LAIS TEODORO DA SILVA

Caracterizacao das células dendriticas utilizadas
em um ensaio clinico de fase I/ll de vacina
terapéutica anti-HIV

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao
Paulo para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias

Programa de Dermatologia
Orientadora: Dr2 Telma Miyuki Oshiro

Sao Paulo
2017



LAIS TEODORO DA SILVA

Caracterizacao das células dendriticas utilizadas
em um ensaio clinico de fase I/ll de vacina
terapéutica anti-HIV

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao

Paulo para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias

Programa de Dermatologia
Orientadora: Dr2 Telma Miyuki Oshiro

Sao Paulo
2017



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicag&o (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducdo autorizada pelo autor

Silva, Lais Teodoro da

Caracterizagao das células dendriticas utilizadas em um ensaio clinico de fase I/11
de vacina terapéutica anti-HIV / Lais Teodoro da Silva. -- Sé&o Paulo, 2017.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Programa de Dermatologia.

Orientador: Telma Miyuki Oshiro.

Descritores: 1.InfecgBes por HIV 2. Cultura de virus 3.Técnicas de cultura de
células 4.Células dendriticas 5.Apresentacdo do antigeno 6.Imunoterapia

USP/FM/DBD-016/17




Dedico esta tese:
A Deus, por ser meu refugio quando as dguas tornam-se
turbulentas;

A meus amados pais Everaldo e Lupes por se doarem diariamente
durante toda a minha vida para que eu conseguisse priorvizar
minha formacgdo;

A minhas irmds Lupes e Luciméia, pela amizade e carinho;
Ao Gabriel e a Luisa, por tornarem minha vida mais leve e alegre;

A Trika Fuji, por ter acreditado em meu potencial mais do que eu
mesma fui capaz de acreditar.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por ser meu melhor amigo e confidente.

A Dra Telma Oshiro, por ser sempre tdo paciente, clara e correta e por manter
0 grupo unido como uma familia. Bem mais do que uma orientadora vocé tem
sido uma mée que me guia pela mao pelos caminhos da ciéncia, transmitindo
conhecimento e contribuindo para o meu crescimento profissional e pessoal.

Aos que passaram ou ainda estdo no grupo “vacina”. Alexandre, Ana Paula,
Lid, Marcela e Nathalia, por serem sempre tdo prestativos. Especialmente a
Bruna, por ter tantas qualidades que me faltam (paciéncia, delicadeza e
perfeccionismo), a Wanessa, por ser meu braco esquerdo na bancada e
Denise “Dassi”, por me mostrar que é possivel ser nerd e descolada ao mesmo
tempo.

A Paula e a Sadia, pelas agradaveis conversas (cientificas ou n&o) e pelo
auxilio com a citometria e o inglés, respectivamente.

A secretaria da pés-graduacéo e a todos do LIM-56, especialmente aos setores
de citometria de fluxo, cultura celular, carga viral, lavagem, informatica e
secretaria.

A Katiuscdo e Vanessdo, por estarem tdo perto, mesmo longe, por serem
amigas tado queridas e tornarem meus dias mais leves e divertidos.

Ao Prof. Dr. Alberto José da Silva Duarte, pelo apoio institucional.

Aos membros da banca de qualificacdo, pela contribuicdo neste trabalho.
A FAPESP pelo apoio financeiro.

Aos pacientes, pela participacéo no estudo.

A minha amada familia, por serem t&o iluminados.

Meus sinceros agradecimentos!



"Odes"

Para ser grande, sé inteivo: nada
Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. Pée quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a (ua toda
Brilha, porque alta vive

Ricardo Reis, heterénimo de Fernando Pessoa



NORMALIZACAO ADOTADA

Esta tese estd de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento
desta publicacéo:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors
(Vancouver).

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e
Documentacdo. Guia de apresentacdo de dissertacdes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria
F. Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria
Vilhena. 3a ed. S&o Paulo: Divisdo de Biblioteca e Documentacao; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journals Indexed
in Index Medicus.



SUMARIO

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE QUADROS

RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUGAOD ..ottt ettt 1
2. OBJIETIVOS ...ttt ane s 13
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt ettt 14
2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS .....cooiieieeeeeeeeeee e 14
T LY | = @] 10 1T 15
T R 011U 113 1 [0 T 16
3.2 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO .....cuoiiuiiteecee ettt ettt ete e ste e snnaneas 17
3.3 CULTURA VIRAL ..ottt ettt 18

3.3.1 Expansdo de virus em culturas de células autbélogas e

AIOGENICAS .o 18
3.3.2 ELISA para deteccao da proteina p24 do HIV ..........cccoovnnneen. 19
3.3.3 Inativacdo quimica do HIV ... 20
3.4  CULTURA CELULAR ... e 21
3.4.1 Geracédo e maturacao de MODCS.........cccoevvvviiiiiieee e, 21
3.4.2 Caracterizacdo morfolégica de monécitos e MoDCs ............ 23
3.4.3 Caracterizacéo fenotipica de monécitos e MoDCs................ 23
3.4.4 Andlise da capacidade fagocitica das MoDCs imaturas ....... 24

3.4.5 Ensaio de qUIMIOtaXi@ ....ooeeveeuuuieeeiiiiiiieeeeii e 24



3.4.6 Dosagem das citocinas IL-12p70 e IL-10 em sobrenadante de
CUItUTa d@ MODCS ... e 25

3.4.7 Resposta linfoproliferativa..........cccoooeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeee, 25

3.4.8 Avaliacédo da producao de citocinas por linfécitos autélogos

estimulados pelas MODCS ..o 27
3.5 ENSAIO DE CITOMETRIA DE FLUXO ....cccoviiiiiiiiieeeiieeeeee, 29
3.5.1 Analise de viabilidade celular..........ccccccconiiiiiiiiii 29
3.5.2 Marcacao de moléculas de superficie .......cccceeeveeieeiiiiiiiinnnnnn. 29
3.5.3 Marcacdo de moléculas intracelulares ..............cccccceeeeeee. 30

3.5.4 Estratégia de andlise das células por citometria de fluxo ... 30

3.5.5Analise booleana............ccccceeee e 31
3.6 ANALISE ESTATISTICA ..coiiiieeeeie e 33
4, RESULTADOS ..ottt ettt a e e e e s e e e e s 34
4.1  CULTURA VIRAL ..ottt ettt a e e 35
4.1.1Comparacao entre os sistemas autélogo e alogénico para
expansao deisolados de HIV ... 35
4.1.20btencéao de HIV-AT-2 utilizando o sistema autoélogo .......... 39
4.2 CARACTERIZACAO DOS MONOCITOS E MoDCs ................ 41

4.2.10btencdo de monocitos e MoDCs, monitoramento de
viabilidade e rendimento final das culturas ............ccccccuvvvviiiinnnnnne 41

4.2.2 Caracterizacdo morfolégica e imunofenotipica dos mondcitos

€ IMODICS . 42
4.3 ANALISE FUNCIONAL DAS MODCS .....ccoeeieeeeeee e 50
4.3.1Avaliagcdo da capacidade fagocitica de MoDCs imaturas..... 50
4.3.2Capacidade migratéria das MODCS .........ccccooeeeeeiiiiiiiiiieeeeeee, 51
4.3.3Producéo das citocinas IL-12p70 e IL-10 pelas MoDCs........ 52

4.3.4Resposta proliferativa de linfécitos T aut6logos .................. 54



4.3.5Expressdo de mediadores imunes por linfécitos TCD4" e
TCD8 AULOIOGOS ...ttt 57

4.3.6Inducdao de linfocitos autélogos com atividade citotoxica... 66

4.3.7Analise de Correlagan ........ccccceeiiiiieeeiieeeee e 67
5. DISCUSSAD ....ooviiiieeceecee ettt sttt sttt 69
6. CONCLUSAOD.......ociiieeceececeeee ettt ettt 85
AN N1 =50 S TSR 87
8. REFERENCIAS ...ttt cteeeee ettt ne et saenn e 92

APENDICES



APC

APCs

APOBEC
AT-2

BFA

BSA

C-

C+
CAPPesq
CCR

CD

cCD

CXCR
CFSE
CTL
CvP
DC

DC-SIGN

DMSO
DNA

DO

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Aloficocianina

Células apresentadoras de antigeno (do
Presenting Cells)

inglés: Antigen-

Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like
Aldrithiol-2

Brefeldina A

Albumina sérica bovina (do inglés: Bovine Serum Albumin)
Controle negativo

Controle positivo

Comissdao de ética para Andlise de Projetos de Pesquisa
Receptor para quimiocina CC

Conjunto de diferenciacéo (do inglés: Cluster of Differentiation)

Célula dendritica convencional (do inglés: conventional Dendritic
Cell)

Receptor para quimiocina CXC

Carboxifluoresceina sucinimidil ester

Linfocito T citotoxico (do inglés: Cytotoxic T Lymphocyte)

Carga Viral Plasmatica

Célula Dendritica (do inglés: Dendritic Cell)

Molécula n&o integrina, que capta a molécula de adesédo
intercelular 3 e especifica das células dendriticas (do inglés:

Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing
Non-integrin)

Dimetilsulfoxido
Acido desoxirribonucléico (do inglés: Deoxyribonucleic Acid)

Densidade Optica



EDTA

ELISA

Fas
FasL
FITC
FMO
FSC

GM-CSF

GMP

Gp

HAART

HCV
HIV

HLA-DR

HTLV

ICAM

IFN
IL
IMT-USP
IQR

LPS

LTNP
MDDC

Acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés Ethylenediamine
tetraacetic acid)

Ensaio  imunoenzimatico (do Linked

Immunosorbent Assay)

inglés:  Enzyme

Proteina membro da superfamilia do TNF

Ligante do Fas

Isotiocianato de fluoresceina

Fluorescéncia menos um (do inglés: Fluorescence Minus One)
Tamanho celular (do inglés: forward scatter)

Fator estimulador de colénias de macréfagos e granuldcitos (do
inglés: Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor)

Boas praticas de fabricacdo (do inglés: Good Manufacturing
Practice)

Glicoproteina

Terapia antirretroviral altamente potente (do inglés: Highly Active
Antiretroviral Therapy)

Virus da hepatite C (do inglés: Hepatitis C Virus)

Virus da imunodeficiéncia Human

Immunodeficiency Virus)

humana (do inglés

Antigeno leucocitario humano de classe Il (do inglés Human

Leukocyte Antigen class 1)

Virus T-linfotrépico humano (do inglés Human T lymphotropic
Virus)

Molécula de adeséao intercelular (do inglés: Intercellular Adhesion
Molecule)

Interferon
Interleucina

Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo

Variacao interquartil (do inglés: interquartile range)

Lipopolissacarideo

Progressor lento (do inglés: Long Term Non Progressor)

Monocyte-Derived Dendritic Cell



MFI

MHC

MIP-1

MoDC
NK
NKT
OMS

PBMC

PBS

PD-1

PD-L1

PE
PE-Cy
PGE;
PHA
RNA
SAB
SAMHD1

SEB

SFB

Siglec-1

SIvV

Intensidade de fluorescéncia mediana (do Median

Fluorescence Intensity)

inglés:
Complexo principal de histocompatibilidade (do inglés Major
Histocompatibility Complex)

Proteina-1 inflamatéria de macrofagos (do inglés: Macrophage
Inflammatory Protein 1)

Célula dendritica derivada de mondcito

Natural Killer

Célula T natural killer (do inglés: Natural Killer T cell)
Organizacao Mundial da Saude

Célula mononuclear do sangue periférico (do inglés: Peripheral
Blood Mononuclear Cell)

Tampao fosfato-salina (do inglés: Phosphate-Buffered Saline)

Proteina de morte celular programada 1 (do inglés: programmed
cell death protein 1)

Ligante de morte celular programada 1 (do inglés: Programmed
Death-Ligand 1)

Ficoeritrina (do inglés: phycoerythrin)

Ficoeritrina cianina (do inglés: phycoerythrin-cyanine)
Prostaglandina E»

Fitohemaglutinina (do inglés: Phytohemagglutinin)
Acido ribonucléico (do inglés: Ribonucleic Acid)

Soro tipo AB humano

SAM domain and HD domain-containing protein 1

Enterotoxina estafilococica tipo B (do inglés: Staphylococcal
Enterotoxin B)

Soro fetal bovino

Lectina tipo 1 semelhante a Ig ligadora de acido sialico (do inglés:
sialic acid binding Ig-like lectins type-1)

Virus da imunodeficiéncia Simian
Immunodeficiency Virus)

simia (do inglés:



SSC
T CD4"

T CD8"
TCR
Th

TLR
TMB
TNE
TNF

Treg
TRIM5a

Granulosidade celular (do inglés: side scatter)
Linfécito T CD4"

Linfécito T CD8*

Receptor de linfocito T(do inglés: T-Cell Receptor)

Linfocito T auxiliar (do inglés: T helper)

Receptor tipo toll (do inglés: Toll-Like Receptor)
Tetrametilbenzidina

Tampao Tris/HCI, NaCl e EDTA

Fator de necrose tumoral (do inglés: Tumor Necrosis Factor)

Linfocitos T reguladores

Tripartite motif-containing protein 5



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Estrutura do HIV ... 2
Figura 2- Curso natural da infecc@o pelo HIV-1.........cooovviiiiiiiiiiiiiee e 4
Figura 3- Estratégia de gates para andlise das células em grafico de pontos. 31
Figura 4- Estratégia de gates para definicdo de linfocitos T produtores de
CITOCINAS ..o 32
Figura 5- Tempo necessario para as culturas tornarem-se p24 positivas e
rendimentos dos isolados virais provenientes dos sistemas autélogo e

=1 [0 o [T 1o o 1SRRI 37
Figura 6- Perfil imunofenotipico das MODCS ..........cccovvvviiiiiiiieeccceeeee e, 38

Figura 7- Imunogenicidade das particulas virais produzidas em sistemas

AULOIOQGO OU @lOGENICO ......eeiiiieiiiiee ettt e e e e e e 39
Figura 8- Monitoramento da viabilidade e rendimento celular ......................... 42
Figura 9- Perfil morfologico de mondcitos € MODCS .........ccoeveeeeivveiiiiiiiineeeene, 43
Figura 10- Analise imunofenotipica de mondcitos € MoDCs............ccccceeeeeeee. 45

Figura 11- Andlise imunofenotipica de MoDCs imaturas e MoDCs ativadas .. 48
Figura 12- Fagocitose de particulas de dextran-FITC por MoDCs imaturas ... 51
Figura 13- Habilidade migratéria das MODCS..........cccoovvviiiiiiiieeieeeeeee e, 52
Figura 14- Secrecao de I1L-12p70 e IL-10 pelas MODCS ..........cccovvvvvvivieeeennnn. 54
Figura 15- Proliferacdo de linfocitos T aut6logos estimulados pelas MoDCs

= LAV T - PP 56

Figura 16- Expresséo de mediadores imunes por linfocitos TCD4" cocultivados

COM IMODICS. ..t e e e e e e et e e e e e e aeees 59
Figura 17- Expressdo de mediadores imunes por linfocitos TCD8" cocultivados
[o70] 1 011 [ ]I 1 = U PTPPIIN 61

Figura 18- Cinética da produc&o de citocinas por linfocitos TCD4" autlogos
estimulados POr MODCS ........uuuiiiie e e e e eeeaans 63
Figura 19- Cinética da produc&o de citocinas por linfocitos TCD8" autélogos
estimulados POr MODCS ......coooeeieeeeeeeeeeee e 65

Figura 20- Atividade citotdxica de linfocitos T autélogos apos estimulo com

Figura 21- Correlacdo entre a contagem de linfécitos TCD4" e expresséo de
(o [ B g oo g 1 T0] T T | (o LSRN 68



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Caracterizacdo demografica e dados laboratoriais dos sujeitos da

[OLSE]0 [V 7= USSR

Tabela 2- Rendimento de HIV-AT-2 autélogo



LISTA DE QUADROS

Quadro 1- Painel de anticorpos monoclonais utilizados para caracterizagao de
MONOCItOS €/0U MODCS ... .uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb aanennnennnnnees 23
Quadro 2- Painel de anticorpos monoclonais utilizados para avaliacao da
resposta especifica em lINfOCItOS aUtOlOGOS .........uuuvvrriiiiiiiiiiiiiiiaaees 27
Quadro 3- Caracterizagdo demogréfica e dados laboratoriais dos individuos

utilizados para o isolamento e expansao Viral..........ccccevvveiiiiie e, 36



RESUMO



Silva LT. Caracterizagdo das células dendriticas utilizadas em um ensaio
clinico de fase I/l de vacina terapéutica anti-HIV [tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2017

INTRODUCAO: A imunoterapia baseada em células dendriticas derivadas de
mondcitos (MoDCs) constitui uma estratégia promissora para o tratamento de
individuos infectados pelo HIV. Devido a sua notoria plasticidade, populacdes
heterogéneas de MoDCs podem ser obtidas in vitro, dependendo das
condicbes da cultura. Consequentemente, a capacidade dessas células em
secretar citocinas e expressar moléculas que participam do processo de
apresentacdo antigénica (MHC, moléculas de adesdo e coestimuladoras) €
variavel, podendo interferir no perfil e eficacia da resposta imune induzida pela
terapia. Em nosso laboratério foi desenvolvido um protocolo clinico de
vacinacdo terapéutica baseada em MoDCs e HIV autélogo inativado para o
tratamento de individuos cronicamente infectados pelo HIV, ndo expostos a
terapia antirretroviral. Deste modo tornou-se oportuna uma investigagao in vitro
mais aprofundada sobre a producdo viral e as caracteristicas das MoDCs
utilizadas como produto vacinal. OBJETIVOS: Caracterizar o produto vacinal
constituido por virus autélogo e MoDCs de individuos infectados pelo HIV
utilizados em imunoterapia, com relagdo a aspectos fenotipicos e funcionais.
METODOS: Foram incluidos no estudo 17 individuos cronicamente infectados
pelo HIV, participantes de um estudo clinico de fase I/ll de imunoterapia com
MoDCs. Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram obtidas a
partir de leucaférese e parte do material foi utilizada para isolamento e
expansao de HIV em sistema de cultura autélogo ou alogénico. Outra parte das
PBMCs foi utilizada como fonte de mondcitos para diferenciacdo em MoDCs
imaturas que foram pulsadas ou ndo com o HIV gquimicamente inativado pelo
aldrithiol-2 (HIV-AT-2), denominadas respectivamente MoDCs HIV-AT-2 e
MoDCs maduras, e posteriormente ativadas com citocinas proé-inflamatorias.
MoDCs foram avaliadas fenotipica e funcionalmente quanto a expressao de
moléculas de superficie, capacidade fagocitica, potencial migratério, producdo
de citocinas e habilidade em gerar resposta celular in vitro, avaliada por meio
da capacidade em induzir proliferacdo, producdo de citocinas e atividade
citotoxica em linfécitos T autdlogos. RESULTADOS: O rendimento de
particulas virais foi mais elevado quando a expansédo do HIV foi realizada em
sistema alogénico em comparacdo ao sistema autdlogo. Apos estimulo para
maturacdo, tanto MoDCs maduras quanto MoDCs HIV-AT-2 apresentaram
aumento na expressao de moléculas de coestimulacao, ativacdo e migracao,
comparado as MoDCs imaturas. Com relacdo a caracterizacdo funcional,
observamos que MoDCs foram capazes de fagocitar particulas de dextran-
FITC, exibiram baixo potencial migratério e baixa producdo de citocina
polarizante para Thl. Ainda, observamos reduzida atividade citotéxica induzida
tanto por MoDCs HIV-AT-2 quanto por MoDCs maduras. Por outro lado,
MoDCs HIV-AT-2 promoveram proliferacdo de linfocitos T autdlogos e maior
polifuncionalidade em células TCD4" e TCD8" em comparacdo as MoDCs
maduras. CONCLUSAO: A producdo de virus autdlogo através de sistema
alogénico resulta em maior rendimento viral e potencial imunogénico. O
produto vacinal composto por MoDCs HIV-AT-2 é capaz de induzir resposta
polifuncional antigeno especifica in vitro.



Descritores: infec¢des por HIV; cultura de virus; técnicas de cultura de células;
células dendriticas; apresentacédo do antigeno; imunoterapia.



ABSTRACT



Silva LT. Characterization of dendritic cells used in an anti-HIV therapeutic
vaccine phase I/ll clinical trial. [thesis] Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2017

INTRODUCTION: Immunotherapy based on monocyte-derived dendritic cells
(MDDCs) is a promising strategy for the treatment of HIV-infected individuals.
Due their plasticity, using different combinations of cytokines cocktail in vitro it is
possible to obtain a heterogeneous MDDCs population. Consequently the
capacity of these cells to secrete cytokines and express molecules that
participate in antigen presentation varies (MHC, adhesion and costimulatory
molecules) and can interfere in the profile and efficacy of the immune response
induced by this therapy. A clinical trial was conducted in our laboratory to
evaluate a immunotherapy based on dendritic cells sensitized with autologous
inactivated HIV for the treatment of antiretroviral naive chronically HIV-infected
individuals. Therefore, it was a good opportunity to study deeply the virus
production and expansion in vitro and to characterize MDDCs used as a
vaccine. OBJECTIVE. To characterize MDDCs in context of their phenotype
and function as well as investigating viral production and expansion in
autologous and allogenic systems. METHODS: 17 patients underwent
apheresis before vaccination and their peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were used for autologous virus production and expansion of the virus
was carried out in both autologous and allogenic systems. Monocytes were
differentiated into immature MDDCs that were pulsed/or not with autologous
chemically (aldrithiol-2) inactivated HIV particles (HIV-AT-2). These pulsed
(HIV-AT-2 MDDCs) and non-pulsed (mature MDDCs) cells were then activated
by proinflammatory cytokines. Phenotypic (cell surface marker) and functional
analysis (phagocytosis, transmigration and cytokines production) of MDDCs
and their priming and stimulation of lymphocyte (proliferation, polyfunctionality
and cytotoxicity) was performed using flow cytometry. RESULTS. Viral yield
was higher when expanded in allogenic compared to autologous system. After
stimulation with proinflammatory cytokines, both HIV-AT-2 MDDCs and mature
MDDCs presented increased costimulation expression, activation and migratory
molecules compared to immature MDDCs. Regarding to functional
characterization, we observed that MDDCs were able to phagocytize FITC-
Dextran and exhibitted a low migratory potential and low production of Thl
polarizing response cytokines. Moreover we observed reduced cytotoxic activity
induced by HIV-AT-2 MDDCs and mature MDDCs. On the other hand we also
observed that HIV-AT-2 MDDCs were capable of inducing proliferation and
polyfunctionality of autologous CD4" and CD8" T-lymphocytes compared to
mature MDDCs. CONCLUSION. Allogenic system was found to be more
efficient in increased viral yield in relation to autologous system. Besides, virus
expanded in allogenic system showed a more immunogenic profile. Vaccine
product (HIV-AT-2 MDDCs) was able to induce antigen specific polyfunctional
response.

