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RESUMO

Embora adenovirus (Ad) humano do sorotipo 5 tenha sido utilizado como vetor vacinal contra
inimeras doencas infecciosas, a populacdo humana apresenta imunidade pré-existente contra
estes virus. Para transpor este problema, Ad de outras espécies animais, tal como o Ad isolado de
chimpanzés do sorotipo 6, denominado AdC6, tem sido utilizado. No entanto, existem poucos
estudos sobre a resposta imune induzida por AdC6 em tecidos de mucosas. Este estudo avaliou
células T /0 e células NK das mucosas do trato genital de camundongos BALB/c apds
imunizacao intravaginal com o vetor AdC6 expressando a proteina Gag do HIV-1 (AdC6gag37).
Andlises de citometria de fluxo demonstraram que imuniza¢do com 10'° particulas virais de
AdCo6gag37 aumentou a frequéncia e o nimero de células T /5 nas mucosas do trato genital. O
numero de células T y/0 atingiu seu pico trés dias apds a imunizag¢do, uma resposta que decresceu
no sétimo dia. Além disso, detectou-se aumento relevante da expressdo do marcador de ativagao
CD69 em células T y/3 do trato genital. Entretanto, ndo houve alterag@o na expressdo da molécula
CD25. Adicionalmente, para investigar o perfil de expressdo gé€nica apds exposicdo ao vetor
adenoviral, células T y/6 do trato genital de camundongos imunizados foram isoladas
magneticamente e avaliadas através de PCR em tempo real. Observou-se que AdC6gag37 foi
capaz de aumentar a expressdo de genes (1) relacionados com mecanismos de citotoxicidade
mediado por células, tais como perforina e granzima B, (2) citocinas pré-inflamatdrias, 1L-6 e 1L-
12 e (3) quimiocinas CXCL-10, CCLS5, CCL3 e CCL4. Demonstrou-se também que imunizacao
com AdCé6gag37 (10° e 10’ particulas virais) foi capaz de induzir aumento expressivo na
freqiiéncia e no nimero de células NK do trato genital. Estes resultados indicam que AdC6gag37
modula a freqii€éncia e o nimero de células T y/6 e células NK nas mucosas do trato genital e
sugerem que estas células podem influenciar a resposta imune durante a imunizagao.

Palavras chave: Vacinas, adenovirus recombinante, células T 7/, células NK, trato genital
feminino.



ABSTRACT

Although human adenovirus (Ad) serotype 5 has been used as a vaccine vector against several
infectious diseases, human populations display pre-existent immunity against these viruses.To
overcome this problem, adenovirus from other species such as the chimpanzee's isolated Ad
sorotype 6 (AdC6) has been utilized. Nevertheless, data on immune responses regulated by AdC6
in mucosal immune system is lacking. This study evaluated y/d T cells and NK cells from genital
tract's mucosa following BALB/c mice’s intravaginal immunization with an AdC6 vector
expressing the HIV-1 Gag protein (AdC6gag37). Flow cytometry analyses demonstrated that the
inoculum of 10" AdC6gag37 particles augmented both frequency and number of y/d T cells in
vaginal mucosa. The number of y/6 T cells reached its peak on day 3 following immunization, a
response that decreased by day 7. In addition, intravaginal immunization with AdC6gag37
significantly increased the activation marker CD69, but not CD25, expression in y/0 T cells from
the genital tract. Furthermore, to investigate the gene expression profile after adC6gag37
exposure, we have magnetically-isolated these cells from immunized mice and performed real
time PCR. We found that adC6gag37 enhanced gene expression related to 1) cytotoxic
mechanisms such as perforin and granzime B, 2) proinflammatory cytokines IL.-6 and IL-12 and
3) chemokines CXCL-10, CCL5, CCL3 and CCL4. We also observed that adC6gag37 (10° or 10’
viral particles) immunization led to a significant increase in both frequency and number of NK
cells in the genital tract. These data indicate that adC6gag37 modulate frequency and numbers of
v/6 T cells and NK cells in vaginal mucosal and suggest that these cells can influence immune
response during immunization.

Keywords: Vaccines, recombinant adenovirus, y/0 T cells, NK cells, feminine genital tract.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais sobre vacinologia

As doengas infecciosas tém sido uma das principais causas de morbidade e mortalidade
humana e o método de prevengdo mais eficiente e de melhor custo beneficio existente contra
essas doencas € a vacinacdo, pratica que consiste na administracdo de material antigénico
para induzir imunidade, através de mecanismos imunolégicos como especificidade e
memoria, contra uma determinada patologia (WHO, 2004).

A pratica da vacinacdo provavelmente originou-se em crengas homeopdticas sobre
pequenas “doses de doenca” protegendo contra doenga severa, confirmada empiricamente
pela ingestdao de pequenas doses de veneno para evitar envenenamento intencional (FENNER
et al., 1988). Entretanto, relatos na literatura sobre a pratica da vacinagao datam do século XI,
quando chineses e indianos realizavam a ‘“‘variola¢do”, técnica que consistia em inocular
material biologico proveniente de lesdes em fase de cicatrizacdo ou de pustulas de pessoas
acometidas por variola através da administracdo por diferentes vias, cutdnea ou nasal
(FENNER et al., 1988). A origem das vacinas modernas € usualmente atribuida a Edward
Jenner, médico inglés que mostrou através de experimentacao, no final do século XVIII, que
a inoculacdo com virus heterélogo, oriundo de bovinos, conferia prote¢do contra a variola
humana (FENNER et al, 1988; SILVERS; STEPTOE, 2001; PLOTKIN, 2005b). Anos mais
tarde, Robert Koch mostrou que as doencas infecciosas sdo causadas por microorganismos

patogénicos e que cada microorganismo € responsdvel por determinada enfermidade



(SILVERS; STEPTOE, 2001). As descobertas de Robert Koch e de outros microbiologistas
do século XIX promoveram a expansao da estratégia da vacina¢do de Edward Jenner para
outras doengas infecciosas.

Em 1881, trabalhando com o agente etioldgico da célera avidria em cultura, Louis Pasteur
desenvolveu uma vacina a partir do microorganismo atenuado e criou a hipétese de que
patégenos podem ser atenuados por exposicdo a alteracdes ambientais (SILVERS;
STEPTOE, 2001; PLOTKIN, 2005b). As descobertas de Edward Jenner e Louis Pasteur ndo
levaram somente a erradicacdo da variola no século XX e ao desenvolvimento de uma vacina
atenuada contra cdlera avidria, respectivamente, essas estratégias foram subseqiientemente
usadas com sucesso para o desenvolvimento de outras vacinas contra agentes patogénicos que
acometem os seres humanos (ADA, 2001; SILVERS; STEPTOE, 2001; PLOTKIN, 2005b).

Na metade do século XX, a técnica de cultura de células foi adaptada para crescimento de
virus (WELLER; ROBBINS; ENDERS, 1949) e desde entdo, vacinas virais atenuadas podem
ser obtidas através de repetidas passagens do agente infeccioso em cultura de células para
selecionar mutagdes adaptativas que reduzem a patogenicidade e a competéncia de replicacdo
do microorganismo sem que este perca a imunogenicidade (ADA, 2001; PLOTKIN, 2005b;
VIGNUZZI; WENDT; ANDINO, 2008). Embora esta abordagem induza resposta imune
protetora para toda a vida, virus atenuados podem reverter ao fenétipo patogénico resultando
no desenvolvimento da enfermidade em vez de protecao (VIGNUZZI; WENDT; ANDINO,
2008). Além disso, vacinas utilizando virus atenuados sdo contra-indicadas para pessoas
imunocomprometidas.

Outra estratégia de imunizagdo desenvolvida no final do século XIX foram as vacinas
inativadas. Inicialmente, o agente patogé€nico era inteiramente inativado utilizando-se

produtos quimicos, tais como formalina, para inativar a infecciosidade do patégeno (ADA,



2001). Com o avanco tecnoldgico, foi possivel separar e usar subunidades do antigeno na
forma de polissacarideos capsulares, proteinas, polissacarideos conjugados com proteinas e
peptideos. Estas abordagens sdao capazes de induzir resposta imune na auséncia de infeccao
sendo, portanto, uma opg¢do segura contra uma gama de agentes patogénicos. No entanto, essa
estratégia € freqiientemente menos eficaz que vacinas atenuadas e exigem refor¢os para
induzir uma resposta imune protetora e sustentdvel ou ainda necessidade do uso de adjuvantes
(PLOTKIN, 2005b). Além disso, vacinas inativadas sdo menos efetivas em gerar resposta
imune celular (ZINKERNAGEL, 2003; PLOTKIN, 2005b; VIGNUZZI; WENDT;
ANDINO, 2008).

No inicio do desenvolvimento desses métodos de imunizagdo, particularmente as
estratégias utilizando microorganismos atenuados ou inteiramente inativados, nao conhecia-se
os mecanismos da resposta imune, exceto a mensuragdo de anticorpos (PLOTKIN, 1999). O
controle da infec¢do era suficiente para determinar a eficicia obtida pela vacinacdo. Nestes
casos, o sucesso dessas estratégias de imunizacgdo foi alcancado principalmente pela resposta
imune humoral, através da indu¢do de anticorpos (DELVES; ROITT, 2000b, 2000a; SEDER;
HILL, 2000; PLOTKIN, 2001; ZINKERNAGEL, 2003; PLOTKIN, 2005a). No entanto,
para algumas doencas infecciosas que causam atualmente uma propor¢ao substancial de
mortes em todo mundo, como AIDS, maldria e tuberculose, dentre outras, ndo existe uma
vacina eficaz. Embora atualmente se tenha conhecimento da importancia da resposta imune
humoral na prevencdo da infec¢do pelo HIV e em certos estdgios da infeccdo por maldria,
sabe-se que a resposta imune celular adquirida desempenha papel central na mediagdo da
protecdo contra essas doengas (SEDER; HILL, 2000; PLOTKIN, 2002, 2005b).

Recentemente, o advento da biologia molecular e da engenharia genética alterou o

desenvolvimento de vacinas, fornecendo novas técnicas e ferramentas para estratégias de



imunizacdo. A primeira vacina disponivel utilizando esta tecnologia moderna foi a vacina
humana contra hepatite B. Nesta abordagem, proteina recombinante para imunizagdo foi
obtida através da clonagem do gene de uma proteina do virus da hepatite B em
Saccharomyces cerevisiae (MCALEER et al., 1984). Subseqiientemente, uma variedade de
proteinas recombinantes para imuniza¢do contra outras doencas foram desenvolvidas
utilizando essa estratégia (PLOTKIN, 2005b). Entretanto, ndo existe nenhuma outra vacina
disponivel utilizando proteina recombinante.

