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RESUMO

HAUT, L. H. Estudo da resposta imune contra o antigeno Gag de
HIV-1 no trato genital feminino murino induzida pela
administracdo de adenovirus recombinantes. 2010. 145 p. Tese
(Doutorado) — Programa de Poés-graduagdo em Biotecnologia,
Universidade Federal de Santa Catarina, Santa Catarina.

AIDS ¢ um dos principais problemas de satide publica atuais e
acredita-se que a epidemia somente sera controlada com uma vacina capaz de
impedir ou controlar a infec¢ao causada pelo HIV. Inimeras estratégias vacinais
tém sido investigadas experimentalmente, dentre elas o wuso de virus
recombinantes como vetores vacinais, para indugdo de resposta imune no trato
genital, uma das mais importantes portas de entrada do HIV. Neste estudo
avaliou-se a indugdo de células T no trato genital feminino de camundongos
BALB/c mediante a administragdo de vetores adenovirais expressando a
proteina Gag de HIV-1. Diferentes protocolos de imunizagao utilizando vetores
adenovirais simios foram avaliados quanto a indugfo de resposta imune celular
Gag-especifica em tecidos sistémicos e de mucosas. A imunizacdo por via
intranasal induziu baixa frequéncia de células T CD8" Gag-especificas no trato
genital e em tecidos sistémicos. A imunizagdo por via intramuscular foi capaz
de induzir frequéncia de células T CD8" Gag-especificas de maior magnitude do
que a administragdo por vias de mucosa, sendo esta resposta detectada em
diversos tecidos, inclusive no trato genital feminino, por a0 menos um ano apos
a administragdo da vacina. As células T CD8" Gag-especificas de origem genital
apresentaram elevada expressao de diversos marcadores de ativagdo celular e
secretaram IFN-y. A administragdo intramuscular do vetor adenoviral alterou
também a frequéncia e o fenétipo de células T CD4" e CD8" de origem genital.
Foi observado que apesar de anticorpos neutralizantes representarem a principal
forma de interferéncia da imunidade pré-existente ao vetor vacinal na indugao
de células transgene-especificas em tecidos sistémicos e sangue, no tecido
mucoso esta situagdo ¢ provavelmente também mediada por mecanismos
celulares. Em conjunto, estes resultados sugerem que a administragdo
intramuscular de vetores adenovirais simios expressando a proteina Gag de
HIV-1 induz resposta imune celular transgene-especifica capaz de residir no
trato genital feminino por longos periodos, sendo que esta resposta pode ser
alterada pela presenca de imunidade pré-existente contra o vetor vacinal.

Descritores: Vacinas; HIV-1; Adenovirus recombinante; Imunidade celular;
Imunidade de mucosas; Trato genital.



ABSTRACT

HAUT, L. H. Immune responses against HIV-1 Gag at the murine
female genital tract upon administration of recombinant adenoviral
vectors. 2010. 145 p. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-graduacio
em Biotecnologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Santa
Catarina.

AIDS is a major public health concern worldwide and it is presently
understood that only a vaccine capable of controlling or clearing the initial
infection could control the HIV epidemic. Several strategies have been
developed in order to obtain a vaccine against HIV, including the use of
recombinant viral vectors. Most studies have focused on the induction of
systemic immunity although it is believed that immune responses against HIV
should reside at the mucosal ports of entry. In the present study, we evaluated
the induction of HIV-specific T cells at the genital tract upon administration of
adenoviral vectors expressing the Gag protein of HIV-1. Prime-boost regimens
using vectors based on simian serotypes of adenovirus were evaluated for the
induction of Gag-specific cellular immune responses in systemic and mucosal
tissues. Intranasal or intravaginal immunization induced only low frequencies of
Gag-specific CD8" T cells in the genital tract as well as systemic compartments.
Conversely, intramuscular immunization induced higher and more sustained
frequencies of Gag-specific CD8" T cells than mucosal routes, with frequencies
of these cells being detected at least one year after immunization. Gag-specific
CD8" T cells of genital origin showed expression of cellular activation markers
and secreted IFN-y. Viral vectors given through the intramuscular route also
altered the frequency and phenotype of genital CD4" and CD8 T cells. It was
observed that AdHuS-specific antibodies interfere with the induction of
transgene product-specific CD8" T cell responses in systemic compartments,
while mechanisms other than antibodies seem to affect those that home to the
genital tract. Results presented here suggest that intramuscular immunization
with adenoviral vectors expressing HIV-1 Gag induces transgene-specific
cellular immune responses that reside long-term in the murine female genital
tract, and that this response can be influenced by pre-existing immunity to the
vaccine carrier.

Keywords: Vaccines; HIV-1; Recombinant adenovirus; Cellular immunity;
Mucosal immunity; Genital tract.
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1 INTRODUCAO

Logo apos a identificagdo, em 1983, do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) como agente causador da Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), a secretaria do Servigo de Saude
Humana dos Estados Unidos Margaret Heckler anunciou que uma
vacina preventiva contra o virus estaria disponivel em cerca de 2 anos
(WALKER; BURTON, 2008). Entretanto, até o presente momento,
varias formulac¢des vacinais contra HIV-1 foram avaliadas em ensaios
clinicos de fase I mas poucas progrediram para ensaios de larga escala.

Apesar da pandemia de HIV-1 apresentar tendéncia de
estabilizagdo, estima-se que 33.4 milhdes de individuos estejam
atualmente infectados com o virus (UNAIDS, 2009). Em 2008, foram
registrados 2,7 milhdes de novas infecg¢des, sendo que mais de 70% dos
casos ocorreram na Africa Sub-saariana (UNAIDS, 2009). Segundo o
Ministério da Saude, o Brasil possui 630 mil soropositivos, sendo que
35 mil novos casos foram diagnosticados em 2008 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009). Santa Catarina ¢ o terceiro estado da Federagio em
casos cumulativos de infec¢des por HIV, sendo que Florianopolis ¢ a
segunda capital brasileira em numero de novos casos diagnosticados por
habitante (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A alta capacidade de mutagdo e recombinacdo que o HIV
apresenta, principalmente nas regides hipervaridveis dos genes que
codificam as glicoproteinas de superficie, levou a emergéncia de
diversas linhagens virais, classificadas de acordo com tipo, grupo e
subtipo (RAMBAUT et al, 2004). Dois tipos de virus foram
identificados: HIV-1 e HIV-2. O virus responsavel por causar AIDS na
maior parte da Africa ocidental é denominado HIV-2, encontrado quase
que exclusivamente naquele continente, possuindo menor incidéncia na
Europa e Asia. HIV-1 tem ampla distribuicio mundial, sendo
classificado em trés grupos: M, N e O. O grupo M estd amplamente
distribuido pelo mundo, sendo dividido em nove subtipos, designados de
A-D, F-H, J e K. No Brasil, como nos Estados Unidos ¢ Europa, o
subtipo B ¢ responsavel pelo maior numero de infecgdes
(KOMNINAKIS et al., 2007). O virus pode ainda sofrer processo de
recombinagdo dando origem as formas recombinantes circulantes,
responsaveis por pelo menos 15% das infecgdes em determinadas
regides do globo (RAMBAUT et al., 2004).

Apesar de haver a disponibilidade de tratamento por meio da
utilizacdo de terapia antiretroviral altamente ativa, o custo destes
farmacos, bem como os efeitos adversos por eles induzidos, a



emergéncia de resisténcia viral aos medicamentos e seus complexos
esquemas terapéuticos dificultam sua utilizagdo em paises menos
desenvolvidos, que sdo atingidos mais drasticamente pela epidemia
(MARTINEZ-PICADO et al., 2000, ROSENBERG et al., 2000).
Considerando a modesta eficacia de tratamentos disponiveis e a
manutencdo de reservatdrios virais, a pandemia do HIV provavelmente
80 sera controlada quando for desenvolvida uma vacina eficaz, capaz de
prevenir ou controlar a infec¢do viral (BHARDWAJ; WALKER, 2003)

1.1 Virus da imunodeficiéncia humana

O HIV ¢ um virus envelopado, pertencente a familia
Retroviridae, incluido no grupo dos lentivirus devido ao curso gradual
da doenga que causa. Cada particula viral contém duas copias de fita
simples de RNA, com aproximadamente 10 mil nucleotideos
(SLEASMAN; GOODENOW, 2003). O envelope viral, de natureza
bilipidica e derivado da membrana plasmatica da célula hospedeira,
possui um complexo trimérico composto por duas glicoproteinas néo-
covalentemente associadas: gpl20, presente na por¢do externa do
complexo glicoprotéico, e gp41, proteina transmembranica, inserida no
envelope viral. Este complexo apresenta-se como uma saliéncia do
envelope viral, sendo composto por trés mondmeros de gp120, cada um
associado a uma subunidade de gp41 (HARTLEY et al., 2005).

No interior do envelope viral estdo contidas trés proteinas
estruturais: p24, pl6 e p9 (SLEASMAN; GOODENOW, 2003). A pl6 ¢
uma proteina de matriz e estd ancorada a face interna do envelope,
enquanto a p24 forma o capsidio conico, que contém em seu interior o
genoma viral e as enzimas virais (transcriptase reversa, integrase e
protease). A p9 ¢é uma proteina do capsidio ndo-covalentemente
associada ao RNA viral. O genoma viral ¢ composto por 9 genes
ladeados por longas sequéncias terminais repetitivas (LTRs), necessarias
a integragdo do virus e servindo como sitios de ligacdo para proteinas
regulatorias da expressdo de genes virais. Os trés genes principais dos
retrovirus sdo gag, pol e env. O gene gag codifica as proteinas
estruturais do capsidio, sendo condutor do processo de organizacdo de
novas particulas virais (FREED, 1998). O gene env contém a seqiiéncia
para sintese das glicoproteinas de superficie e pol € responsavel pelas
enzimas virais. O HIV possui ainda os gene acessorios tat, rev, nef, vpu,
vpr e vif, que codificam seis proteinas regulatérias que agem em
inimeros processos virais, como regulacdo da transcricdo génica,
transporte intracelular de componentes virais e mecanismos de escape
viral (SLEASMAN; GOODENOW, 2003).



Ap6s a entrada do HIV no hospedeiro, a infeccdo de células-
alvo ¢ iniciada pela interagdo entre uma ou mais subunidades de gp120
com a molécula CD4, que ¢ expressa em linfocitos T CD4', células
dendriticas, macrofagos e monocitos (MOSIER, 2009). Em seguida,
ocorre interagdo com os receptores de quimiocinas CCRS ou CXCR4, os
quais atuam como co-receptores para o virus (MOSIER, 2009). Esta
associagdo resulta em uma alteragdo conformacional que expde a gp41 e
induz sua ligacdo ao heparan-sulfato presente na superficie celular. A
porcdo amino-terminal hidroféobica da gp4l ¢ entdo inserida na
membrana plasmatica da célula, iniciando assim a fusdo do envelope
viral a membrana celular (WYATT; SODROSKI, 1998). Apds a entrada
na célula, o capsidio libera o genoma e as enzimas virais no citoplasma.
O RNA viral € transcrito em DNA complementar (cDNA) por agdo da
transcriptase reversa (RT), utilizando um RNA transportador de lisina
como iniciador, enquanto a atividade da ribonuclease II associada a RT
promove a degradacdo do RNA viral. O ¢cDNA recém-sintetizado,
juntamente com enzimas virais e fatores celulares, ¢ transportado para o
nucleo por processo dependente de actina e microtibulos. O cDNA viral
pode integrar-se a cromossomo da célula hospedeira ou sofrer
circularizagdo, permanecendo como complexo de pré-ativacdo ndo-
integrado no nucleo celular (WARRILOW; TACHEDJIAN; HARRICH,
2009).

A forma de persisténcia viral mais comumente encontrada em
individuos infectados ¢ a laténcia viral pods-integracdo. O material
genético viral é integrado no genoma da célula hospedeira, por meio do
uso de fatores celulares como emerina (JACQUE; STEVENSON, 2006)
e proteina LEDGF (LLANO et al., 2006) em uma reagdo catalisada pela
enzima integrase (MITCHELL et al., 2004). Esta reacdo envolve a
ligagdo covalente entre os LTRs que flanqueiam o cDNA viral e o
cromossomo da célula hospedeira. Apos integragdo, a por¢do 5S’LTR age
como promotor eucariotico, enquanto a por¢do 3’LTR atua como sitio
de terminagdo e poliadenilacdo (GUNTAKA, 1993). Por estar integrado
ao genoma celular, o cDNA viral ¢ estavel e o ciclo de replicagao viral é
iniciado quando a célula hospedeira ¢é ativada (COIRAS et al., 2009).

Mediante ativacdo da célula hospedeira, fatores transcricionais
celulares e virais sdo capazes de iniciar a transcrigdio do ¢cDNA viral,
produzindo varias copias de RNA mensageiro (nRNA) (RAMIREZ DE
ARELLANO; SORIANO; HOLGUIN, 2005). Estes transcritos dirigem
a sintese das proteinas regulatorias necessarias a replicagdo viral. A
proteina viral Tat liga-se ao terminal 5° da sequéncia de DNA,
aumentando a taxa de transcricdo do material genético viral, enquanto a



proteina Rev exporta para o citoplasma tanto o mRNA parcialmente
processado para a sintese de polipeptideos, quanto o mRNA nao-
segmentado que constitui o material genético das novas particulas virais.
Os polipeptideos sintetizados sdo posteriormente clivados pela enzima
protease dando origem as proteinas virais. Apos este processo, ha
trafego de componentes virais para organizagdo e posterior liberagdo de
novas particulas virais, processo este coordenado e regulado por
interagdes entre proteinas virais e fatores celulares. Novas particulas
virais brotam da célula hospedeira em processo dependente de energia
que envolve fatores celulares ndo identificados (BENAROCH et al.,
2010).

1.2 Infeccio de mucosas por HIV-1

A transmissdo do HIV pode ocorrer através de relagdo sexual
desprotegida, uso de hemoderivados, compartilhamento de seringas e
pela via materno-fetal durante o parto ou amamentacdo. A infec¢do por
mucosas, atualmente responsavel por mais de 80% dos contagios, ocorre
pela mucosa cervicovaginal e retal (KOZLOWSKI; NEUTRA, 2003) e
prepucio e/ou epitélio uretral (GIRARD; HABEL; CHANEL, 1999).

Superficies mucosas sdo os locais de entrada do virus, de
replicagdo e amplificagdo inicial, bem como de inicio da deplecdo de
células T CD4" (VEAZEY et al., 1998). O HIV pode ser transmitido
como virion ou associado a células provenientes de individuos
infectados. Particulas virais livres ou liberadas por células infectadas
interagem com células epiteliais e alcancam o tecido submucoso por
diferentes mecanismos, incluindo endocitose, transcitose, infec¢do
produtiva ou penetracdo através de espagos entre células que formam a
barreira epitelial (HLADIK; MCELRATH, 2008). No caso de particulas
virais associadas a células, é possivel que o virus seja transportado para
linfonodos do hospedeiro por células infectadas de origem do doador
(PHILLIPS et al., 1998).

Na auséncia de ruptura da mucosa devido a trauma, as rotas
propostas para a entrada do HIV na lamina prépria sdo as células M,
células dendriticas e células epiteliais (STAHL-HENNIG et al., 1999).
Acredita-se que as células M, células epiteliais especializadas da mucosa
intestinal, capturem e transportem o virus para o tecido linfoide
associado a mucosa. Alternativamente, células dendriticas podem
auxiliar na disseminagdo do virus pela sua capacidade de trafegar entre
células epiteliais. As particulas virais podem se fixar através da gp120 a
DC-SIGN, uma molécula de adesdo especifica de células dendriticas,
sendo o virus entdo transportado na superficie celular e sendo a infecc¢do



de células susceptiveis promovida através do contato célula-célula
(GEIUTENBEEK et al., 2000). Células epiteliais possuem o receptor
galactosilceramida, o qual pode ser utilizado pelo virus para realizar
transcitose e assim alcancar a lamina propria (BELYAKOV;
BERZOFSKY, 2004).

Células de langerhans presentes na mucosa genital expressam
as moléculas CD4 e CCRS e estdo acessiveis ao virus (SAIDI et al.,
2007). Apesar destas células apresentarem dendritos que podem
estender e retrair entre espagos celulares, atingindo o epitélio e
possibilitando interacdo com particula de HIV na superficie mucosa,
ainda é controverso se este tipo celular ¢ realmente infectado pelo HIV.
Curiosamente, o virus escapa do reconhecimento por langerina em
células de Langerhans vaginais, resultando na localizacdo do virus em
compartimentos endociticos e aumentando assim a taxa de disseminagéo
viral (DE WITTE et al., 2007).

Independente da via de entrada, particulas virais cruzam a
barreira mucosa em 2-6 horas ¢ a infec¢do ¢ disseminada localmente nos
primeiros trés a seis dias, quando células dendriticas, macrofagos e
células T CD4 " contendo particulas virais migram para tecidos linfoides
regionais (POPE; HAASE, 2003). Este processo pode ocorrer mais
rapidamente se houver ulceracdo, trauma ou inflamacdo do tecido
mucoso, infeccgdes adicionais ou exposicdo a altas cargas virais. O
contato entre células carreadoras de particulas virais e células
susceptiveis a infeccdo nos centros germinativos de tecidos linfoides
leva a uma taxa de replicagdo viral expressiva nos quatorze dias apds a
exposi¢do. A primeira linha de defesa € constituida por componentes do
sistema imune inato ¢ mecanismos antivirais, como a liberagdo de
interferon (IFN). A resposta inflamatoéria local provocada pela infec¢do
auxilia na replicacdo viral, levando a disseminacdo da infec¢do para
orgdos e tecidos linfoides distais do local de infec¢do inicial
(SLEASMAN; GOODENOW, 2003). Disseminagao sist€émica ocorre de
seis a vinte e cinco dias, com dispersdo viral ocorrendo provavelmente
pelo transporte do virus pelas APCs para tecidos linfoides, onde células
T CD4" sdo infectadas (HU; GARDNER; MILLER, 2000).

As células T CD4" do trato gastrointestinal sdo o alvo primério
de HIV, sendo o local onde ocorre deplegdo inicial de células T CD4"
(SANKARAN et al., 2005). Este processo talvez se deva a interagdes
entre gp120 da particula viral e integrina ouf3; presente nas células-alvo,
molécula esta responsavel pela migracdo e retengdo de células T na
mucosa intestinal (CICALA et al., 2009). Esta interagdo resulta na



formacgdo de sinapses célula-célula, aumentando a taxa de distribui¢do
do virus (ARTHOS et al., 2008). Estudos em primatas ndo-humanos
(NHP) demonstram que a deplecio de células T CD4  no trato
gastrointestinal e linfonodos associados resulta em disrupcdo da barreira
protetora do intestino, possibilitando a penetragdo de antigenos
bacterianos no organismo e posterior distribui¢do por meio da corrente
sanguinea (BRENCHLEY; DOUEK, 2008b). Este processo resulta em
ativagdo generalizada de células T CD4", o que promove a disseminagio
do virus observada na fase aguda por disponibilidade de células-alvo
ativadas (BRENCHLEY; DOUEK, 2008a). Acredita-se que a prevengao
da deplegdo inicial de células T CD4" no intestino possa preservar a
barreira mucosa, previnindo a elevada viremia e posterior progressao
para AIDS (SILVESTRI, 2008). De fato, a velocidade de progressdo
para AIDS tem sido relacionada com a perda de células T CD4" no trato
gastrointestinal durante fase aguda, onde a deplegdo de grandes numeros
de linfocitos leva a redugdo do tempo de incubagdo viral
(BRENCHLEY; DOUEK, 2008b).

1.2.1 Trato genital feminino

HIV ¢ geralmente transmitido pelas vias de mucosa, sendo que
individuos do sexo feminino estdo em maior risco de aquisi¢cdo de
infecgdo por exposi¢do do trato genital (TG) ao virus que individuos do
sexo masculino. Atualmente, mulheres compreendem 60% dos
individuos HIV-positivos, sendo que 30-40% das novas infec¢des
ocorrem neste grupo (WIRA; FAHEY, 2008; UNAIDS, 2009). Este
fato ¢ de grande importancia, visto que o virus pode ser facilmente
transmitido por mulheres infectadas para a prole durante gestacdo, parto
ou amamentagdo (MOFENSON, 2010). De fato, estima-se que mais de
2,2 milhdes de infantes tenham sido infectados com HIV devido a
transmissdo vertical (UNAIDS, 2009).

O TG feminino ¢ um microambiente exposto a uma grande
variedade de estimulos antigénicos e inflamatorios, associados ao ato
sexual e a presenca constante de microorganismos. Este sistema de
orgdos € composto externamente pela vulva e cavidade vaginal,
conectadas sequencialmente ao cérvix uterino, cavidade uterina
revestida por endométrio, tubas uterinas e ovarios (NASU;
NARAHARA, 2010). O TG inferior, formado pela vagina e ectocérvix,
¢ revestido por epitélio escamoso, enquanto epitélio colunar constitui o
revestimento do TG genital superior, que abrange a regido
compreendida entre o endocérvix e as tubas uterinas.



Ao contrario do observado em outros tecidos mucosos, o TG
feminino néo possui tecido linfoide organizado a ele associado (NASU;
NARAHARA, 2010). Entretanto, ¢ sabido que este aparelho possui
defesas tanto fisicas, como epitélio escamoso ou colunar, movimento
ciliar e produg@o de muco, como aquelas conferidas pelo sistema imune
inato, pela agdo de células natural killer e liberagdo de proteinas,
citocinas e quimiocinas (WIRA et al., 2005). A resposta imune celular
na mucosa do TG é mediada por linfocitos intraepiteliais (IELs) que
estdo presentes em grande quantidade nas mucosas, apresentando perfis
variados e capacidade citolitica e imunorregulatoria (HAYDAY et al.,
2001). Acredita-se que estas células estejam envolvidas na protecdo
contra infec¢des variadas, bem como na manutengdo da integridade dos
tecidos epiteliais. IELs podem ser ativados no proprio epitélio por
células apresentadoras de antigeno (APCs) ou por células epiteliais
vizinhas, bem como nos linfonodos iliacos (LNI), drenantes da cavidade
vaginal (HAYDAY et al., 2001).

Apesar do TG feminino ndo possuir tecido linféide organizado
a ele associado, foi demonstrado que a regido de transi¢do entre o
sistema reprodutivo inferior e o superior € um tecido linféide induzivel.
Durante infec¢do cronica por algum patdégeno ou apds administragdes
repetitivas de um mesmo antigeno, ¢ observado actimulo de IELs
especificos no epitélio do TG (ARSTILA et al., 2000), formando um
agregado denso celular que se assemelha a centros germinativos de
linfonodos (KOBAYASHI et al., 2002). Apesar da retencdo de tais
células no tecido epitelial decair continuamente ap6s a imunizagdo,
muitas delas sdo mantidas na ldmina propria e apresentam capacidade de
retornar rapidamente ao epitélio e desempenhar atividade citolitica em
resposta a infecgoes locais (MASOPUST et al., 2001).

Tem sido proposto que a flutuagdo hormonal observada durante
o ciclo menstrual pode tornar o TG feminino especialmente vulneravel a
infec¢do por HIV. Fatores envolvendo resposta imune inata e adaptativa
sdo suprimidos em torno de dez dias apds ovulagdo, favorecendo a
infec¢do de células susceptiveis ao HIV neste periodo (WIRA; FAHEY,
2008). As moléculas CD4, CCRS5 e CXCR4 sio constitutivamente
expressas na face apical das células epiteliais que revestem a cavidade
vaginal, sendo expressas de maneira elevada durante a ovulagdo
(YEAMAN et al., 2003). A formagdo de agregados linfoides associados
ao endométrio durante a fase secretora do ciclo menstrual, associada a
supressdo da atividade de linfocitos citotoxicos no utero e tubas uterinas
neste mesmo periodo (WHITE et al., 1997), torna o TG feminino
especialmente vulneravel ao HIV pela presenga aumentada de células-



alvo concomitante com a diminui¢do de resposta imune especifica
contra o virus.

Apesar do tecido vaginal e ectocérvix serem mais resistentes a
infeccdo por possuirem diversas camadas de epitélio escamoso em
comparacdo a camada Unica de epitélio colunar do endocérvix, a maior
area de contato e possivel microabrasdo causada pelo ato sexual torna
aquela regido particularmente susceptivel a infec¢do pelo HIV
(SHACKLETT, 2009). Embora células-alvo para HIV serem abundantes
e igualmente distribuidas no TG feminino, ainda ¢ necessaria uma
caracterizagdo minuciosa dos outros tipos celulares e processos
relacionados a resposta imune neste tecido mucoso (SHACKLETT,
2009).

1.3 Estratégias vacinais contra HIV-1

Desde a identificacdo do HIV como agente etiologico da AIDS,
muitos progressos foram alcangados no entendimento das interagdes
entre 0 virus e o sistema imune do hospedeiro, o que possibilitou o
desenvolvimento de terapias antiretrovirais cada vez mais eficazes e
direcionou a pesquisa de vacinas. Entretanto, os processos envolvidos
no controle da infec¢do pelo HIV ainda ndo foram completamente
desvendados e até o presente momento, vacinas experimentais testadas
falharam na induc@o de protegdo contra infecgao.

Relatos sugerem a presenca de imunidade protetora natural em
individuos expostos ao virus e acredita-se que a chave para entender este
processo esta em examinar a pequena parcela de individuos resistente a
infec¢do ou as suas manifestagdes (MARMOR et al., 2006). A auséncia
de infeccdo pelo HIV, apesar de repetidas exposigdes ao virus, foi
observada em profissionais do sexo africanas (FOWKE et al., 1996),
individuos que mantém relagdes sexuais sem protecdo com parceiros
soropositivos (GOH et al., 1999), infantes nascidos de maes infectadas
(KUHN et al., 2001), profissionais da saude com exposicao acidental ao
virus (PINTO et al., 1995), usuarios de drogas injetaveis que
compartilham agulhas (MAKEDONAS et al., 2002) e hemofilicos
expostos a sangue contaminado (BARRETINA et al., 2000). Por fim,
uma pequena propor¢do (cerca de 5%) de individuos soropositivos
permanece assintomatica e mantém contagens estaveis de células T
CD4" por mais de 15 anos apds o contigio (WAGNER et al., 1999).
Estes individuos, denominados progressores lentos (LTNP) ou
controladores de elite, mantém a competéncia imunolégica no combate a
viremia por periodos prolongados, apresentando resposta imune celular
e humoral contra o virus.



Em modelos experimentais, anticorpos contra HIV
administrados por transferéncia passiva protegeram NHP contra
infeccdo (RUPRECHT et al, 2001) e por este motivo o
desenvolvimento de vacinas contra o virus foi inicialmente focado na
inducdo de anticorpos contra o proteina viral Env (HOXIE, 2010).
Entretanto, tem sido infrutifera a inducdo de anticorpos neutralizantes
(AcN) por meio de vacinas. Vacinas contendo gpl20 recombinante
foram exaustivamente testadas, mas este tipo de imundgeno demonstrou
limitada eficacia na indugfo de imunidade virus-especifica mesmo
quando administrado em presenga de adjuvantes, tanto em chimpanzés
(BERMAN et al.,, 1988) quanto em ensaios clinicos de fase III
(COHEN, 2003). Esforcos recentes no desenvolvimento de vacinas
indutoras de AcN t€m se concentrado no desenvolvimento de
imunogenos que induzem resposta humoral neutralizante semelhante a
observada em alguns individuos infectados, capaz de neutralizar
variados isolados virais de diferentes subtipos (MASCOLA;
MONTEFIORI, 2010). Entretanto, as vacinas atuais ainda induzem
anticorpos com diversidade de reconhecimento limitada, ndo tendo sido
possivel o desenvolvimento de imunogeno que fosse capaz de
neutralizar o HIV, impedindo sua entrada na célula.

Ha evidéncias de que células T sdo cruciais para o controle da
infeccdo pelo HIV e acredita-se que a resisténcia a infeccdo observada
em alguns individuos expostos ndo-infectados ou LTNP seja resultado
da acdo de células T especificas contra o virus (NORRIS;
ROSENBERG, 2001). Além disso, o controle da replicagdo viral e
soroconversdo observadas na fase aguda da infec¢do por HIV possui
correlagio temporal com o aparecimento de resposta de células T CD8"
contra o virus (PANTALEO; FAUCI, 1995). Considerando o fracasso
das vacinas tradicionais e o papel da resposta imune celular antiviral no
controle da replicagdo de HIV, tém-se pesquisado vacinas que induzam
a ativagdo de células T capazes de reconhecer regides internas,
conservadas entre isolados virais. Vacinas de DNA e vacinas baseadas
em vetores virais tém sido extensivamente estudadas com o intuito de
induzir resposta imune celular contra o HIV.

A manipulagdo genética permitiu a modificacdo de virus para
sua utilizagdo como vetores virais recombinantes, método no qual o
gene de interesse € inserido em um vetor viral, deletado ou ndo de
algumas regides do seu genoma. Inumeros virus tém sido
exaustivamente estudados como vetores virais, incluindo Adenovirus
(Ad), poxvirus, alphavirus, poliovirus e herpesvirus (SOUZA et al.,
2005). Os vetores com maior sucesso pré-clinico foram virus da
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vaccinia Ankara modificado (MVA) e adenovirus humano sorotipo 5
(AdHu5), sendo que ambos conferiram prote¢do em NHP desafiados
com uma quimera SIV/HIV altamente patogénica, denominada
SHIV89.6 (BAROUCH et al., 2001; SHIVER et al., 2002). Vérios
estudos utilizam regimes de dose-reforgo, possibilitando a utilizagdo de
menores doses individuais, assim reduzindo a toxicidade relacionada ao
vetor viral. Estes protocolos geralmente combinam vacinas de DNA ou
de subunidades com outras modalidades (LIU et al., 2008; YU et al.,
2008) ou diferentes sorotipos de um mesmo virus (HAGLUND et al.,
2002; PINTO et al., 2003).