Descriptors: HIV infections; virus cultivation; cell culture techniques; dendritic
cells; antigen presentation; immunotherapy.



1. INTRODUCAO



O virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés Human
Immunodeficiency Virus), agente etioldgico da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida ou aids, pertence a familia Retroviridae e é constituido por duas fitas
simples idénticas de RNA.

O genoma completo do HIV consiste em nove genes, sendo trés
principais: gag que codifica proteinas estruturais internas (matriz, capsideo,
nucleocapsideo e p6); o gene pol que codifica enzimas envolvidas na
replicacdo e na integracdo do virus (protease, transcriptase reversa e
integrase); e 0 gene env que codifica a glicoproteina precursora do envelope
gpl60 (que sera clivada em gp120 e gp41l); e mais seis outros genes, sao eles:
tat e rev, que tém funcdes reguladoras essenciais para a replicacao viral e nef,
vif, vpr e vpu que sdo essenciais a eficiente producdo de particulas virais™ 2. A

estrutura da particula viral esté representada na figura 1.

Figura 1- Estrutura do HIV

O HIV é constituido de um envelope de membrana fosfolipidica derivada da célula hospedeira.
Vinculadas a ele estéo as glicoproteinas gp41 e gp120. O envelope envolve a matrix (p17) que
circunda o nucleo em forma de cone, composto pela proteina do capsideo p24, no interior do
qual estdo localizadas as enzimas associadas, assim como o genoma viral. Fonte: modificado
de Murphy, Travers e Walport, 2010°.

Uma das estratégias utilizadas pelo HIV para penetrar na célula é por
meio da interacdo da gp120 com a molécula CD4, presente principalmente na
superficie de linfocitos T (CD4") e também em células dendriticas e

macréfagos. Para que ocorra a fusdo e entrada do virus nestas células, a



gpl20 deve sofrer mudancas conformacionais para também ligar-se a
receptores de quimiocinas como o CCR5 e o CXCR4. Apés esta ligacdo, a
gp4l do HIV medeia a fusdo do envelope viral com a membrana
citoplasmatica, permitindo que o genoma e as proteinas virais associadas
penetrem no citoplasma da célula hospedeira.

Subsequentemente, o RNA do virus é convertido em DNA viral pela
transcriptase reversa viral, o qual se integra ao genoma da célula devido a
acao da integrase. Uma vez que a célula tenha sido ativada, o virus utiliza a
maaquinaria celular para sua replicacdo, deste modo o genoma viral é transcrito
em RNA mensageiro (RNAmM) o qual propicia a sintese de proteinas e,
posteriormente, a producdo de novas particulas virais que sao liberadas por
brotamento através da membrana plasmatica da célula.

Para tornarem-se maduras, as particulas virais passam por uma
modificacdo morfolégica que consiste na clivagem dos peptideos precursores
Gag e Gag-Pol pela protease viral, produzindo as enzimas e 0s componentes
estruturais do HIV. Em adicdo, para compor seu envelope, além das
glicoproteinas gp41l e gp120, as particulas virais imaturas carregam consigo a
membrana lipidica oriunda da membrana plasmatica da célula hospedeira e
sdo liberadas da célula através de brotamento. As particulas maduras séo
entdo capazes de infectar células adjacentes, completando assim seu ciclo de
replicacdo 2.

A primeira comunicacéao oficial sobre casos de imunodeficiéncia ocorreu
em 1981 nos Estados Unidos e foi descrita como sendo uma disfuncéo da
imunidade celular, mas somente apds trés anos o HIV foi identificado como
sendo o agente causador da aids (revisto por Laurindo-Teodorescu e Teixeira®
(2015)). Passados mais de 30 anos, o HIV/aids ainda representa um sério
problema de saude publica global, visto que estimativas da Organizacao
Mundial da Saude (OMS)® apontam que até o final de 2015 havia pelo menos
36,7 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo. No Brasil, o primeiro
caso de aids foi descrito em Sao Paulo em 1983 (revisto por Laurindo-
Teodorescu e Teixeira® (2015)) e atualmente somam-se 830.000 individuos
infectados, com a incidéncia de novos casos notificados de 19,7 para cada
100.000 habitantes (Boletim Epidemioldgico® (2015)).



O curso natural da infeccéo pelo HIV pode ser dividido em trés fases: a
fase aguda, que é marcada por uma reducao gradual da contagem de linfécitos
TCD4" acompanhada pelo aumento da carga viral plasmatica (CVP). Esta fase
pode ser assintomatica ou apresentar sintomas que podem ser confundidos
com um resfriado comum. Apdés trés ou quatro semanas inicia-se uma resposta
de linfocitos T citotdxicos (CTLs) e o aparecimento de anticorpos que levam a
reducdo da CVP e aumento da contagem de células TCD4", marcando a fase
de laténcia e cronificacdo da infecgcdo. Na maioria dos pacientes, apos alguns
anos ocorre a fase de progressdo para a aids na qual é observada uma
elevacdo na viremia plasmatica, coincidindo com nova queda na contagem de
linfocitos TCD4" (na maioria das vezes < 200 células/pL) juntamente com o
aparecimento de doencas oportunistas que levam o paciente ao 6bito’. A figura

2 representa 0s eventos que marcam as diversas fases da infeccao pelo HIV.

Figura 2- Curso natural da infeccao pelo HIV-1
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A linha preta representa a variagdo na contagem de linfocitos TCD4" durante o curso da
infeccdo pelo HIV-1 enquanto que a linha cinza caracteriza a evolucdo da carga viral
plasmatica em cada fase da doenca. Modificado de
http://www.cdc.gov/globalaids/Resources/pmtct-care/pmtct-who-hhs-cmpntsM1.html®

Introduzida no Brasil em 1996, a terapia antirretroviral de alta poténcia
(HAART, do inglés Highly Active Antiretroviral Therapy), na qual é utilizada uma


http://www.cdc.gov/globalaids/Resources/pmtct-care/pmtct-who-hhs-cmpntsM1.html

combinacao de trés ou mais drogas destinadas a combater diferentes estagios
da replicacdo viral, promoveu um aumento consideravel na sobrevida dos
pacientes’. Desde entdo, a infeccéo pelo HIV passou a ser considerada uma
situacdo cronica e controlavel uma vez que, na maioria dos casos, o tratamento
resulta no aumento da contagem de células TCD4" e na redugdo da viremia
plasmaética a niveis indetectaveis'*°.

Apesar do inquestionavel sucesso obtido com o advento da HAART,
obstaculos associados principalmente a sua utilizacdo prolongada ainda
precisam ser superados, como por exemplo, a adesdo do paciente ao
tratamento, que se ndo ocorrer de forma efetiva pode levar ao surgimento de
resisténcia viral. Além disso, a toxicidade dos medicamentos pode levar ao
surgimento de alteracbes metabdlicas que aumentam o risco de doencas
cardiovasculares (revisto por Orsega’' (2015)). Adicionalmente, mesmo sob o
uso da terapia combinada, a resposta inflamatéria e a ativacdo imune celular
persistem?. Considerando ainda que a utilizacdo do HAART n&o elimina a
infeccdo, a interrupcdo do tratamento leva a replicacdo do HIV e aumento da
carga viral plasmética em poucas semanas. Isso se deve a permanéncia do
genoma viral integrado ao DNA de células hospedeiras, como por exemplo,
células latentes como linfocitos TCD4" de memoria (revisto por Palmer,
Josefsson e Coffin®® (2011)).

Considerando que uma resposta imune efetiva mediada por linfécitos
TCD4" e TCDS8" requer a apresentacédo antigénica por células apresentadoras
de antigeno (APCs), uma abordagem conjunta ao uso da terapia
antirretroviral seria a investigacdo de protocolos imunoterapéuticos baseados
em células dendriticas (DCs, do inglés Dendritic Cells) com o intuito de
estimular o sistema imune de individuos infectados pelo HIV.

Células dendriticas da pele foram inicialmente descritas por Paul
Langerhans em 1868, contudo somente em 1973 os estudos de Ralph
Steinman e Zanvil Cohn™ identificaram as DCs como as mais potentes células
apresentadoras de antigenos, com capacidade de induzirem resposta primaria
permitindo assim o estabelecimento de uma meméria imunoldgica'®’. Essas

células representam uma populacdo heterogénea que pode ser encontrada em



multiplos sitios incluindo o sangue, oOrgaos linfoides e em tecidos néo
linfoide®*°.

De forma geral pode-se sudividir as DCs em DCs plasmocitoides e DCs
convencionais (cDCs) %°. As DCs plasmocitoides s&o encontradas em zonas de
células T de 6rgdos linfoides, no timo e no sangue®. Estas células tém
capacidade de produzir grandes quantidades de IFN-a em resposta a infec¢des
virais através da ativacdo das vias do receptor tipo Toll (TLR)?’. As DCs
convencionais sdo encontradas em quase todos os tecidos e linfonodos e
atuam como sentinelas capazes de integrar multiplos sinais do ambientes
ativando linfocitos T CD4" e TCD8" %,

Em adicdo, mondcitos podem se diferenciar em DCs in vivo em
resposta a inflamacao®*?°.

Apesar da diversidade de subtipos, as DCs possuem dois estagios de
maturacdo bem caracterizados: DCs imaturas e DCs maduras. DCs imaturas
estdo presentes comumente no sangue, linfa, érgaos linfoides secundarios e
tecidos periféricos e tipicamente possuem alta capacidade de captura e
processamento antigénico para formar complexos peptideo-MHC. Apds a
internalizacdo do antigeno, as DCs imaturas iniciam a migracdo para 0s
linfonodos em resposta aos sinais de perigo provenientes dos patdégenos por
elas capturados. Durante a migracao inicia-se o processo de maturacao das
DCs, caracterizado pelo aumento da expressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility
Complex), das moléculas coestimuladoras como a CD80 e CD86 e de adesédo
como as moléculas de adesao intercelular- 1 e 2 (ICAM-1 e ICAM-2, do inglés
Intercellular Adhesion Molecule- 1 e 2)2. Adicionalmente ocorrem modificacdes
na expressao de quimiocinas e a reorganizacado de seu citoesqueleto. Assim,
as DCs tornam-se eficientes células apresentadoras de antigenos capazes de
ativar linfécitos T naive®® e direcionar a expansdo clonal destas células,
polarizando para os diferentes tipos de resposta T (por exemplo, Thl, Th2,
Th1l7, Treg), dependendo do perfil de citocinas produzido e do microambiente
onde se d4 a apresentacdo antigénica®’.

No contexto da infeccdo pelo HIV-1 tém sido investigados individuos
que, mesmo sem intervencdo terapéutica, permanecem clinica e

imunologicamente estaveis durante anos, apresentando carga viral baixa (<



5.000 copias de RNA/mL) (progressores lentos - LTNP, do inglés Long-Term
Nonprogressors) ou indetectavel (controladores de elite)?®. Tanto em
controladores de elite quanto em LTNPs foi observada atividade de CTLs com

2930 tando sido demonstrado

ampla reatividade contra epitopos virais (Gag p24)
que nestes individuos, o numero de CTLs especificos para o HIV-1 é
inversamente correlacionado & carga viral plasmatica®’. Além disso, estudos
tém mostrado que em individuos HIV® com progressdo lenta para a aids a
capacidade de linfocitos TCD8" produzir simultaneamente multiplas citocinas é
mais elevada quando comparada a individuos que n&o controlam a infeccao®.

Um dos mecanismos para o controle da replicacdo viral mediado por
CTLs ocorre via receptor de células T (TCR). Esses receptores ligam-se aos
peptideos virais associados a moléculas do MHC de classe | na superficie de
células infectadas e induzem a liberacdo de granzima e perforina levando a lise
de células infectadas®®. Outro mecanismo para o controle da viremia que
culmina na apoptose da célula infectada ocorre por meio da interacdo do
ligante de Fas (FasL) presente na superficie de CTLs com as moléculas Fas da
superficie de células alvo?*. Além disso, linfécitos TCD8" podem bloquear a
infeccdo de linfocitos TCD4" de variantes virais com tropismo pelo correceptor
CCR5 ao produzirem as quimiocinas MIP-1a, MIP-18 e RANTES, ligantes
naturais do receptor de quimiocina CCR5 *°.

A despeito de todos esses mecanismos a resposta CTL ndo é capaz de
erradicar o HIV. Uma das razfes para explicar esse fato é a de que o HIV
infecta células estratégicas do sistema imune, prejudicando assim a resposta
de linfocitos TCD4" infectados e por consequéncia, a resposta de linfécitos
TCD8", ainda que ndo infectados. A falha funcional desse ultimo facilita o
escape viral e colabora para o colapso do sistema imune como um todo®.

Além do prejuizo na resposta de linfécitos T, varios grupos tém
observado alteracbes nas DCs durante a infeccdo pelo HIV-1. Schmidt e
colaboradores®’ (2006) verificaram reducdo no numero destas células na
circulagcdo de pacientes ndo expostos a terapia antirretroviral (naive) e essa
diminuicdo foi inversamente correlacionada a carga viral plasmatica dos
individuos estudados. Dillon e colaboradores® (2008) observaram fenétipo
atipico indicando ativagéo parcial de DCs provenientes de individuos virémicos.

Em adicdo, as DCs podem apresentar producédo espontanea de citocinas



inflamatorias® e baixa capacidade de estimular a proliferacdo de linfécitos T
alogénicos™.

As alteracdes funcionais observadas em DCs podem ser, em parte,
explicadas pela infeccdo direta destas células pelo HIV-1. Apesar de ser um
evento raro quando comparada a infeccdo por linfécitos TCD4", tanto as
linhagens do HIV-1 com tropismo para CCR5 como para CXCR4 podem
infectar DCs utilizando esses correceptores*’. Além disso, a captacdo de
particulas virais por DCs, principalmente no estagio imaturo, pode ocorrer
também por meio da interacdo da gp120 do HIV-1 com receptores de lectina do
tipo C, como a langerina e em particular a molécula néo integrina, captadora da
molécula de adesao intercelular 3 e especifica de DCs (DC-SIGN, do inglés
Dendritic Cell-Specific Intercellular Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-integrin)
(revisto por Wu e Kewal Ramani*? (2006) e por Ahmed et al.?’ (2015)). Nesse
caso, sem que ocorra a infec¢cdo das DCs, particulas virais ndo degradadas
séo transferidas via contato célula-a-célula (trans-infec¢édo) para outras DCs e
para linfocitos TCD4", levando a infeccdo dessas célulasdevido a interacdo
entre a molécula DC-SIGN e a gpl120 do HIV-1****. Mais recentemente foi
observado que em DCs ativadas a molécula siglec-1 (lectina tipo 1 semelhante
a Ig ligadora de &cido sidlico, do inglés: sialic acid binding Ig-like lectins type-1),
reconhece o acido sialico presente no HIV, internalizando-o e propiciando a
transmiss&o viral a outras células®.

A replicacdo do HIV-1 em diferentes estagios da infeccdo pode ser
bloqueada nas DCs por meio de fatores de restricdo do hospedeiro. Atualmente
quatro fatores de restricdo tém sido principalmente estudados em DCs:
APOBEC3F/G, TRIM5a, teterina e SAMHD1.

O APOBEC3F/G (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like 3F/G) é uma enzima que, se incorporada as particulas em
formacdo, provoca mutacdes no RNA do HIV-1 impossibilitando a integracéo
proviral no genoma do hospedeiro®®; TRIM5a (tripartite motif-containing protein
5) liga-se a proteinas do capsideo inibindo a liberagcdo do genoma viral na
célula hospedeira*’; enquanto que a teterina inibe o processo de brotamento do
HIV*: e finalmente a molécula SAMHD1 (SAM domain and HD domain-

containing protein 1) bloqueia a transcricdo reversa diminuindo a oferta de



dinucleotideos fosfatados necessarios para que ocorra a sintese do DNA
viral®.

Dada a capacidade das DCs em estimular linfocitos T naive, essas
células séo cruciais para o0 sucesso de uma imunoterapia que vise a inducéo de
resposta imune celular. Imunoterapias utilizando DCs tém sido avaliadas ha
mais de duas décadas em ensaios clinicos, inicialmente para o tratamento do
cancer em estudos piloto®™® e posteriormente em ensaios de fase I, Il e IlI
(revisto por Anguille et al.** (2014)), tendo se mostrado uma intervencdo segura
e bem tolerada e, em alguns casos, promovendo resposta imune antitumoral e
aumento da sobrevida.

Foi observada regressdo na metastase em seis individuos de uma
coorte de 11 pacientes com melanoma avancado, tratados com DCs pulsadas
com antigenos tumorais®. Mais recentemente Schreibelt e colaboradores™
(2016) correlacionaram o aumento da reposta de linfécitos T citotoxicos in vivo
com a nao-progressdo do melanoma metastatico (estagio IV ou estagio IIIC
irreversivel) em trés de 14 pacientes vacinados com DCs.

Em contrapartida, resultados observados no contexto da infeccéo pelo
virus da hepatite C (HCV) in vivo mostraram que DCs induziram uma resposta
anti-HCV transitéria® ou de baixa magnitude em linfécitos TCD4* e TCD8" *°.
No contexto da infeccdo pelo HIV, DCs adequadamente ativadas poderiam
melhorar a funcdo deteriorada do sistema imune, regulando importantes
funcdes antivirais, tais como a mediacdo de anticorpos neutralizantes,
citotoxicidade, lise dependente do complemento, entre outras.

O primeiro ensaio clinico utilizando imunoterapia com DCs em individuos

|56

infectados pelo HIV-1 foi publicado em 1998 (Kundu et al®®). Desde entéo,

diversos ensaios clinicos utilizando imunoterapia com DCs em individuos HIV*

370 oy estdo em andamento’. Apesar da heterogeneidade

foram concluidos
dos protocolos utilizados até o presente, que variam quanto a quantidade de
células, numero de doses que compdem a vacina, tipo de antigeno e estimulo
utilizado para pulsar e ativar as DCs, via de administragdo, assim como o
monitoramento das respostas clinicas e imunes, geralmente as vacinas
apresentaram-se seguras e bem toleradas, contudo, apenas alguns grupos

observaram queda na carga viral plasmatica dos pacientes imunizados.
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Para sua utilizacdo em imunoterapia, tendo em vista que o numero de
DCs circulantes € muito baixo, a obtencdo de DCs em larga escala pode ser
realizada in vitro por meio do cultivo de progenitores hematopoiéticos CD34" 2.
Outro método alternativo que permite a geracdo de quantidades consideraveis
de DCs envolve sua diferenciacdo a partir de mondcitos CD14" provenientes do
sangue periférico®”. Foi demonstrado que DCs obtidas a partir de monécitos
(MoDCs), do mesmo modo que as DCs CD34%, apresentam elevada
capacidade de apresentacdo antigénica e de estimulacdo de linfocitos T
naive”, propiciando seu uso em ensaios clinicos de imunoterapia. De fato, por
sua facilidade de obtencdo com relagéo as células CD34", os mondcitos sdo 0s
precursores mais comumente utilizados para a obtencao de células dendriticas.

Para a separacdo dos mondcitos a serem utilizados para a diferenciacéo
em DCs, podem ser empregadas as técnicas de elutriacdo’, purificacdo
positiva por meio de microbeads CD14" e a aderéncia ao plastico’, esta Ultima
com a vantagem de ser uma técnica de baixo custo.

DCs diferenciadas a partir de monécitos em meio de cultura contendo IL-
4 e fator estimulador de coldnias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF, do
inglés Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) podem entéo ser
carregadas com o antigeno de interesse, e em seguida tratadas com estimulos
exdgenos como lipopolissacarideos (LPS), CD40 ligante (CD40L) ou coquetel
de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1B e IL-6 (com a adi¢cdo ou ndo de
prostaglandina E;), para induzir a completa maturacdo das células para serem
finalmente inoculadas no paciente (revisto por Oshiro, de Almeida e da Silva
Duarte’® (2009)).

Outro importante aspecto para o desenvolvimento de uma vacina
envolve a escolha do antigeno capaz de promover uma melhor resposta imune
especifica. Neste contexto, diversos tipos de antigenos de HIV tém sido
utilizados para pulsar DCs com a finalidade de utiliza-las em uma vacina
terapéutica. Alguns imunégenos comumente empregados sdo: nanoparticulas,
como por exemplo, dendrimeros de carboxilase carreando peptideos derivados
do HIV-17"; vetores virais como o adenovirus’®; RNAm codificando proteinas do
HIV-1 como Gag-p24 e Nef’®; proteinas do HIV-1 biologicamente ativas, como

Tat®®; peptideos sintéticos derivados de proteinas estruturais do HIV-1 (Gag,
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Pol, Env)®; HIV-1 inteiro autdlogo inativado pelo calor®*® e HIV-1 inteiro
autélogo quimicamente inativado pelo aldrithiol-2°".