Atualmente, duas categorias de vetores vacinais tém sido extensivamente estudadas para o
desenvolvimento de vacinas contra doengas infecciosas: vetores virais e vetores ndo-virais
(VERMA; WEITZMAN, 2005). Nesta estratégia vacinal, virus ou plasmideos bacterianos
servem como vetores para insercdo de genes de outro agente infeccioso. Além de infectar
células, um vetor ideal deve ainda ser capaz de expressar o produto proveniente do transgene
de forma sustentada e ndo causar patogenicidade ou resposta imune indesejavel ao
hospedeiro. Vetores ndo-virais consistem de plasmideos bacterianos geneticamente
modificados para infectar células eucariontes. Nesta abordagem, referida como vacinas de
DNA, pode-se facilmente produzir grandes quantidades de plasmideos recombinantes. Ao
mesmo tempo, vacinas de DNA apresentam minima citotoxicidade e problemas
imunolégicos. No entanto, atualmente esta estratégia é considerada ineficiente para
transferéncia génica (VERMA; WEITZMAN, 2005; BRAVE et al., 2007). Além disso, a
expressao do inserto tende a ser transiente.

Virus sdo estruturas altamente eficientes em infectar células e utilizar o metabolismo
celular para producdo de proteinas virais. Por esta razdo, diversos virus tem sido
exaustivamente estudados para serem utilizados como vetores na administragdo de genes

exogenos com a finalidade de obtengdo de resposta imune contra doengas infecciosas (ELLIS,



1999; KOOTSTRA; VERMA, 2003). Vetores virais sdo derivados de virus com genoma
composto por RNA ou DNA que podem se integrar ou ndo ao genoma do hospedeiro. Cada
vetor viral apresenta caracteristicas unicas, como o tamanho do inserto que podem
transportar, os tipos de células que infectam no hospedeiro e as estratégias utilizadas para
escapar do sistema imune (VERMA; WEITZMAN, 2005; BRAVE et al., 2007). Por
exemplo, entre os vetores virais estudados para o desenvolvimento de vacinas contra AIDS,
os que mais se destacaram em estudos pré-clinicos e clinicos foram o virus da vaccinia ankara
modificado (MVA) e adenovirus (Ad) humano sorotipo 5. Para a realizacdo de ensaios de
protecdo em modelos animais, visto que o HIV € um virus que infecta exclusivamente
humanos, foi desenvolvido o virus da imunodeficiéncia simia-humana quimérica (SHIV) (LI
et al., 1992). Ambos, MVA e AdS5, conferiram protecio contra desafio feito com SHIV 89.6P,
uma cepa altamente patogénica (AMARA et al., 2001; SHIVER et al., 2002) e estdao sendo

avaliados em estudos clinicos (GARBER; SILVESTRI; FEINBERG, 2004).

1.2 Vetores Adenovirais

Ad foram descobertos em 1953, isolados de cultura de tecido de adendéide humana (ROWE et
al., 1953). Desde entdo, mais de 50 sorotipos de Ad humano foram isolados e caracterizados. Ad
sdo virus liticos pertencentes a familia Adenoviridae, a qual € dividida em quatro géneros:
Aviadenovirus, Siadenovirus, Atadenovirus e Mastadenovirus que utilizam como hospedeiro
anfibios, répteis, aves e um grande nimero de mamiferos, incluindo os seres humanos (ICTVdB,
2009). Ad humano podem infectar e replicar em diversos 6rgdos, tais como trato respiratdrio,

olhos, trato genito-urindrio, trato gastrointestinal e figado (VERMA; WEITZMAN, 2005).



O material genético dos Ad consiste em DNA linear dupla-fita e € circundado por um
capsideo de proteinas icosaédricas ndo envelopado, com 70-110 nm de didmetro. A maior parte
da estrutura do capsideo € composto por 240 hexons, enquanto 12 vértices consistem em bases
penton ligadas a fibras (PINTO; ERTL, 2002; SOUZA et al., 2005; ICTVdB, 2009). Para infectar
as células os Ad utilizam o receptor CAR (receptor de coxsackivirus e adenovirus)
(BERGELSON et al., 1997). A internalizagdo da particula viral ocorre através de endocitose
mediada por clatrina e requer interagdo entre a base da proteina penton e o receptor celular
integrina aV (WICKHAM et al., 1993). Apds o processo de internalizacdo, as particulas virais
escapam das vesiculas endossomais e o transporte para o nucleo é acompanhado por gradual
rompimento da particula viral (GREBER et al., 1993). O genoma viral € entdo introduzido
através dos poros nucleares e associa-se a histonas (GREBER et al., 1997). O genoma € transcrito
e replicado em varios centros de replicacao distintos no nucleo da célula infectada. Embora o
processo de replicacdo ocorra no nucleo da célula hospedeira o DNA viral ndo se integra ao
genoma da célula hospedeira (POMBO et al., 1994; MOUNTAIN, 2000). O processo de
replicagdo dos Ad ocorre tanto em células em repouso quanto em células em divisdo.

O genoma viral dos Ad é composto por DNA linear dupla-fita com aproximadamente 36 kb
flanqueado por seqii€ncias terminais repetitivas (ITRs) e contém cinco regides transcricionais
early (E1A, E1B, E2, E3 e E4) e uma regido de transcri¢do late (L 1-5). A replicacdo dos Ad é
geralmente dividida em dois eventos cronologicamente distintos. Os eventos precoces sao
codificados pela regido early (E) do genoma e podem ocorrer antes da replicacdo do material
genético e atuam na regulacdo da transcri¢do. Os eventos tardios sdo codificados pela regido late
e sdo responsaveis pelos eventos que ocorrem durante ou apds a replicagdo do genoma viral e
sintetizam a maior parte das proteinas estruturais (PINTO; ERTL, 2002; SOUZA et al., 2005;

ICTVdB, 2009).



Trés regides do genoma considerados ndo essenciais para a viabilidade viral podem ser
utilizadas para inser¢do de material genético exdgeno. Ad recombinantes podem ser obtidos
através da delecdo das regides E1, E3 ou E4, ou através de duplas delecdes para grandes insertos.
Dependendo da estratégia escolhida, os vetores resultantes podem ser replicante-competentes ou
ndo. Pelo fato da regido E1 ser crucial para o inicio da replicacdo viral, virus deletados de El
tornam-se particulas replicante-incompetentes, seguras para administracdo e expressdo de genes
in vivo. No entanto, esses Ad recombinantes podem ser facilmente propagados em cultura celular,
através de utilizacdo de células complementares, tais como células HEK 293, que expressam o
produto do gene deletado (PINTO; ERTL; 2002; SOUZA et al., 2005).

Ad humano sorotipo 5 recombinante , deletado da regido E1, foi primeiramente utilizado em
terapia génica. Porém, devido a grande resposta imune induzida contra o vetor e o produto do
transgene foi sugerido seu uso como vetor de vacinas (XIANG et al., 1996). O uso dos Ad como
vetores vacinais apresentam diversas vantagens. A habilidade para infectar diferentes tipos de
células € uma das principais razdes pela qual os Ad tém sido desenvolvidos como vetores para
administracdo de genes exdgenos em aplicacdes como vacinas (DANTHINNE; IMPERIALE,
2000). Outra caracteristica importante € que estes virus infectam eficientemente as células
dendriticas, uma das principais células apresentadoras de antigeno para os linfécitos T (BETT;
PREVEC; GRAHAM, 1993; KOOTSTRA; VERMA, 2003). Além disso, quando deletados da
regido El, os Ad ndo sdo citopdticos, o que resulta em prolongada expressdo do transgene
resultando em uma maior apresentacdo de antigeno. Ao mesmo tempo, o genoma dos Ad
permanece epissomal no nicleo da célula hospedeira, o que minimiza os riscos de oncogénese e
ativacdo de genes celulares (KOOTSTRA; VERMA, 2003).

Devido as vantagens apresentadas pelos Ad como vetores para administracio de genes

exdgenos contra doengas infecciosas, vdrios estudos pré-clinicos tem sido realizados utilizando-



se vetores adenovirais para o desenvolvimento de vacinas contra diferentes enfermidades,

conforme demonstrado na Tabela 1. Além disso, vetores adenovirais também tém sido

freqiientemente testados em estratégias vacinais na modalidade dose-reforgo.

Tabela 1. Estudos pré-clinicos realizados utilizando Ad como vetor vacinal.

PATOGENO ANTIGENO REFERENCIA
FMDV VP1 (LIU et al., 2006)
FMDV Proteina 3C/3CD (LU et al., 2008)

Hantavirus Glicoproteina e Proteina do (SAFRONETZ et al., 2009)
Nucleocapsideo
HIV Env (ABE et al., 2009)
HIV Gag (LIN et al., 2007)
HIV Gag, Pol e Nef (SHIVER; EMINI, 2004)
HPV Oncoproteinas E6 e E7 (LEE et al., 2008)
HSV Timidina quinase (HSV-tk) (LANGFORD et al., 2009)
Influenza aviaria Hemaglutinina (TORO; TANG, 2009)
Plasmodium falciparum Proteina CSP (STEWART et al., 2007)
Rotavirus G1VP7 e G3VP7 (WANG et al., 2008)
RSV Glicoproteina (FU et al., 2009)
SARS-Coronavirus Proteina N (CHUNLING et al., 2006)
VEEV Proteinas estruturais (O'BRIEN et al., 2009)
Virus ebola Glicoproteina (SULLIVAN et al., 2003;
RICHARDSON et al., 2009)
Virus rabico Glicoproteina (LIet al., 2006; HAN et al., 2008)

Vetores adenovirais apresentam ainda muitas vantagens sobre vacinas convencionais

(PINTO; ERTL; 2002; SOUZA et al., 2005). Estes virus sdo relativamente estaveis, faceis de

manipular e deles podem ser prontamente obtidos altos titulos (> 10" unidades formadores de



placa/ml). Por ndo serem virus envelopados, os Ad podem ser facilmente purificados. Depois de
liofilizados, estes virus nao necessitam de refrigeracdo, o que facilita a administracdo da vacina
especialmente em paises em desenvolvimento onde as condi¢des ideais para manter a vacina
funcional podem ser precdrias. Além disso, vetores adenovirais podem ser introduzidos através
de diferentes vias, tais como intranasal, oral, intratraqueal, intraperitoneal, intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intravaginal e induzir resposta imune sist€émica e de mucosas
(PINTO; ERTL, 2002).

