo. No presente estudo foi demonstrado que camundongos
vacinados com AdC6gag pela via intravaginal possuem a populacdo de células T yd aumentada
no trato genital em relacdo ao grupo ndo vacinado, sendo provavel que estas células estejam
envolvidas na resposta de células T CD8" Gag-especificas desenvolvida neste local, através da
contribuicdo na formacdo do microambiente necessario para estimulacdo destas células. A
presenca das células T yd pode ser responsavel pelo comportamento distinto da cinética da

resposta celular especifica que a dose de 10° PFU de AdC6gag apresenta em relagdo as outras
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doses testadas, uma vez que a populacdo de células T y5 estd consideravelmente maior no trato
genital dos camundongos vacinados com esta dose do que aqueles vacinados com 10* e 10° PFU.

A funcdo das células T yd na infeccdo pelo HIV ndo tem sido muito estudada. Alguns
relatos sugerem que o subgrupo V&1 das células T yd, esteja aumentado nos individuos
infectados pelo HIV (KOZBOR; HYJEK; WIADERKIEWICZ, et al., 1993; HINZ; WESCH,;
FRIESE, et al., 1994; BOULLIER; COCHET; POCCIA, et al., 1995; AUTRAN; TRIEBEL,;
KATLAMA, et al., 1989). Um aumento nas céelulas V31 co-expressando Vy9, Vy2, Vy3 ou Vy4
também foram relatados (HINZ; WESCH; FRIESE, et al., 1994; BOULLIER; COCHET;
POCCIA, et al., 1995). Em contraste, 0 mais comum subgrupo de células T y& do sangue
periférico humano Vy9Vaé2 estd diminuido em individuos soropositivos e podem se tornar
anérgicos nestes pacientes (POCCIA; BOULLIER; LECOEUR, et al., 1996). Outras vacinas ja
demonstraram serem capazes de induzirem o aumento da populacdo de células T y3, tais como
canarypox e BCG recombinantes para o HIV, onde foi detectada a populagdo de células T y3
especificas no sangue periférico de individuos imunizados em ensaios clinicos de fase |
(WORKU; GORSE; BELSHE, et al., 2001; HOFT; BROWN; ROODMAN, 1998).

As altas freqiiéncias de células T CD8" Gag-especificas encontradas no trato genital dos
camundongos vacinados com AdC6gag utilizando-se uma estratégia de dose-reforco com duas
vias de mucosa distintas e a duracdo da resposta induzida no trato genital feminino sdo evidéncias
indicando que esta vacina pode ser capaz de induzir uma resposta imune protetora, porém mais
estudos serdo necessarios para comprovar esta informacdo. Contudo, a habilidade de patdgenos
evadirem da resposta celular no epitopo alvo e ndo serem mais reconhecidos pelas células T
CD8" é uma limitagdo. O modo mais efetivo de superar o escape de microorganismo da resposta

de células T € o uso de antigenos para vacinas suficientemente grandes para que cada individuo
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vacinado possa reconhecer multiplos epitopos (ROBINSON; AMARA, 2005). Como o
transgene inserido no vetor AdC6gag é pequeno, estando presente somente a forma truncada da
proteina, para um eventual ensaio clinico serd necessario aumentar o tamanho do inserto no
AdC6gag, a fim de prevenir o escape viral da resposta imune celular.

Outra limitacdo desta nova abordagem de vacinas que visam apenas a inducdo de células T
é a complexidade dos métodos utilizados para medir as células T respondedoras e a falha destes
métodos em fornecer uma correlacdo exata com a protecdo. Portanto, outros parametros devem
ser avaliados além da producédo de IFN-y por estas células, uma vez que alguns estudos sugerem
que protecdo exige a producdo de uma resposta de células T polifuncionais, ou seja, que tenham
capacidade de produzir diferentes citocinas (PANTALEO; KOUP, 2004). Eticamente ndo se
permite que sejam feitos desafios experimentais em seres humanos com HIV e desta forma ha
necessidade do desenvolvimento de vacinas utilizando-se modelos animais que podem muitas
vezes ndo representar apuradamente a infec¢cdo humana, sugerindo com isso que a determinacao

da eficécia sera determinada praticamente por grandes estudos de fase Il1.
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6. CONCLUSOES

e A utilizagdo de diferentes doses de AdC6gag através da via intravaginal de camundongos
foi capaz de induzir resposta imune celular especifica no bacgo, linfonodos iliacos e trato genital
em diferentes tempos analisados;

e A dose de 10° PFU de AdC6gag foi a melhor dose para induzir resposta imune celular
especifica no trato genital e linfonodos iliacos 14 dias ap6s a imunizacdo intravaginal,

e As doses de 10* e 10° PFU de AdC6gag foram as melhores doses para induzir resposta
imune celular especifica no baco 7 dias apds a imunizacao intravaginal;