O uso de virus inteiro como fonte de antigenos do HIV apresenta como
vantagem a disponibilidade de um repertério extenso de antigenos virais. Além
disso, por preservar a integridade funcional e conformacional das proteinas da
superficie viral, o processo de inativagdo quimica do HIV utilizando aldrithiol-2
(AT-2) tem se mostrado interessante®”. O AT-2 provoca modificacdes
covalentes nas proteinas de dedo de zinco presentes no nucleocapsideo do
HIV, mas mantém integra a estrutura do envelope viral, disponibilizando assim
um repertério diverso de epitopos a célula apresentadora de antigeno, ao
mesmo tempo em que a infectividade do virus é eliminada®.

Para a expansdao viral in vitro podem ser utilizadas células oriundas do
proprio paciente HIV' ou de individuos saudaveis. O HIV obtido a partir de
cocultivo com linfécitos TCD4" de doadores saudaveis mostrou-se seguro
quando utilizado em imunoterapia para estimular MoDCs®’. Além disso, em um
estudo desenvolvido por nosso grupo, cujos os resultados foram publicados e
estdo apresentados no presente trabalho, foi observado que o rendimento de
particulas virais expandidas em células alogénicas foi mais elevado em
comparacao ao obtido em células autdlogas. Contudo, para serem utilizadas
como substrato para replicacdo viral deve-se garantir a auséncia de patégenos

nas células dos individuos supostamente saudaveis®.

No periodo de maio de 2011 a fevereiro de 2014, foi desenvolvido em
nosso laborat6rio um protocolo de vacinacao terapéutica para o tratamento de
individuos cronicamente infectados pelo HIV, sem uso de terapia antirretroviral,
intitulado “Estudo de Fase Il de vacina terapéutica para HIV com células
dendriticas autdlogas primadas com virus autélogos inativados”, coordenado
pelo Prof. Dr. Alberto Duarte, com base no trabalho de Lu et al.>’ (2004). Lu e
colaboradores verificaram uma diminuicdo prolongada (>90%) da carga viral
plasmatica em 8 dos 18 individuos vacinados e esta reducdo da CVP foi
correlacionada a deteccdo de resposta especifica para o HIV em linfécitos
TCD4"e TCDS".

As DCs utilizadas em nosso protocolo foram produzidas em condigcéo

GMP (do inglés, Good Manufacturing Practice) e o controle de qualidade foi
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realizado através do perfil fenotipico, viabilidade e controle microbioldgico. Os
critérios para a liberacdo do produto foram: percentual de expressdo de CD83
ou CD40 acima de 50%, minimo de 70% de células viaveis e auséncia de
bactérias ou leveduras.

Embora o perfil fenotipico das MoDCs tenha sido determinado como
critério de qualidade para liberacdo do produto vacinal, antes da administracéo
da vacina, para aprofundar o conhecimento referente as caracteristicas das
DCs utilizadas como produto vacinal consideramos importante que outros
parametros fossem analisados in vitro. Assim este trabalho teve como proposta
avaliar o produto vacinal quanto a expressdo de moléculas de superficie em
monaocitos e MoDCs, a capacidade fagocitica, migratéria e o perfil de citocinas
produzido pelas MoDCs, assim como a habilidade das MoDCs em induzir

resposta especifica em linfocitos TCD4" e TCD8" autélogos.
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2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o produto vacinal constituido por virus autélogo e as
MoDCs provenientes de individuos infectados pelo HIV utilizadas em um

protocolo de imunoterapia com relacdo a aspectos fenotipicos e funcionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a producéo de particulas virais expandidas em sistema aut6logo

versus sistema alogénico com relacéo a:

Eficiéncia para a expansao viral;
Rendimento de particulas virais;

Potencial em induzir resposta imune.

Caracterizar MoDCs HIV-AT-2 (células dendriticas derivadas de mondcitos
pulsadas com HIV inativado com AT-2 e ativadas com o coquetel de
maturacdo) e MoDCs maduras (células dendriticas derivadas de mondcitos

ativadas com o coquetel de maturacéo) com relacéo a:

Perfil da expressdo de moléculas de superficie

Capacidade migratoria;

Producao de citocinas;

Capacidade de induzir resposta especifica in vitro em linfocitos TCD4" e
TCD8" autélogos, avaliada através de linfoproliferacdo, producdo de
IFN-y, TNF-q, IL-2 e MIP-1B e atividade citotdéxica, mensurada por meio

da expresséo do marcador de desgranulacdo CD107a.
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3.METODOS
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3.1 CASUISTICA

Foram incluidas no presente estudo amostras obtidas mediante
procedimento de aférese de 17 individuos cronicamente infectados pelo HIV-1,
participantes do protocolo clinico de vacinacdo terapéutica, registrado e
aprovado no Comité de Etica sob o nimero 0791/09, de 04 de Novembro de
2009 Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (APENDICE A).. O presente estudo tem a aprovacdo da CAPPesq,
de acordo com o parecer nimero 188.165 (APENDICE B).

As caracteristicas demogréficas e dados laboratoriais destes individuos
estédo representados na tabela 1.

Tabela 1- Caracterizacdo demografica e dados laboratoriais dos sujeitos da
pesquisa

Cédi_go do Sexo Idade d-:-:;\':')::i!:o . C_:VP Subtipo Tro;_:ismo ,TCD4+ Protocolo de ativagdo
paciente (anos) (anos) (copias/mL) do HIV viral (células/pL)
Basal Nadir Basal

1 M 32 11 6.983 B R5 460 474 TNF-a, IL-6 e IL-13
2 M 55 5 27.575 B R5 473 473 TNF-a, IL-6 e IL-1B
3 M 42 6 38.505 B R5 423 423 TNF-a, IL-6 e IL-13
4 M 32 6 53.309 BC R5 306 481 TNF-a, IL-6 e IL-1B
5 M 40 4 27.564 B R5 566 648 TNF-a, IL-6, IL-18 + HIV
6 F 39 6 2.931 B R5 395 439 TNF-a, IL-6, IL-1B + HIV
7 F 32 12 3.743 c R5 412 515 TNF-a, IL-6, IL-18 + HIV
8 M 27 14 7.280 B R5 407 707 TNF-a, IL-6, IL-1B + HIV
9 M 24 1 23.187 B R5 351 586 TNF-a, IL-6, IL-18 + HIV
10 M 41 1 16.724 B R5 320 442 TNF-qa, IL-6, IL-1B + HIV
11 M 22 6 3.538 B R5X4 544 810 TNF-a, IL-6, IL-1B + HIV
12 M 26 1 34.971 B R5 291 419 TNF-a, IL-6, IL-13 + HIV
13 M 35 9 27.418 B R5 428 583 TNF-a, IL-6, IL-1B + HIV
14 F 32 1,5 18.532 BF1 R5 465 584 TNF-a, IL-6, IL-18 + HIV
15 M 28 1 40.843 F1 R5 329 427 TNF-a, IL-6, IL-1B + HIV
16 F 39 15 1.237 B R5X4 458 458 TNF-a, IL-6, IL-1B + HIV
17 M 40 2 30.654 B R5 371 427 TNF-a, IL-6, IL-1B + HIV

Mediana 32 6 23187 412 474

(IQR) (12) (7,5) (23671) (109) (145)

IQR: variacao interquartil; M: masculino; F: feminino; CVP: carga viral plasmatica; R5: CCR5;
X4: CXCR4. Os dados basais de TCD4" e CVP referem-se a coletas de sangue efetuadas em
datas proximas a aférese.
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Com o objetivo de comparar os sistemas de expansao viral autologo e
alogénico, foram utilizadas amostras de sangue coletado em tubos contendo
heparina de outros 11 individuos cronicamente infectados pelo HIV-1.

Foram incluidos no estudo individuos com idade minima de 18 anos;
soropositividade para o HIV-1 de pelo menos um ano; naive de tratamento
antirretroviral; auséncia de sinais clinicos definidores de aids; auséncia de
gravidez; contagem de linfécitos TCD4" de no minimo 350 células/uL; carga
viral plasmatica minima de 1.000 copias/mL e auséncia de outras doencas
cronicas, infeccdes oportunistas ou alguma condigdo que pudesse induzir

disfungéo imune.

3.2 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO

O produto de aférese (cerca de 130 mL) foi diluido 1:2 em solucéo salina
fisiolégica (0,9% de NaCl) e separado através de gradiente de densidade
utilizando Ficoll-Hypaque Premium (GE Healthcare®). Apds centrifugacao a
800 x g por 30 min a temperatura de 15 °C, a nuvem de células mononucleares
do sangue periférico (PBMC, do inglés Peripheral Blood Mononuclear Cell) foi
removida e submetida a duas lavagens a 600 x g por 10 min a 15 °C.

As PBMCs obtidas foram quantificadas e avaliadas por microscopia
Optica para o célculo da viabilidade celular em camara de Neubauer utilizando
o corante vital azul de Trypan 0,4% (Sigma - Aldrich®). Aliquotas contendo
50x10’ PBMCs foram destinadas a deplecdo de células CD8", para o inicio da
cultura viral e o restante foi congelado & concentracdo de 5x10’/mL em meio
contendo 10% de Dimetil sulféxido (DMSO - Sigma®) em soro fetal bovino
certificado (SFB - Gibco Life Technologies®) para a diferenciacdo de mondcitos
em DCs. As células foram conservadas em nitrogénio liquido até o momento do

uso.
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3.3 CULTURA VIRAL

3.3.1 Expansdo de virus em culturas de células autdlogas e
alogénicas

As aliquotas contendo 50x10’ PBMCs foram submetidas & deplecéo de
células CD8" por meio de selegdo positiva com beads imunomagnéticas
(EasySep - StemCell Technologies®) segundo orientacdo do fabricante.
Brevemente, para cada 10x10’ PBMCs foram adicionados 1000 pL de tampé&o
para EasySep (EasySep — StemCell Technologies®) e 100 uL do coquetel para
selecdo positiva de CD8 (EasySep — StemCell Technologies®). Apoés
incubagéo em temperatura ambiente por 15 min foram adicionados 100 pL das
nanoparticulas magnéticas EasySep (Magnetic Nanoparticles - StemCell
Technologies®) seguidos por nova incubacdo a temperatura ambiente por 10
min.

Posteriormente, o volume foi completado para 2500 yL com o tampéo
EasySep, e o tubo de poliestireno foi inserido na base magnética EasySep
(EasySep — StemCell Technologies®) e mantido a temperatura ambiente por 5
min. ApoOs esse periodo, o tubo foi vertido juntamente com o magneto para a
captacdo das células CD8’, uma vez que as células CD8" permaneceram
aderidas ao tubo devido ao campo magnético criado entre o magneto e as
nanoparticulas. Em seguida, o tubo foi retirado da base magnética e recebeu
mais 2500 pL do tampdo EasySep, sendo repetido o procedimento de
incubacdo e obtencdo da suspensdo celular por mais duas vezes. As células
CD8 foram entdo contadas em camara de Neubauer para avaliacdo do
rendimento e viabilidade por meio do corante vital azul de Trypan 0,4%.

Todas as etapas de isolamento, expansdo e inativacdo do HIV foram
realizadas em laboratorio de nivel de biosseguranca 2+ (Laboratorio de
Virologia do Instituto de Medicina Tropical — IMT-USP), cujo acesso foi
gentilmente autorizado pelo Prof. Dr. Claudio Sergio Pannuti.

Para o isolamento viral, 1x10° da fracdo de células CD8 foram

cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com 10% de
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SFB e ativadas com 10* Ul/mL de IL-2 (Roche®) e 5 pg/mL de
fitohemaglutinina (PHA, do inglés Phytohemagglutinin -Gibco Life
Technologies®). O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e semanalmente
as culturas foram alimentadas com 1x10° PBMCs do préprio individuo doador
dos virus (sistema de cultura aut6logo), previamente estimuladas por 48 horas
com PHA e IL-2.

A cada troca de meio os sobrenadantes provenientes das culturas foram
armazenados a - 80 °C para posterior inativagao viral e uma aliquota (100 uL)
foi utilizada para o monitoramento da expansdo viral realizado através da
deteccdo da proteina p24 do HIV pelo método imunoenzimético (ELISA, do
inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

Paralelamente algumas culturas foram expandidas utilizando-se como
substrato PBMCs alogénicas (sistema de cultura alogénico), provenientes de
individuos sadios, fornecidas pelo Banco de Sangue do Hospital Aleméao
Oswaldo Cruz, com sorologia negativa para HIV, sifilis, hepatite, doenca de

Chagas, malaria e HTLV.

3.3.2 ELISA para detecc¢éo da proteina p24 do HIV

As culturas de virus foram monitoradas para a detecc¢éo da proteina p24
do HIV por meio da técnica de ELISA. Para tanto foi utilizado o kit Vironostika®
HIV-1 Antigen (BioMérieux®, Holanda) e os procedimentos foram realizados de
acordo com instruc¢des do fabricante.

Em resumo, placas previamente sensibilizadas com a proteina p24 do
HIV foram tratadas com tampéao de disrupc¢éo (25 uL/poco) e em seguida foram
acrescentados 100 pL da amostra a ser testada. Para o controle negativo da
reagdo foi utilizado meio de cultura RPMI 1640 com 10% de SFB e para o
controle positivo foi utilizado 160 pg/mL de proteina p24. Quando necesséario, a
curva-padrao foi determinada utilizando a diluicdo seriada da proteina p24

entre 80 e 5 pg/mL.
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Apbs incubacgdo de 2 h a 37 °C, a placa foi lavada quatro vezes com
tampao fosfato e incubada por 1 h a 37 °C com 100 pL de anticorpo de
deteccado conjugado a peroxidase. Apos ciclos de lavagem a placa foi incubada
por mais 30 min com o substrato 3,3',5,5’, tetrametilbenzidina (TMB) e a
reacdo foi interrompida pela adicdo de acido sulftrico 1 M.

A leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm no leitor de microplacas
de ELISA (VersaMax®Tunable- Molecular Devices®) e a concentracdo da
proteina p24 nas amostras foi determinada utilizando-se o programa SoftMax®

Pro (Molecular Devices®).

3.3.3 Inativagdo quimica do HIV-1

Os sobrenadantes contendo as particulas virais, previamente
armazenados (500 - 1000 mL de volume por paciente) foram descongelados e
inativados por meio de tratamento quimico com 1 mM (concentracao final) de
2,2 ditiodipiridina (Aldrithiol-2; AT-2 — Sigma-Aldrich®) por 1 hora em banho-
maria a 37 °C sob agitacdo, seguindo o protocolo de Rossio et al.®* (1998),
com modificacdes. Posteriormente o0s sobrenadantes inativados foram
centrifugados em filtro Centricon 70 (Millipore®) por 20 min a 3500 x g cada
ciclo para reducao do volume total.

O concentrado recuperado, cerca de 9 mL, foi finalmente purificado por
meio de dois ciclos de lavagem a 100.000 x g por 1 h a 4 °C em ultracentrifuga
(L80 Beckman®, rotor de angulo mével — SW41 Ti) sendo que o primeiro ciclo
foi realizado em gradiente de sacarose a 20% em tampdo TNE (20 mM de
Tris/HCI, 20 mM de NaCl e 2,5 mM de EDTA; pH 7,5) na propor¢cao de uma
parte de sacarose para nove partes de sobrenadante concentrado. Para a
segunda lavagem o pellet foi ressuspendido em 9 mL de tamp&o TNE obtendo-
se, apos a ultracentrifugacdo, as particulas virais purificadas.

Subsequentemente, o material foi ressuspendido em 1 mL de meio de
cultura AIM-V (Gibco®) e uma aliquota foi obtida para quantificacdo do RNA
utilizando o kit Versant® HIV-1 RNA 3.0 Assay bDNA (Bayer Corporation,

Massachusetts, USA), através do equipamento de leitura System 340 bDNA
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Analyzer (Siemens, Deerfield, USA). As particulas virais foram entdo estocadas
a - 80 °C até o momento do uso.
Com o objetivo de confirmar se o processo de inativacéo viral havia sido

bem sucedido, 1x10° particulas virais foram cultivadas durante 30 dias com

1x10° PBMCs de doadores saudaveis previamente ativadas com PHA em meio
RPMI 1640 com 10% de SFB e 10* UI/mL de IL-2. Aliquotas de sobrenadantes
coletados a cada trés dias foram monitoradas quanto a presencga da proteina
p24 por meio de ELISA.

3.4 CULTURA CELULAR

3.4.1 Geracédo e maturacédo de MoDCs

Para a diferenciacdo de MoDCs, aliquotas de PBMCs previamente
obtidas por aférese foram descongeladas em banho-maria a 37 °C e ap6s duas
lavagens com solucéo salina por 10 min a 15 °C, o material foi quantificado e
avaliado quanto & sua viabilidade. Em seguida, aliquotas contendo 5x10%mL
foram adicionadas ao meio de cultura RPMI 1640 e as células foram
acondicionadas em garrafas de cultura de 25 cm? e incubadas em estufa de
CO; a 37 °C durante 2 h para a separacao de mondcitos através da adesdo em
plastico.

Apbs esse periodo, as células ndo-aderentes (predominantemente
linfécitos T, B e células NK) foram removidas por meio de lavagens e utilizadas
para 0s ensaios de cocultivo, enquanto que uma aliguota dos mondcitos
(células aderentes) foi utilizada para os ensaios de caracterizacdo fenotipica.
Os mondcitos restantes na garrafa foram mantidos em meio AIM-V (grau
terapéutico - Gibco®) a 37 °C em estufa de CO, overnight.

Posteriormente a cultura foi suplementada com 50 ng/mL de IL-4 e 50

ng/mL de GM-CSF (Cell-Genix®) para diferenciagdo em MoDCs imaturas e no
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quinto dia, uma amostra das MoDCs imaturas foi coletada para caracterizacéo
fenotipica e para o ensaio de fagocitose.

Para a maturacdo das MoDCs foram utilizados dois protocolos: células
provenientes de 13 individuos foram mantidas durante 4 h a 37 °C com o HIV-1
autélogo inativado pelo AT-2 (HIV-AT-2) em meio AIM-V na proporcédo de 1x10°
HIV-AT-2 para cada 3x10’ MoDCs imaturas. Apés a incubacdo, as particulas
de HIV-1 eventualmente ndo internalizadas foram retiradas por meio de
lavagens e as células receberam o coquetel de maturacdo composto por 50
ng/mL de TNF-a, 10 ng/mL de IL-18 e 100 ng/mL de IL-6, além das mesmas
concentracdes dos fatores de crescimento IL-4 e GM-CSF (MoDCs HIV-AT-2).
Paralelamente, MoDCs imaturas de outros quatro individuos foram estimuladas
apenas com o coguetel de maturacdo detalhado acima (TNF-a, IL-18 e IL-6),
sem receberem o pulso viral (MoDCs maduras).

As células permaneceram em cultura por mais 48 h a fim de completar o
processo de maturacdo e no sétimo dia as MoDCs foram recuperadas com
auxilio de banho de gelo para serem utilizadas nos ensaios de caracterizacéo
fenotipica, transmigracdo em camara de transwell e nos ensaios de cocultivo
com linfécitos autélogos.

A viabilidade e o rendimento das células foram mensurados em camara
de Neubauer utilizando o corante vital azul de Trypan. O céalculo da viabilidade

das células foi apresentado em porcentagem pela relacao:

Numero de células vivas x 100
Ndmero total de células recuperadas

O rendimento celular foi expresso em porcentagem pela relagéo:

Numero de MoDCs vivas recuperadas no 7° dia x 100
Numero total de PBMCs plaqueadas no inicio da cultura
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3.4.2 Caracterizagdo morfolégica de mondcitos e MoDCs

Para a andlise do perfil morfolégico dos mondcitos, MoDCs imaturas e

MoDCs HIV-AT-2/ maduras as imagens foram capturadas com o auxilio da

camera de microscopia digital Moticam 1000 1.3 M Pixel USB 2.0 conectada a

um computador.

3.4.3 Caracterizacao fenotipica de monécitos e MoDCs

A caracterizacdo fenotipica de mondcitos, MoDCs imaturas e MoDCs

HIV-AT-2/ maduras foi realizada através da analise de expressao de moléculas

de superficie utilizando anticorpos monoclonais previamente titulados,

conjugados a diferentes fluorocromos que estao listados no quadro 1.

Quadro 1- Painel de anticorpos monoclonais utilizados para caracterizacao de
mondcitos e/ou MoDCs

Painel Especificidade Clone Fluorocromo Funcgao
MoDCs/ CD14 Tuké Qdot 605 Ligante do LPS -
mondcitos Marcador de mondcitos
MoDCs/ Alexa Fluor 700 Integrina - Marcador de MoDCs
monocitos CDMe B-ly6 (AF700) mieloides
Mo[?C_sl HLA-DR G466 V500 Apresentagéq c_ie antigenos
monocitos peptidicos
MOPC.S, CD86 2331 (FUN-1) PE-Cy7 Molécula coestimuladora
monocitos
MoDCs CD1a HI149 FITC AR 6 Sl
lipidicos
MoDCs cD80 L307.4 PE-Cy5 Molécula coestimuladora
MoDCs CD40 5C3 APC-H7 Marcador de maturacéo
MoDCs CcD83 HB15e APC Marcador de maturacéo
MoDCs DC-sign (CD209) eB-h209 PE-Cy7 Receptor para o HIV-1
MoDCs PD-L1 MIH1 APC Inibidor da resposta de linfocitos T
MoDCs CCRS 2D7/CCR5 V450 Receptor de quimiocinas
MoDCs CXCR4 12G5 PE-CF594 Receptor de quimiocinas

Todos os marcadores utilizados foram provenientes do fabricante BD Biosciences®, exceto os
anticorpos CD14 Qdot 605 (Life technologies®), DC-SIGN PE-Cy7 e PD-L1 APC
(eBioscience®).
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3.4.4 Andlise da capacidade fagocitica das MoDCs imaturas

Dextran € um polimero de anidroglicose derivado de linhagens da
bactéria Leuconostoc meserentoides, que quando incubado com MoDCs
imaturas mimetiza a fagocitose mediada por receptor de manose assim como a
macropinocitose®. Deste modo, a capacidade fagocitica foi avaliada por meio
da habilidade das MoDCs imaturas capturarem dextran associado ao
fluorocromo FITC (dextran-FITC - FD-40S Sigma-Aldrich®).