Contudo, apesar dos bons resultados obtidos com este vetor em ensaios experimentais,
existem algumas desvantagens, sendo a principal delas a imunidade pré-existente em seres
humanos (FARINA et al., 2001). Muitos individuos infectados por Ad, principalmente na
infancia, apresentam anticorpos neutralizantes contra o vetor (TATSIS; ERTL, 2004).
Aproximadamente 30-40% de individuos dos Estados Unidos e da Europa ocidental apresentam
anticorpos neutralizantes especificos para Ad humano sorotipo 5 e este percentual pode chegar a
80-90% em paises da Africa Subsaariana (FARINA et al., 2001; VOGELS et al., 2003;
KOSTENSE et al., 2004; SUMIDA et al., 2004; SUMIDA et al., 2005; THORNER et al., 2006;
ABBINK et al., 2007). Anticorpos neutralizantes, mesmo que em baixos titulos, podem reduzir a
eficiéncia da transcri¢do de genes virais, tornando transiente a expressao do transgene (TATSIS;
ERTL, 2004). Outra limitacao dessa abordagem sdo as exposi¢des subseqiientes ao vetor. Assim
como na infeccdo natural, a administracdo de Ad com a finalidade de imunizacdo gera resposta
imune humoral que também impede a eficicia da expressao do transgene. Estudos pré-clinicos
realizados em camundongos mostraram que administracdo repetida de Ad através da via
intranasal ou intravenosa € ineficaz devido a presenca de anticorpos neutralizantes especificos

para a particula viral (CHEN; KOVESDI; BRUDER, 2000).
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Para superar este problema de imunidade pré-existente presente na populacdo e preservar as
vantagens da utilizacdo de Ad recombinantes como vacinas, foi desenvolvido um vetor
adenoviral a partir de um Ad de origem simia, isolado de linfonodos mesentéricos de chimpanzés
(FARINA et al., 2001). Este virus de chimpanzé normalmente nao circula na populacdo humana e
por isso, ndo possui epitopos para células B que possam ter reacdo cruzada com os sorotipos
comuns de Ad humanos (FITZGERALD et al., 2003). Além disso, t€ém a vantagem de conservar
a caracteristica de inducdo de ampla resposta imune presentes nos Ad humanos. Devido as
vantagens apresentadas por esses vetores e a baixa prevaléncia de anticorpos neutralizantes
contra o virus, varios sorotipos derivados de chimpanzé tem sido desenvolvidos e empregados
como vacinas contra HIV (REYES-SANDOVAL et al., 2004; LIN et al., 2007; MCCOY et al.,
2007) , raiva (ZHOU et al., 2006), influenza (ROY et al., 2007), maldria (REYES-SANDOVAL
et al., 2008) e cancer (PERUZZI et al., 2009).

Em nosso laboratério, Ad de chimpanzé dos sorotipos 6 e 68 (AdC6 e AdC6S,
respectivamente) expressando a forma truncada da proteina Gag p37 (pl7 e p24) do HIV-1
foram capazes de induzir resposta imune celular em camundongos quando administrados por via
intramuscular (PINTO et al., 2003), oral (PINTO et al., 2004), intranasal e intravaginal (de
SOUZA et al., 2007). Adicionalmente, de Souza e colaboradores demonstraram que a
administracdo de AdC6gag37 através da via intravaginal aumenta a populagdo de células T /6 no
trato genital (de SOUZA et al., 2007). Células T y/d podem representar até 50% da populacdo de
células T em tecidos de mucosas, como o trato genital (FIDEL; WOLF; KUKURUGA, 1996;
CARDING; EGAN, 2002; KONIGSHOFER; CHIEN, 2006). Diversos estudos mostraram que
células T y/d estdo envolvidas na resposta imune inata contra uma gama de patdégenos que

iniciam o processo de infeccdo em tecidos mucosos (FIDEL; WOLF; KUKURUGA, 1996;
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CARDING; EGAN, 2002). Entretanto, o envolvimento de células T y/0 na resposta imune inata

da mucosa vaginal apés exposi¢ao ao AdC6 nao foi avaliado.

1.3 Imunidade de mucosas, células T y/6 e células natural killer (NK)

O sistema imume de mucosas é responsavel pela mediacdo da relagdo entre o hospedeiro e
microorganismos, tais como bactérias comensais, e forma a primeira linha de defesa fisica e
imunoldgica contra patégenos. Em seres humanos, 80% de todos os imundcitos concentram-se
nas mucosas. Estas células estdo contidas nos vdrios tecidos linféides associados as mucosas
(MALT) ou transitando entre eles (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). O MALT representa
um sistema altamente compartimentalizado. Estes compartimentos linféides sdo definidos
anatomicamente e atuam como 0s principais sitios indutores de resposta imune nas mucosas
(MOWAT, 2003). Contudo, ensaios de marcacdo de células T e B com o corante PKH-26
revelaram que os linfonodos iliacos devem funcionar como um sitio indutor da resposta imune
para o qual as células migram (LEHNER, 2003).

O sistema imune de mucosas possui desenvolvimento independente do sistema imune
periférico. Como principal conseqiiéncia deste fato, somente a resposta imune iniciada em sitios
de mucosas pode levar a imunidade efetiva nestes tecidos (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005).
O trato genital inferior, ou seja, vagina e vulva, tém a habilidade de iniciar uma resposta imune
contra varios patogenos transmitidos sexualmente além do HIV, tais como virus do herpes
simples, Neisseria gonohhroeae e Chlamydia trachomatis (MERRIMAN et al., 1984; HEDGES
et al., 1999). Portanto, estratégias vacinais baseadas na administracdo de antigenos por vias de
mucosas tém sido desenvolvidas para prevenir doencas causadas por agentes infecciosos que

utilizam sitios mucosos como porta de entrada (WANG et al., 1997, BAGARAZZI et al., 1999;
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ABEL et al., 2003; BOGERS et al., 2004). Um grande nimero de estudos t€ém demonstrado que
imunizagdes pelas vias de mucosas induzem resposta imune mais efetiva nestes locais quando
comparada as imunizagdes sistémicas, inclusive células T CD8" especificas (BELYAKOV et al.,
2001; BERZOFSKY; AHLERS; BELYAKOV, 2001; KOZLOWSKI; NEUTRA, 2003) e isto
parece ser aplicado a maioria dos tipos de vacinas (STEVCEVA; STROBER, 2004). Desta
maneira, acredita-se que vacinas capazes de proteger contra HIV, por exemplo, devam induzir
imunidade persistente nestes compartimentos (BELYAKOV; BERZOFSKY, 2004).

A resposta imune nos tecidos mucosos é governada pela natureza do imunégeno, o tipo de
célula apresentadora de antigeno (APC) envolvida e o microambiente presente. As populagdes
celulares envolvidas sao fenotipicamente e funcionalmente distintas dos tecidos linféides
sist€émicos, onde além de células T e B residentes, estdo presentes células dendriticas, neutréfilos,
macréfagos, células natural killer (NK), mastdcitos, linfécitos T regulatérios (CD4" CD25%) e
células T y/6 (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005).

Receptores de células T y/6 (TCR v/9), receptores de células T o/f (TCR o/ff) e
imunoglobulinas sdo produtos do rearranjo dos segmentos génicos V (variable), D (diversity) e J
(joining) que, durante a maturacdo linfocitica, geram uma grande diversidade de receptores
antigénicos proporcionando ao sistema imune dos vertebrados a habilidade de reconhecer uma
grande diversidade de moléculas antigénicas. A descoberta da cadeia y do TCR de linfécitos /6
ocorreu durante pesquisas sobre a cadeia o do TCR (SAITO et al., 1984) e culminou na
identificacdo de uma nova populacdo de linfécitos apresentando o TCR com o heterodimero /6
(BANK et al., 1986; BRENNER et al.,, 1986; LANIER et al., 1987). O uso de multiplos
segmentos génicos e processamento dos rearranjos para remover ou adicionar nucleotideos ao
produto V-D-J resultam, em teoria, em uma diversidade muito maior para as células com TCR

v/8 do que para as células B e T combinadas (CARDING; EGAN, 2002).
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Células T y/d possuem o TCR formado por cadeias polipeptidicas y e 6 e diferem de células
T o/f pelo tipo de antigeno que reconhecem, mecanismo de reconhecimento de antigenos,
desenvolvimento timico, assim como sua distribui¢do anatdomica na periferia (ALLISON;
GARBOCZI, 2002; CARDING; EGAN, 2002). Células T y/6 constituem somente uma pequena
propor¢ao (1-5%) de linfécitos que circulam no sangue periférico e 6érgaos linféides secundarios
(FIDEL; WOLF; KUKURUGA, 1996; CARDING; EGAN, 2002; KONIGSHOFER; CHIEN,
2006). Entretanto, estes linfocitos encontram-se disseminados nos tecidos epiteliais, tais como o
trato reprodutivo, intestino e a pele, onde eles podem compreender 50% de toda populacdo de
células T (FIDEL; WOLF; KUKURUGA, 1996; CARDING; EGAN, 2002; KONIGSHOFER;
CHIEN, 2006).

Células T y/0 apresentam o mecanismo de reconhecimento de antigenos semelhante ao
das imunoglobulinas (HAYDAY, 2000). Enquanto células T o/p necessitam que antigenos sejam
processados e associados as moléculas do MHC para serem reconhecidos, células T y/6 podem
reconhecer antigenos sem a necessidade de processamento e apresentagdo (CHIEN; JORES;
CROWLEY, 1996; HAYDAY, 2000; KONIGSHOFER; CHIEN, 2006). Além disso, estudos
em camundongos demostraram que subgrupos de linfécitos T y/6 do trato reprodutivo destes
animais tém desenvolvimento timico distinto de subgrupos de células T /3 periféricas e de outros
tecidos mucosos, visto que estes linfocitos apresentam reconhecimento de antigenos
independente de moléculas de MHC (DAS et al., 2000; GOULD; PLOEGH; SCHUST, 2001).