1.3.1 Adenovirus como vetor vacinal

Ad tém sido utilizados para vacina¢do desde a década de 70,
empregando-se Ad humano sorotipos 4 e 7 atenuados na imunizagdo de
recrutas norte-americanos contra doenga respiratoria aguda (TOP et al.,
1971). Como conseqiiéncia dos resultados satisfatorios alcangados neste
procedimento, bem como por atenderem os requisitos de seguranca e
estabilidade, Ad foram posteriormente considerados na construcido de
vetores virais recombinantes. Desde a década de 80, inimeros sorotipos
de Ad, humanos e de outras espécies, t€ém sido extensivamente avaliados
tanto como vetores vacinais quanto em terapia génica para diversas
enfermidades (VIIALA; LARSEN; RASKO, 2009; LIU et al., 2010).
Ad transduzem APCs de forma eficiente e induzem potente resposta
imune inata (ZHANG et al.,, 2001; LANZA et al., 2010), o que
potencializa a resposta imune adaptativa subsequente. Seu material
genético ndo se integra aos cromossomos da célula hospedeira,
eliminando o risco de mutagénese por inser¢do, ¢ quando deletados das
regides E1 ou E4 ndo ha temores quanto a transmissdo horizontal
(BANGARI; MITTAL, 2006).

Ad pertencem a familia Adenoviridae e tém sido isolados de
grande variedade de espécies animais. Atualmente, sdo agrupados em
quatro géneros de acordo com sua organizagdo genomica, propriedades
sorologicas e crescimento em cultura celular (BANGARI; MITTAL,
2006). O género Mastadenovirus € responsavel pela infecgdo de
diversos mamiferos, sendo que Ad que infectam seres humanos sdo
classificados em 6 subgrupos de A a F. Membros do género
Aviadenovirus infectam aves, enquanto o género Atadenovirus consiste
de um grupo de virus isolados de ovinos, bovinos e algumas aves
(BANGARI; MITTAL, 2006). Recentemente foi proposto um quarto
género, denominado Siadenovirus, que engloba virus isolados de
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anfibios e outros invertebrados (DAVISON; BENKO; HARRACH,
2003).

Ad sdo virus liticos, ndo-envelopados, icosaédricos, com 70 nm
de diametro (PINTO; ERTL, 2002). O capsideo de Ad consiste em trés
proteinas principais, denominadas hexon, penton e fibra, além de cinco
proteinas adicionais (PARKS, 2005). Um total de 240 hexons formam a
maior parte da estrutura do capsideo, enquanto 12 vértices consistem em
bases penton ligadas a fibras (SUMIDA et al., 2005). O genoma viral é
constituido por DNA linear dupla-fita, com cerca de 35 mil nucleotideos
divididos em dois grupos. Regides early (E) do genoma codificam os
chamados eventos precoces, que podem ocorrer antes da replicacdo do
material genético e atuam regulando a transcri¢do. Regides late (L) sdo
responsaveis pelos eventos que ocorrem durante ou apos a replicacdo do
genoma viral e sintetizam a maior parte das proteinas estruturais. Trés
regides do genoma, consideradas ndo-essenciais para a viabilidade viral,
sdo utilizadas para a inser¢do de material genético exdgeno. Ad
recombinantes do género Mastadenovirus podem ser obtidos pela
delecdo das regides E1, E3 ou E4, ou através de dupla delecdo para
grandes insertos (SOUZA et al., 2005). Uma vez que as regioes El ¢ E4
sdo necessarias para a replicacdo viral, mutantes destes genes resultam
em particulas replicantes-incompetentes, consideradas seguras para
administragdo e expressdo de genes in vivo. Virus El-deletados sdo
facilmente propagados em cultura celular, pela utilizagdo de células
complementares que expressam o produto do gene deletado E1 (PINTO;
ERTL, 2002).

Na via classica de infec¢do, Ad interagem com receptor na
superficie celular e induzem endocitose mediada por vesiculas de
clatrina (ZIELLO; HUANG; JOVIN, 2010). Este processo pode ocorrer
por duas vias: interagdo de alta afinidade do hexon com receptor de
Coxsackie e Adenovirus ou por ligagdo de penton a integrina na célula
hospedeira. Apos endocitose, o baixo pH do endossomo induz alteragdes
no capsideo viral que resultam na lise da bicamada lipidica e escape
viral para o citosol (MUDHAKIR; HARASHIMA, 2009). Através de
interagdo entre o capsideo viral e dineina celular, a particula viral ¢
translocada para o nilicleo por meio da rede de microtubulos, onde o
capsideo ¢ liberado por associagdo estavel com proteinas nucleares
(LEOPOLD; CRYSTAL, 2007). O material genético viral entdo
permanece como DNA circular nfo-integrado ao genoma da célula
hospedeira.

AdHu5 recombinante, deletado da regido El, induz potente
resposta imune celular e humoral e por este motivo tem sido
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considerado como um dos principais candidatos para uma vacina contra
grande quantidade de patogenos, incluindo HIV-1 (SOUZA et al., 2005;
LASARO; ERTL, 2009). A maioria dos Ad recombinantes utilizados
como vacina anti-HIV tem sido construida com o gene codificador da
proteina Gag, pois esta é um alvo primario de células T CD8" em
individuos nao-progressores (LETVIN, 2005). Dada a relativa
conservacdo das proteinas estruturais internas, tais como Gag, estes
antigenos representam um conjunto de provaveis alvos de
reconhecimento para cé€lulas T, além de terem sido associados a relatos
de imunidade cruzada entre os diferentes subtipos de HIV. Por este
motivo, tem-se dado bastante atengdo ao desenvolvimento de vacinas
visando a indugdo de células T capazes de reconhecer proteinas internas
do HIV. Uma vacina baseada em AdHu5 contendo o gene gag do SIV
foi capaz de induzir prote¢do em NHP contra desafio de uma cepa de
SHIV virulenta, bem como proporcionou controle mais eficiente da
carga viral e manutengdo das contagens de células T CD4" quando
comparada com vacinas de DNA ou vetores poxvirus (SHIVER et al.,
2002). O ensaio clinico STEP, que utilizou o vetor AdHu5 expressando
gag, pol e nef de HIV-1, foi a primeira vacina indutora de resposta
imune celular a ser submetida a ensaio clinico de eficacia contra HIV
(BUCHBINDER et al., 2008).

Entretanto, humanos sdo infectados por sorotipos comuns de Ad
desde o inicio da vida e possuem AcN contra este virus. Esta imunidade
pré-existente contra o vetor € capaz de reduzir a expressao do transgene
em NHP, limitando a eficacia da imunizagdo em animais que possuem
anticorpos contra o vetor (ZAISS et al., 2009). Acredita-se que 40% a
75% da populacdo mundial possua AcN contra AdHuS5 (CHIRMULE et
al., 1999; VOGELS et al., 2003). No Brasil, a soroprevaléncia de AcN
contra AdHu5 ¢ de 70% (ERSCHING et al., 2010), sendo que na Africa
Sub-sahaariana, regido com maior indice de infec¢des pelo HIV, a
populacdo com altos titulos destes anticorpos chega a cerca de 90%
(SUMIDA et al., 2005). Na presenca de anticorpos contra o vetor, ha
aumento de sequestramento do complexo virus-anticorpo por APCs por
interagdes de seus receptores para a por¢do constante de anticorpos
(ZAISS et al., 2009). Apesar da presenga aumentada de particulas virais
no interior celular, este processo resulta na destrui¢do da particula viral e
menor taxa de expressdo do transgene devido a ativagdo e maturagdo de
APCs por estimulacdo de mecanismos intracelulares (MERCIER et al.,
2004; ZAISS et al., 2009).

Para evitar esta interferéncia e preservar as vantagens da
utilizagdo de Ad recombinantes, diferentes abordagens té€m sido
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empregadas. Uma delas consiste na modificacdo de epitopos de
superficie reconhecidos por AcN, através da substituicdo das regides
hipervariaveis do hexon de AdHu5, onde reside a maioria das diferencas
entre sorotipos (CRAWFORD-MIKSZA; SCHNURR, 1996), por
correspondentes provenientes de sorotipos que pouco circulam nas
populagdes humanas (ROBERTS et al., 2006). Esta modificacdo permite
a substituicdo das regides reconhecidas por AcN sem perturbacdo da
estrutura do capsideo, preservando assim a estabilidade da particula
viral. Uma segunda abordagem consiste na construgdo de vetores a
partir de novos sorotipos de Ad, entre eles sorotipos humanos de baixa
prevaléncia como AdHull e AdHu35 (THORNER et al., 2006; LIU et
al., 2008), ou adenovirus simios (AdC), que ndo circulam em
populacdes humanas e ndo compartilham epitopos com sorotipos
humanos (XIANG et al., 2002).

Nosso grupo tem desenvolvido vetores adenovirais baseados em
sorotipos isolados de chimpanzés (FARINA et al., 2001). Estes AdC sdo
classificados filogeneticamente dentro dos sorotipos humanos (RUX;
KUSER; BURNETT, 2003), possuindo similar organizacdo genética e
funcional (TATSIS; ERTL, 2004; HENSLEY et al., 2005). Apesar
destas similaridades, a taxa de neutralizagdo de AdC por AcN gerados
em infeccdo com Ad humanos ¢ baixa. Nove sorotipos de AdC sdo
conhecidos, os quais transduzem de forma eficiente células humanas em
cultura (BANGARI; MITTAL, 2006). Foram construidos vetores
derivados de 5 isolados: AdC1, AdC5, AdC6, AdC7 e AdC68
(FITZGERALD et al., 2003; PINTO et al., 2003; TATSIS; ERTL,
2004; TATSIS et al., 2007a). Estes Ad estdo agrupados em 3 sorotipos
distintos e estdo incluidos no subgrupo E por homologia de sequéncia ao
sorotipo humano 4, com exce¢do de AdCl1, pertencente ao subgrupo B
(HAUT; ERTL, 2009). AdCS5 e AdC7 pertencem ao mesmo sorotipo e
possuem neutralizagdo cruzada; AdC7 e AdC68 sido intimamente
relacionados e possuem neutralizagdo cruzada parcial quando em
presenca de altos titulos de AcN.

Os vetores AdC foram desenvolvidos por meio de delecdo da
regido E1 de seus genomas e posterior inser¢do do gene que codifica a
forma truncada da proteina p37 de Gag (pl6 e p24) do HIV-1, sob
controle de promotor viral proveniente de citomegalovirus. Os vetores
resultantes, denominados AdC6gag ¢ AdC68gag, foram capazes de
induzir resposta imune celular quando administrados em camundongos
por via intramuscular (i.m.) (FITZGERALD et al., 2003; PINTO et al.,
2003), via oral (PINTO et al., 2004) e via intravaginal (i.vag.) (DE
SOUZA et al., 2007). Ensaios em NHP também demonstraram a
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habilidade de vetores simios na indug¢do de resposta imune celular
(REYES-SANDOVAL et al., 2004; TATSIS et al., 2009). A resposta
imune induzida por AdC pode ser aumentada com a utilizagdo de
reforco com sorotipo distinto, vacinas de DNA ou vetores virais
preparados a partir de diferentes virus (FITZGERALD et al., 2003;
PINTO et al., 2003; REYES-SANDOVAL et al., 2004; MCCOY et al.,
2007).

Ensaios de imunogenicidade em roedores, NHP e seres
humanos demonstraram que Ad induzem frequéncias de células T CD8"
e que essa resposta ¢ sustentada (FEINBERG; MOORE, 2002;
SHIVER; EMINI, 2004), possivelmente pela persisténcia do vetor em
baixos niveis (TATSIS et al., 2007b). Durante persisténcia, Ad
permanecem transcricionalmente ativos, resultando em ativacdo
constante de células T e assim diminuindo a contragdo da populagdo de
células especificas observada ao final da fase efetora. Esta situagdo pode
apresentar vantagens por manter células efetoras circulantes; entretanto,
a presenca constante de células T ativadas pode retardar o
desenvolvimento de células T de memoéria (HAUT; ERTL, 2009).

1.3.2 Protocolos vacinais de dose-refor¢o

Diferentes estratégias tém sido avaliadas com o objetivo de
induzir resposta imune celular contra HIV-1. Muitas pesquisas foram
realizadas com o intuito de melhorar a eficacia das vacinas existentes;
atualmente, é realizada administragdo combinada de iguais ou distintas
classes de vacinas. Estes protocolos, denominados prime-boost ou dose-
reforco, consistem na administragdo de uma dose inicial de vacina
seguida por dose de reforgo, sendo capazes de induzir resposta imune de
forma mais eficiente quando comparados a regimes de aplicagdo tnica
(LI et al., 1993). Nestes protocolos de dose-reforco podem ser
empregadas combinacdes de diferentes sistemas de expressdo
codificantes para os mesmos epitopos de um determinado antigeno,
possibilitando o desenvolvimento de resposta imune celular e/ou
humoral contra um determinado patégeno (FALKENSAMMER et al.,
2009; TATSIS et al., 2009).

Apesar de muitas classes de vacinas serem capazes de induzir
resposta imune, nem todas sdo efetivas como dose de reforco. Resposta
primaria ao antigeno requer indugdo de células T que persistam como
células de memoria e determina a habilidade da segunda dose em
recrutar a resposta imune adaptativa. Em geral, vacinas de DNA,
proteinas e lipopeptideos sdo eficientes na primeira dose, mas ineficazes
como agentes de refor¢o. Virus recombinantes e atenuados sdo capazes
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de induzir resposta imune especifica em qualquer das duas doses se
utilizados em protocolos heter6logos. Acredita-se que este perfil distinto
de resposta a vacina seja efeito de imunodominancia do transgene em
relagdo as proteinas do vetor viral (DUNACHIE; HILL, 2003). A dose
de reforgo utilizando vetor viral distinto da primeira dose de vacina pode
resultar em aumento da resposta imune adaptativa contra o transgene,
enquanto induz resposta primdria as proteinas do vetor viral. Desta
forma, a utilizagdo de um carreador altamente imunogénico e heterdlogo
na dose de refor¢o favorece a amplificacdo da resposta imune transgene-
especifica em detrimento da resposta imune contra o carreador
(DUNACHIE; HILL, 2003).

Considerando vetores virais, a administracdo do vetor na dose
inicial leva ao desenvolvimento de imunidade ndo s6 contra o transgene,
mas também contra componentes protéicos da particula viral (NAYAK;
HERZOG, 2010). Acredita-se que mediante utilizagdo de uma segunda
dose do mesmo vetor, ou seja, dose-reforgo homologo, a imunidade
gerada na primeira administragdo poderia neutralizar a particula viral
antes da expressdo da proteina de interesse. Protocolos de dose-reforgo
utilizando administragdo de diferentes vetores seriam capazes de
amplificar a resposta gerada contra o trangene na primeira aplicagao,
sem a interferéncia da imunidade pré-existente contra o vetor. Essa
abordagem de imunizacdo sequencial empregando diferentes vetores €
conhecida como dose-reforco heterdlogo, sendo capaz de induzir
frequéncias superiores de células transgene-especificas quando
comparada a protocolos utilizando duas doses do mesmo vetor vacinal.
Um estudo em camundongos utilizando AdC6gag, AdC68gag e
AdHu5gag em regimes homologos ou heterélogos demonstrou que
imunizacdes consecutivas, utilizando diferentes vetores pela via oral e
i.m., induzem maior frequéncia de resposta imune celular que duas
administragdes do mesmo vetor (PINTO et al., 2004). AdCo6gag,
AdC7gag e AdHuS5gag foram utilizados em NHP em um regime de
vacinag@o i.m. de dose-refor¢o heterdlogo de trés doses, demonstrando
que esses vetores sdo capazes de induzir células transgene-especificas
quando administrados por via i.m., ultrapassando as barreiras de
imunidade pré-existente contra AdHuS5 (REYES-SANDOVAL et al.,
2004).

A vantagem da utilizacdo de protocolos de dose-refor¢co na
indugdo de resposta imune especifica contra HIV foi observada em um
ensaio clinico recente (RERKS-NGARM et al., 2009). Neste ensaio,
foram empregadas duas classes de vacinas que falharam previamente em
regime de administragdo Unica: vetor viral canarypox expressando gag,
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pol e nef (ALVAC-HIV), seguido de reforco com gpl20 bivalente
(AIDSVAX). Neste estudo, o protocolo vacinal demonstrou eficacia
modesta, sendo insuficiente para o licenciamento da vacina, porém
sugerindo que o desenvolvimento de uma vacina contra infec¢do por
HIV pode ser possivel (RERKS-NGARM et al., 2009). Este estudo ¢é
interessante por demonstrar que duas classes de vacinas que falharam
em ensaios de eficdcia quando administradas individualmente podem
conferir resultados promissores quando consideradas dentro de um
mesmo regime vacinal, demonstrando o efeito sinérgico de resposta
imune humoral e celular no combate a infeccdo.

1.3.3 Imunizac¢io por vias mucosas

O sistema imune de mucosas ¢ responsavel pela mediacdo da
relacdo entre o hospedeiro e microorganismos, tais como bactérias e
fungos, e forma a primeira linha de defesa fisica e imunologica contra
patdgenos invasores (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). O tecido
linfoide associado a mucosa compreende os linfocitos do epitélio e da
lamina proépria, sendo ndo s6 o alvo primario na maioria das infecc¢des
virais ou bacterianas, mas também um grande reservatorio para a
persisténcia de alguns virus (DOUEK; PICKER; KOUP, 2003). O
tecido linfoide associado a mucosa nasal (NALT) é o principal tecido
linfoide associado a mucosa do trato respiratério de roedores, sendo
drenado por linfonodos cervicais. E composto por células linfoides e
apresenta pequenos foliculos, altamente irrigados por vasos linfaticos e
vénulas endoteliais, além de células dendriticas e macrofagos
(ASANUMA et al., 1997). Além do seu papel na defesa do trato
respiratorio superior e inferior, o sistema linfoide nasal coopera com o
sistema imune sistémico e influencia a resposta imune em sitios de
mucosa distais, como intestino, ouvidos, cavidade oral, trato
gastrointestinal e urogenital. Desta forma, ¢ compreensivel que o NALT
também possua um papel crucial na defesa destes tecidos adjacentes. De
fato, a mesma subpopulagdo de células CD3"°“CD45R/B220"" tém sido
identificada como reguladora de fungdes efetoras tanto no NALT
(ASANUMA et al., 1997) como no trato gastrointestinal (BARRETT et
al., 1992) e TG (JOHANSSON; LYCKE, 2003).

O sistema imune de mucosa possui desenvolvimento
independente do sistema imune sistémico. Como maior conseqiiéncia
deste fato, ¢ tradicionalmente postulado que somente a resposta imune
iniciada em sitios de mucosa pode levar a imunidade efetiva nestes
tecidos (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). Sendo assim, estratégias
vacinais baseadas na administracdo de antigenos por vias de mucosa tém
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sido desenvolvidas para prevenir doengas causadas por agentes
infecciosos que utilizam sitios mucosos como porta de entrada. Como a
grande parte das novas infecgdes com HIV ocorre pela mucosa do trato
reprodutivo ou intestinal, acredita-se que vacinas capazes de proteger
contra HIV devam induzir imunidade persistente em tecidos mucosos
(BELYAKOV; BERZOFSKY, 2004). A aplicagdo de antigenos no
tecido mucoso foi capaz de induzir resposta de células T CD8" contra
HIV-1 em tecidos linfoides sistémicos e de mucosa em camundongos,
enquanto imunizagdes por via parenteral estimularam
predominantemente resposta imune celular em tecidos sistémicos
(BELYAKOV et al., 1998; BERZOFSKY; AHLERS; BELYAKOV,
2001). Com o intuito de induzir imunidade nas mucosas contra diversa
gama de patdgenos, grande variedade de vias de administragdo t€m sido
testadas, tais como imunizagdo intra-retal (BELYAKOV et al., 1998),
oral (PINTO et al., 2004), intranasal (i.n.) (PORGADOR et al., 1997) e
i.vag. (KWANT; ROSENTHAL, 2004).

A imunizagdo i.n. € capaz de induzir ndo somente imunidade
local no trato respiratorio, mas também em sitios de mucosa distais, tais
como trato reprodutivo feminino (MESTECKY; RUSSELL, 2000).
Diversos estudos demonstram a indu¢@o de resposta imune no TG contra
diversos antigenos ap6s imunizagdo in. (RUSSELL, 2002;
YOSHIZAWA et al., 2003; BURKE; WEN; KING, 2004; MILLIGAN
et al.,, 2004; JIANG et al., 2005). Entretanto, a situagdo contraria ndo ¢
observada; imunizagdo i.vag. induz imunidade no trato reprodutivo
feminino, mas falha na indugfo de resposta em tecidos adjacentes
(HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). Embora a dispersdo da resposta
imune celular induzida pela aplicagdo de antigenos na mucosa vaginal
seja restrita, a presenca de células T HIV-especificas neste tecido ¢
crucial para o controle inicial da maior parte das novas infec¢des por
HIV.

Um grande nimero de estudos t€m sido realizados em NHP
para avaliar a inducdo de resposta imune especifica contra HIV-1
mediante imunizag¢do por vias de mucosa. Estes estudos fazem uso de
diferentes classes de vacinas em protocolos de dose-refor¢co, na sua
maioria utilizando vetores virais conjuntamente com vacinas de DNA ou
proteinas recombinantes, comumente administrados por via in.,
oral/intra-traqueal ou retal (JIANG et al., 2005; FALKENSAMMER et
al., 2009; VAGENAS et al., 2009). Recentemente, a imunizagdo i.n.
tem sido a via de mucosa preferencialmente utilizada em ensaios de
vacinas profilaticas contra HIV, por si s6 ou em combinag¢do com outras
vias de administragdo. A administracdo de vetores adenovirais por vias
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de mucosa em combina¢do com vacinas de subunidades resultou na
indugdo tanto de resposta imune celular (ZHOU et al., 2007; HIDAJAT
et al., 2009) quanto humoral (FALKENSAMMER et al., 2009) contra o
transgene, sendo que a resposta imune adaptativa detectada apresentou
correlagdo com a reducdo da carga viral apds desafio com SIV. Em
contraste, a administracdo de AdHuS5 recombinante e vacina de DNA
por via i.m., seguidos de reforco com proteina recombinante pela via
in., ndo conferiu protecdo apds desafio com SIV por via retal
(DEMBERG et al., 2008). Imuniza¢do por vias de mucosa foram
também utilizadas para a avaliagdo da eficacia de vacinas baseadas em
virus atenuados (VAGENAS et al., 2009), vacinas de DNA seguidas de
reforco com vetor MVA (MANRIQUE et al., 2008; STOLTE-LEEB et
al., 2008; MANRIQUE et al.,, 2009) ou vacinas de subunidades
(BARNETT et al., 2008; WANG et al., 2009), resultando na diminuigdo
da carga viral pds-infeccdo com SIV por via de mucosa. Porém, nestes
estudos de protecdo foram administrados desafios homodlogos e por este
motivo ndo fornecem informagdo quanto a protecdo contra distintos
isolados virais.

Considerando que a maioria das infec¢des por HIV e a
deplecdo inicial de células T ocorrem em tecidos mucosos, a
distribui¢do anatomica da resposta induzida por uma vacina contra HIV
¢ critica. Desta maneira, acredita-se que uma vacina contra HIV deva
induzir AcN na superficie mucosa, com o intuito de prevenir a infec¢ao,
e resposta celular na area submucosa, caso o virus escape da
neutralizagdo e ultrapasse a camada epitelial. A resposta imune celular
de memoria deve residir na mucosa ou em seus linfonodos drenantes,
agindo dentro de horas apds a infec¢do. Resposta especifica contra HIV,
presente na porta de entrada do virus, pode ser decisiva no controle da
infecc¢do primaria, previnindo o estabelecimento de reservatorio viral em
tecidos linféides e no trato gastrointestinal e consequentemente
impedindo o estabelecimento da infec¢do persistente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar em camundongos BALB/c a inducéo e estado de ativagdo de

células T CD8" efetoras e de memoéria Gag-especificas, induzidas pela
administracdo intramuscular ou por vias de mucosas de adenovirus
recombinantes expressando o gene gag de HIV-1.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a dose ideal de adenovirus simios recombinantes e a
cinética de indugdo de resposta imune celular Gag-especifica sistémica
e de mucosas, bem como de resposta imune humoral, através da
administracgdo intranasal do vetor AdC6gag;

Avaliar a indugdo de células T CD8" Gag-especificas em tecidos
mucosos e sistémicos por administracdo de AdCé6gag e AdC68gag
pelas vias intranasal e intravaginal em esquema de imunizagdo dose-
reforco heter6logo;

Determinar a cinética de produgdo e isotipos de anticorpos contra os
vetores adenovirais e proteina Gag de HIV-1 apo6s administracdo de
vetores adenovirais por vias de mucosa;

Avaliar a indugdo de células T CD8" Gag-especificas em tecidos
mucosos e sistémicos através da administracdo de AdCo6gag e
AdC68gag pela via intramuscular em esquema de imunizagdo dose-
reforco heter6logo;

. o . s + 7
Determinar o fenotipo de linfocitos T CD8 Gag-especificos
provenientes do trato genital feminino ap6s imunizagdo intramuscular
ou por vias de mucosas;

. o . ;. + R
Avaliar a presenga e o fenotipo de linfocitos T CD8 de memoria no
trato genital feminino 1 ano apds administragdo intramuscular de
vetores adenovirais simios;

Avaliar o efeito da imunizagdo intramuscular com AdHuSgag em
populagdes totais de células T CD4" ¢ CDS8", ou linfocitos T CD8"
Gag-especificos residentes no trato genital feminino, em presenca de
imunidade pré-existente contra o vetor adenoviral;

Analisar o efeito de imunidade pré-existente contra o vetor vacinal
sobre a expressdao de marcadores fenotipicos relacionados a ativagdo e
proliferagio celular em linfocitos T CD8" Gag-especificas de origem
genital apds administragdo de AdHuSgag;

Determinar se células T residentes na mucosa genital possuem origem
distinta de linfécitos presentes em o6rgao linfoide secundario;
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— Determinar a relevancia de anticorpos neutralizantes na interferéncia
da indugdo de resposta imune celular ao produto do transgene apos
imunizacdo intramuscular com AdHuS5gag na presenca de resposta
imune adaptativa contra o vetor viral.
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3 METODOLOGIA

3.1 Consideracoes éticas

Este projeto foi aprovado pela Comissdo Interna de
Biosseguranca (CIBio — Protocolo 250/03) e pelo Comité de Etica de
Uso de Animais (PP00068/CEUA) da Universidade Federal de Santa
Catarina. Aprovagdo adicional foi obtida junto ao Comité Institucional
de Uso e Cuidado Animal do Instituto Wistar (Filadélfia, PA, EUA).

3.2 Modelo animal

Nos ensaios de imunizacdo foram utilizados camundongos Mus
musculus, linhagem BALB/c, fémeas, isogénicos, haplotipo H-2k’. Para
ensaios de transferéncia adotiva de linfocitos foram utilizados
camundongos Mus musculus, fémeas, linhagem Thyl.1 (CD90.1). Os
animais, de 6 a 8 semanas de idade, foram mantidos com agua e
alimento ad [libitum no Biotério Setorial do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, sob padrio sanitario
convencional, ou no Biotério Central do Instituto Wistar, sob padrdao
sanitario com barreiras e livre de patdgenos especificos.

3.3 Linhagens celulares

Células HEK293 (ATCC numero CRL-1573), fibroblastos
humanos embrionarios isolados de epitélio renal, aderentes,
transfectados com a regido E1 de adenovirus humano sorotipo 5, e
células 143B TK (ATCC numero CRL-8303), osteosarcoma humano,
aderentes, foram utilizadas neste estudo. As células foram mantidas em
meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Cellgro
Mediatech), tamponado com 3,6 g de bicarbonato de sddio (Merck),
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco) e 100
U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina e 0,25 ug/ml de
anfotericina B (PSA) (Sigma), e mantidas a 37°C em atmosfera de 95%
de umidade e 5% de CO,.

3.4 Virus Recombinantes

Neste estudo foram utilizados vetores adenovirais deletados da
regido El e expressando a forma truncada do gene gag do HIV-1
subtipo B (PINTO et al., 2004). Nos ensaios de cinética e dose-reforgo,
foram utilizados adenovirus simio sorotipos 6 ¢ 68 (AdC6gag e
AdC68gag, respectivamente). Nos ensaios de desafio, adenovirus simios
expressando glicoproteina do virus rabico (AdCérab.gp e AdC68rab.gp)
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(ZHOU et al., 2006) foram utilizados como controle. Para a indugéo de
imunidade pré-existente ao vetor vacinal e posterior avaliagdo de
resposta imune celular e humoral, foram utilizados adenovirus humano
sorotipo 5 (AdHu5) expressando a forma truncada do gene gag do HIV-
1 subtipo B (AdHu5gag), a glicoproteina do virus rabico (AdHuSrab.gp)
(XIANG et al., 2003) ou proteina verde fluorescente (GFP)
(AdHu5GFP) (PICHLA-GOLLON et al., 2007). Virus da vaccinia
recombinante que expressa a forma truncada do gene gag do HIV-1
subtipo B (Vacgag) (PINTO et al.,, 2004), expressando a proteina
reporter LacZ, foi utilizado no ensaio de desafio.