Com esse intuito, de acordo com a metodologia utilizada por Sallusto et
al.®® (1995) e Mucci et al.®® (2009), com algumas modificacdes, 1x10° MoDCs
imaturas (coletadas no quinto dia de cultura com IL-4 e GM-CSF) foram
incubadas por 60 min a 37 °C com o dextran-FITC na concentrag&o final de 1
mg/mL. O controle negativo foi constituido por uma cultura tratada
similarmente, mas incubada a 4 °C. Posteriormente, as células foram lavadas
trés vezes (600 x g por 10 min a 15 °C) com 400 pL de tampao fosfato salina
suplementado com 0,2% de soroalbumina bovina e 0,1% de azida sédica
(tampédo PBS-BSA) para retirar o excesso das particulas ndo fagocitadas e
foram incubadas com os anticorpos monoclonais CD14 e o CD11c (listados no
quadro 1), para a definicdo da populacao estudada.

Para a andlise dos resultados obtidos por citometria de fluxo, a
intensidade de fluorescéncia mediana (MFI) observada nas MoDCs imaturas
incubadas a 37 °C foi subtraida das amostras incubadas a 4 °C (fagocitose

inespecifica).

3.4.5 Ensaio de quimiotaxia

A capacidade migratéria das MoDCs HIV-AT-2 e MoDCs maduras em
resposta aos estimulos quimiotaticos CCL19 e CCL21 (R&D Systems®),
ligantes para o receptor CCR7, foi avaliada em ensaio de transmigracao
utilizando camara transwell de 24 pocos (Costar®) com filtro de policarbonato

com poros de 5 ym.



25

Para tanto, 100 uL de uma suspensdo contendo 1x10°> MoDCs em meio
AIM-V foram adicionadas na parte superior da camara e na parte inferior dos
pocos foram adicionados 600 pL do mesmo meio contendo 100 ng/mL da
quimiocina CCL19 ou 200 ng/mL da quimiocina CCL21, além de pocos
contendo apenas 600 pL de meio AIM-V, controle negativo (C-). Todas as
condi¢des foram estudadas em duplicata.

Apo6s 2 h e 30 min de incubacédo a 37 °C, as MoDCs que migraram para
a parte inferior do poco em resposta aos quimioatraentes foram fotografadas
com o auxilio da camera de microscopia digital Moticam 1000 1.3 M Pixel USB
2.0 conectada a um computador. Para as MoDCs serem quantificadas
manualmente, todos os campos dos pocos foram fotografados nos aumento de
40 e 100 vezes. O numero de células que migraram espontaneamente para o
meio sem quimiocinas (C-) foi deduzido da migracdo especifica, ou seja,
MoDCs que migraram em respostas as quimiocinas CCL19 e CCL21.

3.4.6 Dosagem das citocinas IL-12p70 e IL-10 em sobrenadante de
cultura de MoDCs

Sobrenadantes de cultura obtidos no quinto dia (MoDCs imaturas) e no
sétimo dia de cultivo (MoDCs HIV-AT-2 e MoDCs maduras) foram coletados e
armazenados para a dosagem das citocinas IL-12 p70 e IL-10 por meio da
técnica de ELISA seguindo as orientacBes fornecidas pelo fabricante dos kits
(Ready-SET Go! - eBioscience®).

3.4.7 Resposta linfoproliferativa

O potencial das MoDCs HIV-AT-2 e MoDCs maduras em induzirem a
proliferacdo de linfocitos T autdlogos foi avaliado pelo monitoramento de
Carboxifluoresceina sucinimidil ester (CFSE - Life Technologies®) por
citometria de fluxo, visto que o CFSE possui propriedades de excitacdo e

emissao semelhantes ao FITC.
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CFSE é um corante que é difundido passivamente nas células e quando
seus grupos acetatos sdo clivados por esterases intracelulares, passa a
produzir fluorescéncia e perde a capacidade se difundir através da membrana,
ficando aprisionado no interior da célula onde permanece durante a divisdo
celular®”. Desse modo, através da reducdo da concentracdo intracelular de
CFSE a cada geracdo de células filhas é possivel analisar a proliferacdo
celular.

Para este ensaio, células ndo-aderentes autélogas (predominantemente
linfécitos) foram primeiramente marcadas com CFSE, seguindo as orientacdes
do fabricante. Para tanto, 1x10’ linfécitos foram incubados com 2 uM de CFSE
(concentracao final) em meio RPMI 1640 aquecido, durante 15 min em banho-
maria a 37 °C, sob agitacdo. A seguir, 0 excesso do corante ndo difundido nas
células foi retirado por meio de trés lavagens (600 x g por 10 min a 15 °C) com
meio RPMI 1640 contendo10% de SFB.

Finalmente, 2x10° linfécitos autélogos marcados com CFSE foram
cocultivados com 0,4x10° MoDCs HIV-AT-2 ou MoDCs maduras (proporcgéo de
1 MoDC : 5 linfécitos), em duplicata (placa de 96 poc¢os fundo em U), no
volume final de 200 yL de meio AIM-V com 10% de SAB. A cultura foi mantida
em estufa a 37°C e 5% de CO, por até 96 h.

O controle positivo (C+) foi constituido por linfécitos ativados durante as
dltimas 72 h em cultura com 5 pug/mL de PHA e o controle negativo (basal), por
linfécitos que ndo receberam estimulo.

ApoOs o término dos tempos estudados (24 e 96 h) foi realizada a
marcacao extracelular dos linfécitos utilizando os anticorpos CD3, CD4 e CD8
listados no quadro 2.

A porcentagem de proliferacdo linfocitaria foi calculada por meio da
subtracdo da proliferacao basal, ou seja, linfocitos que proliferaram na auséncia
de MoDCs.
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Quadro 2- Painel de anticorpos monoclonais utilizados para avaliacdo da
resposta especifica em linfocitos autélogos

Especificidade Clone Fluorocromo Funcgéao
CcD3 UCHT1 V450 Correceptor de linfocitos T
cD4 RPA.T4 BV605 Correceptor de linfécitos T
: auxiliares
cD8 SKA APC-H7 Correceptor de linfocitos T
- citotoxicos
L2 MQ1-17H12 PE Glicoproteina que estimula o
) Q1- crescimento de linfocitos
TNE MAB11 PECYT Citocina capaz de mediar a morte
@ y de patogenos intracelulares
MIP-18 D21-1351 AF700 Quimiocina ligante do CCR5
IFN-y B27 PerCP-Cy5.5 Citocina com atividade antiviral
Marcador de desgranulacéao
CD107a H4A3 APC

citotoxica

Todos os marcadores utilizados foram provenientes do fabricante BD Biosciences®, exceto o
anticorpo IL-2 PE (Life technologies®).

3.4.8 Avaliacdo da producéao de citocinas por linfocitos autélogos
estimulados pelas MoDCs

Linfocitos autdlogos (células ndo-aderentes obtidas a partir de material
de aférese) foram cocultivados com as MoDCs HIV-AT-2 ou MoDCs maduras
durante 24 ou 96 h, com o propésito de avaliar a capacidade destas células em
estimular uma resposta especifica através da producdo dos mediadores
imunes IL-2, TNF-a, MIP-1B e IFN-y, e em induzir atividade citotoxica,
mensurada por meio da expressdo do marcador de desgranulacdo CD107a.
Com esse intuito, aliquotas de PBMCs foram descongeladas e incubadas em
estufa de CO, a 37 °C durante 2 h na concentracdo de 5x10° PBMCs/mL em
meio de cultura RPMI 1640. ApOs esse periodo, as células ndo aderentes
(predominantemente linfocitos) foram retiradas por meio de lavagens com o
préprio meio de cultura e mantidas em meio RPMI 1640 com 10% SFB
overnight antes de serem utilizadas para os ensaios de linfoestimulagao.

Posteriormente, MoDCs HIV-AT-2 assim como as MoDCs maduras
anteriormente diferenciadas foram incubadas com os linfécitos autélogos em

duplicata na propor¢cdo de 1:5 (1 MoDC: 5 linfocitos) em placa de 96 pocos
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fundo em U, em volume final de 200 yL de meio AIM-V suplementado com 10%
de soro tipo AB humano (SAB - Sigma-Aldrich®).

Com o intuito de avaliar a capacidade das MoDCs em induzirem
linfécitos com atividade citotoxica, foi adicionado nas ultimas 6 h da cultura, o
anticorpo monoclonal CD107a, visto que a expressdo deste marcador na
membrana celular é transitéria®®,

Seis horas antes do término de cada um dos tempos de cocultivo
analisados, as células foram tratadas com 20 pg/mL de brefeldina A (BFA -
Sigma-Aldrich®), um bloqueador do complexo de Golgi, com o intuito de
acumular proteinas no reticulo endoplasmatico da célula e impedir a secrecao
de citocinas pelos linfécitos.

O controle positivo (C+) dos ensaios foi constituido por linfocitos
ativados nas ultimas seis horas em cultura com 1 pg/mL de enterotoxina
estafilocdcica tipo B (SEB- Sigma-Aldrich®) sendo que nos pogos do controle
negativo (basais) os linfocitos permaneceram sem estimulo. Apds 24 e 96 h em
cultura, as células foram marcadas extra- e intracelularmente com os
anticorpos monoclonais listados no quadro 2.

A avaliacdo da capacidade das MoDCs HIV-AT-2 e MoDCs maduras em
estimular uma resposta T antigeno-especifica foi realizada utilizando-se
citometria de fluxo e os dados obtidos foram avaliados por meio da analise
booleana. Essa andlise permitiu estudar de maneira combinada a producéo da
quimiocina MIP-1B e das citocinas IL-2, TNF-a e IFN-y por linfocitos TCD4" e
TCDS8".

A porcentagem de mediadores imunes produzidos pelos linfocitos foi
calculada por meio da subtracdo da producdo espontanea, ou seja, linfécitos

cultivado na auséncia de MoDCs.
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3.5 ENSAIO DE CITOMETRIA DE FLUXO

3.5.1 Anédlise de viabilidade celular

Para a exclusdo de células mortas, antes de receberem anticorpos
monoclonais, os mondcitos, MoDCs e linfocitos foram primeiramente incubados
com o marcador de viabilidade Live/Dead Fixable Aqua stain ou Fixable Green
stain (Life Technologies®) dependendo do painel estudado. O corante
fluorescente Live/Dead penetra nas células mortas ligando-se a proteinas
celulares (aminas) e permitindo sua distincao das células vivas.

Seguindo as recomendac¢des do fabricante, as células foram incubadas
por 30 min a 4 °C com 0,3 pL do reagente Live/Dead diluido em 500 pyL de PBS
por tubo de células. Em seguida, as amostras foram lavadas duas vezes (600 x
g por 5 min a temperatura ambiente) com 500 yL de PBS. Finalizada esta
etapa as células receberam os marcadores direcionados a superficie e/ou

intracelulares.

3.5.2 Marcacao de moléculas de superficie

Cerca de 2x10° mondcitos, MoDCs ou linfécitos por tubo foram
marcados com o0s anticorpos especificos direcionados a superficie, nas
guantidades previamente determinadas por meio de titulacéo.

Para isso, as amostras foram incubadas em 100 uL do tampao de PBS-
BSA, juntamente com 0s anticorpos monoclonais para os marcadores de
interesse, durante 20 min a 4 °C e ao abrigo da luz. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 600 x g durante 5 min a temperatura ambiente, com 500
ML do mesmo tampdo. Finalmente, ao pellet obtido foram adicionados 400 uL
de solucao isotbnica.

Foram adquiridos no minimo 50.000 eventos de cada amostra no
citbmetro de fluxo LSR Fortessa (BD Bioscience®) com o auxilio do programa

DIVA. Os resultados obtidos foram analisados utilizando os programas FlowJo
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vX 0.7 (Tree Star®, Ashland, OR) e GraphPad Prisma v.6 (GraphPad®
Software Inc, USA).

3.5.3 Marcacao de moléculas intracelulares

Para a andlise de citocinas intracelulares, linfocitos ja marcados com
anticorpos direcionados a moléculas de superficie foram permeabilizados
utilizando-se 300 pL do reagente Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience®) e
incubados por 20 min a 4 °C e no escuro. A seguir, as células foram lavadas
duas vezes (600 x g por 5 min a temperatura ambiente) com 400 uL do
reagente Perm/Wash (BD Bioscience®). Ao pellet foram adicionados 25 uL da
solucédo permeabilizante Perm/Wash juntamente com os anticorpos especificos
para as citocinas intracelulares em quantidades previamente tituladas.

Finalmente, apés incubacdo de 30 min a 4 °C e ao abrigo da luz, as
células foram lavadas mais duas vezes com 200 uyL de Perm/Wash e
receberam 200 pL de tampéo para a fixagao dos linfocitos.

Foram adquiridos no minimo 100.000 eventos de cada amostra no
citdbmetro de fluxo LSR Fortessa (BD Bioscience®) com o auxilio do programa
DIVA. Os resultados obtidos foram analisados utilizando os programas FlowJo
9.7.6 (Tree Star®, Ashland, OR), Pestle v. 1.7 e SPICE v. 5.3, os dois Ultimos
obtidos respectivamente em: http://www.drmr.com/pestle.zip e

http://exon.niaid.nih.gov.

3.5.4 Estratégia de analise das células por citometria de fluxo

A figura 3 esquematiza a andlise dos marcadores de superficie
observados em mondcitos (A); MoDCs (B) e linfocitos (C), realizada para a
definicdo das porcentagens e intensidade de fluorescéncia mediana (MFI) dos
marcadores imunofenotipicos ou funcionais estudados. Para auxiliar na
definicAo de eventos positivos foi utilizado o controle FMO (fluorescéncia

menos um, do inglés, Fluorescence Minus One).


http://www.drmr.com/pestle.zip
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Figura 3- Estratégia de gates para analise das células em gréafico de pontos
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Primeiramente foi utilizada a estratégia de gate PE-Cy7/PE-Cy5/PE (em A, B e C,
respectivamente) versus Time a fim de eliminar possiveis variagbes dos lasers que tenham
ocorrido durante a aquisicdo das amostras. Logo apos, considerando granulosidade versus
tamanho (SSC-A x FSC-A) a populacéo de interesse foi selecionada. Em seguida, um gate foi
desenhado na populacéo de células vivas utilizando a estratégia SSC x Live/Dead. Finalmente
foi selecionado um gate de SSC versus os marcadores que definem as populagbes: em (A)
CD14" para mondcitos; (B) CD11c" para MoDCs e (C) CD3" para linfocitos T. A partir dessa
analise foram estudados os marcadores de interesse para cada tipo celular.

3.5.5 Anélise booleana

Para mensuracao da polifuncionalidade celular, ou seja, a capacidade do
linfécito em produzir simultaneamente dois ou mais mediadores imunoldgicos
foi adotada a estratégia de andlise booleana exemplificada na figura 4. Esta
metodologia possibilita a avaliagdo, por meio de interseccdo de gates, de todas
as combinacbes possiveis das funcdes desempenhadas pelas células
analisadas®°>'. A definicdo de eventos positivos foi realizada com auxilio do

controle FMO (fluorescéncia menos um, do inglés, Fluorescence Minus One).
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Para apresentacdo desses resultados foram utilizados os programas:
FlowJo v. 9.7.6, Pestle v. 1.7 e SPICE v. 5.3.

Figura 4- Estratégia de gates para definicdo de linfocitos T produtores de
citocinas
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Como representado em (A) inicialmente foi utilizada a estratégia de gate PE versus Time a fim
de eliminar possiveis variacdes dos lasers que tenham ocorrido durante a aquisicao das
amostras. Logo apos, os linfécitos foram selecionados considerando granulosidade versus
tamanho (SSC-A x FSC-A). Em seguida, um gate foi desenhado na populacdo de células vivas
utilizando a estratégia SSC x Live/Dead. Logo apds, os linfécitos TCD4™ e TCD8" foram
separados. Em seguida, os linfécitos T foram isolados pela expressdao do marcador especifico
(CD3), positivo para todos os marcadores funcionais (B). As popula¢gBes seguintes foram
analisadas de acordo com a expressédo dos marcadores CD4 e CD8. Apenas a citocina IFN-y
esta representada, porém a mesma andlise foi realizada para os demais mediadores (C).
Posteriormente, para cada subpopulacdo de linfécitos, foram definidas as células produtoras de
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IFN-y, IL-2, TNF-a e MIP-1B versus SSC. Em (D) esta representada a producao de citocinas
apenas para linfocitos TCD8", apesar da mesma andlise ter sido realizada para linfocitos
TCDA4". Depois dos gates para cada citocina terem sido criados, foi utilizada a analise booleana
para criar todas as variedades de combinacdes possiveis de producdo de citocinas pelos
linfécitos. A delimitacdo dos gates de linfécitos positivos para cada marcador foi feita com base
em amostras nao-estimuladas, ou seja, cultivadas na auséncia de MoDCs, com o auxilio do
controle FMO.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A significancia estatistica (valor de p) foi calculada utilizando-se a
andlise de variancia one-way ANOVA com teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
para a comparacdo entre os estagios de diferenciacdo das MoDCs. A
correlacdo ndo-paramétrica de Spearman foi realizada para analisar
correlagdes entre as variaveis estudadas. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes quando o p obtido foi < 0,05.

Todas as analises e representacdes graficas foram executadas com
auxilio do programa GraphPad Prisma v.6 (GraphPad® Software Inc, USA),
exceto os gréaficos de setores circulares que foram obtidos com a utilizacdo do

programa SPICE v. 5.3, como descrito por Roederer, Nozzi e Nason®® ( 2011).



34

4. RESULTADOS
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41 CULTURA VIRAL

4.1.1 Comparacdo entre os sistemas autdlogo e alogénico para
expansao de isolados de HIV

Para a composicdo da vacina é necessaria a producéo de virus autdlogo
inativado a ser utilizado para o pulso das MoDCs. Os ensaios a seguir foram
realizados com o objetivo de comparar os dois sistemas de expansao, autélogo
e alogénico, em termos de tempo, rendimento e imunogenicidade dos produtos
virais. Vale destacar que o0s resultados apresentados neste item foram
anteriormente publicados®*.

As caracteristicas demograficas e o0s dados laboratoriais dos 11
individuos cronicamente infectados pelo HIV-1, bem como o resultado do
processo de isolamento viral estdo representados no quadro 3.

Observamos que o processo de isolamento viral foi bem sucedido para
todas as amostras isoladas através do sistema alogénico (100% de
positividade). Em contrapartida em trés das 11 culturas provenientes do
sistema autélogo nao foi possivel a obtencéo de particulas virais, mesmo apos
um més de cultivo, resultando num percentual de positividade de 73%. Vale
ressaltar que estes trés pacientes apresentavam os menores niveis de CVP (<

3.000 copias/mL) dentre os individuos estudados.



36

Quadro 3- Caracterizacdo demografica e dados laboratoriais dos individuos
utilizados para o isolamento e expansao viral

Cédi_go do Sexo Idade ) (?VP 'TCD4‘ Sis?ema Sistlen:la
paciente (anos) (copias/mL) (células/pL) autélogo alogénico
20 M 38 46.400 525 AF +
21 M 47 19.472 766 + +
22 M 40 27.564 648 AF +
23 M 34 51.805 447 + +
24 F 40 1.000 561 - +
25 M 32 6.983 474 + +
26 M 30 2.235 531 - O
27 M 25 1.591 488 - +
28 M 24 30.580 503 ar ar
29 M 57 16.381 827 + +
30 M 40 27.781 414 iF aF

Os dados de TCD4" e CVP referem-se a valores obtidos na data da coleta de sangue. +:
amostras p24 positivas; -: amostras p24 negativas; M: masculino; F: feminino.

O tempo decorrido para o isolamento do HIV assim como o rendimento
das particulas virais obtidas estéo representados na figura 5.

Podemos observar que as amostras cultivadas em sistema autélogo
apresentaram positividade para a proteina p24 do HIV mais precocemente
(primeira semana de cultivo) com relacdo as culturas em sistema alogénico.
Além disso, os valores de densidade Optica (DO), obtidos pela técnica de
ELISA, também se apresentaram mais elevados durante as primeiras semanas
de cultivo viral no sistema de cultura autéloga (figura 5 A). Por outro lado, o
rendimento final apds todo o processo, que inclui inativacdo com o AT-2,
concentracdo do sobrenadante e purificacdo dos virus, foi maior quando o HIV
foi expandido em sistema alogénico (p<0,001) (figura 5 B), tendo sido obtida
uma média de 19,1 x 10° particulas virais em culturas provenientes de sistema
autdlogo, ao passo que foram obtidas trés vezes mais particulas virais pelo
sistema alogénico (média de 67,4 x 10°%) (p < 0,001).