Resultados obtidos em alguns modelos de doencas infecciosas indicam que células T /6
podem desempenhar diferentes fungdes dependendo do estigio da resposta imune na qual elas
sdo ativadas (BORN et al., 1999; HAYDAY, 2000). Além disso, trabalhos com camundongos
knock out, desprovidos de linfécitos expressando TCR y/6 ou TCR o/f, mostraram que células T

v/8 estdo envolvidas em estdgios iniciais da resposta imune contra infec¢des bacterianas e virais,
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antes mesmo da resposta de linfécitos T o/f (CHIEN; JORES; CROWLEY, 1996; CARDING;
EGAN, 2002). Esses resultados sugerem que células T y/0 situadas em tecidos mucosos
contribuem na protecdo destes tecidos e na resposta imune em estdgios iniciais contra infeccoes.
Essas células podem agir como um elo entre a resposta imune inata e adaptativa e promover a
resposta de células T a/f (CARDING; EGAN, 2002). Sitios mucosos apresentam ainda um
ambiente complexo, contendo microorganismos comensais, que eventualmente podem causar
patologia. Portanto, acredita-se que células T /6 residentes desses tecidos exercam fungdes
imunoregulatérias e imunoprotetoras (HAYDAY et al., 2001) e ainda, dependendo do tecido
mucoso ou tecido linféide em que se encontram, podem exibir fendtipos e fungdes diferentes
(BONNEVILLE, 2006). Outra caracteristica da plasticidade de células T v/ foi evidenciada em
um estudo que relatou células expressando o receptor Vy2 e V32 com caracteristicas de células
apresentadoras de antigenos (BRANDES; WILLIMANN; MOSER, 2005). Desta maneira,
quando ativadas, estas células processam antigenos eficientemente e fornecem sinais co-
estimulatérios suficientes para induzir células T o/ virgens a proliferacdo e diferenciagao.

As células NK, uma populagcdo de linfécitos que contribuem para resposta protetora
contra uma variedade de infeccdes e cincer, estdo distribuidas em Orgdos linféides e nao
linféides (TRINCHIERI, 1989; BIRON, 1997). Andlises da freqiiéncia de células NK em
camundongos € em humanos demonstraram que estas células estdo contidas em maior nimero em
orgdos ndo linféides, tais como figado e pulmdo, do que em 6rgaos linféides secundarios, como
bago e linfonodos (CRISPE; MEHAL, 1996; NORRIS et al., 1998; GREGOIRE et al., 2007).
Células NK ndo expressam TCR e ndo apresentam a molécula CD3 em sua superficie
(TRINCHIERI, 1989). Entretanto, essas células podem mediar lise de células infectadas,
dependente de perforina, quando estimuladas por IFN do tipo I (a/p) e IL-12, produzidos por

células dendriticas e macréfagos (BIRON et al., 1999). Quando submetidas a proliferacdo, estas
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células sintetizam citocinas, tais como IFN-y, TNF-a, GM-CSF (TRINCHIERI, 1989; BIRON,
1997) e quimiocinas MIP-1a, MIP-1B e RANTES (BLUMAN et al., 1996; OLIVA et al., 1998).

A resposta imune mediada por células é um importante mecanismo de protecdo do
hospedeiro em infec¢des vaginais ocasionadas por virus e bactérias. Diversos estudos realizados
em modelo murino de infec¢do intravaginal com o virus do herpes simples mostraram
envolvimento significante de células NK com a diminuicdo da carga viral no trato genital e em
outros 6rgdos (ASHKAR; ROSENTHAL, 2003; GILL; ROSENTHAL; ASHKAR, 2005;
THAPA; KUZIEL; CARR, 2007). Ainda em modelo murino, células NK desempenham um
papel precoce no controle da infec¢do através da sintese de IFN-y em infec¢des bacterianas
causadas por Chlamydia trachomatis (TSENG; RANK, 1998). No entanto, infelizmente, poucos
estudos envolvendo células NK em tecidos de mucosas t€m sido realizados.

Os diversos tipos celulares do sistema imunoldgico presentes nas mucosas do trato genital
sao fundamentais para homeostase e defesa destes tecidos, que abrigam varios microorganismos
comensais, tornando este ambiente hostil para agentes infecciosos. Devido a
compartimentalizacdo desses tecidos e as populacdes celulares neles contidos, acredita-se que
resposta imune protetora de longa duragdo em sitios mucosos deva ser iniciada nestes locais.
Virios estudos tém demonstrado que células T /5 e células NK atuam na resposta imune inata
em reposta a agentes infecciosos que iniciam o processo de infeccdo através dos tecidos de
mucosas. Portanto, considerando a possivel importancia das células T y/0 e células NK na
induc¢do da resposta imune adaptativa através da producao de citocinas e quimiocinas, decidiu-se
avaliar a freqli€ncia e a ativag@o dessas células apds imunizacdo intravaginal com AdC6gag37 e
elucidar os mecanismos para o estabelecimento de uma resposta imune celular adaptativa

duradoura em tecidos de mucosas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta imune mediada por células do trato genital de camundongos BALB/c

apos inoculacdo intravaginal com uma vacina de adenovirus recombinante.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a dose de AdC6gag37 capaz de induzir células T y/d e células NK no trato

genital, baco e linfonodos iliacos em camundongos apds imunizacdo intravaginal com

AdCb6gag37.

Quantificar células T y/d e células NK no trato genital, baco e linfonodos iliacos em

diferentes tempos apds imunizacdo intravaginal com AdC6gag37.

Avaliar a ativacao de células T y/0 apds imunizacdo através da expressao dos antigenos de

superficie CD25 e CD69.

Investigar a expressdo de quimiocinas e citocinas produzidas pelas células T /6 nos

diferentes tecidos analisados através de PCR em tempo real.
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3. METODOLOGIA

3.1. Consideracoes éticas

Este projeto foi aprovado pela Comissdo Interna de Biosseguranga (CIBio — Protocolo
250/03) e pelo Comité de Etica de Uso de Animais (PPO0068/CEUA) da Universidade Federal de

Santa Catarina.

3.2 Modelo animal

Foram utilizados camundongos Mus musculus, linhagem BALB/c, isogénicos, haplétipo
H—2kd, fémeas, de 6 a 8 semanas de idade. Os animais foram mantidos no biotério setorial do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia (MIP/CCB/UFSC), sob padrio sanitdrio

convencional, com 4dgua e alimentagado ad libitum.

3.3 Adenovirus recombinante

Adenovirus simio sorotipo 6, com a regido El de seu genoma substituida por uma
seqiiéncia que codifica a forma truncada da proteina Gag p37 (pl7 e p24) do HIV-1
(AdCé6gag37), proveniente do Instituto Wistar (Filadélfia, EUA) foi utilizado neste estudo
(PINTO et al., 2004). Os vetores adenovirais foram propagados em células 293, posteriormente
purificados em gradiente de cloreto de césio e o nimero de particulas virais (p.v.) determinado

por espectrofotometria. Os estoques virais continham aproximadamente 5,8 x 10" p.v./ml e
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foram armazenados a —80°C. Para os ensaios de imunizac¢do, os estoques foram descongelados e

diluidos em solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS) estéril.

3.4 Imunizacao de camundongos

Camundongos BALB/c receberam, pela via subcutanea, 3 mg de acetato de
medroxiprogesterona (Depo-Provera, Pfizer Inc.). Cinco dias apds, os animais foram anestesiados
com 3,82 mg de cloridrato de ketamina (Dopalen, Vetbrands), e 0,66 mg de cloridrato de 2-2,6-
xilidino 5,6 dihidro 4H 1,3 tiazina (Rompum, Bayer) administrados pela via intraperitoneal. Em
seguida, estes animais foram imunizados com diferentes concentracdes de AdC6gag37 (10°,
107,10° e 10" p.v./animal), em um volume final de 10 pl, instilados através de uma pipeta
automadtica na mucosa vaginal. Ao mesmo tempo, um grupo controle recebeu PBS seguindo-se o
mesmo protocolo de imunizagdo. Apds este procedimento os animais foram posicionados
dorsalmente sobre a serragem com os membros inferiores levemente inclinados durante

aproximadamente 10 minutos.

3.5 Coleta das amostras e obtencao de células

Células presentes no trato genital, baco e linfonodos iliacos foram obtidas em diferentes
tempos apds a imunizagdo. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o trato
genital, baco e linfonodos iliacos foram removidos cirurgicamente e mantidos em meio RPMI
1640 (Cultilab) suplementado com 5% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) e 1% de PSA
(100U/ml de Penincilina, 100 pg/ml de Streptomicina e 0,25 pug/ml de Anfotericina B) (Sigma)

até o processamento das amostras.
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Apés a remocdo do trato genital (vagina, tutero, trompas e ovarios), o tecido foi
fragmentado em pedacos de aproximadamente 0,5 cm e submetido a dissocia¢do enzimadtica
através de ciclos de agitacdo a 130 x g por 1 hora a 37°C em recipiente apropriado contendo 1,37
mg/ml de Colagenase tipo I (Gibco) diluida em meio RPMI suplementado com 5% de SBF e 1%
de PSA em um volume final de 10 ml. Ao final de cada ciclo, a suspensao celular foi coletada e
mantida a 4°C. Este procedimento foi repetido trés vezes e, ao final do terceiro ciclo, as células
foram centrifugadas a 300 x g por 10 minutos a 18°C. As células foram suspensas em 4 ml de
Percoll (LGC Biotecnologia) 40% e transferidas lentamente com o auxilio de uma pipeta Pasteur
para um tubo contendo 2 ml de Percoll 70%, sendo centrifugadas a 600 x g por 20 minutos a
20°C. Em seguida, a camada da interface entre o Percol 70% e 40%, contendo as células
mononucleares, foi recolhida e submetida a duas consecutivas centrifugacdes com 10 ml de meio
RPMI suplementado com 5% de SBF e 1% de PSA a 300 x g por 5 minutos a 18°C.

As células provenientes do baco foram obtidas através da maceracdo deste 6rgdo entre
laminas de vidro, centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a 18°C, suspensas e mantidas em tampao
de lise de hemécias (168,06 mM de cloreto de amo6nio, 9,98 mM de bicarbonato de potéssio e
0,09 mM de 4cido etilenodiaminotetracético - EDTA) por 5 minutos a 4°C. Apds este periodo, as
células foram centrifugadas duas vezes com 10 ml de meio Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Cultilab) a 300 x g por 5 minutos a 18°C.

Para o isolamento de linfécitos presentes nos linfonodos iliacos utilizou-se um pistilo para
realizar a dissociagdo mecanica desses 6rgdos e assim obter a liberacdo das células. Em seguida,
as cé€lulas foram centrifugadas duas vezes com 5 ml de meio DMEM a 300 x g por 5 minutos a

18°C.
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Ao final de todos os procedimentos, o nimero de células vidveis de cada tecido descrito
acima foi determinado através da contagem com corante azul de Tripan (Vetec) 0,02% em

camara de Neubauer.