Os vetores adenovirais foram propagados em células HEK293,
purificados por gradiente de cloreto de césio e o nimero de particulas
virais (p.v.) foi determinado por espectrofotometria. Os lotes virais
continham aproximadamente 10" p.v./ml, com razdo de multiplicidade
de infecgdo (MOI) : p.v. de 1:50-200 e foram armazenados a —80°C.
Virus da vaccinia recombinante foi propagado e tutilado em células
143B TK . Estoques virais continham aproximadamente 10* unidades
formadoras de placas (pfu)/ml e foram armazenados a —80°C. Para
ensaios de imunizacdo, os estoques foram descongelados e diluidos em
solugdo salina tamponada de fosfato com pH 7,4 (PBS) (Cellgro
Mediatech) estéril. Os lotes de vetores virais foram regularmente
submetidos a controle de qualidade para MOI, presenga de transgene e
auséncia de contaminantes (PINTO et al., 2003; ROY et al., 2004).

3.5 Peptideo

O peptideo AMQMLKETI, que contétm o epitopo
imunodominante da proteina Gag do HIV-1 subtipo B para MHC de
classe 1 de camundongos BALB/c (DOE; WALKER, 1996), foi
utilizado neste estudo. O peptideo foi sintetizado, purificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e sua seqiiéncia foi verificada
por espectrofotometria de massa (Anaspec). Para utilizagcdo nos ensaios
posteriormente descritos, o peptideo foi suspenso em dimetilsulfoxido
(Sigma) na concentragdo de 1 mg/ml e mantido a -20°C.

3.6 Imunizacio de camundongos

Grupos de 5 a 20 camundongos BALB/c foram imunizados
por via i.m. ou através de mucosas com vetores virais recombinantes. A
imunizacdo i.m. foi aplicada no musculo quadriceps, inoculando-se de
10" a 10" p.v. num volume de 100 pl (PINTO et al., 2003). A
imunizacdo in. ou i.vag. foi realizada através da administragdo,
utilizando pipeta automatica, de 10 ul contendo 10° a 10" p-v. (DE
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SOUZA et al.,, 2007). Para administra¢do pelas vias de mucosa, 0s
animais foram primeiramente anestesiados com 2,78 mg de cloridrato de
cetamina (Phoenix Pharmaceutical) e 0,12 mg de cloridrato de xilazina
(Vedco) administrados intraperitonealmente. Cinco dias antes de
imunizagdo pela via i.vag., animais receberam 3 mg de acetato de
medroxiprogesterona (Sigma) pela via intraperitonial (i.p.) para
sincroniza¢do do ciclo estral. Em ensaios de dose-refor¢o, os animais
receberam a segunda dose do mesmo ou distinto vetor adenoviral 6
semanas apos a dose inicial.

3.7 Obtencio e purificacido de células

Os animais foram sacrificados em cdmara de didxido de
carbono. O sangue foi coletado através de puncdo cardiaca em presenga
de citrato de sodio 4% e posteriormente submetido a gradiente de
densidade utilizando Histopaque (Sigma) por 20 minutos a 600 xg. Apo6s
centrifugag@o, a camada celular na interface foi recolhida, adicionada a
5 ml de meio L-15 (Cellgro Mediatech) contendo 2mM de EDTA
(Gibco) e centrifugada por 5 minutos a 350 xg. O processo foi repetido,
o sobrenadante descartado e o precipitado foi suspenso em meio L-15.

Bago e LNI foram removidos cirurgicamente e submetidos a
dissociagdo mecanica para liberagdo de células. Alternativamente,
amostras de sangue foram coletadas na presen¢a de heparina (Wallcur).
As amostras foram entdo submetidas a lise de hemacias com solugdo de
lise ACK (Invitrogen). A suspensdo celular proveniente deste
procedimento foi submetida a trés centrifugacdes a 350 xg por 5
minutos em meio L-15. Apos a centrifugagdo, os sobrenadantes foram
descartados e o precipitado suspenso em meio L-15.

A remogdo do NALT foi realizada conforme descrito por
Heritage e colaboradores (HERITAGE et al., 1997). Apds sacrificio e
exsanguinagdo dos animais, foi realizada decapitagdo e remogao da pele,
lingua e mandibula. Em seguida, a regido contendo os dentes incisivos e
nostrilas foi removida, sendo realizada nova incisao na linha dos olhos.
O fragmento restante foi acomodado dorsalmente em placa de Petri e o
palato entdo removido, revelando o NALT bilateralmente, envolto por
tecido colagenoso. A estrutura foi removida com pingas de
microcirurgia e mantida em meio L-15, sendo realizada etapa de
dissociagdo mecanica, como previamente descrito para baco e
linfonodos.

Para obtencdo de IELs da mucosa vaginal, o trato reprodutivo
feminino foi removido cirurgicamente ¢ fragmentado em pedagos de 0,5
cm. Os fragmentos foram submetidos a agitagcdo constante de 130 rpm
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por 1 hora em meio RPMI-1640 (Cellgro Mediatech) suplementado com
5% SFB e 1% PSA. O sobrenadante foi coletado e a amostra entdo
submetida a dissociagdo enzimatica com 1,4 mg/ml de colagenase tipo I
(Gibco) em meio RPMI 1640 suplementado 5% SFB e 1% PSA por 15
minutos, sob agitacgio a 37°C. O sobrenadante proveniente da
dissociagdo enzimatica foi adicionado ao resultante do primeiro ciclo de
agitacdo e a amostra centrifugada por 10 minutos a 350 xg. Os linfocitos
foram entdo purificados por centrifugacdo em gradiente de Percoll
(Sigma) a 600 xg por 20 minutos, sendo suspensos em fracdo 40%
Percoll e adicionados sobre fragdo 70% Percoll. Apds centrifugagdo, a
camada resultante na interface foi recolhida e lavada em meio RPMI-
1640. As células obtidas a partir de diferentes tecidos e orgdos foram
contadas utilizando-se corante vital azul de tripan a 0,2% (Sigma), sendo
suspensas em densidade e meio adequados para os ensaios subsequentes.

3.8 Coleta de amostras de soro, saliva, lavado vaginal e fezes para
ensaios de neutralizacio e ELISA

Sangue foi coletado individualmente através de pungéo
mandibular e incubado a temperatura ambiente por 2 horas. Os lavados
vaginais foram obtidos individualmente mediante lavagem da cavidade
vaginal com volume total de 150 ul de PBS (Cellgro Mediatech) estéril,
utilizando pipeta automatica. As amostras foram centrifugadas a 300 xg
por 10 minutos, o sobrenadante recolhido e submetido a nova
centrifugag@o a 16.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante resultante do
segundo ciclo de centrifugagao foi utilizado nos ensaios de neutralizagdo
ou ELISA.

Amostras de saliva e fezes foram obtidas de 5 animais
pertencentes ao mesmo grupo. Fezes frescas foram coletadas, pesadas e
incubadas por 12 horas em PBS contendo 0,3% de azida de sddio. Apos
maceragdo, a solucdo resultante foi centrifugada a 16.000 xg por 20
minutos. Para coleta de saliva, camundongos foram inoculados i.p. com
100 pg de cloridrato de pilocarpina (Sigma). A saliva foi coletada e
centrifugada por 20 minutos a 16.000 xg. Nas amostras de saliva e fezes,
o precipitado foi descartado e o sobrenadante utilizado nos ensaios
ELISA. Amostras foram mantidas a -20°C até a realizacdo dos
experimentos abaixo descritos.

3.9 Ensaio de dose-resposta para imunizac¢io por vias de mucosa
Ensaios de dose-resposta foram realizados para determinagio da

dose mais adequada de AdC68gag a ser utilizada nos ensaios de

imunizacdo. Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados i.n.
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com duas concentragdes do vetor viral (10° e 10'" p.v.). Os animais
foram sacrificados 14 dias apés a imunizagdo para analise da resposta
imune celular Gag-especifica presente no NALT, TG, LNI, sangue e
baco através de ensaios de tetramero e ELISpot abaixo descritos.

3.10 Avaliacio do protocolo de dose-reforco heterologo

A fim de avaliar a resposta imune celular induzida pelo
protocolo de dose-refor¢o heterdlogo, grupos de animais foram
imunizados com AdCé6gag ¢ AdC68gag por diferentes vias e em
combinagdes distintas. Grupos de 5 camundongos BALB/c foram
imunizados pela via im. ou através da mucosa com 10" p.v. de
AdCé6gag. Apds 6 semanas, administrou-se reforco com vetor viral
distinto da primeira dose, através de diferente ou de mesma via de
imunizagdo. Para analise do fendtipo de células T CD8  Gag-
especificas, grupos de 20 camundongos BALB/c foram imunizados com
0o mesmo protocolo. Duas e 4 semanas apds imunizagdo, sangue, bago,
LNI e TG foram analisados quanto & presenca de resposta imune
utilizando-se ensaio de tetraimero e ELISpot, abaixo descritos, para
determinar o melhor esquema de imunizagao.

3.11 Avaliacio da resposta imune celular de memoria

Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados por via
i.m. com 10" p.v. de AdCé6gag e receberam reforgo i.m. com 10" p.v.
de AdC68gag 6 semanas ap6s a primeira imunizagdo. Doze meses apos
o reforco, os animais foram sacrificados e bago, sangue, LNI ¢ TG
foram removidos e analisados quanto a presenca de células T CD8"
Gag-especificas através do ensaio de tetramero e fenotipagem abaixo
descrito.

3.12 Ensaio de protecio

Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados com 10"
p.v. de AdCégag pela via i.n., seguido de reforgo i.vag. com 10'° p.v. de
AdC68gag 6 semanas apds a primeira imunizagdo. Quatro semanas apos
o refor¢o, os animais foram desafiados com 10° pfu de Vacgag pela via
i.vag. Neste ensaio foram incluidos grupos-controle recebedores do
mesmo regime de imunizagdo, entretanto utilizando vetores expressando
glicoproteina do virus rabico (AdCé6rab.gp e AdC68rab.gp), bem como
animais que receberam somente uma dose da vacina por diferentes vias
(i.n. ou i.m.) ou de AdCérab.gp pela via i.n.. Cinco dias apds o desafio,
os ovarios foram removidos de forma cirGrgica e tratados
individualmente. A estrutura foi dissociada mecanicamente e o
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sobrenadante livre de células foi titulado em monocamada confluente de
células 143B TK-. Apdés 18 horas de incubagdo, as células foram
recobertas com agarose de baixo ponto de fusdo 2% em meio Minimum
Essential Eagle’s Medium (Gibco) contendo X-galactose (Roche). As
placas foram examinadas 24 horas apos, sendo as placas azuis contadas
em microscOpio estereoscopico para determinacdo do titulo viral
presente em cada par de ovarios.

3.13 Avaliacio do padrio migratério de células T CD8" Gag-
especificas de origem sistémica

Grupos de 10 camundongos BALB/c foram imunizados com
10" p.v. de AdC6gag e apods 6 semanas receberam reforco com 10" p.v.
de AdC68gag por via i.m. Esplenocitos foram isolados 14 dias apds o
reforo, sendo 5x10’ células transferidas por via endovenosa para
camundongos Thyl.l naive. Diferentes compartimentos foram
analisados 7 dias apos a transferéncia quanto a presenca de células T
CD8" Gag-especificas provenientes do grupo doador utilizando-se o
ensaio de tetraimero abaixo descrito.

3.14 Avaliacdo de resposta imune HIV-especifica induzida por
AdHu5gag na presenca de imunidade pré-existente contra o vetor
adenoviral

Para a indugdo de imunidade pré-existente ao vetor vacinal,
10" p.v. de AdHuSrab.gp foram administradas por via i.n. ou i.m. em
grupos de 5 camundongos BALB/c, sendo amostras de sangue coletadas
2 semanas ap6s a administragdo do vetor viral a fim de determinar o
titulo de AcN. Animais com titulos de AcN contra o vetor AdHuS >20
(i.n.) ou >40 (i.m.) foram imunizados com 10'° p.v. de AdHu5gag pela
via i.m. 3 semanas apds a pré-exposi¢do ao vetor vacinal. Grupos
controle consistiram em animais naive ou imunizados com o vetor
AdHu5gag na auséncia de imunidade pré-existente. A resposta imune
induzida foi avaliada em diversos intervalos de tempo utilizando-se
ensaio de tetrdmero e fenotipagem abaixo descrito.

3.15 Avaliacdo da interferéncia de AcN na inducdo de resposta
imune Gag-especifica

Grupos de 10 camundongos BALB/c foram inoculados com
10" p.v. de AdHu5rab.gp por via i.m., recebendo adicionalmente uma
dose deste mesmo vetor com 6 semanas de intervalo. Duas semanas
apos o reforco, o sangue foi coletado por pungdo mandibular ¢ uma
aliquota de soro foi utilizada para determinar o titulo de AcN contra
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AdHu5. O restante do soro foi transferido por via endovenosa para
camundongos naive (500 pl por animal). Uma semana apos a
transferéncia do soro, foi coletado sangue para confirmar a presenca de
AcN, sendo entdo que os animais que possuiam anticorpos anti-AdHu5
foram imunizados com AdHuSgag por via i.m. Duas semanas apés a
imunizacdo os animais foram sacrificados e a presenca de células T
CD8" Gag-especificas em diversos tecidos foi avaliada através do ensaio
de tetramero abaixo descrito.

3.16 Ensaio de neutralizacio viral

Soro proveniente de animais imunizados com AdHu5rab.gp foi
coletado individualmente e inativado a 56°C por 30 minutos em banho-
maria. O ensaio de neutralizacdo fez uso de vetores adenovirais
expressando GFP, na concentragdo de 500 p.v. por célula. Aliquotas de
soro foram diluidas de forma seriada, na razdo 2, a partir da dilui¢do
1:10 até 1:1.280 em volume de 50 pl de meio de cultura e incubadas
com 1 volume do vetor AdHuSGFP (totalizando 100 pul de volume de
reagdo) por 1 hora a temperatura ambiente. Monocamadas de células
HEK293 foram tripsinizadas e 3x10* células foram adicionadas a
mistura soro-vetor, totalizando 200 pl. As amostras foram entdo
incubadas em placas de 96 cavidades (Nunc) por 24 horas a 37°C em
presenca de 5% CO,. Controle viral consistiu no uso de soro proveniente
de animais naive, enquanto células incubadas com meio de cultura, sem
adi¢do da solucdo viral, foram utilizadas como controle celular. Cinco
campos escolhidos aleatoriamente foram analisados quanto a presenca
de células positivas para GFP em microscopio de fluorescéncia
(Olympus IX71) e comparados ao nimero de células fluorescentes no
controle viral. Amostras foram consideradas positivas para AcN
mediante a redugdo de 50% no nimero de células expressando GFP. Os
resultados foram expressos em titulo de AcN, que corresponde a
reciproca da ultima dilui¢do que apresentou positividade. Amostras com
titulo maior que 20 foram consideradas positivas.

3.17 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccio de anticorpos
contra vetor vacinal e proteina Gag do HIV-1

Placas de 96 cavidades (Nunc) foram revestidas com antigeno
(5);108 p.v. de vetor viral expressando transgene ndo-relacionado ou 0,1
pg de proteina Gag p24 purificada (ImmunoDiagnostic) por cavidade)
por 12 horas a 4°C. Apds lavagem e bloqueio com albumina bovina
sérica (BSA) a 3% em PBS (Cellgro Mediatech) por 12 horas a 4°C,
soro, lavados vaginais, saliva ou fezes coletadas de animais imunizados
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foram diluidas serialmente em BSA 3% em PBS e testadas em duplicata.
Amostras de soro foram avaliadas em dilui¢des entre 1:100 e 1:12.800,
enquanto lavados vaginais, saliva e fezes foram avaliados puros ou
diluidos entre 1:2 e 1:128. Placas com saliva, fezes ou lavados vaginais
foram incubadas por 12 horas a 4°C, enquanto placas contendo amostras
de soro foram incubadas por 1 hora & temperatura ambiente. Apds
lavagem com BSA 3% em PBS, adicionou-se anticorpo secundario anti-
imunoglobulina murina conjugado com fosfatase alcalina (ICC Cappel)
por 1 hora a temperatura ambiente. Apés adi¢do de substrato para a
enzima (Sigma) seguido de solucdo de parada da reacdo (Sigma), a
leitura foi realizada em espectrofotometro a 405 mm (Biotek EL-
311SX).

3.18 Isotipagem de anticorpos contra o vetor viral e a proteina Gag
de HIV-1

Para isotipagem de anticorpos anti-AdC6 e anti-Gag foi
utilizado Hybridoma Subisotyping Kit (Calbiochem). Placas de 96
cavidades (Nunc) foram revestidas com antigeno conforme descrito no
item anterior por 12 horas a 4°C. Apos lavagem e bloqueio com BSA
3% em PBS por 12 horas a 4°C, soro, lavados vaginais, saliva e fezes
coletadas de animais imunizados foram adicionadas em duplicata na
dilui¢do previamente determinada durante titulagdo por ELISA. Placas
contendo saliva, fezes ou lavados vaginais foram incubadas por 12 horas
a 4°C, enquanto placas contendo amostras de soro foram incubadas por
1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem com BSA 3% em PBS,
adicionou-se separadamente anticorpos secundarios anti-imunoglobulina
murina (anti-IgG1, -IgG2a, -IgG2b, -1gG3, -IgA, -IgM) provenientes de
coelho por 1 hora a temperatura ambiente. Apos lavagem com BSA 3%
em PBS, foi adicionado anticorpo anti-imunoglobulina de coelho
conjugado com peroxidase de raiz-forte por 1 hora a temperatura
ambiente. Apos adicdo de tetrametilbenzidina como substrato para a
enzima e posterior utilizagdo de solucdo de parada da reagdo (Sigma), a
leitura foi realizada em espectrofotometro a 450 mm (Biotek EL-
311SX).

3.19 Ensaio ELISpot para detec¢do de secrecio de IFN-y

Ensaios ELISpot de captura para interferon-gamma (IFN-y)
foram realizados como previamente descrito (REYES-SANDOVAL et
al., 2004). Resumidamente, placas de difluoreto de polivinilideno
(Millipore) de 96 cavidades foram sensibilizadas com 20 pg de
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anticorpos anti-IFN-y de camundongo (BD Pharmingen) diluidos em
PBS estéril e incubadas por 12 horas a 4°C. As placas foram submetidas
a 6 lavagens com PBS e bloqueadas com meio MLC 10% (DMEM
suplementado com 10 M de 2-mercaptoetanol (Sigma) e 10% SFB) por
2 horas a 37°C. Células provenientes de bago, sangue, LNI, TG e NALT
foram plaqueadas em triplicatas (2x10° células por cavidade em meio
MLC 10%) e estimuladas com 5 pg/ml do peptideco AMQMLKETI, em
presenca de 0,1 pg de anticorpo anti-CD28 ¢ 0,1 pg de anti-CD49d (BD
Pharmingen) por 16 horas a 37°C em presenca de 10% de CO,. As
células foram entdo removidas, as placas lavadas com PBS/Tween
0,01%, sendo posteriormente adicionado anticorpo anti-IFN-y marcado
com biotina (BD Pharmingen) por 2 horas a temperatura ambiente. Apos
lavagens com PBS Tween 0,01%, estreptavidina conjugada
com fosfatase alcalina (MATBECH AB) foi adicionada e incubada por 1
hora a temperatura ambiente. Focos foram revelados por adicdo de
solugdo de 4-nitro-azul de tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
(NBT/BCIP) (Pierce) por 5 minutos a temperatura ambiente. A reagdo
foi interrompida pela adicdo de agua e os focos foram contados
utilizando C.T.L. Series 3A Analyzer ¢ ImmunoSpot 3.2 (Cellular
Technology Ltd). Dados provenientes da incubagdo de células em meio
MLC 10% na auséncia de peptideo foram utilizados como controles
negativos e os valores subtraidos das amostras estimuladas, enquanto
controles positivos foram estimulados com meio MLC 10% contendo
anticorpos anti-CD28 e -CD49d, 0,1 ug de ionomicina e 25 mg de
formol-meristato-acetato. Os resultados dos ensaios ELISpot sdo
apresentados como o niumero de unidades formadoras de focos (UFF)
por 10° células, ou normalizados por 10° células CD8". Controles
negativos apresentaram numeros de UFF inferiores ou iguais a 12
UFF/10° células. Resultados de células estimuladas compreendendo
menos de 55 UFF/10° células foram consideradas negativas.

3.20 Ensaio de tetrimero, analise fenotipica e citometria de fluxo
Marcacdo de MHC classe I foi realizada utilizando tetramero
especifico para haplotipo H-2K, conjugado com peptideo
AMQMLKETI e marcado com aloficocianina (APC) (NIAID Tetramer
Facility). Para avaliagdo da resposta imune celular induzida pelos
vetores adenovirais, células foram incubadas com corante aqua
(Live/Dead Fixable Dead Cell Stain Kit, Invitrogen) para distingdo de
células viadveis, tetrdmero especifico e anticorpo anti-CD8a conjugado
com PerCP (BD Bioscience) em PBS contendo 1% SFB por 1 hora a
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4°C. Para analise de fenétipo, as células provenientes de animais
imunizados por vias de mucosa foram submetidas a marcagdo com
anticorpos listados no apéndice A e analisadas em citdmetro de fluxo
FACScalibur (Becton-Dickinson). Para fenotipagem de células
provenientes de animais imunizados pela via im., células foram
incubadas com anticorpos listados no apéndice B. O apéndice C
demonstra os anticorpos utilizados para a fenotipagem de células
provenientes de animais imunizados com AdHuS5gag. Nos experimentos
nos quais foi realizada transferéncia adotiva de linfocitos, células
provenientes de animais imunizados foram marcadas com anticorpo
anti-CD90.1 conjugado com FITC em adi¢ao aos anticorpos listados no
apéndice B. Estas analises foram realizadas no citometro de fluxo BD
LSRII (Becton-Dickinson).

Os ensaios de citometria de fluxo utilizaram células purificadas
provenientes de animais imunizados com diferentes protocolos vacinais,
incubadas com os diferentes painéis de anticorpos listados nos
apéndices. As células purificadas foram adicionadas ao coquetel de
anticorpos de superficie em presenga do corante aqua, diluidos em PBS
contendo 1% SFB, por 1 hora a 4°C. Ap0ds esta etapa, as células foram
centrifugadas 2 vezes em PBS a 350 xg e permeabilizadas com BD
Cytofix/Cytoperm™  Fixation and Permeabilization Solution (BD
Bioscience) por 20 minutos a 4°C. Em seguida, as células foram
incubadas por 30 minutos a 4°C em presenca de anticorpos contra
marcadores intracelulares diluidos na solu¢do Perm/Wash™ (BD
Bioscience). Ao final da incubagdo, células foram centrifugadas 2 vezes
em PBS a 350 xg, fixadas e mantidas em 200 pl de solugdo BD
Stabilizing Fixative (BD Bioscience) até o momento da analise.

Particulas de compensacgdo contra IgG de rato e hamster (BD
Bioscience) foram utilizadas para ajuste dos parametros da citometria de
fluxo. Eventos contidos em 100 pl de particulas negativas foram
adquiridos no citometro de fluxo e utilizados para determinagdo de
voltagens e populagcdes negativas para cada fluorocromo. Para a
determinacdo do pico de fluorescéncia dos anticorpos utilizados no
ensaio, 20 pl de particulas positivas foram adicionadas a anticorpos
individualmente diluidos em 80 pl de PBS contendo 1% SFB. Esta
suspensdo foi entdo analisada em citdmetro de fluxo e resultados
utilizados para determinacdo da matriz de compensacdo para os
fluocromos utilizados nos experimentos. Dados provenientes destes
experimentos foram analisados utilizando o programa FlowJo V8.8
(Tree Star Inc.). Apéndice D demonstra a sequéncia de analise utilizada



31

para avaliagdo de células T CD4" totais e células T CD8" totais ou Gag-
especificas.

3.21 Analise estatistica

Os experimentos apresentados neste estudo foram repetidos no
minimo 2 vezes ¢ no maximo 4 vezes, utilizando grupos de 5 a 20
camundongos. Para ensaios utilizando vetores AdC, as diferencas entre
os distintos grupos experimentais foram calculadas quanto a
significancia estatistica utilizando-se Teste ¢ de Student, de duas
amostras ndo parecadas. Para ensaios de imunizagdo utilizando
AdHu5gag, as diferencas entre grupos experimentais tratados com
diferentes protocolos de imunizagdo foram analizadas utilizando Teste
ANOVA Bicaudal seguido de corre¢des de Bonferroni. Para ambos os
testes estatisticos, valores p<0,05 ou p<0,01 foram considerados
significantes.

Nos ensaios de fenotipagem celular, a mediana da intensidade
de fluorescéncia (MIF) de cada marcador celular foi utilizada para
realizagdo de Teste ¢ de Student de amostras ndo pareadas. A diferenca
em MIF de cada amostra em relacdo ao controle foi comparada entre
replicatas de diferentes repetigdes para determinacdo de significancia
estatistica de p<0,05. Todas as anélises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad Software).
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4 RESULTADOS

Este estudo foi originalmente concebido com o intuito de
avaliar a magnitude e a qualidade da resposta imune de células T CD8"
especificas contra Gag de HIV-1 induzida mediante administracdo de
vetores adenovirais simios expressando proteina conservada entre
isolados virais. Os esfor¢o foram concentrados na indugdo de resposta
imune celular contra HIV-1 no TG feminino, resposta esta capaz de
residir como células de memoria e ultrapassar obstaculos associados a
imunidade pré-existente contra sorotipos humanos de adenovirus.
Tradicionalmente, € aceito que resposta imune residente em tecidos
mucosos deve ser estimulada na propria mucosa; por este motivo,
esforgo iniciais se concentraram na administracdo dos vetores vacinais
por vias de mucosa. Entretanto, como observado no decorrer do estudo,
protocolos de imunizacdo utilizando as vias i.n. e i.vag. sdo inferiores na
inducdo de resposta imune celular especifica contra HIV-1 quando
comparados a imunizacdo i.m. Por este motivo, os experimentos foram
posteriormente focados no estudo da resposta induzida por
administragdo i.m.

4.1 Avaliacio de dose-resposta e cinética da resposta imune
adaptativa apés administracio intranasal de AdCé6gag

O vetor adenoviral simio AdCé6gag foi avaliado quanto a sua
capacidade de induzir resposta imune humoral, celular sistémica e de
mucosas apds administracdo i.n. deste vetor. Inicialmente, foi realizado
ensaio de dose-resposta através da imunizagdo de grupos de cinco
camundongos BALB/c pela via i.n. utilizando 108 p.v. de AdCoé6gag,
dose previamente utilizada em estudos anteriores realizados em nosso
laboratério, ou 10 p.v. de AdCé6gag, dose ideal conhecida para
imunizac¢do por via i.m. A resposta induzida foi avaliada duas semanas
apos a imunizagdo através de ELISpot para detec¢do da secrecdo de
IFN-y em diferentes tecidos.

Numeros detectaveis de células produtoras de IFN-y (isto €, >55
UFF/10° células) foram observados em populagdes isoladas de baco e
sangue para ambas as doses administradas (Figura 1). Resposta de
células T CD8" Gag-especificas no TG e NALT foi somente detectavel
mediante administracdo de 10" p.v. de AdCé6gag, enquanto secre¢do de
IFN-y nos LNI apresentou-se abaixo do limite de positividade para as
duas doses avaliadas. Foi determinado que a dose de 10" p.v. de
AdC6gag ¢ superior na indugdo de células T CD8" Gag-especificas em
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bago, sangue, NALT e IELs isolados do TG feminino de camundongos
quando comparada a dose de 10° p.v. do vetor (p<0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Ensaio de dose-resposta para avaliacio da resposta imune celular
Gag-especifica apos imunizacdo in. com AdCé6gag. Grupos de cinco
camundongos BALB/c foram imunizados por via i.n. com 10° p.v. ou 10" p.-v.
de AdCé6gag. Os animais foram sacrificados apds duas semanas e as células
analisadas por ELISpot quanto a secre¢do de IFN-y. Como controle, animais
receberam PBS no lugar de virus recombinantes (grupo naive). Grafico
demonstra nimero de UFF/10° células ap6s 16 horas de incubagdo com
peptideo especifico AMQMLKETI. O simbolo (*) denota significancia
estatistica de p<0,05.

A resposta imune humoral induzida apés a administragdo de
diferentes doses do vetor foi também avaliada. Animais foram
imunizados com 10° p.v. ou 10" p.v. de AdC6gag por via i.n. ¢ quatro
semanas apOs imunizagdo, amostras de sangue, lavados vaginais, saliva
e fezes foram coletadas e a presenca de anticorpos contra a proteina Gag
ou contra o vetor AdC6 foi avaliada através de ELISA. Como
demonstrado na figura 2, a dose de 10" p.v. foi superior na inducdo de
anticorpos contra o vetor adenoviral em soro e lavados vaginais
(»<0,01). Anticorpos anti-Gag foram detectados somente no soro, sendo
a resposta imune humoral comparavel entre as duas doses para as
dilui¢des testadas (p>0,05) (Figura 2). Tomando em conjunto resultados
provenientes da avaliagdo de resposta imune celular e humoral, foi
determinado que a dose de 10"’ p.v. de AdC6gag, ideal para imunizagdo
i.m., é adequada para administragdo por vias de mucosa, sendo entio
utilizada nos experimentos posteriores. Devido a similaridades
estruturais e no ciclo viral, vetores simios adicionais posteriormente
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utilizados neste estudo (AdC68gag, AdCé6rab.gp, AdC68rab.gp) foram
também administrados nesta mesma dose.
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Figura 2. Ensaio de dose-resposta para avaliacio da resposta imune
humoral apés imunizacio i.n. com AdCégag. Grupos de cinco camundongos
BALB/c foram imunizados por via i.n. com 10% p-v. ou 10" p.v. de AdCé6gag.
Quatro semanas apds a imunizagdo, sangue e lavado vaginal foram coletados e
analisados por ELISA quanto a presenga de anticorpos anti-vetor e anti-Gag.
Como controle, animais receberam PBS no lugar de virus recombinantes (grupo
naive). Graficos demonstram absorbancia a 405 nym para as diferentes diluigdes
testadas. Significancia estatistica de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) ¢ mostrada na
figura.