N&o foi encontrada correlacdo entre o rendimento viral e os dados de
CVP ou a contagem de TCD4" monitorados no momento da coleta de sangue

dos pacientes estudados (dados n&do mostrados).
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Figura 5- Tempo necessario para as culturas tornarem-se p24 positivas e
rendimentos dos isolados virais provenientes dos sistemas autdlogo e
alogénico
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Em (A), representacdo dos resultados obtidos por ELISA para a proteina p24 do HIV nas
primeiras quatro semanas em cultura. As amostras foram consideradas positivas quando os
valores da densidade 6ptica (DO) foram > 0,5 (ponto de corte, linha pontilhada). Os dados
referem-se & média com o desvio padrdo da DO a 450 nm. *p <0,05. (B) Os sobrenadantes
coletados durante a expanséo viral foram inativados, concentrados, purificados e quantificados.
Os resultados estdo apresentados como 10° particulas/mL. ***p <0,001. Sistema autélogo (n:
8) e sistema alogénico (n: 11).

A seguir, avaliamos a expressao dos marcadores HLA-DR, CD86, CD80,
CD83, CD40 e CD14 pelas MoDCs com o propésito de analisar a influéncia no
perfil imunofenotipico quando estas células foram pulsadas com particulas
virais provenientes dos dois sistemas (figura 6).

As MoDCs foram analisadas dentro da populacédo expressando CD11c.
Como esperado, observamos reduzida porcentagem de MoDCs expressando o
marcador CD14. Além disso, cerca de 90% das MoDCs apresentaram
positividade para os marcadores HLA-DR e CD86. Adicionalmente, apds o
processo de maturagdo notamos um aumento no percentual de MoDCs
positivas para as moléculas CD80, CD83 e CD40 em comparagdo as MoDCs
imaturas. Nao foram observadas alteracdes no perfil fenotipico das células em
decorréncia do pulso com as particulas virais provenientes do sistema autdlogo

ou alogénico.
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Figura 6- Perfil imunofenotipico das MoDCs
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O gréfico de barras representa o percentual de MoDCs (CD11c") expressando os marcadores
HLA-DR, CD86, CD80, CD83, CD40 e CD14. MoDCs imaturas (MoDC im) foram diferenciadas
a partir de mondcitos apés cinco dias na presenca de GM-CSF e IL-4; MoDCs maduras (MoDC
mad) foram ativadas por mais dois dias com o coquetel de citocinas inflamatérias; MoDCs
pulsadas com HIV proveniente de sistema aut6logo (MoDC HIV AU) e MoDCs pulsadas com
HIV proveniente de sistema alogénico (MoDC HIV AL) foram incubadas com as particulas
virais durante quatro horas e posteriormente, e ativadas por mais dois dias com o coquetel de
citocinas. Os dados séo representativos de um experimento.

A seguir, analisamos a imunogenicidade dos virus obtidos nos sistemas
autologo e alogénico. Para tanto MoDCs pulsadas com as particulas virais
provenientes dos dois sistemas e ativadas com citocinas pro-inflamatorias
foram cultivadas com linfécitos autélogos por 96 horas e em seguida foi
avaliada a producao de IFN-y pelos linfécitos T.

Os resultados obtidos estéo representados na figura 7.

Embora tenha sido encontrada uma grande variabilidade interindividual
no percentual de células positivas para IFN-y, observamos que MoDCs
pulsadas com HIV derivados de ambos os sistemas foram capazes de
estimular a producéo da citocina pelos linfécitos. Contudo, foi observada uma
maior porcentagem de linfocitos TCD4" produtores de IFN-y quando
estimulados por MoDCs pulsadas com HIV resultante do sistema alogénico,
inclusive com significancia estatistica (p<0,05) (figura 7 A). Resultados
similares, mas sem significancia estatistica foram observados para os linfocitos
TCD8" IFN-y* (figura 7 B).
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Figura 7- Imunogenicidade das particulas virais produzidas em sistemas
autdlogo ou alogénico
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A porcentagem de linfocitos TCD4" IFN-y* (A) e TCD8" IFN-y* (B) foi determinada por citometria
de fluxo intracelular. A linha pontilhada indica a producdo basal de IFN-y pelos linfécitos
autologos na auséncia de MoDCs. A barra horizontal representa a mediana. (n : 7); *p< 0,05.

4.1.2 Obtencédo de HIV-AT-2 utilizando o sistema aut6logo

Embora tenhamos constatado vantagens no isolamento e expansao viral
utilizando sistema alogénico, para os resultados apresentados a seguir a
expansao viral foi realizada em sistema autélogo, conforme protocolo clinico
que seguiu a metodologia descrita por Lu e colaboradores®’ (2004). Assim, os
isolados virais foram expandidos em PBMCs autblogas, coletadas do proprio
paciente e os sobrenadantes foram quantificados com relacdo a concentracdo
de particulas virais.

A tabela 2 descreve o rendimento das particulas virais provenientes das
culturas de expansdo de 13 pacientes, apds 0s sobrenadantes serem
inativados, concentrados, purificados e quantificados. As particulas virais
obtidas foram utilizadas no pulso das MoDCs HIV-AT-2.

Pode-se observar uma grande variabilidade no rendimento das culturas
virais, com uma dispersdo que variou entre 3,5 e 73,3 x10° particulas/mL, com
mediana de 20,7 x10° particulas por mL de sobrenadante. Tal variabilidade

pode ser atribuida ao fitness viral, particular de cada isolado viral autdlogo, e/ou
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a qualidade das PBMCs autblogas, que pode variar de acordo com as
caracteristicas individuais de cada paciente.

Tabela 2- Rendimento de HIV-AT-2 autélogo

r g . P I.t' I - -
Cédigo do Paciente articulas virais

(x108/mL)
5 26,6
6 243
7 7.5
8 43,0
9 66,0
10 35
11 13,8
12 15,9
13 34,0
14 75
15 25,7
16 73,3
17 32,8

Mediana (IQR) 25,7 (20,2)

Sobrenadantes coletados durante a expansao viral foram inativados, concentrados, purificados
e quantificados. Os resultados estdo apresentados como 10° particulas/mL. IQR: variacdo
interquartil.
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4.2 CARACTERIZACAO DOS MONOCITOS E MoDCs

4.2.1 Obtencdo de monocitos e MoDCs, monitoramento de
viabilidade e rendimento final das culturas

A obtencdo de MoDCs constitui um processo que envolve a separagao
de células precursoras (mondcitos) a partir de PBMCs (produto de aférese) e
duas etapas de cultura: diferenciacdo a partir de mondcitos e
maturacgao/ativacdo. Por este motivo o rendimento final obtido é relativamente
baixo e h& necessidade de quantidade inicial elevada das células primarias
precursoras.

Com relacdo a viabilidade foi observado que 66,8% dos mondcitos
apresentaram-se viaveis, ao passo que a viabilidade mediana das MoDCs
imaturas foi de 78,7%. Apdés a ativacdo, a porcentagem obtida de MoDCs HIV-
AT-2 viaveis foi de 77,5% e a porcentagem de MoDCs maduras vivas foi 71,8%
(figura 8 A). Vale ressaltar que para a obtencdo de mondcitos foram utilizadas
PBMCs conservadas por congelamento em nitrogénio liquido e a viabilidade foi
mensurada 6 h ap6s o procedimento de separacao por aderéncia.

Por sua vez, referente ao rendimento de células com base no total de
PBMC:s iniciais, foram obtidas 1,1% de MoDCs HIV-AT-2 (0,4 — 7,9%) e 3,1%
(0,5 — 4,4%) de MoDCs maduras (figura 8 B). Para a obtencdo de MoDCs
maduras ndo houve necessidade das lavagens para remover excesso de HIV-
AT-2 eventualmente nao internalizado, o que pode ter refletido na diferenca de
rendimento final entre as duas culturas.

Nao foi possivel calcular o rendimento relativo a quantidade inicial de
mondcitos uma vez que a separagcdo por aderéncia ndo permite definir com
precisdo a quantidade de mondcitos remanescentes na placa, apés remocao
das células ndo aderentes. Do mesmo modo, a fim de minimizar a manipulagéo
do produto vacinal e otimizar o rendimento final de células, ndo quantificamos
as MoDCs imaturas, uma vez que tanto a incubacdo com o HIV-AT-2 como a
ativacdo com o coquetel de citocinas foram realizadas na prépria placa de

cultura, sem que as células precisassem ser descoladas.
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Figura 8- Monitoramento da viabilidade e rendimento celular
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Em (A) representacdo grafica da quantificacdo de mondcitos e MoDCs viaveis. Em (B) esta
representado o rendimento das MoDCs ativadas,com relagdo a quantidade inicial de PBMCs.
Os resultados estdo apresentados em porcentagem. A linha horizontal representa a mediana
dos dados obtidos. Mono: mondcitos (n: 16); MoDC im: MoDCs imaturas (n: 16); MoDC HIV:
MoDCs HIV-AT-2 (n: 12) (quadrado); MoDC mad: MoDCs maduras (n: 4) (triangulo).

4.2.2 Caracterizacdo morfoldgica e imunofenotipica dos monécitos
e MoDCs

Para andlise do aspecto morfolégico, as populacdes celulares
estudadas, quais sejam: mondcitos, MoDCs imaturas, MoDCs HIV-AT-2 e
MoDCs maduras, foram visualizadas por meio de microscopia optica. A figura 9
exemplifica imagens representativas obtidas a partir do cultivo celular.

Como ilustrado, os mondécitos, células precursoras, apresentaram-se
como células de formato arredondado (figura 9 A). Apés cinco dias de estimulo
com IL-4 e GM-CSF para diferenciacdo, as MoDCs imaturas passaram a
apresentar perfil espraiado, sendo possivel também visualizar alguns dendritos
(figura 9 B) e finalmente, apds estimulo com coquetel de citocinas (IL-6, IL-18 e
TNF-a) (figura 9 C) ou pulso com o HIV-AT-2 e a adicdo do coquetel de
maturagdo (figura 9 D) as células tornaram-se mais delgadas e fusiformes,
mostrando a morfologia caracteristica de uma célula dendritica madura, que

constitui nosso produto vacinal.
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Figura 9- Perfil morfologico de mondcitos e MoDCs

Aspecto morfologico de culturas celulares obtidas através de microscopia Optica. Em (A),
mondcitos, (B), MoDCs imaturas, (C), MoDCs maduras e (D) MoDCs HIV-AT-2. Aumento de
200x.

Em seguida analisamos o perfil imunofenotipico das populacées
celulares estudadas. Os resultados obtidos estéo representados em diagrama
de caixas com as medianas das porcentagens e das MFIs (figura 10).

A populacdo de mondcitos foi selecionada a partir da expressado da
molécula CD14 e as MoDCs foram analisadas dentro da populacdo
expressando CD1lc. Para a andlise dos mondcitos foram utilizados os
marcadores CD11c, HLA-DR e CD86.

De modo geral, foi observado percentual elevado de mondcitos
expressando as moléculas CD11c e CD86, com percentual de positividade
mediana de 98,7% e 94,6%, respectivamente. Por sua vez, a expressao da
molécula HLA-DR (antigeno leucocitario humano de classe Il) variou entre 33,3
e 92,5%, com mediana de 71,5%, sendo menor e mais heterogénea quando
comparada a porcentagem e MFI das MoDCs ativadas.

Em comparagdo aos mondcitos, niveis mais baixos de células CD14"
foram encontrados nas populagcdes de MoDCs imaturas, MoDCs HIV-AT-2 e
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MoDCs maduras (p < 0,05), mostrando que, como esperado, as MoDCs
perderam a expressao de CD14 ao longo do processo de diferenciacao.

O processo de maturacado induziu aumento na expressao da molécula
HLA-DR em MoDCs HIV-AT-2, MFI igual a 4188,5 e em MoDCs maduras, MFI
de 6203,5 em comparagao as MoDCs imaturas (MFI de 1496,5) (p < 0,001).

Com relagdo a expressdo de CD86, a porcentagem e a MFI de MoDCs
HIV-AT-2 positivas para este marcador tornaram-se mais elevadas (97,3% e
MFI de 40652,5), quando comparadas a porcentagem e MFI de MoDCs
imaturas (44,3% e 5734,5, respectivamente), com p < 0,05, enquanto que a
MFI das MoDCs maduras apresentou-se mais elevada (55958,5) em
comparacao a MFI das MoDCs imaturas (p < 0,05), mostrando que o processo
de maturacdo em ambas as MoDCs estudadas foi bem sucedido. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre as MoDCs HIV-AT-
2 e as MoDCs maduras com relagdo aos marcadores apresentados na figura
10.
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Figura 10- Andlise imunofenotipica de mondcitos e MoDCs
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estudados. Em (A) e (B) estdo demonstrados os valores dos percentis 25 e 75, sendo que, a
linha horizontal representa o valor mediano e as linhas verticais correspondem aos valores
adjacentes superiores e inferiores. Histogramas representativos de um individuo estéo
demonstrados em (C).* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Em seguida, realizamos uma andlise mais aprofundada acerca de
algumas moléculas expressas pelas MoDCs. Através da analise de marcadores
de maturacdo, coestimulacdo, adesdo e migracdo, comparamos o perfil
fenotipico das MoDCs imaturas com o perfil das MoDCs HIV-AT-2 e das
MoDCs maduras (figura 11).

Como esperado, ap0s a maturacdo observou-se um aumento na
porcentagem e na MFI de células CD83", de 27,2% e 1119 em MoDCs
imaturas, para 94,4% e 3847 nas MoDCs HIV-AT-2 e 95,5% e 4284,5 nas
MoDCs maduras, respectivamente (p < 0,05).

A andlise das moléculas coestimuladoras CD40 e CD80 também
corroboram o estagio de ativacdo alcancado pelas MoDCs apoés estimulo.
Enquanto que 21,6% das MoDCs imaturas expressaram a molécula CDA40,
66,7% das MoDCs HIV-AT-2 e 83,8% das MoDCs maduras foram positivas
para este marcador. A molécula CD80 foi expressa por 42,9% das células no
estagio imaturo e apos o estimulo para a maturacéo, 94,3% das MoDCs HIV-
AT-2 e 82,8% das MoDCs maduras tornaram-se CD80" (p < 0,05).

Com relacdo a expressdo da molécula CD1a, foi observada uma grande
variabilidade interindividual, com percentuais de MoDCs imaturas CD1a"
variando entre 0,25 e 84,3% (mediana de 55%). Em contrapartida, houve
reducdo no percentual de MoDCs HIV-AT-2 CD1a" (9,6%) em comparacdo as
MoDCs imaturas (p<0,01).

Referente a molécula DC-SIGN observamos que, em geral, o estimulo
para maturacdo levou a reducdo na expressao deste marcador, tendo sido
observada diferenca estatistica na comparacao entre MFIs de MoDCs imaturas
e MoDCs maduras.

Apés a maturacdo das células notamos aumento significativo na
porcentagem e expressdao do marcador PD-L1 (ligante de morte celular
programada 1, do inglés, programmed death-ligand 1). A proteina inibitoria PD-
L1 é expressa principalmente por APCs e regula negativamente a ativacdo de

células T apos sua ligacdo com o receptor PD-1 (proteina de morte celular
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programada 1, do inglés, programmed cell death protein 1)%2. Com relacdo a
esse marcador, 19,1% das MoDCs imaturas mostraram-se positivas para a PD-
L1 (MFI de 1044), enquanto que, apds a maturacdo, 78,7% das MoDCs HIV-
AT-2 e 75,7% das MoDCs maduras apresentaram a molécula PD-L1 (com MFI
de 4512 e 6859, respectivamente) (p < 0,05).

A andlise dos receptores de quimiocinas CXCR4 e CCRS5, utilizados
como correceptores para a entrada do HIV nas células, mostrou que as MoDCs
HIV-AT-2 apresentaram expressdo aumentada do marcador CXCR4, com
relagdo as células no estagio imaturo (12,5% versus 1,4% e MFI de 1567 e
715, respectivamente) (p < 0,05), enquanto que a molécula CCR5 foi mais
expressa pelas MoDCs maduras (1567) quando comparada a MFI das MoDCs
imaturas (715) (p < 0,05).

De modo geral, notamos que o processo de diferenciacdo dos monécitos
em MoDCs imaturas foi bem sucedido assim como a ativagcdo das MoDCs, que
resultou em um perfil fenotipico caracteristico de DCs maduras, com aumento
na expressao das moléculas de coestimulacdo (CD86 e CD80), ativacédo (CD83
e CD40) e também da molécula inibitéria (PD-L1). Além disso, em comparagao
as MoDCs imaturas foi observada reducdo no percentual de células CD1la
positivas apenas com relacdo as MoDCs HIV-AT-2. De forma semelhante,
notamos reducdo na expressdo do marcador DC-SIGN somente quando
comparamos as MoDCs imaturas com as MoDCs maduras. Adicionalmente,
quando confrontados os dados obtidos com as MoDCs imaturas, foi possivel
averiguar um aumento na porcentagem de MoDCs HIV-AT-2 CXCR4 positivas,

ao passo que as MoDCs maduras elevaram a expressao da molécula CCR5.
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Figura 11- Andlise imunofenotipica de MoDCs imaturas e MoDCs ativadas
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citocinas inflamatérias; e MoDCs maduras (MoDC mad) (n: 4), ativadas com o coquetel de
citocinas inflamatérias. Os diagramas de caixas com outliers representam em (A) a
porcentagem e (B) a MFI (mediana da intensidade de fluorescéncia) dos marcadores
estudados. Em (A) e (B) estdo demonstrados os valores dos percentis 25 e 75, sendo que, a
linha horizontal representa o valor mediano e as linhas verticais correspondem aos valores
adjacentes superiores e inferiores. Histogramas representativos de um individuo estdo
demonstrados em (C).* p < 0,05; ** p < 0,005; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

4.3  ANALISE FUNCIONAL DAS MoDCs

4.3.1 Avaliacado da capacidade fagocitica de MoDCs imaturas

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade
fagocitica das MoDCs por meio da captacdo de particulas de dextran-FITC.
Para isso foram utilizadas MoDCs imaturas visto que a maior capacidade de
internalizacdo antigénica da-se quando as DCs estdo nesse estagio de
diferenciacao®.

Os resultados obtidos estédo representados na figura 12 como a mediana
da intensidade de fluorescéncia (MFI). Em (A), histogramas representativos de
um individuo ilustra a fagocitose em condi¢des 6timas (37 °C) em comparacao
a incubacao a 4 °C (fagocitose inespecifica). A figura 12 (B) refere-se a MFI da
fagocitose de dextran-FITC, realizada em culturas mantidas a 37 °C em
comparacao a células incubadas a 4 °C.

De fato, as MoDCs imaturas incubadas em condicbes O6timas
internalizaram eficientemente particulas de dextran-FITC, haja vista a elevada
MFI encontrada (5274,2), ao passo que a MFI de particulas fagocitadas quando
as culturas foram mantidas a 4 °C foi de 1755 (p < 0,0001).

Ademais, as analises ndo mostraram diferenca significativa na
capacidade fagocitica (porcentagem ou MFI) quando foram comparadas as
MoDCs imaturas que posteriormente receberam o pulso com HIV e o coquetel
de maturacdo (MoDCs HIV-AT-2) (representadas na figura 12 (B) por
quadrados), e as MoDCs que receberam o coquetel de ativacdo (MoDCs
maduras), representadas na figura 12 (B) por triangulos.
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Figura 12- Fagocitose de particulas de dextran-FITC por MoDCs imaturas

1,0K 7 *kkk
i A
] /\ — 20000+
800 | [T
] E -.
1 " 15000+
= 600 - | §
[ ] | % Y
[@)] ] | @ il
8 aw 2 10000 S
S ] | E
4 o d —-
O Ly \ Q 5000 o n
| | | By # Copoopoes A
0] \ [137°Cc 0 [iYal :
™ T o (J
0 10° 3 A~

Dextran

Em (A), histograma da fagocitose inespecifica (4°C) em comparacdo a captacdo de particulas
de dextran-FITC a 37°C. Resultado representativo de um individuo. Em (B) estédo
representadas as MFIs das MoDCs imaturas quando incubadas a 4°C e a 37°C (n: 16). As
linhas horizontais indicam as medianas das condi¢des estudadas. Os quadrados representam
as MoDCs imaturas que foram posteriormente diferenciadas em MoDCs HIV-AT-2 e o0s
triangulos indicam as MoDCs imaturas que foram diferenciadas em MoDCs maduras. MoDCs
imaturas (MoDC im); MFI (mediana da intensidade de fluorescéncia). **** p < 0,0001.

4.3.2 Capacidade migratoria das MoDCs

A habilidade migratéria das MoDCs em resposta as quimiocinas CCL19
e CCL21 foi avaliada por meio de ensaio em camara de transmigracdo. Os
dados obtidos com as MoDCs que migraram espontaneamente, ou seja,
guando incubadas apenas com meio de cultura (condicdo basal), foram
utilizados para normalizar a contagem de MoDCs que migraram em resposta
as quimiocinas (delta). Os resultados obtidos estao representados na figura 13.

A andlise dos resultados apresentados mostra que uma reduzida
quantidade tanto de MoDCs HIV-AT-2 quanto de MoDCs maduras foram
capazes de transmigrar em resposta aos quimioatraentes CCL19 e CCL21. A
porcentagem mediana das MoDCs HIV-AT-2 que migraram em resposta a
quimiocina CCL19 foi de 0,2% (variacdo de 0,33x10% — 3,3x10? células) e a
porcentagem de migracéo das MoDCs maduras foi de 0,4% (0,05x10°— 8,8x10?
células). Além disso, somente cerca de 0,2% das MoDCs HIV-AT-2 (0,5x10% —



52

8,7x10% células) e 0,8% das MoDCs maduras (0,09x10% — 9,4x10? células)
responderam a quimiocina CCL21.

Figura 13- Habilidade migratéria das MoDCs
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Estdo representadas as MoDCs HIV-AT-2 (quadrado) (n: 7) e as MoDCs maduras (triangulo)
(n: 4) que migraram em resposta aos quimioatraentes CCL19 e CCL21. Os resultados
representam os deltas (A) X 10% da contagem de células. As linhas horizontais indicam as
medianas das condi¢des estudadas.