3.6 Obtencao de células T y/6 da mucosa do trato genital

A suspensdo celular obtida do trato genital, como descrito no item 3.5, foi submetida a
deplecao de células ndo-T e selecdo positiva de células T y/6 utilizando-se um kit comercial (TCR
v/6+ T Cell Isolation Kit, Miltenyi Biotec) de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds a
contagem em camara de Neubauer, as células foram suspensas em 450 pl de solugdo tampao
(PBS, 0,5% de soro albumina bovina - BSA e 2mM de EDTA), homogeneizadas e incubadas
com 50 pl de solucdo para deplecdo de células nao-T (anti-TCR /0 conjugado com biotina,
anticorpos anti-CD45R/B220 e anti-CD 11b conjugados com particulas magnéticas, Miltenyi
Biotec) por 30 minutos a 4°C. Apds este periodo, as células foram centrifugadas com 10 ml de
solucdo tampao a 300 x g por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado
suspenso em 2 ml de solucdo tampdo. A suspensdo celular foi entdo aplicada em uma coluna LD
(Miltenyi Biotec) fixada a um suporte magnético e posteriormente a coluna foi lavada com 2 ml
de solu¢do tampdao. Em seguida, as células conjugadas com particulas magnéticas foram
coletadas através de lavagens apds a retirada da coluna do campo magnético.

A fracdo efluente contendo células T /8 foi coletada e centrifugada a 300 x g por 10
minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado suspenso em 450 pl de solugdao
tampao e incubado com anticorpo anti-biotina conjugado com particulas magnéticas (Miltenyi
Biotec) por 30 minutos a 4°C. Em seguida as células foram centrifugadas com 10 ml de solu¢do

tampao a 300 x g por 10 minutos a 4°C. Apds a lavagem, o sobrenadante foi descartado e o
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precipitado suspenso em 1 ml de solucdo tampdo. Esta suspensdo foi entdo aplicada em uma
coluna MS (Miltenyi Biotec) fixada a um suporte magnético e a coluna foi lavada com 1 ml de
solucdo tampao. Apds este procedimento, a coluna foi rapidamente removida do suporte
magnético e aplicou-se 1 ml de tampao com auxilio de um émbolo para coletar as células T /6.
Em seguida, o nimero de células vidveis de cada fracdo descrita acima foi determinado através

da contagem com corante azul de Tripan 0,02% em camara de Neubauer.

3.7 Marcacao de superficie celular

Ap6s serem isoladas como descrito no item 3.5, as células provenientes do trato genital,
baco e linfonodos ilfacos foram suspensas em 5 ml de solu¢do tampao de FACS (Fluorescence
Activated Cell Sorter) (PBS suplementado com 2% de SBF), posteriormente filtradas em uma
membrana de 30pum (BD Biosciences), colocadas em placas de 96 cavidades (1 x 10° células por
cavidade) e entdo incubadas com 0,1 pg do anticorpo anti-CD16/32 (clone 2.4G2, BD
Pharmigen) por 20 minutos a 4°C. Apds este procedimento as células foram centrifugadas com
200 pl de solucao tampao de FACS a 250 x g por 5 minutos por 18°C.

Para os ensaios de dose-resposta e cinética, as células foram marcadas simultaneamente
com 0,1 pg do anticorpo anti-TCR [ (clone H57-597, BD Pharmigen) conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC), 0,025 pg do anticorpo anti-TCR y/6 (clone HM 3804,
Caltag Laboratories) conjugado com ficoeritrina (PE) e 0,2 pg do anticorpo anti-CD3 (clone 145-
2C11, BD Pharmigen) conjugado com proteina clorofila-peridinina (PerCP) durante 30 minutos
a4°C.

Para avaliar a freqiiéncia de células NK, as células foram marcadas com 0,2 pg do

anticorpo anti-CD4 (clone H129.19, BD Pharmigen) conjugado com FITC, 0,2 pug do anticorpo
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anti-CD49b/Pan NK (clone DX5, BD Pharmigen) conjugado com PE e 0,2 pg anticorpo anti-
CDS8 (clone 57-6.7, BD Pharmigen) conjugado com PerCP durante 30 minutos a 4°C.

A ativacdo de células T y/6 provenientes do trato genital também foi avaliada através de
marcacdo de superficie celular. Para isso, 1 a 5 x 10° células T v/8 isoladas como descrito no item
3.6 foram marcadas simultaneamente com 0,2 pg do anticorpo anti- CD69 (clone H1.2F3, BD
Pharmigen) conjugado com FITC, 0,025 pg do anticorpo anti-TCR y/6 conjugado com PE e 0,1
ug do anticorpo anti CD25 (clone PC61, BD Pharmigen) conjugado com PerCP-Cy5.5 durante 30
minutos a 4°C.

A analise das amostras foi realizada em citdmetro de fluxo, modelo FACSCalibur
(Bencton Dickinson), utilizando o programa CellQuestW (BD Biosciences) € 0s eventos

adquiridos analisados com o programa FlowJo (© Tree Star, Inc.) versao 8.6.3.

3.8 Padronizacao de parametros de deteccio e estratégia de gates

Durante a aquisi¢do das células, parametros celulares como dispersdao da luz frontal
(determinado pelo forward scatter - FSC) e dispersao de luz lateral (estabelecido pelo side scatter
- SSC) foram definidos através de ajustes nos detectores FSC e SSC até a obtengdo de valores
ideais para cada tipo de tecido analisado. Determinou-se ainda a populacdo de células duplo-
negativas através de ajustes nos detectores de fluorescéncia FITC (FL1), PE (FL2) e PerCP (FL3)
para as células do trato genital, baco e linfonodos iliacos.

Os valores da intensidade de fluorescéncia dos antigenos foram determinados
separadamente para cada detector utilizando-se o anticorpo primario anti-CD3 conjugado com

FITC ou PE ou PerCP. Para obter o ajuste de cada fluoréforo, as células provenientes do trato
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genital, baco e linfonodos iliacos foram colocadas em placas de 96 cavidades na concentragdo de
1 x 10° células por cavidade e entdo incubadas separadamente com 0,2 pg do anticorpo anti-CD3
(clone 145-2C11, BD Pharmigen) conjugado com FITC, 0,1 pg do anticorpo anti-CD3 (clone
145-2C11, BD Pharmigen) conjugado com PE e 0,2 pg do anticorpo anti-CD3 (clone 145-2C11,
BD Pharmigen) conjugado com PerCP durante 30 minutos a 4°C. Apés este periodo as células
foram centrifugadas com 150 ul de tampao de FACS a 250 x g por 5 min a 18°C e entdo fixadas
com 100 pl de paraformaldeido 4% por 20 minutos a 4°C. Em seguida, as células foram
centrifugadas duas vezes a 250 x g por 5 min a 4°C, sendo o precipitado suspenso em 500 ul de
tampao de FACS para aquisi¢cdo em citometro de fluxo. Durante a aquisicao foram realizados os
ajustes nos detectores de FITC, PE e PerCP (FL1 versus FL2, FL2 versus FL1, FL2 versus FL3 e
FL3 versus FL2) até a obten¢ao de valores ideais para cada tecido analisado.

Ap6s terem sido estabelecidos os valores citados acima, as células do trato genital, baco e
linfonodos iliacos previamente marcadas conforme descrito no item 3.7 foram adquiridas em
citometro de fluxo, totalizando 200.000 eventos. Todos os pardmetros pré-estabelecidos foram
confirmados a cada aquisicao utilizando-se o mesmo procedimento acima descrito.

A andlise da freqiiéncia de células T y/d de todos os ensaios foi realizada primeiramente
com a separagdo das células T de todas as outras células da amostra através do gate da populacao
CD3", observando-se os pardmetros FSC e SSC e subtraindo-se as freqiiéncias encontradas nos
controles negativos. A partir deste gate, obteve-se a freqii€ncia de células positivas para o TCR
com cadeias /8. Nos ensaios de ativacdo verificou-se ainda quais destas células apresentavam
expressdo dos marcadores de superficie celular CD25 e CD69, determinando-se assim a
freqiiéncia de células T y/6" com fenétipo ativado.

A freqiiéncia de células NK foi obtida através de um gate na populacdao de células

negativas para as moléculas CD4 e CD8, observando-se os parametros FSC e SSC e subtraindo-
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se as freqii€éncias encontradas nos controles negativos. A partir dessa populagcdo verificou-se

quais células eram positivas para a molécula CD49b/Pan NK (DX5).

3.9 Avaliacado da expressao de citocinas e quimiocinas do trato genital de

camundongos BALB/c através de PCR em tempo real

3.9.1. Extracao e isolamento de RNA total

Para extracdo de RNA total de linfécitos Ty/o adicionou-se 1 ml de Trizol® (Invitrogen) a
1-5 x 10° células. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 5 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 200 ul de cloroférmio (Merck) e as amostras foram
novamente homogeneizadas lentamente por 15 segundos, incubadas por 3 minutos em
temperatura ambiente e submetidas a centrifugacio a 2.400 x g por 15 minutos a 4°C. Apds este
procedimento, a camada superior foi transferida para um novo tubo onde se acrescentou 500 ul
de isopropanol (Merck). As amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e
centrifugadas a 2.400 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
submetido a duas consecutivas centrifugacdes a 1.200 x g por 7 minutos a 4°C com 1 ml de
etanol (Merck) 75% diluido em agua DEPC (dietilpirocarbonato) 0,1% autoclavada. Apds a
obtencdo do RNA total, o tubo foi submetido a secagem em estufa 37°C e em seguida o RNA foi
dissolvido em 20 ul de 4gua livre de RNases e armazenado a —80°C.

O RNA total foi quantificado no espctofotometro Biophotometer (Eppendorf, Hamburg)
através da leitura simultanea da densidade 6tica (D.O.) nos comprimentos de onda 260 e 280 nm,

observando-se a razdo entre eles.
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3.9.2 Sintese de DNA complementar (cDNA) através da reacdo de transcricao

reversa (RT)

A reacdo de transcricdo reversa (RT) foi realizada em duas etapas. Foram colocados em
um microtubo 250 ng de iniciador randomico, 1ug de RNA total extraido de células T y/0, 10mM
de deoxinucleotideos trifosfatados (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Invitrogen) em quantidades
equimolares (0,50mM cada) e 4gua livre de RNases para um volume final de 13 pl. Em seguida,
as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por 5 segundos a 2.000 x g em temperatura
ambiente. Apds este procedimento, as amostras foram submetidas a um ciclo de 65°C por 5
minutos em termociclador (Master Cycler Gradient — Eppendorf).