Posteriormente, realizou-se ensaio de cinética para determinar o
pico da resposta imune celular induzida por AdC6gag através de ensaios
com tetramero especifico para haplotipo H-2K¢, conjugado com
peptideo  AMQMLKETI, ou por ELISpot. Ensaios de tetrdmero
permitem a deteccdo de células T especificas mediante andlise de
receptor, utlilizando moléculas de MHC tetramerizadas e conjugadas
com o peptideo de interesse, possibilitando assim a detec¢do de células
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especificas mesmo fora da fase efetora (na auséncia da secregdo de
citocinas) e andlise de fenotipos ex vivo, sem a interferéncia que a
estimulacdo in vitro pode gerar na expressdo de marcadores de ativagao
e/ou receptores celulares.

Apo6s imunizagdo i.n. de camundongos BALB/c com 10" p.v.
de AdC6gag, animais foram sacrificados ap6s 2, 4, 8 e 10 semanas para
analise da resposta Gag-especifica. A administragdo i.n. de AdCé6gag
induziu baixa frequéncia de células T CD8" especificas em bago (em
média 0,35% de linfocitos T CD8" tetramero-especificos) no decorrer
das dez semanas de experimentagdo (Figura 3A). Apesar de frequéncias
de células tetrimero CD8" terem sido observadas de forma estavel no
baco, o nimero de UFFs em células isoladas deste tecido decaiu de
aproximadamente 150 para 50 unidades (p<0,05) (Figura 3B). No
NALT, a frequéncia de células T CD8" Gag-especificas se mantiveram
estaveis entre a segunda e décima semana ap6s imunizagdo, com média
de frequéncias de 35% de linfocitos T CD8" Gag-especificos (Figura
3A). Porém, houve diminuicdo na secrecdo de IFN-y observada no
ensaio de ELISpot para este tecido (p<0,05) (Figura 3B). A discrepancia
dos valores obtidos entre o ensaio de tetramero e ELISpot para estes
dois tecidos demonstra a interrupcdo da secregdo de citocinas por células
T CD8" Gag-especificas apesar da frequéncia de células especificas se
manter constante. Em sangue, foi observada frequéncia de 1,2% de
células T CD8" Gag-especificas duas semanas apds a imunizagio (cerca
de 240 UFFs). Apesar de resposta Gag-especifica ser detectada no final
de dez semanas pos-imunizagdo, a frequéncia destas células diminuiu
em populagdes isoladas de sangue (p<0,05) (Figura 3A), sendo
acompanhada pela queda na secre¢do de IFN-y em células isoladas deste
tecido (p<0,01) (Figura 3B).
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Figura 3. Ensaio de cinética para avaliacdo da resposta imune celular Gag-
especifica apés imunizacéio i.n. com AdCé6gag. Grupos de vinte camundongos
BALB/c foram imunizados i.n. com 10" p.v. de AdCé6gag e sacrificados apos 2,
4, 8 e 10 semanas para analise de células T CD8". Como controle, animais
receberam PBS no lugar de virus recombinantes (grupo naive). A figura 3A
refere-se a ensaios de tetramero especifico, analisados por citometria de fluxo.
Resultados sio expressos em frequéncia de células tetrimero CDS’ sobre
nameros totais de células CD8". A figura 3B expressa a quantidade de UFF/10°
células apods 16 horas de incubacdo com peptideo especifico AMQMLKETI
obtida em ensaios de ELISpot para deteccdo da secrecdo de IFN-y. Significancia
estatistica de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) é mostrada na figura.

Foi possivel detectar alta frequéncia de células T CD8" Gag-
especificas (em média 13% de linfocitos T CD8" tetrimero-especificos)
em amostras provenientes do TG duas semanas apos a imunizagdo i.n.
com AdCé6gag (Figura 3A). Entretanto, a frequéncia de linfocitos
funcionais demonstrou-se menor do que a detectada por meio do ensaio
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de tetramero, visto que os dados de ELISpot para deteccdo de IFN-y
demonstraram cerca de 150 UFF/10° células isoladas do TG no primeiro
ponto de analise (Figura 3B). Na andlise realizada quatro semanas apds
a imunizagdo i.n., detectou-se diminui¢do na freqiiéncia de células T
CD8" Gag-especificas (4,5% de linfocitos T CD8" tetrAmero-
especificos) em amostras provenientes do TG (p<0,05) (Figura 3A).
Entretanto, apesar do declinio observado na frequéncia de células T
CDS8" Gag-especificas isoladas deste tecido, houve aumento no nimero
de focos de IFN-y detectados por ELISpot para aproximadamente 280
UFF/10° células (p<0,05) (Figura 3B). Porém, dez semanas apos a
imunizacdo, ndo foi detectada secrecdo de IFN-y em células isoladas
desta mucosa. Células provenientes de LNI apresentaram auséncia de
células T CD8" Gag-especificas detectiveis por ambos os ensaios
utilizados. Através da andlise conjunta dos dados provenientes do ensaio
de tetramero e ELISpot, pode-se considerar que o pico da resposta
imune celular apds imunizagdo i.n. com AdC6gag ocorreu duas semanas
apos a administracdo do vetor.

A resposta imune humoral também foi determinada na quarta e
décima semanas apds a administracdo i.n. de AdC6gag. Apesar de dados
concernentes a resposta humoral contra Gag nao fornecerem informacgéao
quando a possibilidade de neutralizacdo da particula de HIV, visto que
Gag ¢ parte da estrutura interna do virus, podem fornecer informagdes
quanto a resposta do organismo contra o transgene, abrindo caminho
para a utilizagdo do vetor para expressdo de antigenos adicionais.
Informagdes quanto a resposta humoral contra o vetor pode ser de
grande valia em ensaios de dose-reforgo, considerando subsequentes
doses de vetores adenovirais. Outro aspecto importante ¢ a avaliagdo da
imunogenicidade do vetor viral, como confirmagdo de que as proteinas
virais altamente imunogénicas ndo resultam em diminui¢do da resposta
imune humoral contra o transgene.

Foi detectada presenca de anticorpos contra o vetor em todas as
amostras analisadas, com maiores titulos em amostras provenientes de
soro, lavado vaginal (p<0,01) e fezes (p<0,05) (Figura 4). O maior titulo
de anticorpos nas fezes apos dez semanas de imunizagdo pode ser
reflexo do periodo em que células B secretoras de anticorpos anti-vetor
levem para atingir a mucosa intestinal, e que o elevado titulo de
anticorpos séricos observado no mesmo periodo seja reflexo deste maior
trafego celular. E possivel que os menores titulos de anticorpos
presentes na saliva quando comparados as outras amostras analisadas
(Figura 4) sejam resultado do método de coleta. Neste procedimento, os
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animais s20 injetados com cloridrato de pilocarpina, substiancia que
estimula a secrecdo de grandes quantidades de saliva e
consequentemente causam dilui¢@o dos anticorpos presentes na cavidade
bucal. Com excego de saliva e fezes, os titulos de anticorpos contra o
vetor foram equivalentes nos dois pontos de analise (p>0,05),
demonstrando resposta sustentada de células B contra o vetor.
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Figura 4. Ensaio de cinética para avaliacdo da resposta imune humoral
anti-AdC6 apés imuniza¢do in. com AdCé6gag. Grupos de vinte
camundongos BALB/c foram imunizados i.n. com 10" p.v. de AdCé6gag. Como
controle, animais receberam PBS no lugar de virus recombinantes (grupo
naive). Quatro e dez semanas apds a imunizacdo, soro, lavado vaginal, saliva e
fezes foram coletados e analisados por ELISA para detecgdo de anticorpos anti-
vetor nas diferentes amostras. Graficos demonstram absorbancia a 405 nm para
as diferentes diluigdes de amostras avaliadas. Significancia estatistica de p<0,05
(*) ou p<0,01 (**) € mostrada na figura.

Os isotipos de anticorpos envolvidos na resposta contra o vetor
foram avaliados através de ensaios de ELISA. Os isotipos mais
abundantes envolvidos nesta resposta anti-AdC6 foram IgA em fezes
(p<0,05), lavado vaginal e saliva (p<0,01), seguidos por IgG2a em fezes



39

(p<0,05) e IgG2a e IgG2b em lavado vaginal (p<0,01) (Figura 5A),
enquanto no soro IgG2a tenha sido o isotipo mais abundante, seguido
por IgG1 e IgG2b (p<0,05) (Figura 5B).
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Figura S. Isotipagem de anticorpos anti-vetor induzidos pela imunizacio
i.n. com AdCé6gag. Grupos de vinte camundongos BALB/c foram imunizados
i.n. com 10" p.v. de AdCé6gag. Quatro e dez semanas apds a imunizagao, soro,
lavado vaginal, saliva e fezes foram coletados e determinou-se os isotipos de
anticorpos produzidos contra o vetor adenoviral através de ELISA. Graficos
demonstram absorbancia a 450 nm para os diferentes isotipos de anticorpos
avaliados. Significancia estatistica de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) ¢ mostrada na
figura.

Em contrapartida ao observado na resposta humoral contra o
vetor vacinal, a presenga de anticorpos contra a proteina Gag foi
detectada somente em amostras de soro, presente de forma mais
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abundante dez semanas apds imunizagdo (p<0,01) (Figura 6A) e sendo
composta predominantemente pelos isotipos IgM e IgG2a (p<0,05)
(Figura 6B).
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Figura 6. Ensaio de cinética para avaliacdo de resposta imune humoral
anti-Gag apoés imunizacio i.n. com AdCé6gag. Grupos de vinte camundongos
BALB/c foram imunizados in. com 10" p.v. de AdCé6gag. Quatro e dez
semanas apds a imunizacdo, sangue foi coletado e o soro foi analisado por
ELISA para detecg¢do de anticorpos anti-Gag. A amostra de soro, considerada
positiva para a presenga destes anticorpos (6A), foi entdo submetida ao ensaio
de isotipagem, também realizado pela técnica de ELISA (6B). Graficos
demonstram absorbancia a 405 nm ou 450 mm para os ensaios de ELISA.
Significancia estatistica de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) € mostrada na figura.

4.2 Estudo da resposta imune celular induzida pela administracio
de vetores adenovirais simios em esquemas de imunizacio dose-
reforco heterdlogo por vias de mucosa

Conforme observado no ensaio de cinética, ¢ possivel detectar
resposta imune Gag-especifica em bago, sangue, TG e NALT duas
semanas apos imunizagdo i.n. com AdCé6gag. Entretanto, a resposta de
células T CD8" no TG tem rapido decréscimo, contraindo de
aproximadamente 12% para 4,5% quatro semanas apds a imunizagéo
(Figura 3A). Com o intuito de aumentar a frequéncia de células T CD8"
Gag-especificas nos diferentes tecidos e criar ambiente mais favoravel
para a manuten¢do de células de memoria, animais recebedores da
primeira dose de AdCé6gag por via i.n. receberam dose de reforgo
heterologo com 10" p.v. de AdC68gag pela via i.vag. seis semanas apos
a primeira administragdo de vetor viral. Grupos de cinco animais foram
submetidos a este protocolo de imuniza¢do e a resposta de células T
CDS8" Gag-especificas analisada duas e quatro semanas apds a primeira
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dose e apos reforco. Em células provenientes dos LNI, passou-se a
detectar células T CD8" Gag-especificas apds a administragdo do reforgo
i.vag. (p<0,05, em média 0,3%) (Figura 7). Para células isoladas de
bago, ndo houve aumento da freqiiéncia de células T CD8" Gag-
especificas apds reforco (p>0,05). No sangue, apesar de ndo ser
observada freqii€ncia superior a induzida por imunizagao i.n., a resposta
de células T CD8" demonstrou ser mais sustentada apos o reforgo i.vag.
(p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Avaliacio da resposta imune celular Gag-especifica apos
imuniza¢do i.n. seguida de reforco i.vag. com vetores adenovirais simios.
Grupos de cinco ou vinte camundongos BALB/c foram imunizados i.n. com
10" p.v. de AdCégag, recebendo dose de reforgo com 10" p.v. de AdC68gag
pela via i.vag. seis semanas ap0s a primeira aplicagdo de vetor. Como controle,
animais receberam PBS no lugar de virus recombinantes (grupo naive). Animais
foram sacrificados duas e quatro semanas apos a primeira dose ou ap6s reforgo.
Células T CD8" foram analisadas através da utilizagio de tetramero especifico e
anticorpo anti-CD8a., sendo analisadas por citometria de fluxo. Resultados sdo
expressos em frequéncia de células tetrAmero CD8' sobre numeros totais de
células CD8". O simbolo (*) denota significancia estatistica de p<0,05.

Em seguida, foi avaliada a indugdo de células Gag-especificas
nos tecidos de mucosa mediante dose-refor¢o heterdlogo. Para tanto,
grupos de vinte animais foram imunizados por via i.n., seguido de
reforco seis semanas depois por via i.vag. utilizando os vetores acima
descritos. Como pode ser observado na figura 7, houve aumento na
frequéncia de células T CD8  Gag-especificas isoladas do NALT
mediante reforco i.vag (p<0,05). No TG, néo foi observado aumento da
resposta Gag-especifica, com a freqliéncia destas células atingindo
somente patamares similares a primeira imunizagdo (Figura 7).
Entretanto, a resposta Gag-especifica demonstrou ser mais sustentada
(p>0,05), contraindo de 15% para 8% neste tecido (Figura 7). Assim,
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apesar de ndo causar aumento na freqiiéncia de células T CD8" Gag-
especificas em todos os tecidos, o reforgo por via i.vag. com AdC68gag
em animais imunizados por via i.n. é capaz de induzir resposta imune
celular mais sustentada em determinados tecidos quando comparado a
administragdo unica, incluindo o TG feminino.

A fim de analisar a funcionalidade de células induzidas pela
administragdo dupla de vetores adenovirais simios, animais submetidos
ao protocolo de dose-reforgo heterdlogo acima descrito foram
sacrificados e células isoladas de diferentes tecidos foram analisadas por
ELISpot quanto a secre¢do de IFN-y. A andlise foi realizada duas
semanas apo6s a primeira dose de AdC6gag por via i.n. ou apos reforgo
i.vag. com AdC68gag (Figura 8). Nao foi observado aumento de UFFs
apos o reforco em células isoladas de baco ou sangue, sendo conhecido
que imunizagdo i.vag. é ineficiente na indugdo de resposta imune celular
sistémica. Também nfo foi observado aumento na resposta de células T
CD8" Gag-especificas isoladas do NALT neste protocolo. Apods o
reforco, observou-se aumento da secre¢do de IFN-y em células isoladas
de LNI (p<0,01) e TG (p<0,05), demonstrando que a aplicagdo i.vag. do
vetor adenoviral aumenta ndo somente a freqiiéncia, mas também a
funcionalidade de células T CD8" Gag-especificas isoladas destes dois
tecidos.
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Figura 8. Avaliacio da funcionalidade de células T CD8" Gag-especificas
apos imunizacio i.n. com AdCégag, seguida de reforco pela via i.vag. com
AdC68gag. Grupos de cinco camundongos BALB/c foram imunizados i.n. com
10" p.v. de AdCé6gag, recebendo refor¢o pela via i.vag. com 10" p.v. de
AdC68gag seis semanas ap6s a primeira aplicacdo de vetor. Os animais foram
sacrificados duas semanas ap6s a primeira dose ou reforco. Células foram
analisadas por ELISpot para deteccdo da secregdo de IFN-y. Grafico demonstra

numeros de UFF/10° células apos 16 horas de incubacdo com peptideo
especifico AMQMLKETI. Significancia estatistica de p<0,05 (*) ou p<0,01
(**) é mostrada na figura.

Ap6s determinar a dose ideal e o efeito de protocolos de dose-
refor¢o heterélogo com vetores adenovirais simios, foram analisados
regimes de imunizag¢do utilizando diferentes combina¢des de vias de
mucosas. Para tanto, grupos de cinco camundongos BALB/c foram
imunizados pela via i.n. ou i.vag. com AdC6gag, recebendo reforco apds
6 semanas com AdC68gag pela mesma via ou via distinta de
imunizacdo. Duas semanas apo6s o reforco, avaliou-se a secre¢do de IFN-
y por células T CD8" Gag-especificas por ensaio ELISpot (Figura 9). A
resposta de células T CD8" Gag-especificas no NALT foi equivalente
para os grupos imunizados por via i.n. (p>0,05) (Figura 9). As respostas
mais expressivas em células provenientes de baco e sangue foram
observadas nos regimes que envolveram duas doses de vetores
adenovirais por diferentes vias de mucosa (p<0,05), enquanto células
Gag-especificas isoladas de LNI s6 puderam ser detectadas nos grupos
recebedores de reforco por via i.vag. (p<0,05) (Figura 9). Pelo fato da
resposta no TG para os grupos i.vag/i.vag, i.n./i.vag. e i.vag./i.n. ser
equivalente (p>0,05) e considerando balanceamento entre resposta
sistémica e de mucosas, bem como indu¢do de células especificas nos
LNI, considerou-se que o melhor regime de imunizagdo com vetores
adednovirais simios por vias de mucosa compreende primeira dose por
via i.n., seguida de refor¢o pela via i.vag.
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Figura 9. Avaliacdo de protocolos de imunizacio dose-reforco heterélogo
por vias de mucosa para inducio de resposta imune celular. Grupos de cinco
camundongos BALB/c foram imunizados pela via i.n. ou i.vag. com 10" p.v. de
AdC6gag, recebendo reforgo com 10"’ p.v. de AdC68gag por mesma via ou via
distinta de imunizacdo apds seis semanas. Duas semanas apds o reforco, células
foram analisadas por ELISpot quanto a secre¢do de IFN-y. Como controle,
animais receberam PBS no lugar de virus recombinantes (grupo naive). Graficos
demonstram nimeros de UFF/10° células apos 16 horas de incubagdo com
peptideo especifico AMQMLKETI. O simbolo (*) denota significancia
estatistica de p<0,05.

4.3 Ensaio de protecio com virus da vaccinia recombinante
expressando a proteina Gag do HIV-1

Com o intuito de determinar a capacidade da resposta imune
induzida pela vacina em proteger animais de uma infeccdo por virus
ndo-relacionado expressando o mesmo transgene, animais imunizados
foram submetidos ao desafio com virus da vaccinia recombinante
expressando a proteina Gag do HIV-1 (Vacgag), contendo a proteina-
reporter LacZ. Grupos de cinco camundongos receberam AdCoégag pela
via i.n., seguido de reforgo i.vag. com AdC68gag seis semanas depois.
Estes animais foram desafiados por via i.vag. com 10° pfu de Vacgag
quatro semanas apds o reforgo. Neste ensaio foram incluidos grupos-
controle recebedores do mesmo regime de imunizagdo, entretanto
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utilizando vetores expressando glicoproteina do virus rabico
(AdCé6rab.gp e AdC68rab.gp) para avaliagdo da interferéncia da resposta
imune e inflamagdo induzidas pelo vetor adenoviral. Para andlise do
efeito da dose de reforco na protecdo de animais contra infecgdo, grupos
receberam somente uma dose de AdC6gag por diferentes vias (i.n. ou
im.) ou de AdCérab.gp pela via i.n. Os animais controle foram
desafiados seguindo o mesmo protocolo dos grupos experimentais.
Cinco dias ap6s o desafio, animais foram sacrificados e determinou-se o
titulo viral de Vacgag nos ovarios de cada animal.

Todos os grupos-controle imunizados com vetores expressando
rab.gp apresentaram altos titulos de Vacgag, demonstrando que o
desafio foi bem sucedido (Figura 10). Pode-se observar que o protocolo
de dose-reforgo com vetores expressando Gag do HIV-1 é mais efetivo
na prote¢do que a administragdo unica da vacina, sendo que quatro dos
cinco animais desafiados pertencentes a este grupo ndo apresentaram
titulos de Vacgag detectaveis (p<0,05). Entretanto, ao considerarmos os
grupos recebedores de somente uma dose da vacina, ndo ha diferencas
significativas entre os grupos que receberam o vetor pela via i.n. ou i.m
(»p>0,05). Este resultado foi intrigante pois, em teoria, imuniza¢do i.m.
ndo é capaz de induzir imunidade no sistema de mucosas. Na tentativa
de esclarecer a prote¢do parcial detectada neste ensaio, os estudos foram
entdo focados na indugdo de resposta imune ap6s a administracdo dos
vetores por via i.m. em comparagdo a resposta alcancada com
imunizag¢do por vias de mucosa.
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Figura 10. Ensaio de desafio utilizando virus da vaccinia recombinante
expressando a proteina gag do HIV-1 (Vacgag). Grupos de 5 camundongos
BALB/c receberam AdCé6gag pela via in., seguido de reforco i.vag. com
AdC68gag apods seis semanas. Neste ensaio foram incluidos grupos-controle
recebedores de vetores expressando glicoproteina do virus rabico (AdC6rab.gp
e AdC68rab.gp) no mesmo regime de dose-reforco, bem como animais
recebedores de somente uma dose da vacina por diferentes vias (i.n. e i.m.) ou
de AdCorab.gp pela via i.n. Quatro semanas apo6s a dose de reforgo, todos os
grupos foram desafiados com 10° pfu de Vacgag. Cinco dias apos o desafio, os
animais foram sacrificados, os ovarios removidos, dissociados € o sobrenadante
livre de células titulado em monocamada confluente de células TK-. Pontos
ilustrados no grafico demonstram o titulo de Vacgag para animais analisados
individualmente, enquanto marcagao horizontal denota média de titulos virais
dentro de cada grupo. O simbolo (*) denota significancia estatistica de p<0,05.

4.4 Avaliacdo da resposta imune celular Gag-especifica apos
administracio intramuscular de vetores adenovirais simios

Com o intuito de analisar a resposta imune induzida pela
administragdo de vetores adenovirais por via i.m., realizou-se ensaio de
cinética com grupos de vinte camundongos BALB/c imunizados com
AdCo6gag por diferentes vias. Na figura 11 ¢é possivel observar que, em
comparagdo as vias i.n e i.vag., a imunizagdo i.m. ¢ a mais eficaz na
indugdo de células T CD8" Gag-especificas em bago, sangue e LNI
(»<0,05). A resposta em células isoladas do NALT foi maior no grupo
imunizado i.n., seguido da imunizac¢do i.m. Considerando os resultados
obtidos para imunizagdo pelas duas vias de mucosa, acredita-se que a
imunizacdo in. ¢ mais eficaz que a imunizac¢do i.vag. na indugdo de
resposta imune no TG feminino (p<0,05). Surpreendentemente, a
freqiiéncia de células T CD8" especificas obtida apés administragdo i.m.
(39%) foi aproximadamente 2,5 vezes a observada apds imunizacao i.n.
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(14,5%), sendo detectada ao longo de todo o experimento. A imunizagao
i.vag. induziu frequéncias detectdveis somente em células provenientes
do TG (apo6s duas semanas de imunizagdo com AdCé6gag) e NALT
(quatro semanas apds a imunizagio), contraindo posteriormente. E
importante ressaltar que as imunizagdes por vias de mucosa induziram
menores frequéncias de células T CD8" Gag-especificas no TG que a
administragdo i.m. do vetor AdCé6gag (p<0,05). Diferencas em
frequéncias alcangadas com imunizagdo i.m. em comparagdo com
administragdo i.vag. ou i.n. foram estatisticamente significantes (p<0,05)
em sangue, bago, LNI e TG em todos os pontos analisados.
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Figura 11. Ensaio de cinética para avaliacio da resposta imune celular
Gag-especifica ap6s imunizacio com AdC6gag por diferentes vias. Grupos
de vinte camundongos BALB/c foram imunizados pelas vias i.n, i.m. ou i.vag.
com 10" p.v. de AdCé6gag. Estes animais foram sacrificados 2, 4, 8 e 10
semanas ap6s imunizacio para anélise de células T CD8" em diferentes tecidos
através de incubagdo com tetrdmero especifico e anticorpo anti-CD8a., sendo a
analise realizada por citometria de fluxo. A semana zero corresponde a média
das freqiiéncias de células tetramero-positivas em amostras isoladas do grupo
naive, recebedor de PBS no lugar de virus recombinantes. Significancia
estatistica de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) é mostrada na figura.

A elevada freqiiéncia de células T CD8" Gag-especificas
observada no TG apods imunizagdo i.m. levou a receios quanto a
funcionalidade destas células, visto que a ativacdo exacerbada de células
T pode resultar em anergia ou exaustdo desta populacdo celular. Por este
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motivo, células provenientes de animais imunizados com AdC6gag pela
via im. foram analisadas quanto a habilidade de secretar IFN-y
utilizando-se ensaio ELISpot duas semanas apos a administragdo deste
vetor. Estas células foram também analisadas por citometria de fluxo
para determinagdo da frequéncia de células tetrimero CDS8", sendo os
resultados de UFFs provenientes de ensaios ELISpot normalizados para
refletir o numero total de células CD8" de cada amostra. Com excecdo
de células provenientes de NALT, foi observada aumentada secrecdo de
IFN-y em linfocitos Gag-especificos derivados de diferentes tecidos
apos imunizagdo i.m. (p<0,05) (Figura 12). Neste estudo foi possivel
detectar maior nimero de UFFs ndo somente nas amostras provenientes
de TG, mas também nas amostras provenientes de linfonodos drenantes
apos imunizagdo i.m. (»p<0,05) (Figura 12). Apesar de amostras do TG
apresentarem secrecdo de IFN-y em resposta ao antigeno, o numero de
UFFs observado para este tecido sugere frequéncia de células T CD8"
Gag-especificas aproximadamente 32 vezes menor que a observada no
ensaio de tetramero (Figura 11). Convém ressaltar, entretanto, que os
distintos perfis de secrecdo de IFN-y em células do TG, apods
administragdo i.n. ou i.m. do vetor, foram equivalentes as diferencas
observadas na freqiiéncia de células T CD8" Gag-especificas obtidas no
ensaio de tetramero para este mesmo tecido (Figura 11). Células
provenientes de sangue apresentaram maior secrecdo de IFN-y quando
comparadas a células provenientes do TG para o grupo imunizado i.n.
(»<0,05), enquanto que o numero de UFFs foi comparavel para estes
dois tecidos no grupo imunizado por via i.m.
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Figura 12. Avaliacio da funcionalidade de células T CD8" Gag-especifica
apos imunizacio i.m. com AdCé6gag. Grupos de cinco camundongos BALB/c
foram imunizados i.n. ou i.m. com 10" p-v. de AdC6gag. Duas semanas apos a
imunizacdo, células provenientes de diferentes tecidos foram analisadas por
ELISpot para deteccdo da secre¢do de IFN-y. Grafico demonstra nimeros de
UFF/10° células CD8" apos 16 horas de incubacdo com peptideo especifico
AMQMLKETI. O simbolo (*) denota significancia estatistica de p<0,05.

E provavel que células isoladas de mucosas, como TG ¢ NALT,
secretem citocinas diferentes de IFN-y e por este motivo escaparam da
deteccdo no ensaio ELISpot. Outra possibilidade ¢ a fragilidade de
células T provenientes de TG ou NALT neste tipo de ensaio, sendo
consequentemente detectaveis através de ensaios que ndo requeiram
longas incubagdes. Para testar esta hipdtese, animais foram imunizados
im. com AdCé6gag e as células do TG foram coletadas duas semanas
apos a administragdo do vetor viral. Estas células foram submetidas a
analise de frequéncia de células T CD8" Gag-especificas por ensaio de
tetramero logo apds isolamento, ou mantidas por 8 horas na presenga ou
auséncia do peptideo AMQMLKETI. Cé¢lulas foram entdo incubadas
com tetrAmero especifico, anticorpo anti-CD8a e corante aqua para
determinagio da frequéncia de células T CD8  Gag-especificas e
porcentagem de morte celular. Como demonstrado na figura 13,
observou-se pronunciada morte celular apds incubagdo de células
provenientes da mucosa do TG. Apesar do simples processo de
incubacdo promover morte celular (p<0,05), esta situag@o € intensificada
na presenca do peptideo especifico (p<0,01); o numero de células CD8"
viaveis decaiu 25% ou 75% mediante cultura em meio ou estimulagdo
com peptideo, respectivamente.
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Figura 13. Efeito da estimulaciio in vitro nas frequéncias de células T CD8"
viaveis provenientes do TG feminino de animais imunizados com AdCégag.
Animais foram imunizados com 10" p.v. de AdCé6gag por via i.m. Duas
semanas apds a administragdo, células foram isoladas do TG e analisadas
quanto & frequéncia de células tetrimero' CD8". O restante das células foi
submetido a incubagdo a 37°C em presenca de 5% de CO, por 8 horas, em
presenga ou auséncia do peptideo especifico. Apos este processo, células foram
incubadas com tetramero especifico, anticorpo anti-CD8a. e corante aqua para
determinagdo das populagdes de células viaveis e mortas. Grafico demonstra
frequéncias de células tetrimero' CD8" viaveis sobre células CD8" viaveis
(colunas preenchidas) e frequéncia de células T CD8" viaveis sobre células
CDS8 totais (colunas abertas). Significancia estatistica de p<0,05 (*) ou p<0,01
(**) € mostrada na figura.