4.3.3 Producdao das citocinas IL-12p70 e IL-10 pelas MoDCs

Considerando que as citocinas IL-12 e IL-10 sdo essenciais na interacao
entre células apresentadoras e efetoras durante a resposta imune, analisamos
a seguir a funcionalidade das MoDCs por meio da secregao de IL-12p70 e IL-
10. As citocinas foram mensuradas no sobrenadante de culturas de MoDCs
imaturas, MoDCs HIV-AT-2 e MoDCs maduras por meio da técnica de ELISA.

Os resultados obtidos estdo ilustrados na figura 14.

Foi observado que MoDCs HIV-AT-2 secretaram uma mediana de 17,4
pg/mL da citocina IL-12p70, com intervalo de 0 — 738 pg/mL, niveis cerca de
1,7 vezes mais elevados do que os secretados pelas MoDCs imaturas. A
mediana de producéo de IL-12p70 pelas MoDCs maduras foi de 37,6 pg/mL
(16 — 109 pg/mL), 3,7 vezes mais elevado em comparagdo as MoDCs imaturas.
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Com relacdo a citocina IL-10, as MoDCs HIV-AT-2 secretaram niveis
medianos semelhantes aos observados pelas MoDCs imaturas (12,8 e 9
pg/mL, respectivamente). Em contrapartida, as MoDCs maduras produziram
cerca de sete vezes mais IL-10 em comparacdo as MoDCs imaturas (66
pg/mL).

Apesar de nado terem sido observadas diferengas estatisticamente
significativas na secrecdo das citocinas entre as células estudadas, a mediana
da producao tanto de IL-12p70 quanto de IL-10 foi mais elevada nas MoDCs
maduras (figura 14 A).

Devido ao fato de serem consideradas citocinas com funcoes
mutualmente antagobnicas, foi analisado a seguir o balanco intraindividual entre
a producédo de IL-12p70 e IL-10 pelas MoDCs (razdo 1L12p70: IL-10). Foi
verificado que MoDCs maduras apresentaram uma tendéncia a um balango
mais elevado para a producdo de IL-12p70 em detrimento a IL-10, em
comparacao as MoDCs imaturas e as MoDCs HIV-AT-2, isto €, enquanto que a
razdo IL-12p70: IL-10 obtida pelas MoDCs imaturas foi de 0,46, a razdo obtida
com as MoDCs HIV-AT-2 foi de 0,95, ao passo que as MoDCs maduras
produziram 11 vezes mais IL-12p70 do que IL-10 (figura 14 B).

Com base nos dados obtidos ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos estudados quanto a producdo das citocinas IL-
12p70 e IL-10, ndo obstante, foi notada uma grande variabilidade interindividual
nos resultados analisados, além do que, as MoDCs maduras mostram uma
tendéncia a produzirem mais IL-12p70 e IL-10 em comparacdo as MoDCs
imaturas e as MoDCs HIV-AT-2.
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Figura 14- Secrec¢ao de I1L-12p70 e IL-10 pelas MoDCs
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Sobrenadantes do 5° dia (MoDCs imaturas) (n: 17) e do 7° dia em cultura, MoDC HIV (n: 13) e
MoDC mad, (n: 4) foram coletados e utilizados para a dosagem das citocinas 1L12p70 e IL-10
pela técnica de ELISA (A). Os resultados estdo representados em pg/mL. Em (B), balanco
entre os niveis de IL-12p70 e IL-10. Os graficos de barras mostram as concentracfes
medianas com a variacao interquartil dos valores obtidos. MoDC HIV: MoDCs HIV-AT-2; MoDC
mad: MoDCs maduras.

4.3.4 Resposta proliferativa de linfocitos T autélogos

A capacidade de MoDCs ativadas em estimular a proliferacdo de
linfocitos T autdlogos foi mensurada utilizando ensaio para monitoramento de
CFSE, no qual as moléculas fluorescentes internalizadas pelos linfécitos sao
divididas entre a progénie e assim o sinal fluorescente reduz gradualmente
(CFSE™), como representado na figura 15 (A) (controle positivo PHA).

O indice de proliferacdo de linfécitos TCD4" e TCD8", apds serem
estimulados durante 24 e 96 horas por MoDCs HIV-AT-2 ou MoDCs maduras,
foi calculado por meio da subtracdo da proliferacdo basal, ou seja, linfocitos
que proliferaram na auséncia das MoDCs (delta).

De modo geral, apesar da grande variabilidade interindividual na
proliferacdo das células dentro dos grupos estudados, é possivel observar
maior percentual de resposta proliferativa em linfocitos TCD4" em comparacio
aos linfocitos TCD8" e isto ocorreu principalmente nas culturas estimuladas
com MoDCs HIV-AT-2 comparadas as culturas estimuladas com MoDCs
maduras. Além disso, quando estimulados pelas MoDCs HIV-AT-2 os linfocitos
TCDA4" proliferaram mais ap6s 24 horas de cultura, enquanto que o pico de

proliferacdo das células TCD8" ocorreu apds 96 horas de cultura (figura 15 B e
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C). Nao observamos diferenca estatisticamente significativa com relagdo a
proliferacdo obtida nos dois tempos estudados, a saber, apos 24 e 96 horas de
cocultivo com as MoDCs.

Quando realizamos uma andlise interindividual dos dados obtidos
notamos que, mesmo em niveis reduzidos, seis dos 13 individuos estimulados
com as MoDCs HIV-AT-2 apresentaram proliferacdo de linfécitos TCD4" em 24
horas de cocultivo, enquanto que as células de trés em quatro individuos
proliferaram frente ao estimulo com as MoDCs maduras. De forma semelhante,
MoDCs HIV-AT-2 levaram a proliferagéo de linfécitos TCD8" provenientes de
sete dos 13 individuos e as MoDCs maduras, um em quatro individuos

estudados.
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Em (A), histogramas representativos de um individuo da proliferagdo de linfécitos TCD4" (linha
pontilhada) e TCD8" (em cinza), quando incubados na auséncia de estimulo (Basal) ou
ativados com fitohemaglutinina (Controle positivo PHA). Em (B) linfécitos TCD4" e em (C)

TCD8' CFSE™",

Os gréficos de linhas representam os deltas (A) da porcentagem de

proliferacé@o dos linfécitos de cada paciente ap6s 24 e 96 horas em cultura com as MoDCs.Os
gréaficos a esquerda demonstram a proliferacdo induzida pelas MoDCs HIV-AT-2 (n: 13) e a
direita, MoDCs maduras (n: 4).
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4.3.5 Expressdo de mediadores imunes por linfécitos TCD4" e
TCDS8" aut6logos

Com o objetivo de avaliar a capacidade das MoDCs em estimular uma
resposta imune especifica in vitro, linfécitos autélogos foram cocultivados com
MoDCs HIV-AT-2 ou MoDCs maduras para avaliacdo individual ou
multiparamétrica da expressdo das citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a e da
quimiocina MIP-18.

Considerando que cada citocina possui uma cinética de producéo
particular, foi realizado previamente um ensaio para andlise individual da
cinética de expressdo de cada uma das citocinas, as quais foram detectadas
apos 6, 24, 48 e 96 horas de cocultivo com as MoDCs (ANEXO A). Tomados
em conjunto, os dados obtidos mostraram que 0s tempos ideais para o
monitoramento dos ensaios de cocultivo eram 24 e 96 horas, pois permitiam a
deteccao de todos os mediadores propostos.

Assim os ensaios de cocultivo foram realizados nos tempos de 24 e 96h.
Para todos os resultados apresentados, as porcentagens encontradas foram
subtraidas do controle basal ndo estimulado (linfocitos cultivados na auséncia
de MoDCs).

A deteccdo de IFN-y, IL-2, MIP-1B e TNF-a foi normalizada com a
producdo basal de mediadores imunes observada em linfocitos autélogos. Essa
producdo basal foi determinada ap6s cada um dos tempos estudados, na
auséncia de estimulo e presenca de brefeldina A.

Primeiramente foi realizada a analise multiparamétrica dos dados
obtidos. No contexto da infec¢cdo pelo HIV, a producdo simultanea de
mediadores imunes vem sendo associada com um bom prognéstico e um
melhor controle da infeccdo, como observado em controladores de elite e
progressores lentos, cujos linfocitos TCD8" mostraram-se capazes de produzir
de forma simultanea duas ou mais citocinas*?.

No presente estudo a andlise multiparamétrica consistiu na
determinacdo de linfécitos TCD4" e TCD8" que expressaram de forma
combinada dois ou mais mediadores imunes, apés 24 e 96 horas de cocultivo

com as MoDCs.
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Deste modo os diagramas de setores circulares, representados nas
figuras 16 e 17, mostram a proporcdo de citocinas/quimiocina expressas
isolada (um mediador imune) ou simultaneamente (dois ou mais mediadores
imunes) pelos linfocitos autdlogos apds serem estimulados durante 24 e 96
horas pelas MoDCs. Os mediadores imunes estdo combinados em grupos de
um a quatro, sendo que a cor laranja representa uma resposta, ou seja, apenas
um tipo de citocina expressa, enquanto que a cor verde, duas citocinas
expressas, a cor amarela, trés citocinas e a cor vermelha representa quatro
citocinas expressas simultaneamente pelas células analisadas.

Os gréficos de barras exibem a porcentagem de linfécitos que estédo
expressando as citocinas e 0s pontos no quadro inferior representam quais
combinacbes dos mediadores imunologicos foram expressos pelas
subpopulacdes linfocitarias estudadas.

Com relagéo aos linfocitos TCD4" (figura 16), apds 24 horas de cocultivo
com MoDCs HIV-AT-2, mas ndo com MoDCs maduras, foi verificada expresséo
simultanea de trés mediadores imunes, a saber, IFN-y, MIP-138 e TNF-a, por
19,3% dos linfécitos que produziram citocinas (figura 16 - diagrama de setores
circulares). ApGs 96 horas de cocultivo ndo foi observada polifuncionalidade
para quaisquer das culturas estimuladas com MoDCs HIV-AT-2 ou MoDCs

maduras.
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Figura 16- Expressdo de mediadores imunes por linfocitos TCD4" cocultivados
com MoDCs
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O diagrama de setores circulares mostra a proporgdo de mediadores imunes expressos isolada
ou simultaneamente por células TCD4" ap6s 24 (T24h) e 96 horas (T96h) de cocultivo com as
MoDCs HIV-AT-2 (MoDC HIV) ou as MoDCs maduras (MoDC mad). A expressdo de quatro
mediadores simultaneamente esta representada pela cor vermelha; trés, em amarelo; dois, em
verde ou uma funcdo, em alaranjado. Os graficos de barras representam a porcentagem
mediana de células TCD4" expressando cada um dos mediadores imunoldgicos, de forma
combinada (atividade polifuncional) ou isolada (atividade monofuncional), nos tempos
estudados (em azul claro, 24, e azul escuro, 96 horas apés cocultivo com as MoDCs HIV-AT-2)
(n: 13); em cinza (T24h) e preto (T96h) apds cocultivo com as MoDCs maduras (n: 4).

A figura 17 representa a expressdo de mediadores imunes por linfécitos
TCDS8".

Os resultados mostram que MoDCs HIV-AT-2 foram capazes de induzir
atividade polifuncional apos 96 horas de cocultivo, com a expresséo simultanea
de dois ou trés mediadores imunes. Observamos que 50% das células TCD8"
que produziram simultaneamente MIP-18 e TNF-a. Outros 50% das células
expressaram IFN-y, MIP-13 e TNF-a simultaneamente.

Por sua vez, MoDCs maduras induziram atividade polifuncional em
aproximadamente 19% dos linfocitos TCD8" apds 24 horas de cocutivo,
principalmente com a expressao de IFN-y, MIP-13 e TNF-a ou IFN-y e MIP-1(,
entretanto, apés 96 horas em cultura a polifuncionalidade induzida por MoDCs

maduras foi reduzida para 9% (IFN-y, TNF-a).
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Apesar das MoDCs ndao terem levado a expressao simultanea de quatro
citocinas/quimiocina pelas células T, quando os linfécitos autdlogos foram
incubados com o controle positivo SEB, além das MoDCs, foi observada uma
resposta funcional de maior intensidade (ANEXO B) confirmando que as
células T estavam viaveis e exibiam potencial para produ¢do de uma resposta
polifuncional mais potente.

N&o obstante, foi averiguado que as MoDCs HIV-AT-2 foram capazes
de estimular algum grau de resposta antigeno-especifica em ambas as
subpopulacdes de linfocitos T estudadas, sendo que, o pico de producgdo
simultdnea dos mediadores imunes estudados parece ocorrer apés 24 horas

para os linfécitos TCD4" e 96 horas para os linfécitos TCD8".
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Figura 17- Expressdo de mediadores imunes por linfocitos TCD8" cocultivados
com MoDCs
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O diagrama de setores circulares mostra a propor¢cdo de mediadores imunes expressos isolada
ou simultaneamente por células TCD8" ap6s 24 (T24h) e 96 horas (T96h) de cocultivo com as
MoDCs HIV-AT-2 (MoDC HIV) ou MoDCs maduras (MoDC mad). A expressdo de quatro
mediadores simultaneamente esta representada pela cor vermelha; trés, em amarelo; dois, em
verde ou uma funcdo, em alaranjado. Os graficos de barras representam a porcentagem
mediana de células TCD8" expressando cada um dos mediadores imunoldgicos, de forma
combinada (atividade polifuncional) ou isolada (atividade monofuncional), nos tempos
estudados (em azul claro, 24, e azul escuro, 96 horas apos cocultivo com as MoDCs HIV-AT-2)
(n: 13); em cinza (T24h) e preto (T96h) apds cocultivo com as MoDCs maduras (n: 4).

A seguir foi realizada uma andlise individual dos dados obtidos com o
intuito de avaliar a cinética de deteccdo intracelular de cada um dos
mediadores imunoldgicos produzidos por linfécitos provenientes de cada
individuo.

Os resultados de producédo de citocinas estdo representados como o
delta (subtracdo do controle basal ndo estimulado) das porcentagens de
expressdo de citocinas por linfocitos TCD4" (figura 18) e linfécitos TCD8"
(figura 19), provenientes de cada individuo estudado, apés cocultivo com as
MoDCs HIV-AT-2 (A) ou MoDCs maduras (B).

De modo geral foi observada uma grande variabilidade interindividual na
deteccdo intracelular dos mediadores imunes para as duas subpopulacdes

linfocitarias estudadas.
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Com relagédo as células TCD4" foi notado que o pico de produgdo dos
mediadores imunes ocorreu ap0s 24 horas em cultura com as MoDCs. E
possivel observar que o estimulo com MoDCs HIV-AT-2 levou a producéo de
citocinas em niveis mais elevados, comparado ao estimulo com MoDCs

maduras, sugerindo especificidade da resposta estimulada pelo HIV-AT-2.
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Figura 18- Cinética da producdo de citocinas por linfécitos TCD4" aut6logos
estimulados por MoDCs
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Os graficos de linhas mostram a detecc¢éo intracelular dos mediadores imunes IFN-y, IL-2, MIP-
18 e TNF-a, respectivamente, em linfocitos TCD4" apds 24 e 96 horas de cocultivo com as
MoDCs HIV-AT-2 em (A) (n: 13) ou MoDCs maduras em (B) (n: 4). Os resultados representam
os deltas (A) da porcentagem de expressao de citocinas/quimiocina obtida de cada paciente.
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Por sua vez, a cinética de producéo de citocinas por linfécitos TCD8"
apresentou um padrdo mais variado, no qual IL-2 e MIP-13 foram mais
expressos com 24 horas de cocultivo, ao passo que IFN-y e TNF-a foram
produzidos em maiores niveis apos 96 horas de incubacdo com as MoDCs. Da
mesma forma que para os linfocitos TCD4", observamos que as células TCD8"
estimuladas com MoDCs HIV-AT-2 apresentaram niveis maiores de resposta
comparadas as culturas estimuladas com MoDCs maduras, sem pulso com
HIV-AT-2.
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Figura 19- Cinética da producdo de citocinas por linfécitos TCD8" autologos
estimulados por MoDCs
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Os gréficos de linhas mostram a detecc¢éo intracelular dos mediadores imunes IFN-y, IL-2, MIP-
18 e TNF-a em linfécitos TCD8"apds 24 e 96 horas de cocultivo com as MoDCs HIV-AT-2 em
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(A) (n: 13) ou MoDCs maduras em (B) (n: 4). Os resultados representam os deltas (A) da
porcentagem de expresséo de citocinas/quimiocina obtida de cada paciente.

Os resultados mostraram que a porcentagem de deteccdo de
mediadores imunes foi em geral baixa sendo que células de sete dos 13
individuos do grupo MoDCs HIV-AT-2 mostraram expressdo de pelo menos
uma das quatro citocinas estudadas. Ainda, as MoDCs HIV-AT-2 pareceram
induzir uma resposta TCD8" em maior nimero de individuos comparada a
resposta TCD4".

4.3.6 Inducéo de linfécitos autdlogos com atividade citotéxica

Considerando que a expressdo de CD107 esta associada a liberacéo
concomitante de perforina que, por sua vez, é consistente como processo de
desgranulacdo®, utilizamos este marcador como critério para caracterizagéo de
linfécitos T citotoxicos.

Na figura 20 estdo representadas as porcentagens de linfocitos TCD4"
(A) e TCD8" (B) com relacdo a atividade citotoxica apds 24 e 96 horas de
cocultivo com as MoDCs HIV-AT-2 ou MoDCs maduras. Os resultados
apresentados a seguir foram normalizados com a atividade citotéxica basal
observada em linfcitos na auséncia de estimulo (delta).

Vale destacar que este ensaio foi realizado com amostras provenientes
de apenas sete individuos (trés do grupo MoDCs HIV-AT-2 e quatro do grupo
MoDCs maduras). Observamos atividade citotoxica mais elevada apenas para
os linfécitos estimulados pelas MoDCs maduras de um individuo (P4), no qual
6,6% dos linfécitos TCD4" e 2,6% dos linfocitos TCD8® apresentaram

positividade para a molécula CD107a.
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Figura 20- Atividade citotoxica de linfécitos T autélogos apos estimulo com
MoDCs
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Os gréficos de linhas demonstram os deltas (A) da porcentagem de linfécitos TCD4" (A) e
TCD8" (B) citotoxicos de cada individuo apds 24 e 96 horas de estimulo com as MoDCs HIV-
AT-2 (n: 3), a esquerda ou MoDCs maduras (n: 4), a direita.

De forma geral, MoDCs induziram reduzida atividade citotoxica em
linfécitos autdlogos; todavia notamos uma variacdo no padrédo dessa resposta,
visto que, o estimulo das MoDCs HIV-AT-2 levou a um pico de atividade
citotoxica linfocitaria apds 96 horas de cocultivo enquanto que as MoDCs
maduras levaram a um aumento na porcentagem de linfécitos CD107a

positivos com 24 horas de cultura.

4.3.7 Andlise de correlacao

Finalmente utilizamos o coeficiente de correlagcdo de Spearman com o
intuito de correlacionar os dados obtidos (rendimento de particulas virais;
viabilidade das células; expressédo de marcadores de superficie por monaocitos
e MoDCs; capacidade fagocitica das MoDCs imaturas; expresséo de citocinas,

citotoxicidade e proliferacdo dos linfocitos autologos; capacidade migratoria e
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producdo de citocinas pelas MoDCs ativadas) versus a carga viral e a
contagem de linfocitos TCD4" dos individuos estudados (vide tabela 1).

Dentre as diversas analises realizadas, constatamos correlagdo somente
entre a quantidade de linfocitos TCD4" e a expressdo da molécula HLA-DR
pelos mondcitos (MFI). Foi observado que os individuos com elevada
contagem de células TCD4" (acima de 500 células/uL) apresentaram mondcitos
com menor expressdo de HLA-DR (figura 21). Tal fato sugere que células
precursoras menos ativadas poderiam estar correlacionadas a uma

manutenc&o dos linfécitos TCD4".

Figura 21- Correlacdo entre a contagem de linfocitos TCD4" e expresséo de
HLA-DR por mondcitos
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Correlacéo inversa entre a contagem de células TCD4" e a MFI da molécula HLA-DR expressa
por mondcitos. Os mondcitos que foram posteriormente diferenciados em MoDCs HIV-AT-2
estdo representados por quadrados (n: 13), enquanto que os monécitos que foram
diferenciados em MoDCs maduras estéo representados por tridangulos (n: 4).
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5. DISCUSSAO
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Vacinacao terapéutica em associacao ao uso da HAART pode ser uma
abordagem promissora principalmente em caso de falha virolégica, na qual a
supresséao viral ndo é obtida apesar do tratamento antirretroviral. Além disso,
abordagens que associam imunoterapia baseada em DCs (com a finalidade de
induzir atividade de CTLs) e tratamentos farmacoldgicos (voltados a
reservatérios virais para reativacdo de virus latentes) tém sido desenvolvidas
tendo como obijetivo a cura esterilizante da infeccdo pelo HIV®.

O presente trabalho tem como base um estudo clinico de fase I/ll de
imunoterapia baseada em MoDCs HIV-AT-2 para individuos infectados pelo
HIV, recém concluido em nosso laboratério. Neste ensaio pacientes infectados
pelo HIV (naive de tratamento) foram vacinados com trés doses de MoDCs em
intervalos de 15 dias entre cada dose. O braco A do estudo foi composto por
quatro individuos que receberam 3x10’ MoDCs maduras (sem o pulso adicional
de HIV-AT-2); brago B, 3x10° MoDCs HIV-AT-2 (n: 9) e o braco C, que recebeu
3x10” MoDCs HIV-AT-2 (n: 6).