e As freqiiéncias de células T CD8" Gag-especificas encontradas no trato genital dos
camundongos vacinados intravaginalmente com AdC6gag sdo maiores que as encontradas nos
linfonodos iliacos e baco;

e A imunizacdo com AdC6gag pela via intravaginal foi capaz de induzir melhores respostas
de células T CD8" Gag-especificas no trato genital e linfonodos iliacos que imunizages com o
mesmo vetor pelas vias intranasal ou intramuscular;

o Imunizacdo intranasal com AdC6gag foi capaz de induzir resposta imune celular especifica
no trato genital feminino dos camundongos;

o Imunizacdo intramuscular com AdC6gag ndo foi capaz de induzir resposta imune celular
especifica no trato genital feminino dos camundongos;

e A estratégia com uma dose e um reforco de AdC6gag por duas vias de mucosa distintas
aumenta a resposta imune detectadas no trato genital feminino e no baco em relagédo aos controles

que receberam somente uma dose do vetor;
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e  Através de uma estratégia com uma dose e um reforco de AdC6gag por duas vias de
mucosa distintas as respostas imunes celulares especificas detectadas nos linfonodos iliacos,
NALT e sangue periférico diminuem em relagdo aos controles que receberam somente uma dose
do vetor;

e A resposta imune celular Gag-especifica induzida pelo AdC6gag foi duradoura no trato
genital e no baco, podendo ser detectada neste 6rgdo 90 dias apds a imunizacéo intravaginal;

e A populacdo de células T y6 no trato genital dos camundongos vacinados com AdC6gag
intravaginalmente esta aumentada em relagcdo aos camundongos ndo vacinados;

e  Adose de 10° PFU de AdC6gag administrada intravaginalmente é a dose capaz de induzir

as maiores frequéncias de células T yd no trato genital.
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7. PERSPECTIVAS

o Realizar um estudo de desafio utilizando-se o virus da Vaccinia recombinante, expressando
0 gene gag do HIV nos camundongos vacinados pela via intravaginal com AdC6gag.

o Realizar diferentes estratégias de dose e reforco a fim de encontrar um modelo capaz de
induzir uma melhor resposta.

e  Analisar o fendtipo das células CD8" Gag-especifica de memdria induzidas pelo AdC6gag
no trato genital.

e  Avaliar o subgrupo de células T yd presentes no trato genital apds imunizagdo com
AdC6gag e avaliar a participacdo destas celulas na inducdo da resposta imune mediada por
células T CD8" Gag-especificas.

o Dosar as quimiocinas MIP e RANTES no trato genital feminino dos camundongos
imunizados com AdC6gag pela via intravaginal.

e Avaliar a producio de outras citocinas, como IL-2, pelas células T CD8" Gag-especificas.
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ANEXO A - Lista de solugdes

1. Solucéo de lise

168,06 mM NH,CI Cloreto de amonio (Fluka)
9,98 mM KHCO; Bicarbonato de potassio (Synth)
0,09 mM CyoH1.K;N,04.2H,0 Acido etilenodiaminotetracético (Reagen)

2. Tampao fosfato salino — PBS

150,0 mM NacCl Cloreto de sddio (USB)
1,7 mM Na,HPO,H,O Fosfato de sédio monobasio (Biotec)
9,1 mM Na,HPO, Fosfato de sodio dibasico (Biotec)

3. RPMI 1640 completo

10,3g RPMI 1640 (Cultilab)
23,8 MM NaHCO; Bicarbonato de sodio (Merck)
2,0mM CsHyoN,O; L-glutamina (Sigma)
1,0 mM C;3H;0;Na Acido Piravico (Sigma)
4,82 mM HO3S(CHy),(C4HgN,)(CH,)OH HEPES (USB)

4. Solucdo Salina Balanceada de Hank livre de Mg®*/Ca®* — HBSS

540 mM KCI Cloreto de potassio (Reagen)
0,44 mM NaHCO; Fosfato monobasico de potassio (Reagen)
140,00 mM NaCl Cloreto de sddio (USB)
15,70 MM NaHCO; Bicarbonato de sédio (Merck)
5,60 MM CgH1,0¢ D-Glucose (Sigma)
0,34 mM Na,HPO,7H,0 Fosfato dibasico de sodio (Reagen)
5. Percoll

Percoll 100%: 1 parte de HBSS 10 X mais 9 partes de Percoll (LGC biotecnologia).
Percoll 40%: Percoll 100% diluido em meio RPMI suplementado com 2% de SBF.
Percoll 75%: Percoll 100% diluido em meio RPMI suplementado com 2% de SBF.

6. Paraformaldeido 4%

4 g de paraformaldeido (Sigma)
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