ApOs esta etapa, foram adicionados a solu¢do o tampao de reagdo da enzima (Invitrogen),
concentrado 5 vezes, 0,1M de ditiotreitol (DTT) (Invitrogen), 40U/ul de RNase OUT
(Invitrogen) e 200 U da enzima transcriptase reversa SuperScript III RT (Invitrogen). As
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por 5 segundos a 2.000 x g. Em seguida, as
amostras foram submetidas a um ciclo de 5 minutos a 25°C, um ciclo de 50 minutos a 50° C e
posteriormente 15 minutos a 70° C. Ao final da reagao, cDNA foi diluido 8 vezes e armazenado a

-20° C para posterior utiliza¢do nas reacdes de PCR em tempo real.

3.9.3 Sequéncias dos pares de iniciadores especificos

As sequéncias dos mRNAs de CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B), CCL5 (RANTES),

CXCL10 (IP-10), perforina e granzima B foram obtidas através do acesso ao GenBank. Os

iniciadores especificos para cada gene foram desenhados por meio da ferramenta web localizada
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em http://frodo.wi.mit.edu/, analisados com o auxilio do programa FastPCR e sintetizados pela
Invitrogen, de acordo com as sequéncias apresentadas na Tabela 2.

Os iniciadores especificos para os genes: IFN-a, IFN-B, IFN-y, corforme descrito na
Tabela 2 (BORDIGNON et al., 2008) foram gentilmente cedidos pelo Doutor Juliano Bordignon
(IBMP/ICC/FIOCRUZ) e 18S, TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12-p40, conforme citados na Tabela 2,
foram desenhados previamente pelo Professor Dr. André Bafica (LIDI/MIP/CCB/UFSC),

respectivamente.
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Tabela 2. Sequéncias dos iniciadores especificos utilizados nas reacoes de PCR em tempo real.

GENE OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA (5’ - 3) AMPLICON
18S Sense CACGGCCGGTACAGTGAAAC 119 pb
Anti-sense CCCGTCGGCATGTATTAGCT
IFN-a Sense GACTCATCTGCTGCTTGGAATGCAACCCTCC 194 pb
Anti-sense GACTCACTCCTTCTCCTCACTCAGTCTTGCC
IFN-B Sense CGCTGCGTTCCTGCTGTG 154 pb
Anti-sense GATCTTGAAGTCCGCCCTGTAG
IFN-y Sense CTTGGATATCTGGAGGAACTGGC 235 pb
Anti-sense GCGCTGGACCTGTGGGTTGTTGA
TNF-a Sense AAAATTCGAGTGACAAGCCTGTAG 181 pb
Anti-sense CCCTTGAAGAGAACCTGGGAGTAG
IL-6 Sense GGCCTTCCCTACTTCACAAG 126 pb
Anti-sense ATTTCCACGATTTCCCAGAG
IL-10 Sense GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 191 pb
Anti-sense ACCTGCTCCACTGCCTTGCT
IL-12-p40 Sense CTCACATCTGCTGCTCCACAAG 101 pb
Anti-sense AATTTGGTGCTTCACACTTCAGG
CCL3 Sense TCTTCTCAGCGCCATATGGA 73 pb
Anti-sense CGTGGAATCTTCCGGCTGTA
CCL4 Sense TGCTCGTGGCTGCCTTCT 67 pb
Anti-sense CAGGAAGTGGGAGGGTCAGA
CCL5 Sense GTGCCCACGTCAAGGAGTAT 75 pb
Anti-sense TCCTTCGAGTGACAAACACG
CXCL10 Sense GGACGGTCCGCTGCAA 62 pb
Anti-sense CCCTATGGCCCTCATTCTCA
Perforina Sense GCAGGTCAGGCCAGCATAAG 80 pb
Anti-sense GCAGTCCTGGTTGGTGACCTT
Granzima Sense TCGACCCTACATGGCCTTAC 98 pb
B Anti-sense GAGCAGCAGTCAGCACAAAG

Abreviagdes: pb, pares de bases.
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3.9.4 Padronizacao da concentracio ideal dos iniciadores especificos

Para definir a concentracdo ideal dos iniciadores utilizados na PCR em tempo real foram
utilizadas amostras de cDNA provenientes de camundongo imunizado com LPS (controle
positivo) cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. André Béfica (BAFICA et al., 2007). Todos os
iniciadores mostrados na Tabela 2 foram avaliados. Em uma placa de 96 cavidades foram
colocados os iniciadores nas concentracdes de 250 nM, 500 nM e 1 uM, 2,5 ul de cDNA, 5 ul
de Sybr® Green (Applied Biosystems) e dgua ultra-purificada estéril tratada com DEPC 0,1%
para completar o volume final de 10 pl. As amostras foram homogeneizadas, a placa centrifugada
por 5 segundos a 250 x g e submetida a um ciclo inicial de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, finalizando com a curva de dissociacdo com um ciclo
de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. As reacdes foram realizadas em um
StepOnePlus™ Real-time PCR System, gentilmente cedido para uso pelo Prof. Dr. Jodo Batista
Calixto (PPGF/CCB/UFSC).

A Figura 1.A mostra um grafico de amplificacdo para exemplificar as padronizagdes
realizadas. Neste caso especificamente, os iniciadores da quimiocina CXCL10 foram avaliados e
a concentragdo selecionada foi 500 nM. Além disso, foram consideradas apenas as amplifica¢des

que apresentaram a curva de dissociagdo com um dnico pico, como demonstrado na figura 1.B.
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Figura 1. Padonizacdo da concentracdo dos iniciadores utilizados na PCR em tempo real. (A)
Graéfico de amplificacdo mostrando na linha horizontal o nimero de ciclos de amplificacio e na vertical o
sinal de fluorescéncia (ARn). A linha verde horizontal (C¢) indica o ciclo limiar de cada amostra. As
concentracdes avaliadas estdo indicadas pelas setas. (B) Curva de melting evidenciando no eixo X a
temperatura de dissociagdo dos iniciadores um dnico pico.

3.9.5 Amplificacao do segmento génico através da PCR em tempo real

Ap6s determinar a concentragdo ideal dos iniciadores especificos para amplificacdo dos
segmentos génicos avaliados neste trabalho, a reagdo foi realizada utilizando-se 500 nM para os
iniciadores CCL4, CXCL10, IFN-a e TNF-a e 250 nM para os demais iniciadores (Tabela 2).

Todas reagdes de amplificacdo foram realizadas nas mesmas condicoes citadas no item 3.9.4. A
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amplificacdo do gene constitutivamente expresso 18S ribossomal foi utilizado como controle
enddgeno da reacdo e o controle negativo foi feito sem a adi¢do do cDNA.

A quantidade relativa do produto de PCR foi determinada pelo método limiar do ciclo
comparativo (Cf) como descrito por BAFICA et al., 2003, onde cada amostra foi anteriormente
normalizada pelo gene 18S ribossomal e expressa como aumento relativo versus controles nao

tratados.

3.10 Analise estatistica

O nudmero absoluto de células T /6 foi definido calculando-se primeiramente o nimero
total de células T CD3" (freqiiéncia de células T CD3" x nimero absoluto de células do gate SSC
e FSC/100) e em seguida o niimero absoluto de células Ty/8" (fregiiéncia Tyd" x nimero absoluto
de células T CD3%/100) e o ndmero absoluto de células NK foi definido calculando-se
primeiramente o nimero total de células T CD4CD8" (freqiiéncia de células T CD4CD8 x
nimero absoluto de células do gate FSC e SSC/100) e em seguida o nimero absoluto de células
NK (freqiiéncia DX5" x niimero absoluto de células T CD4CD8 /100.

Os resultados das porcentagens apresentadas foram obtidos através da seguinte férmula:

porcentagem grupo imunizado
X% = ( - 1) X100
porcentagem grupo controle

A partir dos resultados obtidos foi realizada andlise estatistica utilizando-se o teste nao

paramétrico Mann-Whitney U (GraphPad InStat®).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao da freqiiéncia de células Ty/0 do trato genital e 6rgaos linfoides secundarios

apods imunizacao com o vetor AdCé6gag37

Inicialmente avaliou-se a dose de AdC6gag37 capaz de induzir aumento na freqii€ncia e
no nimero de células Ty/d do trato genital, baco e linfonodos iliacos. Camundongos BALB/c
fémeas foram imunizados com 10°, 10" ¢ 10" particulas virais de AdC6gag37 através da via
intravaginal e trés dias apds a imunizacdo os animais foram sacrificados e as células dos tecidos
citados acima foram isoladas para avaliacdo da freqiiéncia dos antigenos de superficie celular
CD3, TCR v/5 e TCR o/f através de citometria de fluxo.

Como demonstrado na Figura 2, os camundongos imunizados com 10" p.v. de
AdC6gag37 apresentaram um aumento na freqiiéncia (17,03%) de células T /3 presentes no trato
genital trés dias apds a imunizacdo intravaginal, quando comparados aos animais do grupo
controle. Contudo, este aumento ndo difere estatisticamente do grupo controle (p= 0,7). Os
camundongos imunizados com as doses de 10° e 10’ p.v. de AdC6gag37 mostraram freqii€éncias
similares ao grupo controle. Observou-se ainda que a freqiiéncia de células CD3" diminuiu nos
grupos que receberam AdC6gag37, sendo menor no grupo de animais imunizados com a dose de

10’ particulas virais (Figura 2).
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Figura 2. Avaliacido da freqiiéncia de células T y/6 do trato genital apés imunizacio intravaginal
com diferentes doses de AdCé6gag37. Camundongos BALB/c fémeas receberam 3 mg de acetato de
medroxiprogesterona subcutaneamente e cinco dias apds foram imunizados com as doses indicadas de
AdC6gag37. Células do trato genital foram coletadas trés dias apds a imunizacdo, marcadas com
anticorpos anti-TCR y/3-PE e anti-CD3-PerCP e adquiridas em citdometro de fluxo. Estes resultados sdo
representativos de trés experimentos independentes (4-5 animais por grupo/experimento).