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar os dois
tipos de produto vacinal utilizados neste ensaio clinico, constituido por MoDCs
pulsadas com HIV-AT-2 ou somente MoDCs sem pulso, e eventualmente
comparar seu efeito in vitro. Assim, com base no desenho do ensaio clinico, e
de acordo com a disponibilidade de amostras remanescentes deste ensaio, a
divisdo dos grupos no presente trabalho ficou assim determinada: MoDCs
maduras, constituida por amostras provenientes do brago A (n: 4) e MoDCs
HIV-AT-2, constituida por amostras provenientes do braco B somadas as do
braco C (n: 13). Embora as MoDCs maduras possam ser consideradas como
um controle do produto vacinal, a despropor¢cdo no niumero amostral prejudica
a andlise dos dados, de modo que as compara¢cfes aqui apresentadas devem
ser avaliadas com cautela.

No presente estudo o produto vacinal principal foi composto por virus
autdlogo inativado, que constitui o0 imundgeno para o qual se deseja estimular
uma resposta imune e as MoDCs, cuja funcao é carrear estes antigenos virais

e efetivamente estimular uma resposta imune antigeno-especifica®.
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Com relacdo a metodologia empregada para expansao das particulas
virais utilizadas para estimular as MoDCs, foram comparados dois sistemas:
autdlogo e alogénico. Os resultados obtidos apontaram vantagens quanto ao
uso do sistema alogénico, visto que amostras que ndo puderam ser isoladas
por meio do sistema autélogo foram facilmente obtidas através do sistema
alogénico. Além disso, foi observado que utilizando o sistema alogénico houve
um maior rendimento de particulas virais em comparacgao ao sistema autélogo.

Alguns fatores podem influenciar diretamente o processo de isolamento
viral, como por exemplo, mecanismos antivirais presentes nas células dos
individuos infectados, ja desencadeados pelo HIV, que poderiam dificultar
novas infeccbes celulares. Ao contrario, em células de doadores saudaveis,
cuja resposta antiviral ainda n&o foi ativada, a infeccéo poderia ser facilitada®*.
Além disso, ha a possibilidade de que algumas peculiaridades do HIV, como o
fitness viral, que é caracteristico de cada cepa isolada de cada paciente
também poderia afetar a dinAmica da replicacéo in vitro®.

Outro importante aspecto que afeta diretamente o rendimento das
particulas virais é a quantidade e a qualidade das células TCD4" presentes nas
culturas, visto que individuos infectados pelo HIV apresentam um quadro de
ativacdo crbnica do sistema imune devido ao aumento nos niveis de LPS
circulante®®. Deste modo, as células imunes tornam-se mais suscetiveis a
morte celular, fato que interfere diretamente na disponibilidade celular e
consequentemente na replicacdo viral, podendo resultar na diferenca no
rendimento viral quando o mesmo isolado é cultivado em células de pacientes
HIV* e em células de doadores saudaveis.

Em seguida avaliamos a capacidade imunogénica dos virus expandidos
em ambos os sistemas. Através de ensaios de cocultivo foi possivel observar
que o HIV produzido em sistema alogénico foi capaz de estimular a producéo
de IFN-y por linfécitos em niveis mais elevados quando comparados ao HIV
produzido em sistema autélogo, sugerindo uma maior capacidade imunogénica
do primeiro. Isso pode ser devido ao fato de que o HIV obtido pelo sistema
alogénico carreie consigo, durante o brotamento, proteinas tais como, HLA de
classe I, Il, e ICAM-1 provenientes das células hospedeiras que podem exercer

efeito aloestimulador adicional na resposta imune®’.
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Com base nos resultados discutidos acima e tendo em vista que a
disponibilidade de linfécitos TCD4" de individuos infectados pelo HIV é de
modo geral menor comparada a disponibilidade celular de individuos
saudaveis, a expansdo do HIV através de sistema alogénico apresenta
vantagens em termos de produtividade e imunogenicidade quando comparado
ao sistema autologo. Deve-se considerar, entretanto, que para que o sistema
alogénico possa ser uma alternativa para a producdo viral no contexto da
imunoterapia anti-HIV € imprescindivel que seja descartada a possibilidade de
desenvolvimento de auto-anticorpos e/ou anticorpos especificos anti-HLA
estimulados por estes virus produzidos em sistema alogénico®, e que seja
garantida a auséncia de patdgenos nas células dos individuos supostamente
saudaveis utilizadas como substrato para a replicacao viral®*.

Embora nossos resultados tenham demonstrado que virus produzidos
em sistema alogénico apresentam maior rendimento viral e maior capacidade
imunogénica, no protocolo clinico no qual este trabalho foi baseado, foi
utilizado virus produzido em sistema autdlogo por se tratar de uma reproducédo
do estudo clinico de fase | previamente publicado®’, de modo que para os
ensaios de MoDCs apresentados a seguir foram utilizados virus obtidos em
sistema autologo.

Assim, ap0s a obtencdo das particulas virais, iniciamos 0s ensaios para
obtencdo das MoDCs. Observamos que o pulso das MoDCs com o HIV-AT-2
ndo alterou a viabilidade das células, visto que tanto as MoDCs maduras
guanto as MoDCs HIV-AT-2 apresentaram viabilidade mediana proxima a 80%.
Frank e colaboradores® (2002) também observaram que as MoDCs
mantiveram-se viaveis apos a incubacdo com o SIV-AT-2 (virus da
imunodeficiéncia simia inativado com aldrithiol 2).

Com relagdo ao rendimento final de MoDCs, embora tenhamos
observado uma ligeira diferenca entre as células pulsadas e ndo pulsadas com
HIV-AT-2, a comparacdo ndo é valida, uma vez que o pulso viral requer
algumas etapas a mais de lavagens, o que pode ter interferido na quantificacéo
das células. A caracterizacdo das DCs utilizadas para imunoterapia de

individuos infectados pelo HIV é de extrema importancia hdo somente para
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garantir a qualidade do produto vacinal, mas para aprofundar o conhecimento
acerca de caracteristicas de DCs necessarias para estimular uma boa reposta
vacinal, tendo sido estudada por diversos grupos®99:100.101,

Nesse contexto, inicialmente foram realizados o0s ensaios de
caracterizacdo dos monacitos e das MoDCs. In vivo, de acordo com 0s sinais
presentes em seu microambiente os mondcitos podem alterar seu fenoétipo para
responder a diferentes estimulos, por exemplo, podendo se diferenciar em

células dendriticas numa condicdo inflamatéria®**%.

Por sua vez, sua
plasticidade in vitro permite que os mondcitos possam ser diferenciados em
DCs, de acordo com o estimulo empregado’®®. Além disso, é importante
destacar a influéncia da qualidade destas células precursoras na qualidade do
produto final, as MoDCs.

Com relagdo a molécula HLA-DR, observamos uma correlagdo negativa
entre a expressdo dessa molécula em mondcitos e a contagem basal de
linfocitos TCD4" dos individuos estudados. Semelhante aos nossos achados,

resultados publicados por Gascon e colaboradores®

(2002) mostraram
correlagdo negativa entre a ativacdo basal de linfocitos TCD4" ou de mondcitos
de pacientes HIV' (mensurada por meio da positividade para as moléculas
CD38 e HLA-DR, respectivamente) e a contagem de células TCD4" 1%,

No que tange a caracterizacdo das MoDCs é conhecido que para montar
uma resposta imune polarizante para uma resposta T efetora adequada, as
DCs devem apresentar antigenos associados ao MHC e expressar moléculas
coestimuladoras®. Neste contexto, em nossos ensaios a caracterizacao
imunofenotipica tanto das MoDCs HIV-AT-2 quanto das MoDCs maduras
revelou um aumento na expressao e/ou porcentagem das moléculas HLA-DR,
CD83, CD86, CD80 e CD40, comparado as MoDCs imaturas mostrando que as
MoDCs atingiram o status de maturacgéao.

Como descrito por Pierre et al.'® (1997) e Steinman et al.’®® (1999), em
DCs imaturas, grande parte das moléculas HLA-DR permanece em vacuolos
endociticos até que estimulos externos, como citocinas pro-inflamatorias levem
a sua redistribuicdo na superficie das DCs maduras, para que ocorra a ativacéo

de linfécitos T naive.
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Referente a molécula CD83, embora a literatura ainda ndo tenha
alcancado um consenso com relacao a sua funcdo em células mieloides, sabe-
se que ela é expressa quando as células alcancam o estagio de ativacdo. De
fato, a presenca desta molécula tem sido correlacionada com a producédo de
citocinas imunomoduladoras pelas DCs maduras para a consequente
estimulacéo de linfécitos T,

Uma vez ativadas, a expressdo de CD40, CD86 e CD80 é fundamental
para a interacdo das células dendriticas com seus ligantes presentes nos
linfécitos (CD40L e CD28, respectivamente), levando a ativacdo linfocitaria a
fim de gerar uma resposta especifica e a proliferacéo de células T*"1%,

Por sua vez, em comparacdo as MoDCs imaturas, foi verificada alta
expressdo de PD-L1 tanto nas MoDCs HIV-AT-2 como nas MoDCs maduras.
Dados da literatura sugerem que a ligacdo da PD-1, presente principalmente
em linfocitos T, NKT (subtipo de células T natural killer) e células B, com a
molécula PD-L1 (constitutivamente expressa por APCs) leva a exaustao dos
linfécitos e a consequente perda da responsividade. De fato, foi observado
aumento na porcentagem de DCs PD-L1" provenientes do linfonodo de
individuos HIV* em comparacdo a DCs de individuos saudaveis®. Além disso,
0 bloqueio da via PD-1-PD-L em macacos auxiliou no restabelecimento da
resposta virus especifica de linfocitos T e B durante a infeccéo crbénica pelo SIV
(virus da imunodeficiéncia simia) in vivo (revisto por Velu et al.'® (2015)). Em
nossos achados, o microambiente inflamatério propiciado pela incubagédo das
MoDCs com o coquetel de citocinas pode ter favorecido o aumento na
expressdo do marcador PD-L1, o que poderia afetar a ativacdo linfocitaria ou
induzir a apoptose de células T. Nesse contexto, embora tenhamos
investigado, ndo observamos correlacdo entre a expressao de PD-L1 e a
viabilidade linfocitaria apos cocultivo.

Em comparagdo as células no estadgio imaturo, MoDCs HIV-AT-2
mostraram reducdo significante na porcentagem de células CDla positivas,
mas 0 mesmo nao foi observado quando comparou-se as MoDCs maduras. A
molécula CD1a, conhecida por apresentar antigenos lipidicos para células T
ativadas, € uma proteina caracteristicamente expressa por células de

Langerhans, mas também pode ser observada in vivo em diversos subtipos de
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DCs''°. Quanto & sua expressdo, nossos resultados mostraram uma grande
variabilidade interindividual, com percentuais de MoDCs imaturas CDla’
variando de 0,25 a 84% entre os pacientes avaliados. De fato, Gogolak et al.***
(2007) averiguaram que a expressdo de CDla em MoDCs €& muito
heterogénea, com percentuais variando de 0 a 100% dentre os 87 individuos
estudados. Apesar do processo de ativacao levar a reducao na expressao da
molécula CD1a'*?, Gogolak e colaboradores! mostraram que MoDCs CD1a"
ativadas produziram IL-12p70 ao passo que a internalizacdo do marcador
CD1a foi relacionada ao aumento da producdo de IL-10. Embora tenhamos
investigado, no presente estudo nao foi encontrada correlacdo entre a
expressdo da molécula CDla e a producdo das citocinas IL-10 e IL-12p70
pelas MoDCs.

Com relagdo a molécula DC-SIGN observamos redugcdo na sua
expressao apenas quando comparamos as MoDCs imaturas com as MoDCs
maduras. DC-SIGN reconhece e internaliza glicanos presentes na superficie de

patégenos, como por exemplo, envelopes virais''®.

ApOs o0 processo de
maturagéo a capacidade de internalizagéo via DC-SIGN apresenta-se reduzida,
dando lugar ao processo de apresentacéo antigénica via MHC-I ou MHC-11**4,
No contexto da infeccao pelo HIV pode ocorrer interacdo de alta afinidade da
DC-SIGN com a gpl20, esta interacdo protege as particulas virais da
degradacdo podendo promover a transmissdo do HIV a células CD4",
resultando em infec¢do produtiva destas Ultimas (revisto por Van Kooyk e
Geijtenbeek™® (2003)). O fato da expressdo do marcador DC-SIGN ter se
mantido elevada em MoDCs HIV-AT-2 mesmo apds a ativagdo com o coquetel
de citocinas inflamatdrias pode ser explicado pela presenca do HIV-AT-2, que
pode ter sido internalizado por meio desta via, na qual ocorre o escape de
compartimentos lisossomais™™ e, sendo assim, a molécula DC-SIGN associada
ao HIV poderia ter sido novamente expressa na membrana das MoDCs ap6s o
processo de maturagao.

Em nossos ensaios observamos que em comparagdo as celulas no
estagio imaturo, houve um aumento na porcentagem e MFIs medianas do
marcador CXCR4 tanto para as MoDCs HIV-AT-2 quanto para as MoDCs

maduras, contudo, para essa Uultima ndo foi observada diferenca
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estatisticamente significante. De fato, o processo de maturacdo leva ao

116
4

aumento na regulacdo da molécula CXCR4™". Estudos tém mostrado que em

resposta a estimulos inflamatdrios, DCs iniciam o processo de maturacao

tornando-se responsivas a diferentes quimiocinas'*’ |18

, (revisto por Caux et a
(2000)). Durante a resposta imune in vivo através do ligante CXCR4 as DCs
migram para sitios inflamatérios em resposta & quimiocina CXCL12'°. Foi
demonstrado que a CXCL12 controla simultaneamente a quimiotaxia e a

sobrevivéncia de DCs'®

. Deste modo, a expressdo da molécula CXCR4
poderia fornecer sinais importantes para a proteccdo contra a apoptose das
DCs durante a maturacdo™*®.

Por sua vez, a molécula CCR5 € normalmente expressa em células de
Langerhans e DCs do sangue periférico'?! e direciona a migracdo das DCs
para sitios inflamatérios’?>. Foi mostrado que as MoDCs respondem as
quimiocinas MIP-1a, MIP-13 e RANTES por meio dos ligantes CCR1 e CCR5
(revisto por Caux et al.'*® (2000)). Nesse contexto notamos um baixo
percentual de MoDCs CCR5 positivas (< 6%) mas ainda assim houve um
aumento significativo na expressao desse receptor (MFI) em MoDCs maduras,
em comparacao as MoDCs imaturas. Tal fato sugere que a entrada do HIV-AT-
2 nas MoDCs durante a incubacédo também pode ter ocorrido via CCR5, além
da via DC-SIGN, por isso a expressao dessa molécula nas MoDCs HIV-AT-2
manteve-se baixa apos a ativacao.

Referente aos correceptores para o HIV, Frank e colaboradores (2002)%
também observaram que a interacdo do SIV-AT-2 (virus da imunodeficiéncia
simia inativado com AT-2) com MoDCs humanas levou ao aumento da
expressao de CXCR4 e a diminuicdo da expressdo do marcador CCR5 apoés a
maturacdo, em comparacao as MoDCs imaturas.

Em linhas gerais os dados de imunofenotipagem sugerem que O
processo de diferenciacdo de mondcitos (células precursoras) em MoDCs
imaturas foi bem sucedido e que, apos incubacdo com o coquetel de ativacao,
com ou sem a presenca do HIV-AT-2, as células apresentaram um perfil

fenotipico caracteristico de DCs maduras. Além disso, o fato de termos
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observado uma expressao diferenciada dos marcadores DC-SIGN e CCR5
pelas MoDCs HIV-AT-2 sugere que houve a internalizacdo das particulas virais
por essas células.

No contexto de imunoterapia visando o estimulo da resposta imune, 0
status de ativacdo das MoDCs é fundamental para uma resposta adequada.
Nosso conjunto de resultados, com base nos dados de fenotipagem, sugere
que as MoDCs apresentam potencial imunoestimulador para gerar uma

resposta celular HIV especifica.

Apés as caracteristicas fenotipicas terem sido avaliadas, a capacidade
fagocitica, caracteristica marcante, mas ndo exclusiva de MoDCs imaturas™®,
foi analisada por meio do englobamento de particulas sollveis de dextran-
FITC. Estudos mostram que esse fenbmeno ocorre por meio do receptor de
manose e também via macropinocitose®. No primeiro caso, é necessario que
ocorra a ligacdo do antigeno a uma variedade de receptores de endocitose
presentes nas DCs para que 0 mesmo seja internalizado em vesiculas. Por sua
vez na macropinocitose ocorre a captura ndo especifica de moléculas soluveis
e é iniciada pela formacao de vesiculas a partir da membrana plasmatica'?*. Os
resultados apresentados no presente estudo indicam que as MoDCs imaturas
internalizaram eficientemente particulas de dextran-FITC, haja vista a elevada
MFI encontrada. Frente aos dados da literatura, Kato e colaboradores*? (2000)
mostraram que MoDCs imaturas apresentam alta capacidade fagocitica, similar
a observada em macroéfagos e células de Langerhans.

Essencialmente, o processo de maturacao leva as DCs a alternarem sua
funcdo de captura de patdgenos para a apresentacdo de antigeno aos linfocitos
T a fim de iniciar uma resposta especifica. Para isso, MoDCs ativadas devem
migrar dos sitios periféricos aos linfonodos regionais em resposta aos
quimioatraentes. Sabe-se que apds a maturacdo as DCs migram para 0S
linfonodos drenantes em resposta as quimiocinas CCL19 e CCL21 (revisto por

I 126

Alvarez et a (2008)). Os dados obtidos no presente estudo utilizando

camara de transwell indicaram uma baixa capacidade migratéria tanto da
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MoDCs HIV-AT-2 como das MoDCs maduras. Além disso, apesar de notarmos
uma tendéncia das MoDCs maduras terem apresentado uma capacidade
migratoria mais elevada em comparacdo as MoDCs HIV-AT-2, essa diferenca
nao foi estatisticamente significativa.

Uma possivel explicagdo para a reduzida capacidade migratéria
observada nas MoDCs pode ser o fato de ndo utilizarmos em nosso coquetel
de ativacdo a prostaglandina E2 (PGE;) ou o LPS que sdo mediadores
inflamatérios utilizados para aumentar a expressdo de CCR7 em MoDCs'?"1%8,
De fato, em nossos ensaios, a despeito de termos investigado, nao
observamos expressdo de CCR7 pelas MoDCs estudadas (dados néo
mostrados).

A expresséao do receptor CCR7 pelas DCs € essencial para coordenar a
migracao dessas células em resposta as quimiocinas CCL19 e CCL21, que por
sua vez, sdo expressas por células estromais em zonas de células T nos
6rgdos linfoides secundarios®®®. Além disso, as MoDCs que migram para 0s
linfonodos também podem produzir CCL19 com o intuito de atrair linfécitos T

naive e de memoria central CCR7**%,

Scandella e colaboradores?’

(2002) estudaram MoDCs estimuladas
com o mesmo coquetel de citocinas utilizado no presente estudo e mostraram
que a expressao de CCR7 por essas células era reduzida, assim como a
migracdo em resposta aos quimioatraentes, em comparacdo as MoDCs
estimuladas por TNF-q, IL-1B, IL-6 juntamente com a PGE,. Em concordancia

com esses dados, Muthuswamy e colaboradores™*°

(2010) utilizando o coquetel
de ativacdo com PGE; (TNF-a, IL-18, IL-6 e PGE;) observaram que cerca de
4% das MoDCs incubadas foram atraidas pela quimiocina CCL21 (100 ng/mL)
apos 2 horas de incubacgdo. Apesar de termos utilizado em nossos ensaios a
concentracédo de 200 ng/mL e o tempo de incubacéao ter sido superior (2 h e 30
min), apenas cerca de 0,2% das MoDCs HIV-AT-2 e 0,8% das MoDCs

maduras responderam a quimiocina CCL21.

Outro aspecto analisado em nosso trabalho foi a producdo das citocinas

IL-12p70 e IL-10 pelas MoDCs, responsaveis por nortear o perfil de polarizacdo
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dos linfécitos via interacdo com essas células. A IL-12 € uma citocina pro-
inflamatdria produzida por DCs, macrofagos e células B em resposta a
patdogenos. Essa citocina é composta por duas subunidades, a e B,
denominadas p35 e p40, respectivamente, que unidas formam a unidade p70,
que corresponde a IL-12 ativa. Ao ser secretada por DCs leva a producéo de
IFN-y por linfocitos T promovendo a diferenciagao para o perfil Th1 (revisto por

131

Vignali e Kuchroo™", (2012)). Em contrapartida, a IL-10 apresenta funcao anti-

inflamatoria inibindo o desenvolvimento de respostas do tipo Thl (revisto por

Saraiva e O'garra’*

, (2010)). Nesse cenério, observamos niveis reduzidos de
producdo de ambas as citocinas pelas MoDCs, sendo que as MoDCs maduras
apresentaram tendéncia a um balanco mais elevado para a producéo de IL-
12p70 em detrimento a IL-10, em comparacdo as MoDCs imaturas e as MoDCs
HIV-AT-2. Diferente de nossos resultados, Buisson e colaboradores®*® (2009)
mostraram que MoDCs ativadas com LPS e CD40L soluvel provenientes de
individuos HIV® naive de tratamento exibiram producdo de IL-12p70 similar a
observada em MoDCs obtidas de individuos saudaveis. Uma possivel
explicacdo para a baixa producdo de IL-12p70 pode ser atribuida ao coquetel
de ativacdo utilizado. Trabalhos tem demonstrado que IFNs tipo | e Il séo
potentes indutores da producao de IL12p70 por MoDCs. Por sua vez, MoDCs
assim obtidas sdo potentes estimuladoras de uma resposta Thl citotdxica,

desejavel no contexto de terapia anti-tumoral ou anti-infecciosa™®*.