Em seguida, teve-se como objetivo determinar se apos
administracdo de AdC6gag por via i.m., uma dose de reforco heterélogo
poderia exercer influéncia distinta sobre as células T CD8" Gag-
especificas quando administrada por via i.m. ou de mucosa. Para tanto,
grupos de 20 animais foram imunizados por via i.m. e apds seis semanas
receberam refor¢co com AdC68gag por via i.m. ou i.vag., sendo a
resposta analisada duas e quatro semanas apds o refor¢o (Figura 14).
Neste experimento foram incluidos grupos-controle recebedores de
dose-reforco por duas vias de mucosa. Dose de reforgo i.vag. ndo
induziu aumento da frequéncia de células T CD8" Gag-especificas em
tecidos sistémicos de animais imunizados por via i.m. Apesar do regime
i.n./i.vag. resultar em aumento da frequéncia de células T CDS8" Gag-
especificas em bago e sangue, este aumento foi inferior ao observado no
protocolo utilizando duas doses i.m. (p<0,05). O aumento na frequéncia
de células T CD8" Gag-especificas foi mais pronunciado em bago,
sangue, LNI e TG dos animais que receberam duas doses por via i.m,
em comparagdo aos grupos que receberam ao menos uma dose por via
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de mucosa (p<0,05). No TG, observou-se aumento da frequéncia de
células T CD8" Gag-especificas apds administragio i.n./i.vag. ou
i.m./i.m., sendo o aumento mais pronunciado no grupo que recebeu duas
doses i.m. dos vetores virais (p<0,01). A frequéncia de células T CD8"
Gag-especificas no TG excedeu a detectada no sangue duas e quatro
semanas apos refor¢o no protocolo i.m/i.m (p<0,05). Dessa maneira,
concluiu-se que ao utilizar a via i.m para a primeira imunizagao, as vias
de refor¢o i.m. ou i.vag. sdo equivalentes na indug@o de resposta imune
especifica no TG. Com base nestes dados, concluiu-se que regimes que
utilizam imunizacdo i.m. sdo superiores aos esquemas de imunizagdo
por vias de mucosa para indugdo de resposta imune adaptativa em tecido
sistémicos e no TG feminino de camundongos.
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Figura 14. Avaliacio da resposta imune celular Gag-especifica apos
imunizag¢do i.m. com AdCé6gag seguida de refor¢co com AdC68gag por
diferentes vias. Grupos de vinte camundongos BALB/c foram imunizados i.m.
com 10" p.v. de AdC6gag e apoés seis semanas receberam refor¢o com 10" p.v.
AdC68gag pela via i.vag. ou i.m. Para efeito de comparagao, foram incluidos
grupos recebedores de duas doses por vias de mucosa com 0s mesmos vetores
acima descritos. Os animais foram sacrificados duas ou quatro semanas apds o
refor¢o, ou um ano apods o refor¢co para o grupo i.m./i.m. Os dados para a
semana -2 sio referentes a freqiiéncia de células T CD8" Gag-especificas
observadas duas semanas antes do refor¢o. Células foram analisadas através de
incubagdo com tetramero especifico e anticorpo anti-CD8a., sendo analisadas
por citometria de fluxo. Significancia estatistica de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) ¢
mostrada na figura.
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Com o intuito de avaliar a duracdo da resposta imune celular
mediada por linfocitos T CD8" Gag-especificos, a frequéncia desta
populagdo celular foi avaliada em grupos de 10 animais um ano apds
administracdo de AdC6gag por via i.m., seguida por dose de refor¢o i.m.
com AdC68gag. Células T CDS8" Gag-especificas foram identificadas
em todos os tecidos analisados (Figura 14); NALT ndo foi avaliado
neste experimento. A frequéncia de células T CD8" Gag-especificas no
TG diminuiu em comparagdo a observada neste tecido 4 semanas apds o
reforco (p<0,05), sendo estatisticamente comparavel a frequéncia
observada no sangue 1 ano apods o reforgo i.m. Frequéncia de células T
CDS8" Gag-especificas em bago e LNI permaneceram estaveis, enquanto
no sangue houve decréscimo desta populagdo celular (p<0,05). Uma vez
que sangue apresenta populacdo composta por células em transito entre
diferentes tecidos, € possivel que a diminui¢do da frequéncia de células
T CD8" Gag-especificas observada neste tecido reflita a perda de células
efetoras, ou sua transi¢do para estagios de memoria.

4.5 Anilise do fenétipo das células T CD8  Gag-especificas
provenientes de tecidos sistémicos e de mucosas

A expressio de marcadores celulares em células T CDS8" Gag-
especificas isoladas de diferentes tecidos foi avaliada a fim de elucidar o
fenotipo das células induzidas pela administracdo de vetores adenovirais
simios. Células foram isoladas de camundongos BALB/c imunizados
por via i.n. com AdC6gag e recebedores de refor¢o por via i.vag. com
AdC68gag apos seis semanas. Células T CD8" Gag-especificas foram
analisadas utilizando tetrdmero especifico e anticorpo anti-CD8a, bem
como anticorpos contra marcadores classicos de ativagdo linfocitaria
(CD44 e CD27), marcador de enderecamento celular para linfonodos
(CD62L) e integrina facilitadora de migracdo e retenc¢do celular na
mucosa gastrointestinal (o4f7). Em todos os experimentos de
fenotipagem, células tetraimero-negativas de animais imunizados foram
analisadas e seus fenotipos espelharam os observados para células
provenientes de animais naive.

A figura 15 apresenta dados de fenotipagem de células T CD8"
Gag-especificas isoladas de diferentes tecidos quatro e dez semanas
apos a administragdo de uma tUnica dose i.n. de AdC6gag, ou quatro
semanas apos dose de reforco com AdC68gag por via i.vag. Quatro
semanas apds imunizagdo i.n. com AdC6gag, houve aumento da
expressio da molécula CD44 em células T CD8" Gag-especificas
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isoladas de baco, sangue, LNI ¢ NALT em comparagdo as células
provenientes de animais controle. Este aumento foi menos pronunciado
em células isoladas do TG. Apesar de uma pequena populacdo de
células T tetramero CD8" isoladas do TG apresentar aumento da
expressdo do marcador CD62L, a maioria das células provenientes deste
tecido apresentaram expressdo desta molécula comparaveis a células
provenientes de animais controle. Deve ser ressaltado que a expressdo
da molécula CD62L foi baixa na maioria das células T provenientes do
TG de animais naive, o que pode dificultar a andlise das amostras
provenientes deste tecido. Foi detectado aumento da expressdo da
molécula o437 somente em células T tetrimero CD8" presentes no baco.
Houve variagdo na expressdo da molécula CD62L dez semanas apos
imunizacdo, estando esta diminuida no NALT e aumentada no TG e
LNI. A molécula CD27 teve expressdo também diminuida em sangue e
NALT, demonstrando a presenga de células efetoras nestes tecidos. A
dose de reforgo i.vag. ndo teve efeito pronunciado na expressdo dos
marcadores avaliados.
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Figura 15. Anilise fenotipica de células T CD8" Gag-especificas apés
administracio de vetores adenovirais simios por vias de mucosa. Grupos de
vinte camundongos BALB/c foram imunizados i.n. com 10" p.v. de AdCé6gag e
sacrificados apds quatro (sm 4) e dez (sm 10) semanas para analise de células T
CD8" Gag-especificas. Células foram também isoladas de animais imunizados
com AdCé6gag por via i.n. seguido de reforgo por via i.vag. com AdC68gag 6
semanas apds a primeira imunizagdo. Células foram incubadas com tetrdmero
especifico, anticorpo anti-CD8oa e anticorpos contra os marcadores CD44,
CD27, CD62L e a4f;, sendo analisadas por citometria de fluxo. Os histogramas
derivados de um experimento representativo apresentam a expressdo dos
diferentes marcadores em células tetrimero CD8' de animais imunizados
(linhas pretas) e células tetrimero CD8" de animais naive (4areas hachuradas). O
simbolo (*) denota significancia estatistica de p<0,05 através de Teste ¢ de
Student de diferengas de MIF entre o grupo vacinado e o controle.

Apos a determinacdo do perfil fenotipico de células T CD8"
Gag-especificas induzidas por imunizag¢des através de mucosas, buscou-
se identificar o fendtipo das células T CD8" induzidas por imunizagio
i.m. com AdCo6gag seguida de reforco com AdC68gag por via i.m. ou de
mucosa. Analises foram realizadas quatro semanas apos a primeira dose
ou refor¢o, e um ano apos refor¢o i.m. com AdC68gag (Figura 16).
Quatro semanas apos imunizagdo i.m. com AdC6gag, houve aumento da
expressio da molécula CD44 em células T CDS  Gag-especificas
isoladas de bago e LNI (Figura 16). Foi observada diminuicdo da
expressdo da molécula CD62L em células T CD8  Gag-especificas
isoladas de bago, sangue ¢ TG, mas ndo nos LNI ou NALT. Expressao
do marcador CD27 diminuiu em células tetrimero CD8" provenientes
de sangue, bago ¢ TG. Nao foi observada alteracdo na expressdo do
marcador ouf; em células T CD8" Gag-especificas isoladas dos tecidos
analisados. Na quarta semana apos o reforco, o fendtipo das células
Gag-especificas provenientes de baco, TG e NALT refletiram o
observado apos a administracdo inicial do vetor. Nos LNI, houve
tendéncia de diminui¢do na expressdo do marcador CD62L em células T
CD8" Gag-especificas, possivelmente devido a recirculagio de IELs. No
sangue, houve aumento da expressdo do marcador CD44 e diminui¢ao
da expressdo de auf;. Apds reforco i.vag. ou i.m., a expressdo das
moléculas CD44, CD62L, CD27 e integrina auf; refletiram os perfis
observados dez semanas apos a primeira dose, ndo havendo diferengas
expressivas no fenotipo de células provenientes de animais que
receberam reforgo por via de mucosa ou i.m. Um ano apo6s o reforgo, a
expressdo do marcador CD44 apresentou-se aumentada em células T
CD8" Gag-especificas isoladas de bago e LNI, enquanto retornou aos
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valores basais observados no controle naive para os outros tecidos
analisados (Figura 16). Células T CD8" Gag-especificas isoladas de LNI
e TG apresentaram aumento na expressiao da molécula CD62L, o que foi
inesperado para o tecido mucoso. Este informagdo novamente sugere
trafego celular entre TG e LNI. Houve aumento da expressao do
marcador CD27 em células provenientes de LNI, sugerindo que células
T CD8" Gag-especificas deste tecido se diferenciaram em células de
memoria.
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Figura 16. Fenétipo das células T CD8" Gag-especificas apés imunizagio
i.m. com vetores adenovirais simios. Grupos de cinco camundongos BALB/c
foram imunizados i.m. com 10" p.v. de AdC6gag e sacrificados apos quatro
(sm 4) e dez (sm 10) semanas para analise de células T CD8" Gag-especificas.
Animais imunizados com AdCé6gag por via i.m. seguido de reforgo por via i.m.
ou i.vag. com 10" p.v. de AdC68gag seis semanas ap6s a primeira imunizagio
foram sacrificados apos quatro semanas ou um ano do refor¢o. Células T CD8"
Gag-especificas foram incubadas com tetrdmero especifico, anticorpo anti-
CDS8a e anticorpos contra os marcadores de superficie CD44, CD27, CD62L e
a4f37, sendo analisadas por citometria de fluxo. Os histogramas derivados de um
experimento representativo apresentam a expressdo dos diferentes marcadores
em células tetrdmero’ CD8" de animais imunizados (linhas pretas) e tetrimero’
CDS8" de animais naive (4reas hachuradas). O simbolo (*) denota significancia
estatistica de p<0,05 através de Teste ¢ de Student de diferencas de MIF entre o
grupo vacinado e o controle.
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Quatro semanas ap6s a primeira dose ou dose de reforgo
heter6logo por via i.m., foi analisado o fendtipo de células provenientes
do OUTC (ovario, utero, trompas uterinas e cérvix) separadamente das
células provenientes da mucosa vaginal. Na figura 17 ¢é possivel
observar a expressdo de CD69 (marcador de ativagdo celular precoce),
CD127 (receptor de IL-7), CD103 (também referido como agf,
integrina associada a infiltracdo celular no tecido epitelial) e NKG2D
(receptor de ativacdo em células NK e co-estimulador para células
CD8") em células T CD8" Gag-especificas isoladas de sangue, bago,
LNI, OUTC e tecido vaginal. Como controle para a avaliagdo dos
marcadores acima citados, células T Gag-especificas foram
primeiramente analisadas quanto a expressdo das moléculas CD44,
CD62L e CD27, sendo esta expressdo similar aos fendtipos observados
na figura 16 (dados ndo mostrados).
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Figura 17. Anilise fenotipica de células T CD8" Gag-especificas induzidas
por imunizacio i.m. com vetores adenovirais simios. Grupos de cinco
camundongos BALB/c foram imunizados i.m. com 10" p.v. de AdCo6gag e
sacrificados apds quatro semanas (sm 4) para anilise de células T CDS'.
Animais imunizados com AdC6gag por via i.m. seguido de refor¢o por via i.m.
com 10" p.v. de AdC68gag seis semanas apds a primeira imunizagdo foram
sacrificados quatro semanas ou um ano apds o reforco. A figura demonstra
expressdo dos marcadores CD127, CD103, NKG2D e CD69 em células T
tetrimero CD8", analisadas por citometria de fluxo. Os histogramas derivados
de um experimento representativo apresentam a expressdo dos diferentes
marcadores em células tetramero CD8" de animais imunizados (linhas pretas) e
tetraimero’CD8" de animais naive (areas hachuradas). O simbolo (*) denota
significancia estatistica de p<0,05 através de Teste ¢ de Student de diferengas de
MIF entre o grupo vacinado e o controle.

Quatro semanas apos administragdo da primeira dose, a
expressdao do marcador CD69 esteve diminuida em relagdo ao controle
naive em células T CD8" de provenientes de bago, sangue e OUTC,
apresentando o mesmo padrido de expressdo nestes tecidos na quarta
semana apos o refor¢o (Figura 17). A expressdo da molécula CD127
aumentou em células isoladas de LNI quatro semanas apos a dose de
reforco, estando aumentada em células T CD8  Gag-especificas
provenientes de todos os tecidos analisados um ano apds o reforgo. A
elevada expressio da molécula CD103 em células T CDS' Gag-
especificas isoladas do TG um ano apds o refor¢o sugere a atuacdo de
CD103 na retencdo desta populagdo celular no TG. Foi observada
alteragdo transiente no padrio da expressdo da molécula NKG2D
somente em células provenientes de sangue.

A figura 18 demonstra a expressdo dos marcadores granzima B
(enzima proteolitica indutora de apoptose caspase-dependente) e
perforina (proteina formadora de poro) em células T CDS8" Gag-
especificas isoladas de sangue, bago, LNI ¢ TG. Também observa-se na
figura a expressdo de CTLA-4 (importante na regulagdo negativa de
respostas celulares), PD-1 (regulador negativo da sinalizagdo de células
T e sua funcdo efetora) e Ki-67 (proteina associada a proliferacdo
celular). Um ano apds o refor¢o, as moléculas granzima B e perforina
apresentaram perfil de expressdo similar, estando aumentadas em
células tetramero' CD8" isoladas do TG. Apesar da expressio de
enzimas proteoliticas, a expressdo de outros marcadores, como CD62L
(Figura 16), sugere que células T isoladas do TG tenham se diferenciado
em células de memoria quiescentes. Houve diminui¢do da expressdo da
molécula CTLA-4 em células T CD8" Gag-especificas isoladas de LNI
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quatro semanas apos a administracdo de AdC6gag, havendo aumento da
expressdao deste marcador em células isoladas de OUTC no mesmo
periodo. Células T CD8" Gag-especificas provenientes do TG
apresentaram aumento da expressdo de CTLA-4 e Ki-67, ndo tendo sido
detectada variagdo na expressdo da molécula PD-1 um ano apods o
reforgo.
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Figura 18. Analise de marcadores de fase efetora em células T CD8" Gag-

especificas induzidas por imunizac¢iio i.m. com vetores adenovirais simios.
. . . . 10

Grupos de cinco camundongos BALB/c foram imunizados i.m. com 10" p.v. de
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AdCé6gag e sacrificados apos quatro semanas (sm 4) para analise de células T
CDS8" Gag-especificas. Animais imunizados com AdC6gag por via i.m. seguido
de reforgo por via i.m. com 10" p.v. de AdC68gag seis semanas ap0s a primeira
imunizacdo foram sacrificados apds quatro semanas ou um ano do refor¢co. A
figura demonstra niveis de expressdo das moléculas granzima B, perforina,
CTLA-4, PD-1 e Ki-67 em células T tetramero CD8", analisadas por citometria
de fluxo. Os histogramas derivados de um experimento representativo
apresentam a expressio dos diferentes marcadores em células tetrimero CDS"
de animais imunizados (linhas pretas) e tetrdmero CD8" de animais naive (areas
hachuradas). O simbolo (*) denota significancia estatistica de p<0,05 através de
Teste ¢ de Student de diferencas de MIF entre o grupo vacinado e o controle.

Em resumo, diferencas notaveis na expressdo de marcadores
, + It ~ \

presentes em células T CD8" Gag-especificas em comparagdo aquelas
isoladas de TG e seus linfonodos drenantes foram observadas um ano
apés vacinagdo. Células T tetrimero CD8  provenientes do TG
apresentaram elevada expressdo de CD103, CD127, CD62L, granzima
B, perforina, CTLA-4 e Ki-67, indicando que estas células encontram-se
num estagio de diferenciagdo ndo observado em bago ou sangue.

4.6 Origem das células T CD8" presentes na mucosa genital

Com o intuito de identificar a origem das células T CD8" que
migram para o TG feminino, foram conduzidos experimentos de
transferéncia adotiva de linfocitos. Camundongos BALB/c doadores
foram imunizados i.m. com AdCé6gag, recebendo dose de reforco apos
seis semanas com AdC68gag pela via i.m. Quatorze dias apds o reforgo,
esplendcitos foram isolados de animais imunizados e a frequéncia de
células tetrimero CD8" foi determinada. As células restantes foram
transferidas por via e.v. para camundongos da linhagem congénica
Thyl.1 (5);107 células/animal). Os animais recipientes foram
sacrificados sete dias apos a transferéncia para deteccdo da presenga de
células T CD8" Gag-especificas em diferentes tecidos. A utilizagio da
linhagem Thy1.1 permite a distingdo de células provenientes de animal
doador ou receptor por meio da marcagdo de CD90, pois esta proteina
possui alteragdo em um aminoacido em camundongos Thyl.1,
denominada CD90.1. Como demonstrado na Figura 19, células
tetramero CD8'CD90.1" de origem dos animais doadores foram
detectadas em todos os tecidos analisados, incluindo TG. Como
observado apds administracdo de vetores por via im. (Figura 11),
detectou-se maior frequéncia de células T CD8" Gag-especificas no TG
do que em tecidos sistémicos analisados (p<0,01). Estes resultados
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demonstram que células T CD8" Gag-especificas isoladas de bago
possuem a habilidade de migrar para o TG feminino de camundongos.
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Figura 19. Migracio de células T CDS8" Gag-especificas apés transferéncia
adotiva de linfocitos. Grupos de 10 camundongos BALB/c foram imunizados
com AdCé6gag por via i.m. Quatorze dias apos refor¢o i.m. com AdC68gag,
células provenientes do bago de animais imunizados foram transferidas via e.v.
para camundongos Thyl.l naive. Sete dias apods a transferéncia, os animais
recipientes foram sacrificados e células provenientes de diferentes tecidos foram
incubadas com tetramero especifico, anticorpo anti-CD8a e anti-CD90.1. Para
analise do padrdo de migracdo, células dos animais doadores foram
identificadas através do fenétipo tetrimero CD8 CD90.17; o grafico demonstra
frequéncia destas células em relagdo a contagem total de células CD8". O
simbolo (**) denota significancia estatistica de p<0,01.

4.7 Efeito da imunizacio intramuscular com AdHu5gag sobre
linfocitos residentes na mucosa genital

Vacinacdo com vetores adenovirais induz potente resposta
inflamatoria, que pode mudar a biodistribui¢do de células T ativadas por
meio da secre¢do de quimiocinas. A presenca de imunidade contra o
vetor resulta em resposta inflamatoria exacerbada, podendo resultar em
alteragcdes na distribui¢do e magnitude da resposta imune contra o
transgene. Para avaliar se a vacinagdo com o vetor AdHuS5gag altera a
composi¢do de células T residentes no TG e a determinar se essas
mudangas sdo influenciadas pela presenca de imunidade pré-existente ao
vetor, camundongos BALB/c naive ou imunes contra AdHuS foram
imunizados com 10" p.v. de AdHu5gag por via i.n. ou i.m. Linfocitos
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foram isolados do TG em diferentes periodos poés-imunizagdo e

frequéncias de células T totais foram avaliadas por citometria de fluxo
(Figura 20).
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Figura 20. Frequéncia de células T no TG feminino apdés imunizacio i.m.
com o vetor AdHu5gag. Imunidade pré-existente contra o vetor AdHuS foi
induzida em grupos de cinco camundongos BALB/c através de duas
administragdes de 10" p.v. de AdHuSrab.gp por via i.m. ou i.n. Animais pré-
expostos ao vetor AdHuS foram imunizados com 10" p.v. de AdHu5gag por via
im. trés semanas depois (i.m/i.m., quadrados preenchidos e i.n./i.m., circulos
preenchidos). O grupo controle foi imunizado com o vetor AdHuSgag por via
i.m. na auséncia de pré-exposicao (-/i.m., quadrados abertos), enquanto animais
naive receberam PBS em lugar de vetores virais (circulos abertos). Animais dos
diferentes grupos experimentais foram sacrificados duas semanas apos a
imunizacdo com AdHuSgag e células provenientes do TG foram avaliadas
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quanto as frequéncias de células CD4" (20A) ou CD8" (20B). O simbolo (*)
denota significancia estatistica de p<0,05 de diferencgas nas freqiiéncias entre o
grupo naive e os grupos imunizados.

Animais naive apresentaram frequéncias estaveis de células
CD4" e CD8" em populagdes celulares isoladas do TG durante as doze
semanas pos-imunizacdo avaliadas (p>0,05) (Figura 20). Apds a
administragdo de AdHuSgag, foi observada diminuigdo na frequéncia de
células T CD4" nos grupos imunizados (p<0,05) (Figura 20A).
Entretanto, a frequéncia de células CD4" retornou aos valores normais
na sexta semana apOs a imunizagdo em animais soronegativos para
AdHu5 no momento da imunizagdo (grupo -/i.m.) ou pré-expostos ao
vetor por via in. (in./i.m.), enquanto esta mesma populagdo celular
permaneceu contraida em relagdo ao controle em animais pré-expostos
ao vetor por via im. (grupo im./im.) até a décima semana pos-
imunizagdo (p<0,05). Observou-se o mesmo declinio nas frequéncias
totais de células CD8" apods imunizagio com AdHuS5gag (p<0,05)
(Figura 20B). No grupo in./im. ou im./i.m., a frequéncia de células
CDS8" permaneceu abaixo das valores normais até a quarta ou sexta
semana pos-imunizagio, respectivamente (p<0,05). Em contrapartida, o
grupo -/i.m. apresentou frequéncia aumentada de células T CD8'+ em
relagdo ao grupo naive entre a primeira e oitava semana pds-imunizagao
com AdHu5gag (p<0,05), o que sugere a infiltracdo de células T CD8"
no TG recentemente ativadas pela administragdo do vetor.

O inicio da resposta imune foi caracterizada por redugdo na
frequéncia de células T CD4 e CD8" no TG (Figura 20). Para avaliar se
os linfécitos T que continuaram a residir no TG neste periodo séo
fenotipicamente distintos de células provenientes de animais naive,
células isoladas apo6s imunizagdo com AdHuSgag por via i.m., na
presenca ou auséncia de imunidade pré-existente contra o vetor, foram
avaliadas quanto a expressdo de diferentes marcadores celulares por
citometria de fluxo. O perfil fenotipico de células isoladas de animais
pré-expostos ao vetor por via i.n. ou i.m. foram semelhantes e por este
motivo somente dados referentes a pré-exposi¢do i.m. sdo mostrados.
Somente os marcadores CD44, granzima B e PD-1 apresentaram
variagio de expressdo em células T CD4" totais (Figura 21A). Foi
possivel detectar aumento da expressdo do marcador CD44 em células
isoladas dos dois grupos imunizados quando comparadas as células
provenientes do controle na primeira semana apds imunizagdo. A
molécula granzima B apresentou aumento de expressdo em células
CD4" provenientes do grupo i.m./i.m. nos dois primeiros pontos de
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analise. Na décima segunda semana poOs-imunizagdo, os niveis de
expressdo das moléculas granzima B e CD44 foram comparaveis em
. . . ~ +
células T provenientes dos 3 grupos analisados. A populacdo CD4 PD-
hi po . . "
1™ foi detectada nos dois grupos vacinados com AdHuS5gag mas ndo no
controle naive; o tamanho desta populacdo contraiu na sexta semana
pos-vacinacdo com AdHuS5gag, ndo podendo mais ser detectada na
décima segunda semana.
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Figura 21. Fenétipo de células T provenientes do TG feminino apés
imuniza¢do i.m. com o vetor AdHuSgag. Imunidade pré-existente ao vetor
AdHuS5 foi induzida em grupos de cinco camundongos BALB/c através da
administragdo de 10" p.v. de AdHuS5rab.gp por via i.m. Animais pré-expostos
ao vetor AdHu5 foram imunizados com 10" p.v. de AdHuS5gag por via i.m. trés
semanas depois (i.m/i.m., linha cinza). Grupo controle foi imunizado com o
vetor AdHuSgag por via i.m. na auséncia de pré-exposi¢do (-/i.m., linha preta),
enquanto animais naive receberam PBS em lugar de vetores virais (area
hachurada). Animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados em
diferentes periodos apds imunizagio com AdHuS5gag e células CD4" (21A) ou
CD8" (21B) provenientes do TG foram avaliadas quanto & expressio dos
marcadores listados na figura. Os histogramas apresentados sdo derivados de
um experimento representativo. O simbolo (*) denota significancia estatistica de
p<0,05 entre o grupo vacinado e controle, enquanto (1) denota p<0,05 entre os
dois grupos vacinados através de Teste ¢ de Student de diferengas de MIF.

Diferengas fenotipicas foram mais pronunciadas para células T
CD8" isoladas do TG de animais vacinados com AdHuS5gag quando
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comparadas as células isoladas de animais naive (Figura 21B). Foi
observado aumento diferencial da expressdo do marcador CD44,
estando esta molécula aumentada no grupo -/i.m. na primeira semana, e
no grupo i.m./i.m. na sexta semana apés imunizagdo. A expressdo da
molécula CD62L apresentou-se diminuida nos dois grupos imunizados
uma semana ap6s administra¢do, retornando aos valores basais no grupo
-i.m. apds este periodo. Células T CD8'CD69" foram detectadas na
primeira semana pds-imuniza¢ao no grupo -/i.m., ndo sendo observadas
em outros pontos de analise ou grupos experimentais. A populagdo
celular CD8'Ki-67" foi observada de forma transiente na primeira
semana apdés imunizacdo com AdHuSgag no grupo -/i.m., enquanto
observou-se aumento da expressdo de granzima B nos dois grupos
imunizados. Animais vacinados com AdHu5gag demonstraram aumento
na frequéncia de células CD8'KLRG1" em populagdes isoladas do TG,
suportando a nogdo de que a imunidade pré-existente ao vetor aumenta a
estimulagdo antigénica constante de células T. Células T CD8" isoladas
de animais do grupo -/i.m. apresentaram aumento da expressdo do
marcador PD-1 na primeira semana apds imuniza¢do. Tomados em
conjunto, estes resultados demonstram que a imunizagdo com o vetor
AdHu5gag resulta em alteragdo na frequéncia e fendtipo de células T
presentes na mucosa genital, sugerindo um padrdo dindmico de
migragdo celular apds imunizagdo com o vetor viral. Estas células T
aparentemente evadem a mucosa apds imunizagcdo com AdHuS5, talvez
migrando para sitios de inflamacdo induzidos pela aplicagdo do vetor
adenoviral, enquanto células T induzidas pela vacina infiltram a mucosa
apos ativacdo especifica.

4.8 Cinética da resposta de células T CD8' induzida por
administracdo intramuscular de AdHuSgag na presenca de
imunidade contra o vetor viral

A imunidade pré-existente ao vetor vacinal pode resultar em
interferéncia ndo somente no padrdo de migragdo de células T, mas
também em sua magnitude. Para avaliar o efeito da imunidade pré-
existente contra o vetor na indugdo de resposta imune celular transgene-
especifica no TG feminino, camundongos BALB/c naive ou pré-
expostos @ AdHu5 por via i.n. ou i.m. foram imunizados com 10'° p.v.
de AdHuS5gag por via im. Como controle, células provenientes de
animais naive foram analisadas em paralelo. O grupo pré-exposto ao
vetor AdHuS por via i.m. apresentou menor frequéncia de células T
CDS8" Gag-especificas em relagio ao grupo imunizado com AdHu5gag



70

na auséncia de imunidade pré-existente ao vetor adenoviral em todos os
tecidos analisados (p<0,05 em sangue, p<0,01 em bago, LNI e TG)
(Figura 22). No sangue, a pré-exposi¢do ao vetor AdHuS resultou em
redugio da frequéncia de células T CD8" Gag-especificas em cerca de
50% na primeira semana apds imunizagdo para este grupo, sendo esta
reducdo mais pronunciada na décima segunda semana (~80%).
Considerando o grupo pré-exposto ao vetor por via i.n., a queda na
frequéncia de células T CD8" Gag-especificas foi observada somente no
TG e nos ILN (p<0,01), em comparagdo ao observado no grupo
imunizado na auséncia de imunidade pré-existente ao vetor vacinal. No
grupo -/i.m., a vacina¢do com AdHu5gag induziu aumento da frequéncia
de células T CD8" Gag-especificas no TG na primeira semana pos-
imunizacdo, declinando na quarta semana (p<0,01) e permanecendo
estavel até o final do experimento. Houve diminui¢do na frequéncia de
células T CD8" Gag-especificas isoladas do TG do grupo pré-exposto
i.n. ao vetor AdHuS em todos os pontos de analise (»p<0,05). De forma
geral, a pré-exposi¢do i.m. ao vetor AdHuS influencia a indugdo de
células T CDS8" transgene-especificas em tecidos sistémicos e de
mucosas, enquanto a pré-exposi¢do ao vetor por via in. atua
principalmente em populagoes do TG e seus linfonodos drenantes.
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Figura 22. Efeito da imunidade pré-existente contra o vetor AdHu5 sobre a
frequéncia de células T CD8" Gag-especificas ap6és imunizacio i.m. com
AdHu5gag. Camundongos BALB/c foram pré-expostos ao vetor AdHuS por
via i.m. ou in. e imunizados com o vetor AdHuSgag por via i.m. apos trés
semanas (i.m./i.m., colunas pretas e i.n./i.m., colunas cinzas). Grupos-controle
consistiram em animais imunizados com AdHugag na auséncia de imunidade
pré-existente ao vetor adenoviral (-/i.m., colunas abertas). Células foram
incubadas com tetrdmero especifico, anticorpo anti-CD8o. e corante aqua e
analisadas por citometria de fluxo. O grafico demonstra cinética da frequéncia
de células T CD8" Gag-especifica provenientes de diferentes tecidos. Valores
obtidos mediante analise de células provenientes de animais naive, recebedores
de PBS em lugar de vetores virais, foram subtraidos dos valores demonstrados
para os dois grupos experimentais. Significancia estatistica de p<0,05 (*) ou
p<0,01 (**) é mostrada na figura.