A freqiiéncia de células T v/ esplénicas avaliadas trés dias apds a imunizagdo com as
doses de 10°, 10’ e 10" p-v de AdC6gag37 ndo mostraram alteracdes em relacdo ao grupo
controle, como pode ser observado na Figura 3. Neste tecido, a andlise da freqii€éncia de células T
o/f também ndo demonstrou alteracdes em relagdo ao grupo que recebeu PBS em quaisquer

doses administradas (Figura 3). Contudo, a freqiiéncia de células T CD3" foi maior em todos os
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grupos que receberam o vetor adenoviral. A freqiiéncia de células T CD3" trés dias apés a

imunizagao variou de 18% a 36%.
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Figura 3. Avaliacao da freqiiéncia de células T y/6 presentes no bago ap6s imuniza¢ao intravaginal
com diferentes doses de AdCé6gag37. Camundongos BALB/c fémeas receberam 3 mg de acetato de
medroxiprogesterona subcutaneamente e cinco dias apds foram imunizados com as doses indicadas de
AdC6gag37. Células do bago foram coletadas trés dias apds imunizacdo e marcadas com anticorpos anti-
TCR B-FITC, anti-TCR v/5-PE e anti-CD3-PerCP e adquiridas em citdmetro de fluxo. Estes resultados sdo
representativos de trés experimentos independentes (4-5 animais por grupo/experimento).

Nos linfonodos iliacos dos camundongos imunizados com AdC6gag37, a freqiiéncia de

células T v/ trés dias apdés a administracdo das diferentes doses do vetor vacinal mostrou-se

muito similar ao grupo que recebeu PBS (Figura 4). Da mesma maneira, as freqiiéncias de células
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T o/B ndo sofreram alteracdes em nenhuma dose utilizada neste ensaio. Embora ndo se tenha
detectado alteragdes na freqiiéncia de células T y/6 e T o/f nos linfonodos iliacos apds a
imunizacdo com AdC6gag37, todas as doses administradas foram capazes de induzir aumento na
populacio de células CD3*, sendo 5,7%, 10,5% e 10,7% maior que o grupo controle nos animais

que receberam as doses de 10°, 10" e 10" particulas virais, respectivamente.
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Figura 4. Avaliacio da freqiiéncia de células T y/6 presentes nos linfonodos iliacos apés imunizacio
intravaginal com diferentes doses de AdCé6gag37. Camundongos BALB/c fémeas receberam 3 mg de
acetato de medroxiprogesterona subcutaneamente e cinco dias apds foram imunizados com as doses
indicadas de AdCé6gag37. Células dos linfonodos iliacos foram coletadas trés dias apds a imunizagdo e
marcadas com anticorpos anti-TCR B-FITC, anti-TCR v/6-PE e anti-CD3-PerCP e adquiridas em
citometro de fluxo. Estes resultados sdo representativos de trés experimentos independentes (4-5 animais
por grupo/experimento).
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Esses dados sugerem que a imunizagdo intravaginal com 10'° p.v. de AdC6gag37 é capaz
de induzir um aumento marginal na freqiiéncia de células T y/0 no trato genital, porém a
administracdo desse vetor parece ndo influenciar a resposta destas células em 6rgdos linféides

secundérios, como bago e linfonodos iliacos.

4.2 Cinética da resposta imune de células Tvy/6

Apoés estabelecer a dose de AdC6gag37 que induz um aumento na porcentagem de
células T y/d do trato genital, avaliou-se a freqiiéncia e o nimero absoluto dessas células no trato
genital, bago e linfonodos iliacos em diferentes dias apds a imunizagdo. Para tanto, camundongos
BALB/c fémeas receberem 3 mg de progesterona e cinco dias depois foram imunizados com a
dose de 10" particulas virais de AdC6gag37 através da via intravaginal. Nos dias 1, 3, 5 e 7 ap6s
este procedimento os animais foram sacrificados e as células do trato genital, bagco e linfonodos
iliacos foram coletadas para avaliacao em citometro de fluxo.

Como demonstrado na Figura 5A, detectou-se no terceiro dia apds a imunizagdo um
aumento na freqii€ncia de células T /5 no trato genital. Nos dias 1 e 5, a freqii€ncia dessa
populacdo de células foi muito semelhante ao grupo controle e 7 dias apds a imunizacao essa
porcentagem apresentou um decréscimo. Concomitantemente, quando analisou-se o numero
absoluto dessas células, observou-se que no terceiro apds a imuniza¢do ocorre um pico da
resposta de células T y/6 no trato genital, que diminui no sétimo dia (Figura 5B). Embora o
aumento na frequéncia e no nimero absoluto de células T v/ tenha sido observado, este aumento
ndo foi estatisticamente significante (p= 0,4). Em todos os dias avaliados, tanto a freqii€ncia
como o ndmero absoluto de células T y/d ndo mostraram alteracdes no baco e nos linfonodos

iliacos (dados nao mostrados).
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Figura 5. Cinética da freqiiéncia (A) e do niimero absoluto (B) de células T y/6 do trato genital de
camundongos BALB/c em diferentes dias ap6s imunizacao com AdCé6gag37. Camundongos BALB/c
fémeas receberam 3 mg de acetato de medroxiprogesterona subcutaneamente e cinco dias apés foram
imunizados com 10" p.v. de AdC6gag37. Células do trato genital foram coletadas 1, 3, 5 e 7 dias apés a
imunizagdo, marcadas com anticorpos anti-TCR y/6-PE e anti-CD3-PerCP e adquiridas em citometro de
fluxo. Estes resultados sdo representativos de trés experimentos independentes (4-5 animais por
grupo/experimento).
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4.3 Avaliacao da ativacao de células T v/

Uma vez que a utilizacdo da dose de 10" particulas virais de AdC6gag37 induz um
aumento na freqii€ncia e no nimero absoluto de células T y/0 no trato genital trés dias apds a
imunizagdo, decidiu-se avaliar o grau de ativacdo dessas células através da andlise da expressao
dos marcadores CD25 e CD69. Para tanto, camundongos BALB/c fémeas foram inoculadas com
10" p.v. de AdC6gag37 através da via intravaginal cinco dias apés receberem 3 mg de
progesterona. Trés dias apds a imunizagdo os animais foram sacrificados e as células do trato
genital foram coletadas para anélise em citdmetro de fluxo.

Células de linhagem linféide e mieldide expressam a molécula CD69 rapidamente sob
ativacdo, portanto a presenca deste marcador nas células T v/ apds a imunizacdo com
AdC6gag37 fornece infomagdes sobre o fendtipo destas células. Como demonstrado na Figura
6A, células T y/d provenientes dos animais imunizados com AdC6gag37 apresentaram um
aumento na expressdo do marcador CD69. Entretanto a expressdo de CD25 se mostrou inalterada
nessas condicdes (Figura 6B). Esses resultados sugerem que AdC6gag37 induz ativacdo de

células T y/d do trato genital.
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Figura 6. Expressio de CD69 (A) e CD25 (B) em células T y/6 do trato genital apés imunizacio
intravaginal com AdCégag37. Camundongos BALB/c fémeas receberam 3 mg de acetato de
medroxiprogesterona subcutaneamente e cinco dias apés foram imunizados com 10" p.v. de AdC6gag37
pela via intravaginal. Células do trato genital foram coletadas trés dias ap6s a imunizagdo e células T /o
foram isoladas através de sele¢do positiva com particulas magnéticas. Posteriormente, as células foram
marcadas com os anticorpos anti-CD69-FITC, anti-TCRy6-PE e anti-CD25-PerCP-Cy5 e adquiridas em
citometro de fluxo. Estes resultados s@o representativos de trés experimentos independentes (10-15
animais por grupo/experimento).
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4.4 Perfil de expressao génica de células T /6 do trato genital apés imunizacio com

AdCégag37

Para investigar se o aumento observado no nimero de células T /6 apds imunizagdo com
o vetor vacinal, bem como seu fenétipo ativado, estd relacionado com um aumento na producao
de citocinas e quimiocinas, células T y/d do trato genital foram isoladas através de selecao
positiva com particulas magnéticas e a expressao gé€nica foi analisada através da PCR em tempo
real.

Observou-se que a imunizacdo intravaginal com AdC6gag37 induziu um aumento na
expressdo de genes relacionados com mecanismos de citotoxicidade mediada por células, bem
como genes de citocinas e quimiocinas. Como demonstrado na Figura 7, trés dias apds
imunizacdo com AdC6gag37, células T y/d presentes no trato genital apresentaram um aumento
nos transcritos de perforina, granzima B, IL-6, IL-12, CXCL-10, CCL4, CCL5 e CCL3. Nao
foram detectadas alteragdes nos transcritos de IFN-o, IFN-8, IFN-y, TNF-« e IL-10 no tempo
analisado.

Esses resultados sugerem que a imunizagdo intravaginal com AdCgag37 induz aumento
na expressao de citocinas, quimiocinas e proteinas citotéxicas que podem estar envolvidas na

resposta imune contra o vetor vacinal.
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Figura 7. Perfil de expressdo génica de células T y/6 do trato genital apés a imunizacio com
AdC6gag37. Camundongos BALB/c receberam 3 mg de progesterona e 5 dias apds foram imunizados
com AdC6aga37 através da via intravaginal. Trés dias apds a imuniza¢do os animais foram sacrificados e
as células do trato genital foram coletadas e isoladas com particulas magnéticas. RNA total foi extraido e
cDNA obtido através da reacdo de transcri¢@o reversa a partir de 1 pg de mRNA. A PCR em tempo real
foi realizada em um StepOne Plus™ utilizando SYBR Green como repérter. Os niveis relativos de
expressdo génica foram determinados pelo método limiar do ciclo comparativo (Ct) através do qual dados
de cada amostra foram normalizados com o gene constitutivamente expresso 18S ribossomal. Resultados
mostram dois experimentos independentes (20 animais por grupo/experimento).

4.5 Avaliacdo da freqiiéncia de células NK do trato genital e orgidos linféides

secundarios apés imunizaciao com o vetor AdC6gag37

Com o intuito de investigar se a imunizacdo com AdC6gag37 induz outras células da
resposta imune inata, avaliou-se a freqiiéncia de células NK do trato genital e 6rgdos linféides
secunddrios apds a exposicdo ao vetor adenoviral. Para isso, camundongos BALB/c fémeas
foram imunizados com 10°, 107 e 10° p.v. de AdC6gag37 e sete dias apés este procedimento os

animais foram sacrificados e as células do trato genital, baco e linfonodos iliacos foram coletadas
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e marcadas com os anticorpos anti-CD4-FITC, anti-CD49b/Pan NK-PE (DXS5) e anti-CD8-PerCP
para aquisi¢ao em citdmetro de fluxo.