Estudos mostram que linfécitos provenientes de individuos na fase
aguda da infeccdo pelo HIV e também de controladores de elite apresentam
uma alta capacidade proliferativa especifica para o HIV, ao passo que esta
funcdo efetora esta reduzida em individuos cronicamente infectados com altos
indices virémicos'®®. Nesse contexto, nossos ensaios de linfoproliferacéo,
baseados na incorporacdo do corante CFSE, ndo evidenciaram correlacao
entre a carga viral plasmatica basal dos pacientes e a capacidade proliferativa
dos linfocitos. Outrossim, as MoDCs foram capazes de induzir resposta
proliferativa de linfocitos TCD4" e TCD8" autdlogos apos 24 e 96 horas de
cocultivo, ndo tendo sido evidenciada, contudo, diferenca estatisticamente

significativa entre a capacidade das MoDCs HIV-AT-2 em estimular a
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linfoproliferagdo em comparacdo as MoDCs maduras. Ainda nesse cenario,

Huang e colaboradores™®

(2009) evidenciaram que DCs pulsadas com
peptideos de HIV-1 foram capazes de estimular a resposta proliferativa e
polifuncional de linfocitos TCD4" e TCD8" especificos.

Sabado e colaboradores®®’

(2009) observaram que DCs pulsadas com
HIV quimicamente inativado por AT-2 podem induzir resposta imune especifica
em linfécitos T naive da mesma forma que as DCs incubadas com virus
infeccioso, apresentando potencial para reestimular células de memodria
existentes e também restaurar a resposta HIV especifica enfraquecida na fase
aguda da infeccdo. Nesse contexto, foi avaliada a qualidade da interacdo entre
MoDCs e células T autdlogas por meio da producdo de mediadores imunes e
citotoxicidade. Sabe-se que o controle imune da infeccdo pelo HIV esta
correlacionado a qualidade da resposta especifica ao antigeno gerada pelos
linfécitos T32. Deste modo, pacientes que controlam a infeccdo pelo HIV
(controladores de elite e progressores lentos) apresentam linfécitos TCD8"
especificos para o HIV capazes de produzir mdltiplas citocinas e proliferar em
resposta ao antigeno, e linfocitos TCD4" que expressam quantidades elevadas
de IFN-y e IL-2 em resposta aos peptideos do HIV (revisto por Deeks e
Walker®®, (2007)).

Em nossos ensaios quando cultivadas com linfocitos autélogos
verificamos que MoDCs HIV-AT-2, mas ndo MoDCs maduras, foram capazes
de induzir producdo conjunta de IFN-y, MIP-13 e TNF-a pela subpopulacéo
TCD4", sugerindo o estimulo de uma resposta especifica para antigenos do
HIV. Com relagdo a inducdo de polifuncionalidade em células TCDS8",
observamos que MoDCs HIV-AT-2 induziram a producdo de duas ou trés
citocinas de forma simultdnea, mas diferentemente da resposta de células
TCD4", as células TCD8" apresentaram resposta polifuncional em momento
mais tardio, ap6s 96h de estimulo. Vale ainda salientar que as MoDCs maduras
também foram capazes de induzir resposta polifuncional, entretanto em
menores niveis comparadas as MoDCs HIV-AT-2.

Células TCD4" orquestram tanto a resposta imune celular como a

resposta imune humoral e tém papel critico no controle da replicacdo viral, de
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modo que a resposta de linfocitos TCD4" impacta na qualidade da resposta de

células TCD8" (revisto por Velu et al.**

(2015)). De fato, observamos que as
MoDCs HIV-AT-2 induziram maiores niveis de células TCD4" produtoras de
citocinas apds 24 horas em cultura em relagdo a TCD8". Este padrdo de
resposta se inverte apos 96h de cocultivo, quando observamos aumento na
polifuncionalidade da subpopulagdo TCD8". Podemos atribuir esta condi¢do ao
fato de termos utilizado particulas virais inteiras como fonte de antigenos, deste
modo, sua internalizacdo pelas DCs pode ter ocorrido majoritariamente por
meio da via endocitica, na qual os antigenos degradados sdo apresentados via
MHC de classe 11**®, e por sua vez, a ativacdo da subpopulacdo linfocitaria
TCD4" num primeiro momento pode ter induzido posteriormente a
polifuncionalidade verificada em linfécitos TCD8". Corroborando estes dados,
vale salientar que cinética de resposta similar foi observada com relacdo aos
nossos dados de linfoproliferagdo, no qual observamos que o pico de
proliferacéo de linfécitos TCD4" acontece em 24h de cocultivo enquanto TCD8*
tem sua proliferacdo maior apds 96h de cocultivo.

Ha poucos trabalhos publicados avaliando o potencial de DCs em induzir
resposta polifuncional de linfécitos T, ademais devem ser levadas em
consideracao as diferencas nas condi¢cdes de cultura entre os estudos. Isto

posto, Flamar et al.**°

(2013) observaram que DCs cultivadas na presenca de
IFN-a (IFN-a DCs) estimuladas com anticorpo recombinante anti-CD40
fusionado com peptideos do HIV (aCD40.HIV 5 pep), levaram a produgao de
IFN-y e TNF-a ou somente MIP-1 por linfécitos TCD4".

Huang e colaboradores*

(2010) observaram que DCs pulsadas com
diferentes combinacbes de peptideos do HIV foram capazes de induzir
resposta antigeno-especifica com a producdo simultdnea de dois mediadores
imunes por linfocitos TCD8", sendo que, a resposta de células TCD8" foi
predominante quando comparada & encontrada em linfocitos TCD4".

Em contrapartida, Sabado e colaboradores®’

(2009) encontraram uma
atividade polifuncional predominante em linfocitos TCD4" provenientes de
individuos néao infectados quando cocultivados com MoDCs HIV-AT-2,
mostrando que as DCs pulsadas com particulas virais inativadas pelo AT-2

foram capazes de estimular uma resposta especifica in vitro.
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Ademais, foi mostrado por Romain et al*** (2012) que a habilidade das
DCs em induzir uma resposta polifuncional pode ser extrapolada para um
modelo in vivo. Nesse estudo, primatas ndo humanos foram inoculados com
DCs autélogas derivadas do precursor CD34" expressando o Gag e
posteriormente, PBMCs provenientes dos mesmos animais foram estimuladas
in vitro com o mesmo pool de peptideos do Gag utilizado para pulsar as DCs e
foi observada a producdo combinada de IFN-y e TNF-a ou IFN-y e MIP-1[3 por
linfocitos TCD8" enquanto que células TCD4" produziram simultaneamente 1L-2
e MIP-1p.

A citotoxicidade também € uma funcdo de extrema importancia para o
controle da infeccdo pelo HIV. A presenca de células TCD4" proliferando e
expressando granzima B e perforina nos estégios iniciais da infeccdo esta
relacionada ao controle da replicacéo viral**2. Além disso, foi observado que
linfocitos TCD8™ provenientes de individuos HIV® n&o progressores expressam
CD107a ao mesmo tempo que produzem IFN-y, MIP-1B8, TNF-a e IL-2 *2,

Deste modo, examinamos a capacidade das MoDCs ativadas em
induzirem linfécitos com atividade citotoxica determinada pela expressao da
vesicula CD107a na superficie celular. Nossos resultados mostraram
variabilidade na atividade citotoxica entre os individuos estudados e de forma
geral, as MoDCs induziram uma reduzida ativacdo de CTLs. Resultados
similares foram observados no estudo do produto vacinal utilizado em

individuos HIV* por Allard et al.*®

(2008), no qual as MoDCs promoveram uma
fraca sustentabilidade na magnitude e amplitude da resposta de células TCD8"

citotdxicos.

A andlise individual dos dados de proliferacao, producédo de citocinas e
citotoxicidade de linfocitos T autdlogos estimulados por MoDCs revelou uma
grande variabilidade interindividual nas amostras estudadas. Observamos que
alguns individuos nédo apresentaram resposta celular frente as MoDCs, além do
fato de que linfécitos provenientes de alguns individuos apresentaram niveis

elevados de ativacdo basal, 0 que pode ter mascarado a resposta especifica.



83

Além disso, ndo observamos correlacao entre a PD-L1 expressa pelas MoDCs
ativadas e a variabilidade da resposta linfocitaria obtida. Considerando que é
necessaria a interacdo da PD-1 com seu ligante (PD-L1) para que ocorra a
inibicdo da resposta e exaustao das células T, o fato de ndo termos avaliado a
apoptose assim como a expressao da molécula PD-1 em linfécitos nos impede
de fazer correlagbes mais pertinentes.

A despeito de nossas tentativas de correlacionar resultados de
fenotipagem de MoDCs com o0s ensaios funcionais, ndo obtivemos quaisquer
indicios de correlacdo entre os dados. Podemos especular que o perfil de
expressdo génica diferencial de cada individuo (revisto por Coelho et al.*
(2016)), bem como a morte de linfocitos recém ativados tenham contribuido
para a variabilidade dos resultados obtidos. De fato, esta variabilidade foi
também observada no estudo de Lu e colaboradores® (2004), visto que
embora alguns individuos tenham mostrado exuberante resposta a vacina,
cerca de metade dos pacientes ndo foram capazes de responder a terapia.
Posteriormente polimorfismos em genes da resposta imune inata foram
correlacionados a resposta prolongada ou fraca/transitoria observada nesses
individuos vacinados'*®. Entretanto, outros fatores como a qualidade das
MoDCs poderiam influenciar a resposta induzida pela vacina.

Embora tenhamos pesquisado as possiveis correlacdes entre
caracteristicas de MoDCs e qualidade da resposta funcional (dados né&o
mostrados), no presente trabalho ndo foi possivel identificar caracteristicas
fenotipicas de MoDCs que pudessem estar relacionadas a sua resposta

funcional.

Em resumo os resultados obtidos demonstram que as particulas virais
obtidas a partir de sistema alogénico apresentaram maior rendimento viral e
maior capacidade imunogénica em comparacdo ao HIV obtido por meio de
sistema autologo. Além disso, MoDCs provenientes de individuos HIV*
apresentaram niveis de maturacdo adequados, assim como capacidade
endocitica, quando imaturas. Por outro lado mostraram reduzida capacidade
migratoria e reduzida habilidade em secretar as citocinas IL-10 e IL-12p70.

Com relacdo ao estimulo de resposta linfocitaria, embora a analise individual
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tenha revelado que nem todas as amostras foram capazes de responder ao
estimulo com MoDCs, constatamos que MoDCs HIV-AT-2 foram capazes de
induzir (tanto em linfécitos TCD4" quanto TCD8" autélogos) proliferagdo e

resposta polifuncional mas reduzida atividade citotéxica.

Além da importancia da dose utilizada, a fim de aprimorar o produto
vacinal, protocolos alternativos de diferenciacéo/ativacdo de MoDCs devem ser
estudados. Tem sido observado que extensos periodos de cultura para gerar
DCs maduras podem afetar negativamente a producdo de citocinas proé-

inflamatérias (revisto por Bol et al.***

(2016)). Adicionalmente, outros protocolos
tém sido estudos com o intuito de induzir uma alta producdo de IL-12 pelas
DCs, melhorando a resposta polifuncional HIV especifica mediada por linfécitos

TCD4" e TCD8". Nesse cendrio, Mosca e colaboradores!®

(2000) mostraram
que a ativagao das DCs com IFN-y e CD40L juntamente com LPS aumentou a
producao de IL-12 pelas células. Mais recentemente, a utilizacdo de GM-CSF e
IFN-a para diferenciar mondécitos em MoDCs, seguida pela ativagdo das
MoDCs imaturas com lipopeptideos do HIV juntamente com LPS melhoraram a
qualidade da resposta imune, mensurada pela reducao no rebote da CVP dos
individuos apés a suspensdo do HAART®E,

Considerando que, de forma geral, os ensaios clinicos publicados
utiizando MoDCs no contexto da infeccdo pelo HIV tém mostrado uma
resposta de CTLs e linfoproliferativa fraca e/ou transitéria, apesar de ser
parcialmente associada por alguns autores com o controle da replicacao viral

|-94

(revisto por Coelho, et al.”" (2016)), melhorias ainda precisam ser feitas a fim

de aprimorar o produto vacinal utilizado na imunoterapia da infec¢ao pelo HIV.
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6. CONCLUSAO
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A producdo de virus autdlogo através do sistema alogénico resultou em
maior rendimento viral e potencial imunogénico.

Apesar dos resultados indicarem que as MoDCs provenientes de individuos
HIV® apresentaram niveis de maturacdo adequados, o produto vacinal
composto por MoDCs HIV-AT-2 foi capaz de induzir resposta polifuncional

antigeno especifica in vitro em apenas alguns individuos.



87

7. ANEXOS



ANEXO A

Cinética para definicdo dos tempos do ensaio de cocultivo
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-+ MoDC mad
-»- C+ SEB
-+ MoDC HIV

Determinacdo dos tempos de cocultivo. MoDCs HIV-AT-2 (MoDC HIV) (azul) e

MoDCs maduras (MoDC mad) (verde) foram cocultivadas com linfécitos autélogos provenientes
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de individuo infectado pelo HIV por 6, 24, 48 e 96 horas para determinagdo dos tempos de
inducéo individual de cada um dos mediadores imunoldgicos estudados. Em preto, controle
positivo composto por SEB que foi adicionado a cultura nas dltimas 6 horas de incubacéo. Os
gréaficos a esquerda representam a producéo de IFN-y (A), IL-2 (C), MIP-1B (E), CD107a (G) e
TNF-a () em linfécitos TCD4". Os gréficos a direita representam a producdo de IFN-y (B), IL-2
(D), MIP-1B (F), CD107a (H) e TNF-a (J) em linfécitos TCD8".
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ANEXO B

Controle positivo da expressédo de mediadores imunes por linfocitos autélogos

A
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Figura Il. Controle positivo da expressdo de citocinas por linfécitos autélogos. O
diagrama de setores circulares mostra a quantidade de mediadores imunes expressos isolada
ou simultaneamente por células TCD4" (A) e TCD8" (B) ap6s 24 (T24h) e 96 horas (T96h) de
cocultivo com as MoDCs HIV-AT-2 (MoDC HIV) ou MoDCs maduras (MoDC mad), juntamente
com o controle positivo do ensaio, composto por SEB. A expressdo de quatro mediadores
simultaneamente esta representada pela cor vermelha; trés, em amarelo; dois, em verde ou
uma funcdo, em alaranjado. Os graficos de barras representam a porcentagem mediana de
células expressando cada um dos mediadores imunolégicos, de forma combinada (atividade
polifuncional) ou isolada (atividade monofuncional), nos tempos estudados (em azul claro, 24, e
azul escuro, 96 horas apés cocultivo com as MoDCs HIV-AT-2) (n: 13); em cinza (T24h) e preto
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(T96h) apods cocultivo com as MoDCs maduras (n: 4), sendo que, nas ultimas 6 horas em
cultura, todos os pocos receberam 1 pug/mL de SEB.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
Lo INOME: .ttt ARttt ettt

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ccooiiiiiiiiiieiiiiieec, SExOo: MO F O

DATA NASCIMENTO: ........ oo l.....

ENDEREQCO ....oiiiiiiiiiiiininnrren e NO . APTO: i,
BAIRRO. ... CIDADE.......cccoieiieiiinieiiniieneee

2. RESPONSAVEL LEGAL .....cvtvitiieeeet ettt ettt sttt ettt ve e

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.).......uuuuurrreriiereiereieeeeeererererereeererereenen.

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....covvviiiiiieiiieieeieeeeeeeen, SEXO: MO rO

DATA NASCIMENTO: ...... [ l.....

ENDEREQCO: ..ottt NO..ooiiii APTO: i
BAIRRO: ..o CIDADE: ...

CEP: o TELEFONE: DDD (............ ) et e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Caracterizagdo das células dendriticas

utilizadas em um ensaio clinico de fase I/ll de vacina terapéutica anti-HIV
PESQUISADOR : Dra Telma Miyuki OShir0............cccveviiviiiieeiiieeniee e

CARGO/FUNCAO: Pesquisadora Cientifica . INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° CRBio 39439/01-D.
UNIDADE DO HCFMUSP: Lab Investigagdo em Dermatologia e Imunodeficiéncias — LIM 56
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiNIMO X RISCO MEDIO [
RISCOBAIXO O RISCO MAIOR [
4. DURAGAO DA PESQUISA 1 48 MESES.......oeeoveieeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseees e eeee e

Rubrica do sujeito de pesquisa
ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

O Sr(a). esta sendo convidado(a) para participar como voluntario desta pesquisa sobre
“Caracterizacao das células dendriticas utilizadas em um ensaio clinico de fase I/ll de

vacina terapéutica anti-HIV”.

Se decidir participar, é importante que leia atentamente as informacgdes contidas neste
termo a fim de melhor compreender a sua participagdo na pesquisa.

1 — Desenho do estudo e objetivo(s): o(a) Sr(a) foi convidado(a) para participar desta
pesquisa por ja ter participado de um estudo de vacina de células dendriticas para
tratamento da infeccdo pelo HIV. O objetivo desta outra pesquisa agora € caracterizar
detalhadamente a vacina utilizada no seu tratamento com o objetivo de melhorar o

produto para projetos futuros.

2 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados: Caso concorde em
participar desta pesquisa, utilizaremos o material excedente do preparo da vacina,
coletado por ocasido da aférese, e que esta armazenado em nosso laboratério.

Caso haja a necessidade excepcional de uma nova coleta, ela sera dentro das visitas
de rotina que vocé j4 iria realizar. E importante salientar que a pesquisa ndo mudara

em nada a forma de seu tratamento.

3 — Relagéo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados: como descrito
acima, a principio ndo esta prevista nenhuma coleta extra de sangue. Sera utilizado
material previamente armazenado no laboratério. Excepcionalmente, poderdo ser
realizadas coleta de sangue (volume aproximado de 4 colheres de sopa), mas sem

alterar as datas em que voceé ja viria ao laboratério para seu acompanhamento.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados: o desconforto principal esta
relacionado & puncdo da veia no antebraco para coleta de sangue. Poderd haver

alguma dor e inchaco, que devem desaparecer em alguns minutos.

Rubrica do sujeito de pesquisa
ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.



5 — Beneficios para o participante: O voluntario ndo tera nenhum beneficio direto,
mas certamente estara colaborando para o desenvolvimento de vacinas anti-HIV. Nao

havera beneficio adicional por participar deste protocolo.

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos: Nao se

aplica.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso as
informacfes junto aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento
de eventuais duvidas. O principal investigador é a Dra Telma Miyuki Oshiro que pode
ser encontrado no enderego Av Dr Eneas de Carvalho Aguiar, 470 predio 2 — 3° andar
Telefone(s) 3061-7499. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail:
cappesg@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar
de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na

Instituicao;

09 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes. Os participantes seréo identificados, apds a entrada no

estudo, por cddigos, ndo sendo divulgada a identificagcdo de nenhum paciente;

10 — Despesas e compensacgdes: Sua participacdo no estudo € totalmente voluntéria,

ndo sendo previsto nenhum tipo de compensacao financeira relacionada.

12 — A equipe envolvida pela conducéo do estudo assume o compromisso de utilizar
os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Rubrica do sujeito de pesquisa
ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.
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CONSENTIMENTO:

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Caracterizacdo das células dendriticas
utilizadas em um ensaio clinico de fase I/l de vacina terapéutica anti-HIV”

Eu discuti com a equipe da pesquisa sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é
voluntaria e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo em participar deste estudo e entendo que poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa
ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.



APENDICE B

Hospital das Clinicas da FMUSP
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: CARACTERIZACAO DAS CELULAS DENDRITICAS UTILIZADAS EM UM ENSAIO CLINICO DE
FASE I/l DE VACINA TERAPEUTICA ANTI-HIV

Pesquisador Responsavel: Teima Miyuki Oshiro Versdo: 1

Pesquisador Executante: Lais Teodoro da Silva CAAE: 07712012.1.0000.0068
Co-autores: Alexandre de Almeida, Alessandra Pontillo, Alberto José da Silva Duarte
Finalidade Académica: Doutorado

Instituicdo: HCFMUSP

Departamento: DERMATOLOGIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 9895
Numero do Parecer: 188.165
Data da Relatoria: 23/01/2013

Apresenta¢do do Projeto: Os pesquisadores pretendem caracterizar células
dendriticas derivadas de mondcitos de individuos infectados por HIV utilizadas na
imunoterapia, com relagio a aspectos fenotipicos e funcionais e, correlacionar com a
resposta & vacinagdo. Sera utilizado material estocado no laboratério, oriundo de
pacientes participantes de protocolo de vacinacdo terapéutica ja aprovado em 2009
(0791/09)

Objetivo da Pesquisa: Ja relatados acima

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios: Ndo ha riscos envolvidos nesta pesquisa, uma vez
que utilizard material ja colhido

Comentdrios e Consideragbes sobre a Pesquisa: Ndo ha questionamentos de natureza
ética ‘

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria: Adequados ao projeto

Recomendagdes: Aprovar

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes: Nenhuma //’\\’gi‘f .
(~ Profa. Dea. MIRTAN NACAGAM! SOTTO

Situagﬁo do Parecer: APROVADO L" Courdenadora do Curso de Pés-Graduagao
Area de Dermatologia
Necessita Apreciacio da CONEP: NAO Faculdade de Medicina da USP

Considera¢des Finais a critério do CEP: Em conformidade com o item IX.2 da
Resolugio CNS n® 196/96 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme
delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c) apresentar dados
solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por
5 apos da pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragdo - 52 andar
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Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para publicagdo, com os
devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrup¢do do projeto ou a ndo publicagdo dos
resultados.

S3o Paulo, 28Ae Janejgg'de 2013
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14th International Symposium on Dendritic Cells (2016) (Travel Award);
2016 Towards an HIV Cure Symposium and the 21st International AIDS
Conference (AIDS 2016) (Scholarship Award);
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