Para avaliar a qualidade da resposta mediada por células T
CD8" transgene-especificas induzidas pela administragio do vetor
AdHu5gag na presencga de imunidade contra o vetor vacinal, o fendtipo
de células T CD8" Gag-especificas foram avaliados 1, 6 e 12 semanas
apos a imunizagdo com o vetor adenoviral (Figura 23). Por similaridades
no fenotipo observado em células isoladas de animais pré-expostos ao
vetor AdHuS5, somente o grupo i.m./i.m. é mostrado em comparacio
com o grupo imunizado na auséncia de imunidade pré-existente ao vetor
ou com o grupo naive. Em células isoladas de bago, os marcadores
CCR5 e CD69 apresentaram-se expressos de maneira aumentada em
células T CD8" Gag-especificas de animais pré-expostos ao vetor
AdHu5. Em contraste, observou-se a populagio CD8'CD69™ em células
provenientes do TG do grupo -/i.m. na primeira semana pds-imunizacao.
Diferengas na expressdo de marcadores celulares neste periodo entre os
dois grupos recebedores de vacina sugerem retardamento na ativagdo de
células T CD8" na presenca de imunidade contra o vetor. Apos seis
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semanas de imunizacdo com AdHuS5gag foi observada maior expressdo
da molécula PD-1 em células isoladas de sangue ¢ LNI do grupo -/i.m.,
em comparagao ao grupo pré-exposto ao vetor.
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Figura 23. Fenétipo de células T CD8" Gag-especificas induzidas mediante
administracio de AdHuS5gag por via i.m. Grupos de cinco camundongos
BALB/c foram imunizados com AdHuSgag na presenga (linha cinza) ou
auséncia (linha preta) de imunidade pré-existente contra o vetor AdHuS. Células
foram isoladas 1, 6 ou 12 semanas ap6s a administracdo de AdHuSgag. Os
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histogramas derivados de um experimento representativo apresentam expressao
dos marcadores listados na figura em células tetrimero CDS’, em relagdo a
células tetramero CD8" provenientes de animais naive. O simbolo (*) denota
significancia estatistica de p<0,05 entre o grupo vacinado e controle, enquanto
(1) denota p<0,05 entre os dois grupos vacinados através de Teste ¢ de Student
de diferencas de MIF.

As diferengas mais pronunciadas no fenétipo celular entre
grupos imunizados com AdHu5gag foram observadas doze semanas
apos a imunizagdo (Figura 23). Observou-se aumento da expressdo da
molécula CD69 em células T CD8" Gag-especificas isoladas de sangue
e baco do grupo i.m./i.m. Houve aumento da expressdo dos marcadores
CD103, CCR5 ¢ Ki-67 em células T CD8" Gag-especificas isoladas de
baco ¢ LNI de animais imunes ao vetor, enquanto PD-1 apresentou
expressdo elevada em células provenientes de LNI do grupo -/i.m.
Células T CD8" Gag-especificas isoladas do TG dos dois grupos
imunizados apresentaram aumento da expressdo do marcador PD-1,
enquanto o grupo -/i.m. apresentou também diminui¢do de granzima B.
De maneira geral, os dados originados neste estudo sugerem que a
imunidade pré-existente ao vetor vacinal ndo somente retarda a ativagdo
de células T CD8" transgene-especificas, mas pode também influenciar
seu processo de diferenciagao.

Além da resposta imune inata que pode perdurar por varias
semanas apds a infecc¢do, pré-exposi¢do ao vetor AdHuS induz ndo
somente anticorpos, mas também resposta de células T contra antigenos
do vetor viral. Para avaliar se a reducdo na frequéncia de células T CD8"
transgene-especificas ¢ resultante da agdo de AcN contra o vetor ou se
componentes celulares do sistema imune contribuem para este
fendmeno, foram conduzidos experimentos de transferéncia de soro
imune. Camundongos BALB/c foram pré-expostos a AdHuS ou
injetados com soro proveniente de animais imunes ao virus e entdo
vacinados com 10" p.v. de AdHu5gag. Animais naive vacinados com
AdHu5gag foram utilizados como controle para frequéncia de células
transgene-especificas. Como observado na figura 24, a diminui¢do da
frequéncia de células T CD8" Gag-especificas em sangue, bago e LNI
foi semelhante entre animais pré-expostos ao vetor ou recebedores de
soro imune (p>0,05). Mediante transferéncia de soro imune, frequéncias
de células T CD8" Gag-especificas no TG foram restauradas (p<0,01),
aumentando em média 21 vezes (frequéncias de 0-0,24% para grupo
pré-exposto, 2,19-2,98% no grupo de animais que recebeu soro imune).
Estes resultados sugerem que enquanto AcN sdo o principal mecanismo
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atuando na imunidade pré-existente ao vetor AdHuS5 em tecidos
sistémicos, o trafego de células T CD8" para o TG ¢é influenciado nio
somente por AcN, mas também por mecanismos celulares envolvidos na
resposta imune adaptativa contra o vetor AdHu5.
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Figura 24. Efeito da presenca de anticorpos pré-existentes contra AdHu5
na indugiio de células T CD8" Gag-especificas ap6s imunizacio i.m. com
AdHugag. Camundongos BALB/c foram pré-expostos a AdHuS ou injetados
i.p. com soro proveniente de animais imunes ao virus. Animais foram
imunizados apds uma semana com 10" p.v. de AdHuS5gag. Células foram
analisadas por citometria de fluxo duas semanas apds a imuniza¢do, comparadas
com células provenientes de animais imunizados com o vetor AdHuS5gag na
auséncia de imunidade pré-existente contra o vetor adenoviral. Valores denotam
frequéncias de células tetramero CD8" em relagio ao numero total de CDS’;
valores obtidos mediante analise da resposta Gag-especifica em camundongos
naive foram subtraidos dos grupos experimentais mostrados na figura. O
simbolo (**) denota significancia estatistica de p<0,01.
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5 DISCUSSAO

Atualmente mulheres sdo mais comumente infectadas por HIV
através de contato sexual (ABDOOL KARIM; SIBEKO; BAXTER,
2010) e por este motivo acredita-se que a localizacdo de resposta imune
especifica no TG possa ser um importante mecanismo para
possivelmente conter a infec¢do. Além de eliminar a infecgdo inicial por
HIV, esta contengdo local poderia impedir a propagacdo sistémica do
virus, a qual resulta em variantes virais que escapam deteccdo pelo
sistema imune e acaba por prejudicar a resposta adaptativa contra o
HIV. Estratégias vacinais que induzam a produgdo de anticorpos contra
HIV-1 foram extensivamente avaliadas, entretanto ndo foi possivel a
obtengdo de nenhuma vacina que fosse capaz de induzir AcN
(MASCOLA; MONTEFIORI, 2010). Os esforcos vacinais estio
atualmente concentrados na indugdo de resposta imune celular, mediada
principalmente por células T CD8", por possuir papel central no controle
de infecgdes virais incluindo infec¢do persistente com HIV-1
(PANTALEO; FAUCI, 1995). Esta resposta de células T CD8" ndo
previne infec¢do, mas se presente na porta de entrada do virus em
individuos infectados poderia rapidamente eliminar células infectadas
por HIV e potencialmente previnir ou interromper a disseminagdo viral
(UBERLA, 2008). Por este motivo, teve-se por objetivo neste trabalho a
inducdo de células T CD8" HIV-especificas no TG feminino mediante a
administracdo por diferentes vias de vetores adenovirais que expressam
proteina derivada de HIV-1.

E sabido que imunizagdo i.n. induz resposta imune adaptativa
ndo somente no trato respiratorio mas também no trato reprodutivo
(HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). No presente trabalho,
imunizagdo i.n. com AdC6gag induziu células T CD8" Gag-especificas
em diversos tecidos ¢ mucosas (Figura 3), incluindo o TG, bem como
resposta imune humoral contra o vetor vacinal e contra a proteina Gag
de HIV-1 (Figuras 2 e 4). O isotipo IgA ¢ comum em superficies
mucosas ¢ foi portanto esperado que estivesse envolvido na resposta
contra o vetor em superficies mucosas, quando da administragdo i.n. de
AdCé6gag (Figura 5A). A presenca de IgG2 sérica, que possui fungdes
de fixacdo de complemento, opsonizagdo e neutralizacdo viral
(SCHROEDER; CAVACINI, 2010), demonstra a habilidade de vetores
adenovirais simios em induzir anticorpos que posteriormente podem
atuar na interferéncia de infecgdo pela particula viral (Figura 5B).

Os resultados do presente estudo confirmam que células T
CD8" migram para o TG feminino apds imunizagdo por via in. com
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AdCoé6gag, porém o numero desta populacdo celular diminui rapidamente
apos o fim da fase efetora da resposta imune celular (Figura 3). A
imunizacdo i.vag., por sua vez, foi ineficiente na indu¢do de imunidade
em tecidos outros que ndo o TG (Figura 11) e quando utilizada como via
de refor¢co apods imunizagdo i.n., induziu um pequeno aumento nas
frequéncias de células T CD8" Gag-especificas no TG e linfonodos
drenantes (Figura 8). Apesar da baixa freqiiéncia da resposta imune
celular induzida pela imunizagdo i.vag. observada neste estudo, a
utilizagdo de formulagdes que protejam o vetor viral do baixo pH
vaginal e consequentemente aumentem a eficiéncia desta via de
imunizacdo ¢ de grande valia e deve ser posteriormente explorada.
Entretanto, como relatado previamente por Gupta e colaboradores
(GUPTA et al., 2005), a via de imunizacdo i.vag. foi relativamente
ineficaz na indugdo de resposta imune sistémica, o que combinado a
problemas de logistica dificulta o uso desta via de imunizagdo em
grande escala em seres humanos.

Na avaliagdo da administragdo de vetores adenovirais por vias
de mucosa, observou-se a superior indugdo de resposta imune celular
HIV-especifica no grupo que recebeu a primeira dose do vetor por via
in. seguida de reforco pela via ivag (Figura 9). Entretanto, este
protocolo de imunizagdo por vias de mucosa resultou na indugdo de
menor frequéncia de células T CD8" Gag-especificas quando comparada
ao protocolo dose-refor¢o por via i.m (Figura 14). A imunizagdo i.m.
com vetores adenovirais recombinantes induziu ndo somente células T
CD8" Gag-especificas em tecidos sistémicos, mas também altas
frequéncias destas células especificas no TG (Figura 11). Uma segunda
dose de vetor recombinante por via i.m resulta em potente reforgo no
TG de animais recebedores de primeira dose pela via i.m. (Figura 14).
Foi observado que a frequéncia de células HIV-especificas induzidas
por esta via de imunizag¢do permaneceram detectaveis pelo menos 1 ano
apos a administracdo dos vetores recombinantes. Imuniza¢do i.m. é
portanto superior na indugdo de células T CD8" genitais induzidas por
vetores AdC quando comparada a via i.n., e oferece também o beneficio
de induzir potente resposta de células T CD8" sistémicas, que poderiam
servir como uma segunda linha de defesa no caso do virus ultrapassar a
barreira mucosa. Estes resultados sdo corroborados por Suvas e
colaboradores que demonstraram que infec¢do i.p. com virus da
coriomeningite linfocitica ¢ superior a infec¢do in. na indugdo de
células especificas na mucosa do TG de camundongos (SUVAS et al.,
2007). Outros grupos demonstram achados semelhantes mediante
imunizagdo com proteinas (BARNETT et al., 2008), vacinas de DNA



77

(WU et al., 2009) e vacinas de DNA em combinagdo com vetores MVA
e Semliki Forest (MARTINON et al., 2008). Tomados em conjunto,
estes estudos indicam que a indugdo de células T CDS8" Gag-especificas
em sitios mucosos apds imunizagdo i.m. ¢ independente de vetor ou
transgene de interesse, mas sim reflete um processo estabelecido do
sistema imune adaptativo, relacionado a ativacdo e migragdo celular
para tecidos de mucosa.

Ao se comparar a freqiiéncia e a funcionalidade de células
induzidas por imunizagdo de mucosa ou parenteral (Figura 12), pode-se
concluir que a administragdo i.m. de vetores adenovirais ¢ mais propicia
para a inducdo de resposta imune adaptativa no TG feminino. Isto
despertou interesse quanto as diferengas de fenotipo celular induzido por
distintas vias de administragdo do antigeno (Figuras 15 ¢ 16). Também
foi realizado um estudo fenotipico detalhado de células T CDS' na
tentativa de esclarecer quais eram os marcadores celulares relacionados
a migracdo celular para o TG feminino (Figuras 16, 17 e 18). E possivel
que células T CDS8" ativadas ap6s encontro com antigeno se dirijam para
0o TG com o auxilio de sensores ndo-identificados, ou que este processo
seja aleatorio. Nestes ensaios foram comparadas células isoladas de
baco, sangue, LNI e TG em diferentes dias poés-imuniza¢do. Em alguns
experimentos NALT também foi avaliado, sendo utilizado para fins de
comparacao de populagdo celular migrando para tecido mucoso distinto.
Além de induzir frequéncias superiores aos protocolos de imunizagdo
por vias de mucosa, a administracdo i.m. dos vetores induziu células
especificas com fenotipos similares aos observados ap6s imunizagdo i.n
ou i.vag (Figuras 15 e 16). Foi observado que células T CD8" isoladas
da mucosa genital, quando na fase efetora, compartilham caracteristicas
fenotipicas com aquelas circulando em tecidos sistémicos ou que
migram para o NALT. Entretanto, células Gag-especificas isoladas de
tecidos sistémicos ou TG sdo fenotipicamente distintas apos
estabelecimento de memoria, sendo esta situacdo especialmente
pronunciada um ano apo6s a imunizag¢do i.m. Os marcadores celulares
avaliados sugerem que células tetrimero CD8' residentes no TG
permanecem ativadas por longos periodos e poderiam, portanto,
proliferar e atuar em processos citotoxicos apos encontro com células
infectadas expressando HIV-1 Gag.

Na tentativa de desvendar o fendtipo de células T provenientes
do TG feminino, foram avaliados marcadores celulares que sdo
expressos em células provenientes da mucosa intestinal. Apesar da
expressio aumentada do marcador CD69 em células T CDS’
provenientes da mucosa intestinal ter sido demonstrada (KUO et al.,
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2001; KLEIN, 2004), ndo foi observado aumento da expressio de
CD69 em células isoladas da mucosa do TG apo6s administragdo de
vetores adenovirais simios (Figura 17). Apesar da molécula o4f; estar
relacionada & migragdo de células T CD4" para o TG e ser considerada
um marcador de migracdo celular para a mucosa intestinal (HAWKINS;
RANK; KELLY, 2000), ndo foi observado aumento da sua expressio
em células T CD8" que migram para o TG feminino de camundongos
(Figuras 15 e 16). Entretanto, ndo ¢é possivel excluir a atuagdo de o4f37
no enderecamento de células T para a mucosa vaginal, visto que a
expressdo deste marcador ocorre de forma transiente e por curtos
periodos de tempo, podendo assim ter escapado de detec¢do nos ensaios
realizados. O marcador CD103 esteve discretamente aumentado em
células tetraimero CD8" do TG logo apds imunizagdo, sendo fortemente
expresso um ano apos a vacinagao (Figura 17).

Na tentativa de desvendar se a migragdo celular para o TG é
dependente da origem celular, foram realizados experimentos de
transferéncia adotiva de linfocitos provenientes de animais imunizados
com vetores adenovirais recombinantes por via im. (Figura 19).
Demonstrou-se assim que células T CD8" Gag-especificas de origem
esplénica podem rapidamente migrar para o TG feminino de maneira
similar a observada em animais imunizados com vetores adenovirais.
Este dado contrapde a hipétese de que células T CD8" que migram e
residem em tecidos mucosos requerem uma via distinta de maturagio ou
ativacdo da observada para células T pertencentes a circulagdo sistémica
(HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). Além disso, a elevada
frequéncia de células T CD8" Gag-especificas induzida no TG por
imunizagao i.m., quando comparada a observada apds administracdo i.n.
do vetor, contraria a teoria de que imunizagdo por diferentes vias resulta
na migracdo diferencial de células T ativadas (LEFRANCOIS et al.,
2002), sendo este processo ditado pelas condigdes nas quais as células T
CD8" sdo inicialmente estimuladas. Os resultados aqui apresentados
sugerem que a migragdo de células T CD8" ativadas para o TG é em
parte aleatorio e afetado pela frequéncia destas células no sangue, e em
parte direcionado pela expressdo de marcadores de enderecamento
celular ainda ndo identificados. Em ambos os casos, acredita-se que
células T CD8" ativadas recebem sinal de um microambiente que
favorece sua retengdo uma vez que alcangam o TG, resultando em
enriquecimento desta populagdo na superficie mucosa.

A funcionalidade de células T CD8" isoladas do TG deve ser
melhor investigada. Estes dados iniciais demonstram que células do TG
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produzem IFN-y, como também observado para células T CD8" genitais
isoladas de NHP infectados com SIV (STEVCEVA et al., 2002). Foi
observado também que células T CD8" Gag-especificas provenientes do
TG apresentam elevada expressdo de granzima B, perforina e Ki-67,
sugerindo que estas células permanecem ativadas, mesmo um ano apos a
administragdo do vetor vacinal (Figura 18). Apesar de células de
memoria tradicionalmente ndo possuirem marcadores de fase efetora,
Klein demonstrou a presenca de células T atipicas em superficies
mucosas (KLEIN, 2004) e acredita-se que a elevada expressdo de
enzimas liticas observada em células de memoria provenientes do TG
seja resultado de microambiente especifico deste tecido.

Em seres humanos, vacinas de Ad induziram resposta imune
robusta em ensaios de fase [ ¢ I[I (CATANZARO et al., 2006; PRIDDY
et al., 2008), tendo sido recentemente avaliadas em ensaios de fase IIb,
denominados STEP e Phambili (BUCHBINDER et al., 2008). Estes
estudos foram projetados para avaliar a reducdo de aquisicdo e/ou
diminuicdo da carga viral pdés-infec¢do com HIV em individuos que ndo
possuiam titulos de AcN contra o vetor vacinal utilizado, bem como em
individuos com altos titulos de AcN. A vacina baseada em AdHu5,
expressando gag, pol e nef derivados de HIV-1 subtipo B foi
administrada pela via i.m. em protocolo de dose-reforgo de trés doses.
Apesar de ter sido planejado o recrutamento de trés mil individuos para
o ensaio STEP, o estudo foi interrompido antes do recrutamento ter sido
finalizado devido a falta de eficacia da vacina apds a confirmagéo de 82
infecgdes por HIV (MCELRATH et al., 2008). O ensaio Phambili foi
interrompido logo em seguida, ap6s o recrutamento de somente 801
participantes e confirmagdo de 11 novas infecgdoes (NIAID, 2007). O
resultado mais surpreendente deste estudo esta realacionado a resposta
imune pré-existente contra o vetor AdHuS, visto que houve tendéncia de
maior aquisicdo de HIV por individuos com altos titulos de AcN contra
o vetor. A incidéncia de infecgdo por HIV em individuos soropositivos
para AdHuS5 foi 2,3% maior que no respectivo grupo placebo
(BUCHBINDER et al., 2008). Tem sido sugerido que a ativacdo global
de células T CD4" observada no estudo possa enriquecer a populagdo de
células-alvo para o virus e dessa maneira facilitar a infec¢do por HIV-1.
De fato, estudos demonstram que a administragio de AdHu5 induz
ativagio de células T CD4" com maior expressdo de CCRS e receptores
de migracdo para sitios mucosos (BENLAHRECH et al., 2009). Esta
situagdo ¢ particularmente importante no caso de vetores adenovirais,
considerando que o vetor persiste de forma transcricionalmente ativa por
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longos periodos apo6s imuniza¢do, mantendo populacdes de células
especificas pela constante estimulagdo antigénica (TATSIS et al.,
2007b). Foi também sugerido que a presenca de AcN contra o vetor
possa interferir com a apresentagdo de antigeno e ocasionar
redirecionamento de resposta celular de Thl para Th2, reduzindo assim
a estimulagdo de células T CD8" (HAUT; ERTL, 2009). E possivel
ainda que AcN possam ndo ser a causa direta da maior aquisicdo de
infec¢do, mas atuam promovendo aumentado estado de ativagdo celular,
resultando em maiores taxas de infecg¢do de células-alvo. Na tentativa de
investigar possiveis fatores que possam interferir na resposta imune
contra o transgene em presenc¢a de imunidade contra o vetor vacinal, os
experimentos subsequentes utilizaram AdHu5 como vetor vacinal contra
HIV-1.

Apds imunizacdo de dose inica com AdHuS5gag pela via i.m.,
foi observada diminui¢do da frequéncia de células T CD4" ¢ T CD8" no
TG feminino (Figura 20). Acredita-se que esta queda reflita o
recrutamento destas populagdes celulares para sitios de inflamagdo
induzidos no local de aplicagdo do vetor. Observou-se também que as
frequéncias destas populagdes celulares retornaram aos valores normais
mais rapidamente nos grupos imunizados com AdHuSgag na auséncia
de imunidade pré-existente contra o vetor. Pelo fato da resposta imune
inata induzida pela administracdo de AdHuS5gag na presenca de AcN
contra o vetor ser exacerbada em comparagdo a administragdo do vetor
viral na auséncia de resposta imune pré-existente (TATSIS et al., 2007b;
MCELRATH et al.,, 2008), ¢ possivel que sinais para migracdo de
células T para sitios de inflamagdo sejam sustentados por periodos mais
longos na presenca de AcN contra o vetor. A queda nas frequéncias de
células T CD4" e CDS8" foi acompanhada por queda no niimero absoluto
destas populagdes no TG, refletindo evasdo de células para outros
tecidos ao contrario de influxo de outros tipos celulares neste tecido. A
expressdo de marcadores em células residentes no TG também
demonstrou ser influenciada por imunidade pré-existente. De forma
geral, a analise fenotipica de células CD4" e CD8" de origem genital
sugere que a imunizagdo com AdHuS5gag na presenga de imunidade pré-
existente contra o vetor retarda o inicio de ativagéo celular, mas uma vez
que este processo ¢ estabelecido, ocorre de maneira exacerbada, talvez
devido a acdo de processos inflamatorios ou de resposta imune
adaptativa contra o vetor (VARNAVSKI et al., 2005).

Como também observado por Yang e colaboradores (YANG et
al., 2003), houve declinio na frequéncia de células T CD8" Gag-
especificas na presenca de imunidade pré-existente ao vetor AdHuS
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(Figura 22). Entretanto, esta reducdo ocorre de forma distinta em
diferentes tecidos ou apds pré-exposi¢cdo ao vetor viral por diferentes
vias. E possivel observar que na décima segunda semana apds a
imuniza¢do, o impacto da imunidade pré-existente € visto com mais
clareza no sangue e TG para o grupo i.m./i.m., tecidos nos quais houve
maior redugdo na frequéncia de células T CD8" Gag-especificas. O
grupo i.n./i.m., por sua vez, apresentou maior interferéncia da imunidade
pré-existente no TG, sem alteragdes nas freqiiéncias de células T CD8"
Gag-especificas isoladas de sangue ou baco. Entretanto, ainda ¢
necessario determinar se este fato é resultante de um processo distinto
para indugdo de resposta imune celular nos tecidos analisados ou
conseqiiéncia dos diferentes titulos de anticorpos neutralizantes
induzidos pelas distintas vias de pré-exposi¢cdo ao vetor viral. Sitios
mucosos e sangue contém células T CD8 ativadas que expressam
receptores de enderecamento para tecidos linfoides de forma diminuida,
enquanto bago contém células T ativadas e quiescentes. O declinio
pronunciado na frequéncia de células T CDS  Gag-especificas
observado em sangue ¢ TG sugere que a imunidade pré-existente contra
o vetor vacinal atua sobre células T efetoras, reduzindo sua taxa de
diferenciacdo ou meia-vida, ou sobre células T destinadas a populagdo
de memoria central, favorecendo sua indu¢do em detrimento de células
efetoras.

Também foi conduzida uma analise fenotipica das células T
CD8" Gag-especificas induzidas na presenca de imunidade pré-existente
contra o vetor vacinal. A distribuicdo dos marcadores celulares indica
que a ativag@o celular neste grupo ¢ retardada, mas ndo prejudicada
(Figura 23). De fato, a maior expressdo de marcadores de proliferacdo e
enzima litica, em relacdo ao grupo soronegativo no momento da
imunizagdo, demonstra que a ativagio de células T CD8" ocorre de
forma mais pronunciada no grupo possuidor de imunidade adaptativa
contra o vetor vacinal no momento da imunizacdo. Esta ativacdo
exacerbada pode ser indicio de maior ativagdo geral do sistema imune,
favorecendo a possivel explicagdo de que, no caso de infecgdo por HIV,
a administragdo do vetor vacinal em presenga de pré-exposi¢do induz
inflamagdo e acaba por gerar ambiente propicio para a disseminacgdo
viral.

De forma geral, a estimulagdo antigénica leva a diferenciagéo
de células T naive em células efetoras durante a fase aguda de infecgoes.
Células destinadas a populacdo de memoria ndo sdo submetidas a
ativacdo total; esta ocorre em células que atingem o local de inflamagao

\

no inicio da infeccdo e estdo sujeitas a estimulacdo antigénica por
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longos periodos (SARKAR et al., 2008). Estas células exibem perfil de
total ativagdo e passam por varios ciclos de divisdo, constituindo
diferenciacdo terminal em fase efetora. Um estudo demonstrou que a
alta expressdo do marcador KLRG1 no inicio da fase efetora de células
T CD8" favorece o desenvolvimento de estagio efetor terminal,
enquanto células com expressdo intermediaria ou auséncia de KLRG1
sdo destinadas a populacdo de memoria (SARKAR et al., 2008). Apesar
de ndo possuirem perfil total de ativacdo, esta populagdo ¢é efetora e
apresenta aumento da expressdo dos marcadores CD62L, granzima B e
IFN-y (SARKAR et al, 2008). Desta maneira, o periodo de
recrutamento celular para o sitio de inflamagdo pode influenciar o
destino celular. No presente estudo, foi observado que células do TG
deixam este tecido apds imunizagdo i.m. (Figura 20). Coincidentemente,
este tecido possui duas subpopulagdes que expressam a molécula
KLRG1 de forma diferencial (Figura 21 e 23). No inicio da resposta
imune, a maioria das células presentes no TG sio KLRGI1",
progredindo para maior expressdo deste marcador possivelmente
conforme células retornam ao TG apds recirculagdo. Apesar da maioria
das células estar submetida a constante estimulagdo antigénica e
potencial diferenciacdo em células efetoras terminais na décima segunda
semana apds vacinagdo, parte da populagdo permanece KLRG1®" ou
KLRG1™ no TG. Este fato pode explicar a grande contra¢io da resposta
imune observada no experimento de memoria apds administracdo de
vetores adenovirais simios por via i.m., onde grande parte das células
Gag-especificas morre e ha estabelecimento de pequena populagdo de
memoria. Nos LNI, foi observado somente o fendtipo KLRG1"" (Figura
23), favorecendo assim o desenvolvimento de memoria nos linfonodos
drenantes do TG e proporcionando reservatdrio celular que pode ser
rapidamente recrutado mediante infec¢do. Assim, células induzidas na
presenca de imunidade pré-existente estdo presentes em menor
frequéncia e possuem ativacdo retardada, mas sdo submetidas aos
processos normais de diferenciagdo em células efetoras e formacdo de
populacdes de memoria.

O ensaio de transferéncia adotiva de soro imune foi realizado
para determinar o papel de AcN como o fator central da interferéncia na
resposta imune induzida pelo vetor vacinal (Figura 24). Estes anticorpos
parecem possuir o papel principal na interferéncia com o vetor vacinal
observada em tecidos sistémicos, mas exercem menor influéncia no TG.
Desta maneira, conclui-se que a imunidade pré-existente ao vetor
presente neste tecido mucoso é composta ndo somente por AcN, mas €
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em grande parte mediada por mecanismos celulares direcionados contra
antigenos da particula viral. Inumeras hipoteses foram levantadas na
tentativa de explicar a ineficacia da vacina utilizada no ensaio STEP,
como a indugdo de células T HIV-especificas com limitado repertorio de
especificidade ou células especificas com menor capacidade efetora ou
proliferativa (NIAID, 2007). Entretanto, os resultados aqui descritos
sugerem que a administragdo de AdHuS em animais possuidores de
imunidade pré-existente contra o vetor gera alteracdo nas populagdes de
células T genitais sem resultar no aumento do niimero de células-alvo ou
expressdo aumentada de receptores e co-receptores para HIV.

Em resumo, os dados apresentados sugerem que imunizagao
im. com vetor adenoviral simio replicante-defectivo induz resposta
robusta de células T CD8  transgene-especificas no TG de
camundongos, e que esta resposta pode ser aumentada por administracao
de dose de reforco heterdlogo por via i.m. A resposta ¢ sustentada e
pode ser detectada um ano apos imunizagdo. Células T CD8" genitais
induzidas por vacinagdo i.m. s8o funcionais, carregam enzimas liticas e
secretam citocinas mediante estimulacdo com antigeno especifico. Em
conjunto, estes resultados sugerem que vacinas administradas por via
i.m. podem induzir uma barreira contra infec¢do pelo HIV-1 no TG de
individuos do sexo feminino. De fato, regimes sistémicos sdo preferiveis
a mucosos em seres humanos devido a fatores logisticos e auséncia de
interferéncia por flora ou ciclo menstrual, o que pode afetar
profundamente a eficdcia de vacinas.
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6 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a administra¢do intramuscular de
vetores adenovirais simios que expressam a proteina Gag de HIV-1, em
protocolo de dose-reforgo heterdlogo, estimula resposta imune celular e
humoral especificas no trato genital feminino de camundongos, sendo
superior aos protocolos de imunizagdo utilizando vias de mucosa. A via
de imunizagio intramuscular induziu células T CD8" Gag-especificas
que permanecem no trato genital como células de memoria efetora,
representando um estagio de diferenciagdo distinto do observado em
células provenientes de outros tecidos. Células de origem sist€émica
possuem a capacidade de migrar e serem retidas no tecido mucoso,
contrariando a visao tradicional da existéncia de um processo distinto de
estimulacdo antigénica para a indug@o de resposta imune adaptativa em
superficies mucosas. A administragdo de vetores adenovirais por via
intramuscular ou intranasal alterou a frequéncia e o fenotipo de células
T CD4" e CDS8" presentes no trato genital, enquanto a presenca de
imunidade contra o vetor vacinal influenciou a frequéncia e o processo
de ativagio de células T CDS8" transgene-especificas. Esta interferéncia ¢
causada principalmente por anticorpos neutralizantes nos tecidos
sistémicos analisados, enquanto no trato genital este fendémeno ¢
influenciado também por mecanismos celulares. Os resultados
demonstrados sugerem que a administracdo de vetores adenovirais por
via intramuscular ¢ um procedimento adequado para a inducdo de
resposta imune contra HIV no trato genital feminino, induzindo resposta
imune de longa duragdo sem prover um microambiente favoravel a
infec¢do de células-alvo pelo virus no tecido mucoso.
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APENDICE A - Painéis de anticorpos utilizados na avaliagdo do
fendtipo de células provenientes de animais imunizados com vetores
adenovirais por vias de mucosa

Painel Marcador Fluorocromo Tipo d~e Fabricante
marcaciio
Tetramero APC superficie NIH
1 CD8 PerCP superficie BD Pharmingen
CD127 PE superficie eBioscience
CD44 FITC superficie BD Pharmingen
Tetramero APC superficie NIH
2 CD8 PerCP superficie BD Pharmingen
CD27 PE superficie BD Pharmingen
CD62L FITC superficie BD Pharmingen
Tetramero APC superficie NIH
3 CD8 PerCP superficie BD Pharmingen
ayf; PE superficie BD Pharmingen
CD69 FITC superficie BD Pharmingen
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APENDICE B — Painéis de anticorpos utilizados na avaliagdo do
fendtipo de células provenientes de animais imunizados com vetores

adenovirais simios por via i.m.

Painel | Marcador | Fluorocromo Tipo d~e Fabricante
marcac¢io
sza;l;e AmCyan intracelular Invitrogen
Tetramero APC superficie NIH
1 CD8 PerCP Cy-5.5 superficie BD Pharmingen
CD44 Azul pacifico superficie BioLegend
NKG2D PE-Cy7 superficie eBioscience
CD62L Alexa 700 superficie Biolegend
CD27 PE superficie BD Pharmingen
CD103 FITC superficie BD Pharmingen
szaél;e AmCyan intracelular Invitrogen
Tetramero APC superficie NIH
2 CD8 PerCP Cy-5.5 superficie BD Pharmingen
CD44 Azul pacifico superficie BioLegend
PD-1 PE-Cy7 superficie BioLegend
Granzima B PE intracelular eBioscience
Ki-67 FITC intracelular BD Pharmingen
sza;l;e AmCyan Intracelular Invitrogen
Tetramero APC superficie NIH
3 CD8 PerCP Cy-5.5 superficie BD Pharmingen
CD44 Azul pacifico superficie BioLegend
CD127 Alexa 700 superficie eBioscience
Perforin PE intracelular eBioscience
CTLA-4 FITC intracelular AbCam
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APENDICE C — Painéis de anticorpos utilizados na avaliagio do
fendtipo de células provenientes de animais imunizados com AdHu5gag

por via i.m.
. Tipo de .
Painel | Marcador | Fluorocromo ~ Fabricante
marcaciio
Corante . .
Aqua AmCyan intracelular Invitrogen
Tetramero APC superficie NIH
CD8 Vermelho superficie Invitrogen
Texas
1 CD4 PerCP Cy-5.5 superficie BD Pharmingen
CD44 Azul pacifico superficie BioLegend
CD62L Alexa 700 superficie BioLegend
CD69 PE-Cy7 superficie eBioscience
CCRS PE superficie BD Pharmingen
CD103 FITC superficie BD Pharmingen
Corante . .
Aqua AmCyan intracelular Invitrogen
Tetramero APC superficie NIH
CD8 Vermelho superficie Invitrogen
Texas
2 CD4 PerCP Cy-5.5 superficie BD Pharmingen
CD44 Azul pacifico superficie BioLegend
CD127 Alexa 700 superficie eBioscience
NKG2D PE-Cy7 superficie eBioscience
Grar]1321ma PE intracelular eBioscience
Ki-67 FITC intracelular BD Pharmingen
Corante . .
Aqua AmCyan intracelular Invitrogen
Tetramero APC superficie NIH
CD8 Vermelho superficie Invitrogen
Texas
3 CD4 PerCP Cy-5.5 superficie BD Pharmingen
CD44 Azul pacifico superficie BioLegend
CD86 Alexa 700 superficie BioLegend
PD-1 PE-Cy7 superficie BioLegend
KLRG1 PE superficie Southern Biotech
CTLA-4 FITC intracelular AbCam




104

APENDICE D — Esquema da estratégia de anélise utilizada na
avaliagdo da expressdo de marcadores em células T CDS8" Gag-
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Esta figura representa a selegdo de populagdes celulares em amostras
provenientes do TG feminino de camundongos BALB/c imunizados com
AdHu5gag por via i.m. na auséncia de imunidade pré-existente contra o vetor
vacinal. Células foram selecionadas de acordo com a dispersdo frontal (FSC) e
lateral (SSC) de luz (tamanho e complexidade celular, respectivamente) e
selecionadas para a populacdo de células unicas em suspensdo, excluida de
agregados celulares (FSC-A x FSC-H). Em seguida, células positivas para
corante Aqua (fluorocromo AmCyan) foram excluidas, resultando em
populagdo de células vivas, sendo entdo selecionadas para populagdes CD4"
(PerCP-Cy-5.5) ¢ CD8" (PE-Vermelho Texas [Texas Red]). A frequéncia de
células CD8" Gag-especificas foi avaliada através de selegdo da populagdo
tetramero CD8" (APC” PE- Vermelho Texas [Texas Red']), CD44™ (Azul
Pacifico (Pacific Blue]). Células tetrimero CD8 CD44"" provenientes de
animais naive foram utilizadas como base de comparagio dos niveis de
expressao dos diferentes marcadores. Em todos os experimentos, células
tetrimero CD8 'CD4"" derivadas de animais imunizados foram analisadas e
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seus fenotipos espelharam os observados em animais naive. Populagdes totais
de células CD4" ou CD8", bem como células tetrimero CD8", foram avaliadas
para diferentes marcadores celulares mediante a constru¢do de histogramas,
representando porcentagem da contagem maxima de células para cada amostra
(como exemplo, ¢ demonstrada a expressdo do marcador CD62L no canal
Alexa700).
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ABSTRACT

An efficacious vaccine to HIV-1 is direly needed to stem
the global pandemic. Immunogens that elicit broadly
cross-neutralizing antibodies to HIV-1 remain elusive,
and thus, most HIV-1 vaccine efforts are focusing on in-
duction of T cells. The notion that T cells can mediate
protection against HIV-1 has been called into question
by the failure of the STEP trial, which was designed to
test this concept by the use of an El-deleted Ad vac-
cine carrier. Lack of efficacy of the STEP trial vaccine
underscores our limited knowledge about correlates of
immune protection against HIV-1 and stresses the need
for an enhanced commitment to basic research, includ-
ing preclinical and clinical vaccine studies. In this re-
view, we discuss known correlates of protection
against HIV-1 and different vaccine strategies that have
been or are being explored to induce such correlates,
focusing on T cell-inducing vaccines and particularly on
Ad vectors. J. Leukoc. Biol. 86: 779-793; 2009.

Introduction

The failure of Merck’s HIV-1 vaccine trial (called STEP trial),
based on replication-defective AdHub, designed to induce T
cell responses to conserved internal proteins of HIV-1 [1],
raises questions about the concept of T cell vaccines to HIV-1
[2] and necessitates more basic research about correlates of
protection and how such correlates can be achieved by vac-
cines. The STEP trial not only showed lack of vaccine efficacy
but in contrast, showed a trend toward increased acquisition
of HIV-1 in vaccinees with moderate-to-high, pre-existing
neutralizing antibodies to the vaccine carrier prior to immu-
nization [1].

Abbreviations: AAV =adeno-associated viral vector(s), Ad=adenovirus,
AdC=Ad vectors derived from chimpanzess, AdHUS=Ad vectors of the
hurnan serotype 5, AdHU35/26=Ad vector derived from cther hurnan
serotypes, CAR=coxsackie and Ad receptor, EC=elite controlier(s),
env=envelope protein, HAART=highly active antiretroviral therapy,

HEK =hurnan emioryo kidney, HVTN=HIV Vaceine Trial Network,
LTNP=long-term nonprogressor(s), MVA=madified vaccinia Arkara,
NHP=nonhuman primate, RCA=replication-competent Ad virus,
SHV=HN/SIV, VLP=virus-like particle, VRC=Vaccine Research Center,
V8V =vesicular stomatitis virus

0741-5400/09/0086-779 © Society for Leukocyte Biclogy

Most licensed vaccines induce protection through antibod-
ies. The env of HIV-1, the virus’ sole target for neutralizing
antibodies, is extraordinarily variable, heavily glycosylated, and
undergoes structural changes upon receptor binding [3, 4]. It
has thus been impossible so far to design env-based immuno-
gens, which can induce antibodies that reliably neutralize a
broad spectrum of different HIV-1 isolates. Recent HIV-1 vac-
cine efforts have focused largely on induction of T cell re-
sponses, most notably CD8* T cells [5-7], which have been
implicated to protect against progression of HIV-1 infection in
humans and which have shown some efficacy in preclinical
animal models based on infection of rhesus macaques with STV
or SHIV chimeras [8, 9].

In this review, we will provide a general overview about im-
mune responses to HIV-1 and on different vaccine prototypes
that have been developed and tested against this virus or its
surrogate in animals and humans, with a focus on vaccines
based on Ad vectors.

HIV-1 AND AIDS

AIDS, caused by HIV-1, is the leading cause of death in hu-
mans aged 15-59 worldwide. Between 1981 and 2003, an esti-
mated 20 million individuals died of AIDS, and 40.3 million
people were infected with HIV-1 in 2005. It is estimated by
UNAIDS that in 2007, 33.2 million humans were living with
HIV-1, an additional 2.1 million humans died of AIDS, and 2.5
million people became newly infected with HIV-1. Sub-Saharan
Africa has by far the highest incidence rates of HIV-1 infec-
tions, and in some Sub-Saharan nations, such as in Botswana, a
staggering ~36% of the adult population is infected. HIV-1
has started to spread in other regions, including highly popu-
lated countries of Asia, such as India and China. In the Ameri-
cas, 656% of infected individuals are treated with antiviral
drugs; in contrast, less than 10% of HIV-l-infected humans in
Africa or Southeast Asia have access to antiretroviral treat-
ment.

In most cases, HIV-1 is sexually transmitted through the
male or female genital tract or the rectal mucosa. Women are

1. Correspondence: The Wistar Institute, 3601 Spruce St., Philadelphia, PA
19104, USA. E-mail: ertl@wistar.upenn.edu
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at a higher risk than men to become infected by heterosexual
contact, and currently 60% of all HIV-l-infected individuals
are women. Infected women in turn can transmit virus to their
offspring, and it is estimated that more than 2.2 million in-
fants have become infected from their mothers.

It was shown in NHPs, upon their low-dose vaginal SIV in-
fection, that the initial viral replication is limited to small foci
within the cervical submucosa for the first few days [10]. After
the initial local burst of viral replication, the virus disseminates
to lymph nodes and then to various organs and lymphoid tis-
sues [11]. In the symptomatic phase, viral replication and
CD4" T cell loss occur predominantly in the GALT. Once the
viral load has expanded, adaptive immune responses become
activated, patients seroconvert, and numbers of HIV-1 antigen-
specific T cells increase. At this stage, virus titers decrease to a
plateau referred to as “viral load set point.” During the usually
asymptomatic, latent phase following the acute infection, the
patients show a slow but progressive loss of CD4™ T cells,
which eventually reaches very low counts in the blood. At this
time, the symptomatic phase of AIDS begins.

HAART to treat HIV-1 infection was introduced in 1986.
Although increasing quality of life and life expectancy,
HAART is not an optimal solution to the HIV-1 pandemic.
HAART"s costs, side-effects, and complex regimens make it
difficult for the patient to access or adhere to the treatment
[12]. The drugs are not available in the poorest countries,
which have the highest prevalence rates of HIV-1 infections.
Last but not least, the drugs do not eliminate HIV-1 but only
reduce viral loads, which resurge rapidly once treatment is
stopped [13]. An efficacious and safe vaccine to HIV-1 would
certainly be best to control the pandemic. Vaccine-induced
immune mechanisms, which can clear the virus or virus-in-
fected cells during the early stages of infection at the site of
viral entry, when viral load is still limited and before the virus
mutates extensively, would be best suited to prevent a systemic
infection and its pathological consequences. Vaccines that only
reduce viral loads may offer some temporary advantages, but
one would expect that the highly mutating HIV-1 virus, even if
combated efficiently by a vaccine-induced immune response,
would eventually escape immunosurveillance through muta-
tions.

CORRELATES OF PROTECTION

Although most current vaccines were developed without any
knowledge of potential immune correlates of protection
against the pathogen and in fact, helped to partially establish
correlates of protection, such knowledge would clearly aid in
the development of vaccines against complex pathogens such
as HIV-1.

Neutralizing antibodies are known to protect against many
viruses, and the initial efforts to develop an HIV vaccine were
concentrated on exploring humoral immune responses against
HIV. In experimental models, neutralizing antibodies given by
passive transfer protect against infections with pathogenic
strains of SHIV chimeras [14, 15], which carry the envelope of
HIV-1, and HIV-1-specific antibodies of the IgA isotype have
been isolated from mucosal surfaces and blood of exposed,
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seronegative women, suggesting that they might prevent infec-
tion [16, 17]. Although neutralizing antibodies would be ex-
pected to protect against HIV-1 infection, with few exceptions,
most neutralizing antibodies recognize only closely related iso-
lates of HIV-1 [18], and immunogens that elicit broadly cross-
neutralizing antibodies reliably remain elusive.

Although T cells are in general unable to prevent infection,
they are crucial for its control, including an infection with
HIV-1, as suggested by several lines of evidence. Some humans
are remarkably resistant to developing AIDS upon HIV-1 infec-
tion, instead, controlling viral loads to low or even undetect-
able levels [19, 20]. These individuals are classified as LTNP
or EC. LTNP show low but variable plasma viremia and occa-
sionally develop AIDS after long asymptomatic phases [21]; EC
are able to control HIV-1 to undetectable levels. It was shown
that certain HLA class I alleles are more common in ECs [9]
and furthermore, that such individuals develop exceptionally
strong CD8" T cell responses to HIV gag upon infection,
which can lead to mutations that impair the fitness of HIV-1
[22]. Although these studies are far from conclusive, they sug-
gest that HIV-1-specific CD8" T cells can protect against the
spread of an HIV-1 infection. This notion is supported by
other studies, which showed that after the acute phase of in-
fection, the appearance of HIV-1-specific CD8" T lymphocytes
is associated temporally with a decrease in viral load [23] or
that resistance against progression is linked to the presence
of polyfunctional CD8* T cells in blood [8]. CD8* T cell
depletion studies in NHPs indicate that CD8™ T cells play a
major role in controlling SIV/SHIV infection [24, 25], but
these results have to be interpreted with caution, as avail-
able antibodies to primary CD8" T cells also deplete NK
cells. In spite of the data, correlates of cell-mediated protec-
tion against HIV-1 remain ill-defined and are likely to de-
pend in part on route of transmission, host factors, and vi-
ral fitness.

Considering that most HIV infections start at the mucosal
level, the anatomic distribution of vaccine-induced immune
responses is presumably critical. Vaccine-induced immune
responses present at the port of entry might be decisive to
fight a primary infection before a viral reservoir is estab-
lished within lymphoid tissues and the gut. CD4" T cells in
GALT are primary targets of HIV-1 [26]. This may relate to
interactions between gp120 of the env and «4f7 integrins,
the latter involved in leukocyte migration to and retention
in the intestine. This interaction promotes formation of syn-
apses that support cell-to-cell spreading of the virus [27].
Studies in primates infected with SIV have shown that CD4"
T cell loss within the GALT and its associated lymphoid tis-
sues disrupts the protective barrier of the intestine, allowing
for bacterial antigens such as LPS to enter the bloodstream
[28]. This in turn results in a global activation of CD4* T
cells, which promotes progression of the virus by providing
target cells to HIV-1/SIV [29]. Preventing the early CD4* T
cell loss within the gut and thus, preserving the mucosal
barrier of the intestine may be key to protecting against
high viral set-point loads and progression to AIDS [30].
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ANIMAL MODELS FOR HIV-1 VACCINES

A major obstacle in developing an efficacious HIV-1 vaccine is
the lack of a validated animal model. Chimpanzees are suscep-
tible to HIV-1 but cannot be used for ethical reasons. SIV, a
lentivirus closely related to HIV-1, causes chronic but benign
infections in its natural hosts such as sooty mangabeys [31].
Macaques develop AIDS upon infection with SIV or SHIV, but
the infections are more virulent than HIV-1 infections in hu-
mans. It remains unknown to date if results obtained with
SIV/SHIV infections in rhesus macaques or cynomolgus mon-
keys are relevant for human HIV-1 infection. Nevertheless,
most HIV-1 vaccines undergo extensive preclinical testing in
these primates to assess if they induce protection against chal-
lenge with SIV or SHIV. Table 1 shows some of the results
obtained with different vaccines in SIV or SHIV challenge
models.

Many vaccines, including T cell-inducing vaccines, were
found to provide at least partial protection against SHIV89.6P,
which carries a HIV-1 clade B envelope [7, 46-52]. SHIV89.6P
differs in some crucial aspects from HIV-1; e.g., it uses CXCR4
for cell entry during the initial infection, it causes AIDS much
more rapidly, and its env is more neutralization-sensitive [53].
Therefore, SHIV89.6P may not be a valid challenge virus. This
is further substantiated by findings such as the one in the
STEP trial, where the vaccine used showed no efficacy in hu-
mans though had protected NHPs against challenge with
SHIV89.6P. Subsequent studies showed that this or similar vac-
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cines failed to protect against challenge with SIVmac239 [40]
or SIVmac251 [42]. Additional SHIVs, based on env from
HIV-1 virus clade B or C, have been developed that like HIV-1,
use CCR5 as a coreceptor [54, b5]. Other studies assessed vac-
cine efficacy by challenging NHPs with SIV, such as SIV-
mac239 or STVmac251, given systemically or mucosally [41, 43,
56-60]. Protection against SIV challenge can be achieved by
prior infection of NHPs with an attenuated SIV. Most studies
used nef-deleted SIV [61], and others used SIVs attenuated
through deletion of V1-V2 sequences in env [62] or through
modification of the transmembrane domain of env [63]. In
these challenge studies, attempts were made to correlate im-
mune responses with level of protection. In most reports, im-
mune responses measured by traditional assays failed to pre-
dict if the animals were to be protected against challenge. One
study reported a correlation between frequencies of f-chemo-
kine-producing CD8™ T cells and levels of protection [64],
and another study suggested a dominant role for neutralizing
antibodies [65].

It appears that protection might be achieved more readily
against homologous challenge, i.e., challenge with a virulent
SIV that carries the same or a closely related env as the im-
munogen than against heterologous challenge [59], pointing
toward an important role for antibodies that may act, not nec-
essarily solely by neutralization but also by other mechanisms
such as antibody-dependent, cell-mediated cytotoxicity. In hu-
mans, vaccines need to achieve protection against a heterolo-

TABLE 1. NHP Challenge Experiments

Challenge virus/
Vaccine Antigen challenge route Result References
DNA vaccine (IL-15) gag SHIV89.6P, i.v. Reduced viral loads [32]
DNA vaccine (IL-12) prime/VSV boost  gag, env SHIV89.6P, i.v. Reduced viral loads [33]
DNA (IL-12) prime/AdHub boost multiple SIVmac251, rectal Reduced viral loads [34]
DNA prime/ Listeria monocytogenes boost — gag, env SIVmac239, rectal Reduced viral loads [35]
DNA (IL-2) prime/MVA boost gag, pol, env  SHIV80.6P, rectal Some protection against CD4" [36]
T cell loss
DNA prime/MVA boost multiple SIVmac239, rectal Reduced peak viral loads, no [37]
protection against disease
DNA prime /NYVAC boost gag, pol,env  SIVmac251, rectal Reduced viral loads [38]
DNA (IL-12/1L-15) AdHub/protein multiple SIVmac251, rectal No protection [39]
(gp120, nef)
DNA prime /AdHub boost gag SIVmac239, rectal Transient reduction in viral load [40]
AdHub prime /AdHub boost gag SIVmac239, rectal No protection [40]
AdHub prime/AdHub boost gag SHIV89.6P, iv. Reduced viral loads, no CD4™ T [7]
cell loss
DNA prime/AdHub boost gag/pol/env  SIVmac251, i.v. Reduction in peak viral loads, [41]
no reduction in viral set point
loads, prolonged survival
AdHu26 prime/AdHub boost gag SIVmac251, i.v. Reduced viral loads [42]
Replication competent AdHub/protein  gag, env, rev  SIVmac251, rectal Reduced viral loads [43]
(gp120)
Rabies virus vector gag, env SHIV89.6P i.v. Reduced viral loads [44]
RhCMV vector gag, rev, tat, SIVmac239, repeated  Increased resistance against [45]
nef, env low-dose rectal infection and complete

control of local infections in
some NHPs

NYVAC, attenuated vaccinia virus; RhRCMV, rhesus CMV.
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gous challenge, and correlates of protection in preclinical
models should thus be defined under conditions that afford
this type of protection to NHPs. Other SIV challenge viruses
such as SIVE660 have been developed and can be used to as-
sess correlates of protection against a heterologous challenge
in NHPs.

In early challenge experiments, the challenge viruses were
given iv.. Although HIV-1 can be transmitted through this
route, as attested by its spread in i.v. drug users, the most com-
mon route of transmission is through the mucosal sites of the
genital tract or the rectum. For this reason, challenge models,
based on mucosal challenge of NHPs, have been developed.
Infection through mucosal routes can be achieved by a single
administration of a high dose of virus or by repeated chal-
lenge with low doses of virus [66]. Although the latter model
is appealing, as only few virus particles penetrate the mucosal
barrier, mimicking transmission in otherwise healthy humans,
it may not be a stringent-enough challenge model for humans
with underlying sexually transmitted diseases, which are known
to increase the risk for HIV-1 acquisition.

Vaccine-induced protection can be achieved more easily in
so-called EC NHPs, which have certain MHC class I haplotypes
such as Mamu-A*01 or Mamu-B*17 [67]. NHPs with these hap-
lotypes develop exceptionally high CD8* T cell responses to
antigens of SIV that are commonly present in vaccines, again
suggesting that a potent CD87 T cell response can afford pro-
tection.

The field of HIV-1 vaccinology would profit substantially if
animal models were to be standardized with regard to the
challenge virus as well as the route and dose of challenge. If
challenge studies were performed using a consensus regimen,
different vaccine strategies could be compared more readily.
Unfortunately, as none of the different NHP challenge models
have been validated by successful clinical trials so far, it is cur-
rently impossible to assess which model would be best suited
to predict the outcome of vaccination in humans.

EXPERIMENTAL VACCINES TO HIV-1

cine [88, 103]. For examples, the VRC (Bethesda, MD, USA)
has focused on developing a vaccine regimen based on DNA
priming, followed by a booster immunization with a replica-
tion-defective Ad of the AdHu5 serotype [104, 105]; Robinson
et al. [106] have focused on DNA vaccine priming followed by
a MVA boost; Barouch and co-workers [107, 108] are develop-
ing replication-defective Ad vectors based on rare human sero-
types; our group [89, 109] has focused on replication-defective
AdC; Robert-Guroff and co-workers [110, 111] are exploring
the use of RCA vectors of the human serotypes 4, 5, and 7;
Rose and colleagues [48] and Schnell and co-workers [44] are
exploring rhabdovirus vectors such as VSV or attenuated rabies
virus, respectively; Knipe and colleagues [58] are testing her-
pes virus vectors; and Weiner and co-workers [75, 112] and
others [70-74] are focusing on DNA vaccines.

DNA vaccines, which are being used by many investigators,
are immunogenic in small animal models, inducing potent
cellular and humoral immune responses to a variety of patho-
gens. However, a major obstacle has been transferring their
immunogenicity/efficacy to larger animal models and humans.
This may be achieved with novel delivery methods such as
electroporation, which increases uptake of DNA by cells close
to the injection site [113]. DNA vaccines given alone have so
far failed to induce potent immune responses in clinical trials
[83] and thus regimens using DNA vaccines in combination
with viral vectors have been studied in several early stage trials.
DNA priming followed by MVA boost resulted in detectable
cellular immune responses in one trial [114] but performed
poorly in another [115]. DNA vaccine priming followed by a
boost with env [116] induced antibody and CD4™ T cell re-
sponses but failed to elicit high titers of neutralizing antibod-
ies or CD8" T cells. DNA priming followed by a boost with an
AdHub vector was evaluated by Merck and VRC in phase [ tri-
als. This combination was immunogenic but did not result in
responses that were superior to those induced with the Merck
AdHub vector alone.

AD VECTOR VACCINES

Most current HIV-1 vaccine efforts are focused on inducing
protection through T cells, mainly directed against conserved
epitopes of the virus. A large number of different vaccine plat-
forms are being investigated, such as adjuvanted protein vac-
cines [68], VLPs [69], plasmid vectors [70-75], or viral [48,
76-80] and bacterial recombinant vectors [81, 82]. Viral re-
combinants based on poxviruses such as MVA [76] or vaccinia
virus [78], AAV [80], VSV [48] or measles virus-based vaccines
[77], or different serotypes of Ad vectors [79] have undergone
extensive preclinical and in some cases, clinical testing. Some
of the different vaccine platforms are listed in Table 2. Most
platforms use prime-boost regimens to further increase the
magnitude of the HIV-1 antigen-specific immune responses.
Prime boost regimens are especially useful to reduce the dose
of each individual vaccine, thus reducing dose-related toxicity,
which can be substantial for some of the viral vectors, such as
those based on Ad viruses. Prime-boost regimens commonly
combine DNA vaccines or protein vaccines with other modali-
ties [81, 82] or heterologous types of a specific viral vector vac-
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From all of the vaccines tested preclinically, those based on Ad
vectors have shown superior immunogenicity with regard to
induction of CD8™ T cells. Ads can be derived from bacterial
molecular clones, which allows for easy modifications. The
most widely used manipulation of Ad vectors consists of a dele-
tion of the E1 domain, which encodes polypeptides that initi-
ate transcription of other viral genes. El-deleted Ad vectors
are thus replication-defective and presumably safer than repli-
cation-competent vectors [117]. The gene products of the E1
domain are essential for viral replication; El-deleted Ad vec-
tors need to be grown on packaging cell lines that provide E1
in trans. Several different packaging cell lines are available.
HEK 293 cells contain not only the E1 genes of the AdHub
virus but also additional sequences flanking the E1 domain
[118]. El-deleted AdHu5 vectors grown on HEK 293 cells can
undergo homologous recombination with the E1 genes
present in HEK 293 cells and thus, revert to RCA. PerC6 cells,
developed more recently, only contain the E1 genes of the
AdHub5 virus, thus minimizing the risk for homologous recom-
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TABLE 2. HIV Vaccine Strategies

Vaccine platform Immune response/development References
Plasmid vectors CD4" and CD8™ T cells
Naked DNA Humans—phase [ [83]
Adjuvanted DNA Humans—phase [ [84]
Subunit Humoral responses
Protein Humans—phase II1 [85]
Adjuvanted protein Humans—phase [ [68]
VLP Humans—phase I [86]
Viral vectors Cellular and humoral immune responses
AAV vector NHP [87]
AdC NHP [88,89]
AdHub Humans—phase IIb [1,40]
AdHu35, AdHu26 Humans—phase 1 [42, 90]
Canarypox virus (ALVAC) Humans—phase II [91]
Fowlpox virus (FPV) Humans—phase [ [92]
MVA Humans—phase [ [81]
Vaccinia virus Humans—phase [ [93]
Sendai virus NHP [94]
Measles virus Mice [95]
Poliovirus NHP [56]
Rabies virus NHP [44]
VsV NHP [48]
Semliki forest virus (SFV) NHP [96]
Venezuelan equine encephalomyelitis virus (VEE) Humans—phase [ [97]
HSV-1 NHP [58]
CMV NHP [45]
Bacterial vectors Varied immune responses
Clostridium perfringens Mice [98]
Mycobacterium bovis Guinea pigs [99]
Mycobacterium smegmatis Mice [100]
L. monocytogenes NHP [101]
Salmonella enterica serovar Typhimurium Humans—phase 1 [102]

bination and outgrowth of RCAs [119]. Additional serotypes of
primate Ad viruses have been vectored as gene carriers. These
viruses were shown to grow in the presence of the AdHu5 E1
gene products [79], or they were modified by replacing early
genes [120], or more precisely, the open reading frame 6 of
E4 [121] with that of the AdHub5 virus or another permissive
virus to allow for their propagation in HEK 293 or PerCé cells.
Another commonly used deletion is that of the E3 domain,
which encodes polypeptides that subvert immune response
[122]. Gene products of E3 are not essential for viral replica-
tion, and E3-deleted Ad vectors are replication-competent. Ad
vectors deleted in E1 and E3 have also been used. In our
hands, El-only deleted Ad vectors, and El- and E3-deleted vec-
tors performed similarly [123]. This presumably reflects that
the E3 genes are poorly transcribed in El-deleted vectors and
that levels of E3 polypeptides are below the threshold, where
they affect a detectable impairment of antigen presentation or
cytokine pathways. Deletion of the E3 genes has the advantage
to generate more space for transgenes. It also offers the possi-
bility to generate dual expression vectors, in which one trans-
gene and its regulatory elements are placed in the E1 domain,
and the other is placed into the E3 domain. VRC has used Ad
vectors deleted in E1 and E4, in part to prevent outgrowth of
RCAs in HEK 293 cells [124]. In our hands, Ad vectors de-
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leted in E1, E3, and E4 showed lower expression of the trans-
gene product compared with vectors deleted in E1 or E1 and
E3, and consequently, they induced overall lower immune re-
sponses [123].

Immunogenicity testing in mice, NHPs, and humans showed
that Ad vectors not only induce potent transgene product-spe-
cific CD8™ T cells but also that responses are exceptionally
sustained [53, 125], which most likely relates to Ad vectors’
ability to persist, albeit at low levels [126]. During persistence,
which occurs mainly in activated T cells, the Ad vectors remain
transcriptionally active. This in turn, results in continuous acti-
vation of T cells preventing the pronounced contraction of
vector-induced T cells typically seen at the end of the effector
phase. Lack of contraction of the Ad vector-induced immune
responses may be advantageous by maintaining high frequen-
cies of effector/effector memory cells. On the other hand, the
prolonged presence of fully activated CD4™ T cells may pose
risks by providing targets for HIV-1. It may also prevent the
timely development of central memory cells that proliferate
more effectively upon re-encounter of antigen, compared with
more activated effector or effector memory CD8 T cells.

Humans are infected frequently with Ad viruses throughout
their life, and infections with the AdHub virus are common. In
the United States, depending on the age of the study popula-
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tion and the sensitivity of the assay, 40-60% of humans carry
readily detectable neutralizing antibodies to AdHub virus
[127]. Seroprevalence rates to AdHub5 virus are markedly
higher in human populations from undeveloped countries.
Pre-existent neutralizing antibodies to the vaccine carrier can
prevent its uptake by cells and thus, transcription and transla-
tion of the vaccine antigen, thus reducing the levels of antigen
presented to the immune system; consequently, adaptive im-
mune responses to the vaccine antigen are reduced in the
presence of vector-specific neutralizing antibodies [89]. To
circumvent impairment of vaccine efficacy by pre-existing neu-
tralizing antibodies to the vaccine carrier, our group devel-
oped vaccine vectors based on AdC [128]. Vectors were de-
rived from five different viruses: AdC1, AdC5, AdC6, AdC7,
and AdC68. These represent three different serotypes [79, 88,
89, 120]. AdC7 and AdC5 belong to the same serotype and are
cross-neutralized completely by antibodies. AdC68 and AdC7
are closely related and are cross-neutralized partially by high-
titer neutralizing antibodies. AdC6 belongs to a distinct sero-
type. All of these Ad viruses (except for C1) have close se-
quence homology to the Ad virus of the human serotype 4
and thus, belong to subgroup E of Ad viruses. AdC1 belongs
to subfamily B. Ad viruses have been isolated from a multitude
of different species; we developed vectors from Ad viruses that
naturally infect chimpanzees under the assumption that these
viruses would closely resemble human Ad viruses. Indeed, AdC
vectors are grouped phylogenetically within human serotype
Ads [129]. In addition, sequencing of the AdC vectors showed
that their genetic organization is identical to that of human
Ads. Further studies showed that their basic characteristics
with regard to molecular organization, structure, growth, re-
ceptor use, and interactions with cells of the immune system
are similar to those of human Ad viruses [79, 130].

El-deleted AAC5, AdC6, AdC7, and AdC68 vectors can be
grown on HEK 293 packaging cells that carry the E1 of AdHu5
virus. The use of packaging cell lines that carry a heterologous
E1 for growth of El-deleted AdC vectors has advantages: U.S.
Food and Drug Administration-approved cell lines, such as
HEK 293 cells or PerC6 cells, have been generated. PerC-6
cells carry only the E1 of AdHu5; HEK 293 cells carry addi-
tional Ad sequences. The El-flanking sequences of the AdC
viruses show limited sequence homology with the AdHub5 virus,
which virtually abolishes the chance of recombination and re-
version to replication competence in HEK 293 cells. Preva-
lence rates of neutralizing antibodies to AdC viruses are low in
the United States or Asia; they are higher in sub-Saharan Af-
rica, presumably as a result of closer contacts with chimpan-
zees [127]. In mice and NHPs, the AdC vectors induce high
CD8™" T cell responses that can be increased by the sequential
use of two serologically distinct AdC vectors or by combining
AdC vectors with DNA vaccines and poxvirus vectors [88, 89,
109, 131]. AdC vectors induce significantly stronger immune
responses compared with AdHub vectors in animals with pre-
existing, neutralizing antibodies to AdHub5.

To avoid the negative effects of pre-existing neutralizing an-
tibodies to Ad viruses, investigators from Harvard Medical
School together with Crucell developed and tested Ad vectors
derived from so-called rare serotypes, such as AdHu26,
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AdHu48, AdHu35, and AdHull [108, 132]. Prevalence rates
of neutralizing antibodies to these rare serotypes are low in
humans residing in the United States and Europe, being
higher in African countries [133]. Immune responses to these
Ad vectors were compared with those induced by AdHub vec-
tors, which induced higher transgene product-specific CD8* T
cell responses than Ad vectors based on the other human sero-
types; however, in AdHu5-preimmune animals, the AdHu35/
AdHull combination used in either order outperformed com-
binations that included the AdHub5 vector [132]. AdHu35 and
AdHull use CD46 rather than the CAR (used by AdHub,
AdHu4, or most of the AdC vectors) as their cell-attachment
receptor. CD46, unlike CAR, is ubiquitously expressed on cells
of NHPs and humans, and in our experience, CD46-binding
vectors, such as the AdC1 vector, are poorly immunogenic
compared with Ad vectors that bind to CAR [120]. The Har-
vard/Crucell group developed a chimeric AdHu35 vector, in
which the fiber knob of AdHu35 was replaced with that of
AdHub5. This vector induced better transgene product-specific
CD87 T cell responses than the original AdHu35 vector [90].
Nevertheless, the caveat that fiber is a target for Ad virus-spe-
cific neutralizing antibodies should be noted. The Harvard/
Crucell group also explored the use of an AdHub hexon chi-
mera, in which the variable loops of hexon of AdHub, which
bind most of the virus-neutralizing antibodies, were replaced
with those of AdHu48. The chimeric AdHub/AdHu48 vector
was highly immunogenic, even in animals with pre-existing
immunity to the AdHub virus [134]. Nevertheless, despite the
low prevalence in the United States, ~20% of human sera
from sub-Saharan Africa carry neutralizing antibodies against
the AdHu48 serotype, precluding the use of AdHu48 vectors
in these regions that are most direly in need of a HIV-1 vac-
cine. This group also tested AdHu26 vectors and showed im-
pressive results from NHP vaccinated with an AdHu26/AdHu5
prime-boost regimen [42].

CLINICAL EXPERIENCE WITH VACCINES
TO HIV-1

A number of HIV-1 vaccines have undergone clinical testing.
Early vaccines focused on those expressing the env of HIV-1
for the induction of neutralizing antibodies. One of those, a
monomeric HIV-1 gp120 vaccine, underwent large-scale effi-
cacy trials. The vaccine did not prevent infection nor reduce
the viral load in infected subjects [135]. Humoral responses
were detected, but they failed to neutralize field isolates. Over-
all, vaccines designed to induce neutralizing antibodies univer-
sally failed to induce the desired responses.

T cell-inducing vaccines such as DNA vaccines, MVA or
AAVs, which induced promising results in NHPs, were found
to lack immunogenicity in early clinical trials [115, 136, 137].
Novel delivery methods for DNA vaccines through electropora-
tion of the vector or by combining antigen-expressing plasmids
with plasmids expressing cytokines have been shown to in-
crease the immunogenicity of this vaccine platform in animal
models [138], and clinical trials are planned to test if this also
translates into better immune responses in human subjects.
The initial AAV vectors that were tested clinically were based
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on serotype 2, which is comparatively poorly immunogenic
than other serotypes that have a higher tropism for muscle
cells. Discussions are under way to test alternative serotypes
such as AAV-1 in human volunteers. The caveat should be
pointed out that in preclinical studies in mice, single-stranded
AAV vectors of different serotypes were found to induce func-
tionally impaired CD8" T cells that were defective in their
proliferative capacity and showed a pronounced up-regulation
of immunoinhibitory molecules [139]. Induction of such re-
sponses in humans could potentially be harmful. MVA vectors
were found to be safe in humans but only elicited barely de-
tectable cellular immune responses to the vaccine antigens in
a fraction of the volunteers. Current efforts thus focus on com-
bining MVA with other vaccine modalities such as DNA vac-
cines. Several of the current and past vaccine trials, focusing
on large-scale trials, are listed in Table 3.

In humans, Ad vector vaccines induced robust immune re-
sponses in phase I/1I trials [124, 146] and were thus tested in
two-phase IIb clinical efficacy trials, called STEP [1] and Pha-
mbili trials, in men and women at high risk for HIV-1 acquisi-
tion. Both trials enrolled individuals with low or absent base-
line titers of neutralizing antibodies to AdHub virus and indi-
viduals with moderate to high titers of such antibodies. In
carly trials, the AdHub vector induced detectable T cell re-
sponses, even in individuals with pre-existing, neutralizing anti-
bodies to the vaccine carrier; the STEP and Phambili trials
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thus did not exclude such individuals. The trials were powered
to allow for testing of vaccine efficacy in reducing HIV-1 acqui-
sition and viral set-point loads. The STEP trial, which had
planned to enroll 3000 subjects, was stopped and unblinded
before enrollment was completed, as an interim analysis
showed that the vaccine lacked efficacy [147]. The Phambili
trial was stopped and unblinded shortly thereafter [148]. In
the STEP trials infections were mostly in men who have sex
with men; only one woman in the placebo group had become
infected with HIV-1 at the time of unblinding. As of spring of
2008, in the placebo group, 83/922 men became infected, and
in the vaccine group, 49/914 men became infected, suggesting
a trend for higher HIV-1 acquisition in vaccinated individuals.
Viral set points initially showed no significant difference be-
tween the placebo and the vaccine groups. Further analyses
showed that the trend for increased acquisition was seen
mainly in men with pre-existing, neutralizing antibodies to
AdHub virus, i.e., in men with titers <<18; 20/382 in the vac-
cine group and 20/394 in the placebo group became infected,
and in the male group with titers =18, 21/392 in the vaccine
group and 9/386 in the placebo group became infected. Fur-
ther differences were seen when data were analyzed according
to the circumcision status of men, and those who were vacci-
nated and not circumcised were at higher risk for acquisition
than those who were vaccinated and circumcised. Prevaccina-

TABLE 3. Clinical Trials

Development Platform Vaccine/antigen Immunogenicity/efficacy References
Phase 111, closed Protein Protein; gp120 Seroconversion in all [135]
participants, no efficacy against
HIV-1 acquisition or viral loads
Phase III, ALVAC/protein gp120, gag and protease Study results are not yet available [140]
enrollment
closed
Phase IIB, stopped AdHub gag, pol, nef T cell responses in most [141]
and unblinded participants, no efficacy against
HIV-1 acquisition or viral
loads, a trend for increased
acquisition in a subgroup
Phase II closed Lipopeptide Epitopes of gag, pol, nef T and B cell responses [142, 143]
Phase II closed Canarypox/ protein env, gag, parts of pol and Neutralizing antibodies to [144]
nef laboratory strains, no T cell
responses
Phase 11, ongoing DNA/AdHu5 env, gag, pol Cellular immune responses [124]
but recruitment
stopped
Phase II closed AAV gag/pol Cellular immune responses in a No publication
low percentage of participants available
Phase I closed DNA/MVA gag epitopes T cell responses were infrequent [137]
and transient
Phase I closed DNA/MVA gpl60, gag, RT T cell responses in 95% of trial [114]
participants
Phase I closed DNA/protein gp120 multiple clades, gag T cell responses and neutralizing [116]
antibodies
Phase I closed DNA/NYVAC env, gag, nef, pol Priming effect for T and B cell [145]
responses by the DNA vaccine
Phase I closed S. enterica gag Low level of specific cellular [112]

immune responses
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tion-neutralizing antibodies to AdHub were more common in
uncircumcised men [1].

The Phambili trial was stopped after enrollment of 801 par-
ticipants; at the time of unblinding, 11 cases of HIV-1 infec-
tion had been confirmed, with four in the placebo group and
seven in the vaccine group. In individuals with neutralizing
antibody titers to AdHub virus >18, six infections were ob-
served in vaccinated and three infections in unvaccinated indi-
viduals. Ten of 11 infections were seen in women.

A lack of efficacy of AdHub vector vaccines in humans with
pre-existing, neutralizing antibodies to AdHub virus was poten-
tially foreseeable. Lack of efficacy in humans without pre-exist-
ing neutralizing antibodies to AdHub virus, in spite of the
demonstrated ability of the vaccine to induce a robust trans-
gene productspecific T cell response [149], was unexpected
and raised the question of whether T cells can indeed protect
against HIV-1 infections or control viral load in individuals
that become infected.

‘We would argue that the failure of the trials reflects a prod-
uct rather than a concept failure, i.e., that T cells can protect
but that the vaccine failed to induce a T cell response that was
of sufficient potency or quality to afford resistance. The vac-
cine regimen used in the two trials was based on repeated vac-
cination with an AdHub vector. Vaccination with a viral vector
not only induces immune responses to the transgene product
but also to the vector, and vector-specific neutralizing antibod-
ies inhibit vector uptake and transgene product expression
required for induction of immune responses to the vaccine
antigen. Individuals who were seronegative at the time of en-
rollment produced vector-specific neutralizing antibodies after
the first immunization and thus, developed immunity to subse-
quent doses of the same vaccine. Homologous prime-boost
regimens with viral vectors using the same vector repeatedly
are thus suboptimal compared with heterologous prime-boost
regimens based on the sequential use of different viral vectors.
Additional results from the HVIN showed that Ad seronega-
tive-vaccinated individuals of the STEP trial with MHC geno-
types commonly found in elite controllers were able to reduce
viral loads significantly better than unvaccinated individuals
with similar genotypes. HVI'N also showed that in vaccinated
AdHub-seronegative individuals with these genotypes, known
to develop exceptionally potent T cell responses to gag of
HIV-1, viral loads were inversely correlated with the magnitude
of the T cell responses to HIV-1, as tested for by IFN-y ELIS-
pot assays [147]. These results are based on small numbers of
infected individuals, and the trial had not been designed to
assess responses in such subgroups. Even with these caveats,
the results are suggestive that vaccine-induced T cells might be
able to control an infection with HIV-1 in individuals that can
mount potent CD8™ T cell responses to the vaccine antigen.

Additional data are being gathered from the STEP trial.
Upon unblinding, data about trends of HIV-1 acquisition will
no longer be interpretable.

The AdHub vaccine used by Merck and in combination with
DNA vaccine priming by VRC were the first HIV-1 vaccine reg-
imens used in humans that elicited T cells of sufficient magni-
tude to allow for an in-depth analysis of some of the T cells’
pertinent characteristics. In the STEP trial, the vaccine in-

788 Journal of Leukocyte Biology Volume 86, October 2009

duced T cell responses detectable by ELISpot in ~80% of vac-
cinees [146]. More than 40% of the subjects with measurable
ELISpot responses developed CD4" T cell responses to HIV
antigens, and ~60% developed CD8" T cell responses [149].
HIV=specific CD8" T cells induced by the vaccine produce
IFN-y or IFN-y in combination with TNF-a. The magnitude
and overall composition of T cell responses were similar be-
tween vaccinated subjects who acquired HIV infection and
those who did not. In additional trials conducted by Merck
and VRC, conversion rates and magnitude of CD8" and CD4™
T responses were slightly lower in individuals with pre-existing,
neutralizing antibodies to AdHub. Curiously, this was more
pronounced with the VRC than the Merck vaccine [150]. The
VRC AdHub vaccine has a deletion in the E4 domain of Ad,
and it has been suggested (but not formally proven) that this
deletion would reduce the residual transcription of Ad genes
in El-deleted vectors and thus, the impact of pre-existing cel-
Tular immunity to AdHub.

One worrisome aspect of AdHu5 vaccines used by Merck or
in combination with DNA vaccine priming by VRC is that both
failed to induce a broad T cell response to different epitopes
of HIV-1 in humans. Both vaccines expressed several antigens
of HIV-1, but they only induced, on average, T cells to two or
three epitopes [148, 150]. Such a narrow response would obvi-
ously not provide sufficient coverage to the multitude of HIV-1
variants and would allow for escape through viral mutations.
The underlying cause for this narrow response is not yet fully
understood. Recent results in NHPs, comparing the breadth of
T cell responses with different Ad vector-based vaccine regi-
mens, showed that the AdHub vector, given repeatedly, in-
duced a narrow T cell response, as observed in the STEP trial,
and a heterologous prime-boost regimen, in which an Ad vec-
tor derived from a different serotype was used for priming,
followed by a booster immunization with an AdHub vector,
induced a much broader response [108]. These results are
promising, as they indicate that some prime-boost regimens
may elicit a broad T cell response. Clearly, these results thus
far obtained in NHPs need to be confirmed in clinical trials.

The underlying cause for the observed trend toward in-
creased acquisition in individuals with moderate-to-high neu-
tralizing antibodies to AdHub vectors also remains poorly un-
derstood. It has been suggested that the vaccine recalled Ad-
specific CD4"* T cells, which provided targets for HIV-1.
Indeed, a similar pathway had been shown to result in en-
hanced SIV replication in NHPs [151]. Studies in HIV-1-in-
fected patients showed that vaccination with a pneumococcal
vaccine or an influenza virus vaccine could cause a transient
increase in viral load, suggesting that activation of CD4" T
cells might have sponsored replication of HIV-1 [152, 153]. It
should be noted though that other studies failed to confirm
long-term effects of influenza virus vaccination on HIV-1-in-
fected individuals [154]. Increased acquisition as a result of
vaccine-induced activation of Ad-specific CD4* T cells, which
cross-react between different serotypes of Ad [155] and are
thus not linked to neutralizing antibody titers to a specific se-
rotype, should have been observed in all vaccines and not just
in those with pre-existing antibodies to AdHu5.
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One could postulate that pre-existing, neutralizing anti-
bodies to the vaccine carrier affected antigen presentation
cause a shift of the ratio of vaccine-induced Th1 versus Th2
cells and in turn, reduced induction of “protective” CD8* T
cells. Neutralizing antibodies to Ad are serotype-specific,
and non-neutralizing-binding antibodies cross-react between
different serotypes. When we tested human sera for neutral-
izing and binding antibodies to AdHu5, we were unable to
find any correlation in titers of these two types of antibod-
ies. In fact, all adults had binding antibodies to AdHu5 (un-
published), which had presumably been induced in part by
other serotypes. Changes in antigen uptake as a result of
pre-existing antibodies to AdHub are thus unlikely to ex-
plain the trend toward increased HIV acquisition in the
STEP trial, as such changes should have been caused by all
binding antibodies and not just those that are virus-neutral-
izing.

The argument has been made that neutralizing antibodies
to AdHu5 were not causative for the trend of increased HIV-1
acquisition but rather, reflected a yet-to-be-identified condition
that caused a heightened status of immune activation, which
in turn promoted HIV-1 acquisition. Again, it is unclear why
this should have affected vaccinated individuals primarily. In
fact, placebo recipients with pre-existing, neutralizing antibod-
ies to AdHub showed a slight trend toward decreased acquisi-
tion of HIV-1.

HIV-1 differs from other pathogens in preferentially infect-
ing activated CD4" T cells. Ad vectors, unlike other vaccine
carriers that have been tested in advanced trials for HIV-1,
were shown to persist at low levels in a transcriptionally active
form in T cells of experimental animals [126], and one would
assume that they may also persist in humans. Continued low-
level production of antigen in lymphatic tissues in turn main-
tains high frequencies of activated T cells and is at least part
of the reason why responses to Ad vectors are typically sus-
tained. Continued presence of CD4" T cells activated by the
vaccine within the genital or rectal mucosa could provide a
risk factor by increasing the number of cells that supports ac-
quisition and replication of HIV-1. Clinical trials have thus far
not assessed the effect of vaccination on mucosal T cell re-
sponses, and even in experimental animals, such knowledge
remains uncertain.

AdHub virus and other human serotypes of Ad virus only
replicate in humans (and potentially chimpanzees), which be-
come infected during their lives with a variety of different se-
rotypes. It may thus not be possible to closely mimic the condi-
tions that lead to the trend toward increased HIV-1 acquisition
in the STEP trial in a rhesus macaque model. An AdHub5 virus
that can replicate in rhesus macaques has been developed
[156], but as this virus shows a high degree of attenuation in
rhesus compared with wild-type AdHub virus in humans, re-
sults obtained by pre-exposure of macaques with this virus to
assess the effects of pre-existing immunity to AdHub in a pre-
clinical model would need to be interpreted with caution.

The overall lesson from the STEP trial is that AdHu5 vector
vaccines should not be used in humans with pre-existing, neu-
tralizing antibodies to the vaccine vector, and as in some re-
gions of Africa, up to 90% of adults have such antibodies,
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AdHub vectors will not be suitable for mass vaccination against
HIV-1.

Several questions remain.

Will it be safe to use other AdHub5 vectors as vaccines for
HIV-1? The argument has been made that the problems en-
countered in the STEP trial could reflect peculiarities of the
Merck vaccine and that other AdHub vaccines, such as the
VRC vaccine, which has an additional deletion in E4, might
not cause an increased risk in HIV-1 acquisition. It would
be unethical to substantiate or refute this argument by clini-
cal trials in individuals at high risk for HIV-1 acquisition.

Will it be safe to use AdHub vectors as vaccine carriers for
other pathogens? One would expect that the trend toward in-
creased HIV-1 acquisition in vaccinated seropositive individuals
was caused by the vaccine carrier rather than by the vaccine
antigens. AdHub-based vaccines expressing antigens of other
pathogens and used in a population at risk for HIV-1 acquisi-
tion would thus be expected to cause the same problem as the
vaccine used in the STEP trial.

Will it be safe to use other Ad vectors based on common
human serotypes? One could make the argument that AdHub
vectors, which have consistently been the most immunogenic
of all human serotype Ad vectors, are fundamentally different.
As mentioned previously, without animal data, for which suit-
able models are not available, it is currently impossible to ad-
dress this argument, and one should thus view all Ad vectors
based on common human serotypes as potentially too risky.

‘Will it be safe to use a RCA Ad vector based on a common
human serotype? Data obtained in preclinical models with rep-
lication-competent human serotype Ad vectors such as AdHu4
have been encouraging. Neutralizing antibodies to AdHu4 can
be found in a significant percentage of the U.S. population
(>30%), and again, it is currently not possible to assess the
potential risks of a RCA vectors based on a common human
serotype.

Will it be safe to use Ad vectors based on rare human se-
rotypes or on serotypes from other species? The AdHub5 vec-
tors of the STEP trial did not increase HIV-1 acquisition
rates in AdHub-seronegative individuals, and one would
thus assume that Ad vectors to which humans have no or
only low titers of pre-existing neutralizing antibodies would
be safe.

Will it be safe to use Ad vectors that contain parts of the
AdHub5 virus? Ad vectors have been developed in which the
hexon loops of the AdHub virus, the main targets for neutral-
izing antibodies, were replaced with those of a rare serotype,
ie., AdHu48. Preclinical data showed that the immunogenicity
of this vector was not affected by pre-existing, neutralizing an-
tibodies to AdHub virus. Until it is known to what degree Ad-
specific, neutralizing antibodies induced by experimental ex-
posure in NHPs resemble those induced by natural infections
of humans, the safety of such chimeric vectors remains uncer-
tain.

FUTURE OF HIV-1 VACCINES

In 19883, when HIV-1 was first shown to be causative for AIDS,
the United States Health and Human Services Secretary Mar-
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garet Heckler announced that “We hope to have a vaccine
[against AIDS] ready for testing in about two years.” In March
of 2008, at a summit in Washington, D.C., organized by the
National Institutes of Health to assess future HIV-1 vaccine
funding in the wake of the STEP trial results, some activists as
well as HIV-1 scientists asked for an overall stop on all HIV-1
vaccine research, as in their minds, an HIV-1 vaccine could
never be made, and further attempts were nothing but a waste
of taxpayers’ money. So far, many HIV-1 vaccines have been
tested in phase I trials for safety in a limited number of volun-
teers; few of those were then tested in larger trials for immu-
nogenicity/efficacy. Protein-based env vaccines failed to induce
protection [135]; this was not surprising, as such vaccines
failed to induce neutralizing antibodies to field isolates. Re-
sults from another phase III trial, which combines a poxvirus
vector with a protein boost, are not yet available. AdHub vec-
tors, which by many were viewed as the most promising vac-
cine platform for HIV-1 prevention, failed. A large trial, called
PAVE-100, initially designed to test a prime-boost regimen us-
ing a DNA vaccine prime, followed by an AdHub boost in indi-
viduals at high risk for HIV-1 acquisition in several countries,
was reduced to a smaller trial to be conducted in AdHub-sero-
negative individuals in the United States only [157]. Although
the initial trial was powered to assess effects of vaccination on
viral loads and HIV-1 acquisition rates, the scaled-down trial
would only enroll a sufficiently high number of individuals to
allow an assessment of vaccination on viral loads. In early stage
clinical trials, the PAVE-100 vaccine composition induced T
cell responses that were comparable with those induced by the
STEP trial vaccine. Nevertheless, as correlates of protection

remain undefined,
AdHub-seronegative individuals is justified, as it might yield
information that could aid future vaccine development. It is
not expected that the trial will lead to a clinical product, as
the use of AdHub vectors for HIV-1 prevention is not justifi-
able in light of the high prevalence rates of AdHu5-neutraliz-
ing antibodies in humans. Other vaccines are in early-stage
clinical testing or still in preclinical development, so currently,
the prospects for an efficacious HIV-1 vaccine in the near fu-
ture are rather dim.

Before dismissing future research about HIV-1 vaccines, one
should examine other infectious diseases that take a large
global toll on human lives. It took longer, by far, than 30 years
to develop efficacious vaccines for measles or pertussis, and
after 40 years of research, there is still no vaccine for malaria,
a vector-borne disease caused by protozoan parasites. Each
year, there are ~515 million cases of malaria causing 1-3 mil-
lion deaths. It was shown as early as 1967 that immunization
with live, radiation-attenuated sporozoites provides protection
to rodents, suggesting that this disease could be prevented by
vaccination [158]. Nevertheless, in spite of numerous clinical
trials, a commercial vaccine to malaria is not currently avail-
able. Yet no one is suggesting that attempts to generate such a
vaccine should be abandoned.

Although many have called the STEP trial a failure, as it did
not show vaccine efficacy, it was in all fairness a success in its
execution and the scientific knowledge that could be gained
from it. Reduction in viral load in the small group of elite con-

t is felt that testing of the vaccine in
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trollers that became infected in the STEP trial suggests, with
the caveat that the number of such individuals was small, that
CD8™" T cell vaccines, provided that they induce responses of
sufficient potency, might be able to induce protection against
high viral loads. Although factors other than magnitude of the
vaccine-induced CD87 T cell response, such as CD8* T cell
functionality, differentiation status, migration patterns, prolif-
erative potential, etc., may affect the efficacy of a T cell-induc-
ing HIV-1 vaccine, optimizing vaccine-induced CD8" T cell
frequencies is likely to be crucial. In HIV-1 vaccine develop-
ment, most investigators have restricted their efforts to a single
vaccine carrier or to related vaccine carriers, such as different
poxvirus vectors or Ad vectors derived from different sero-
types, which in some instances, are being combined with DNA
vaccines. More potent responses can be achieved, at least in
animals, through a combination of different platforms, such as
poxvirus vectors with Ad vectors or even DNA vaccines with
poxvirus vectors and Ad vectors. Combining different plat-
forms, although technically straightforward, poses logistic chal-
lenges, as it not only requires intense collaborations of scien-
tists but also acceptance by the commercial entities that own
the different vaccine platforms.

SUMMARY

Not too long ago, someone jokingly told us that American set-
tlers, when under attack, formed a wagon circle and shot out
of this circle—that’s how the West was won; scientists, when

under attack, also form a circle but then shoot each other.
Clearly, this is not a time to divide and conquer but rather, to
join forces and continue our efforts to develop a safe and ef-
fective vaccine against HIV-1.
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