No trato genital, detectou-se aumento de 103% e 115% na populacdo de células NK
quando os animais foram imunizados com as doses de 10° e 107 particulas virais de AdC6gag37,
respectivamente (Figura 8). Além disso, como demonstrado na Figura 9, observou-se que o
nimero absoluto de células NK do trato genital foi trés vezes maior comparado ao grupo
controle. O grupo que recebeu 10° p.v. de AdC6gag37 também demostrou um aumento no
nimero absoluto de células NK. Em contraste, os animais que receberam 10’ p.v.nio mostraram
nenhuma alteracdo em relacdo a freqii€ncia de células NK (Figura 8) e ao nimero absoluto desta

populacdo celular (Figura 9).
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Figura 8. Freqiiéncia de células NK do trato genital apés a imunizacio com diferentes doses de
AdCégag37. Camundongos BALB/c fémeas receberam 3 mg de acetato de medroxiprogesterona
subcutaneamente e cinco dias apds foram imunizados com as doses indicadas de AdC6gag37. Células do
trato genital foram coletadas sete dias ap6s a imunizac¢do e marcadas com anticorpos anti-CD4-FITC, anti-
CD49b/Pan NK-PE e anti-CD8-PerCP. Estes resultados sdo representativos de dois experimentos
independentes (4-5 animais por grupo/experimento).
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Figura 9. Nimero absoluto de células NK do trato genital apés imunizacdo intravaginal com
diferentes doses de AdC6gag37. Camundongos BALB/c fémeas receberam 3 mg de acetato de
medroxiprogesterona subcutaneamente e cinco dias apds foram imunizados com as doses indicadas de
AdC6gag37. Células do trato genital foram coletadas sete dias apds a imunizagdo, marcadas com o0s
anticorpos anti-CD4-FITC, anti-CD49b/Pan NK-PE e anti-CD8-PerCP e adquiridas em citometro de
fluxo. Estes resultados sdo representativos de dois experimentos independentes (4-5 animais por
grupo/experimento).

A avaliagio de células NK esplénicas mostrou que as doses de 10’ e 10° p.v. de
AdCo6gag37 foram capazes de aumentar a freqiiéncia dessas células sete dias apds a imunizagado
(Figura 10). Entretanto, quando se imunizou os animais com 10° p.v. de AdC6gag37 ndo

observou-se alteracdes na freqiiéncia de células NK esplénicas.
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Figura 10. Freqiiéncia de células NK esplénicas apés a imunizacio com diferentes doses de
AdCégag37. Camundongos BALB/c fémeas receberam 3 mg de acetato de medroxiprogesterona
subcutaneamente e cinco dias apés foram imunizados com as doses indicadas de AdC6gag37. Células do
baco foram coletadas sete dias apds a imunizacdo e marcadas com anticorpos anti-CD4-FITC, anti-
CD49b/Pan NK-PE e anti-CD8-PerCP. Estes resultados sdo representativos de dois experimentos
independentes (4-5 animais por grupo/experimento).

Nos linfonodos iliacos nao foram detectadas alteracdes na freqiiéncia de células NK em
quaisquer doses administradas. O numero absoluto de células NK do baco e dos linfonodos
iliacos mostraram-se semelhantes ao grupo controle em todas as doses de Adc6gag37
administradas (dados ndo mostrados).

Em resumo, a avaliacdo do ensaio de dose-resposta de células NK do trato genital sete
dias apds a imunizagdo mostrou que as doses de 10° e 10’ particulas virais de AdC6gag37 foram
capazes de induzir aumento na freqiiéncia e no nimero absoluto dessas células enquanto no baco
houve aumento apenas na freqiiéncia de células NK dos animais imunizados com 10" e 10°
particulas virais de AdC6gag37. Nenhuma alteracao foi encontrada na populacio de células NK

dos linfonodos iliacos. Estes resultados em conjunto sugerem que AdC6gag37 é capaz de
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modular a frequéncia de células da imunidade inata, como células T y/d e células NK, no trato

genital de camundongos.
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5. DISCUSSAO

Estratégias vacinais utilizando vetores recombinantes t€m demonstrado sucesso na
indu¢do de resposta imune celular adaptativa contra indmeras doengas, especialmente com a
utilizacdo de Ad humano recombinante. No entanto, infeccdes ocasionadas por Ad sdo freqiientes
na infancia e grande parcela da populagdo humana possui anticorpos neutralizantes contra este
vetor, reduzindo assim sua imunogenicidade. Ad humano sorotipo 5 foi selecionado pela Merck
& Co. Inc. para o desenvolvimento de uma vacina contra AIDS com base na comparacdo de
diversos vetores (SHIVER et al., 2002; SHIVER; EMINI, 2004). Entretanto, em setembro de
2007, o ensaio clinico de fase II denominado HIV Vaccine Trials Network 502, também
conhecido como STEP, foi abruptamente encerrado devido ao insucesso em seus resultados
preliminares, visto que a vacina ndo foi capaz de evitar a infec¢do causada pelo HIV ou afetar o
curso da doenga nas pessoas que se tornaram infectadas (NIAID, 2007). Informagdes t€m
sugerido que a resposta imune mediada por células T foram menores em individuos que
apresentaram imunidade pré-existente ao vetor (BAROUCH, 2008). Uma alternativa para superar
essa limitacdo da imunidade pré-existente e manter as vantagens dos adenovirus recombinantes
como vacinas tem sido o desenvolvimento de Ad outras espécies animais, tal como o Ad isolado
de chimpanzés do sorotipo 6, denominado AdC6.

Inimeros patégenos sdo transmitidos por vias de mucosas. Apesar disso, a maioria das
vacinas licenciadas € para administracdo parenteral. Isso se deve provavelmente ao nosso
conhecimento limitado sobre o sistema imune de mucosas, comparado ao sistema imune

periférico, e também por questdes praticas, visto que administracdo parenteral de antigenos gera
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resposta de anticorpos e linfécitos que podem ser facilmente mensuradas no sangue, enquanto
que a avaliacdo da resposta imune de mucosas necessita de técnicas mais complexas e laboriosas
(NEUTRA; KOZLOWSKI, 2006). Como conseqiiéncia deste fato, poucas vacinas de mucosas
tem sido aprovadas para uso humano, incluindo vacina oral contra poliomielite (MODLIN,
2004), Salmonella typhi (LEVINE, 2000), Vibrio cholerae (LEVINE, 2000), rotavirus
(KAPIKIAN et al., 1996) e uma vacina nasal contra virus influenza (BELSHE et al., 1998).
Contudo, recentemente, pesquisas de vacinas de mucosas tem recebido maior atencdo,
estimuladas por novas informacdes sobre o sistema imune de mucosas e pela ameaga causada
pelo HIV, que € transmitido principalmente por vias de mucosas (KOZLOWSKI; NEUTRA,
2003; BELYAKOV; BERZOFSKY, 2004).

Resposta imune de mucosas € eficientemente induzida quando se faz administracdo do
antigeno diretamente nas superficies de mucosas, enquanto vacinas administradas
parenteralmente sdao pobres indutoras de resposta imune nos tecidos mucosos (LAMM, 1997,
LEVINE, 2000). Resposta imune mediada por células T nas mucosas foram demonstradas apos
imunizacdo oral, nasal, retal ou vaginal (KLAVINSKIS et al., 1996; STAATS et al., 2001).
Acredita-se que a obtencdo de imunidade protetora conta HIV deva ser induzida através de
imunizacdes locais, ou seja, pelas vias retal e vaginal (LEHNER, 2003).

Como demonstrado previamente por de Souza e colaboradores, a imunizacdo de
camundongos com AdC6gag37 através da via intravaginal ou intranasal foi capaz de induzir
resposta imune mediada por células T CD8" especificas e essa resposta foi aumentada
substancialmente por reforco homoélogo através de vias de mucosas (de SOUZA et al., 2007).
Neste estudo detectou-se também um aumento de células T y/d em mucosas do trato genital apds
imunizacdo. Vetores adenovirais deletados da regido El sdo altamente imunogénicos e ativam

resposta imune inata in vivo (SCHNELL et al., 2001; ZHANG et al., 2001; MURUVE, 2004;
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MURUVE et al.,, 2004). Essa resposta ¢ dose-dependente, estd relacionada com a via de
administracio e ocorre precocemente em resposta as proteinas do capsideo viral (ST GEORGE,
2003; BESSIS; GARCIACOZAR; BOISSIER, 2004).

No presente estudo foi realizado ensaio de dose-resposta no qual avaliou-se a freqiiéncia e
o numero absoluto de células T y/0 e células NK induzidas por AdC6gag37. Andlises da
freqiiéncia de células T y/8 no trato genital demonstraram que 10'" particulas virais de
AdC6gag37, a maior dose utilizada neste trabalho, foi a tinica dose capaz de induzir aumento na
porcentagem dessas células (Figura 2). Interessantemente, a freqiiéncia de células NK esplénicas
e do trato genital ndo apresentaram a mesma tendéncia de aumento, uma vez que no trato genital
ocorreu expressiva inducdo de resposta com 10° e 107 particulas virais (Figura 8) e no baco as
doses capazes de aumentar esses parAmetros foram de 10’ e 10° particulas virais (Figura 10).
Diversos testes clinicos e pré-clinicos tém demonstrado que a resposta imune inata do hospedeiro
contra Ad é dose-dependente (CRYSTAL et al., 1994; YEI et al., 1994; MCCOY et al., 1995;
WORGALL et al., 1997, MURUVE et al., 1999; ZHANG et al., 2001; RAPER et al., 2003).
Estudos in vitro com células mononuclares do sangue periférico estimuladas com vetores
adenovirais demonstraram que producao de citocinas induzidas pelo vetor ¢ dose-dependente até
uma dose limiar, acima da qual ndo ocorre mais aumento da produc¢do de citocinas (HIDAKA et
al., 1999; LIU et al., 2001; HIGGINBOTHAM et al., 2002). Acredita-se que este efeito plateau
seja devido a saturacdo de receptores necessdrios para o inicio do processo infeccioso dos Ad.
Sendo assim, aumentar a dose do vetor adenoviral, quando essa resposta atingir um plateau, nao
implicaria no aumento da expressdo do transgene visto que esses receptores nio estariam
disponiveis e quantidade de particulas virais que seriam internalizados seria sempre a mesma.
Apesar destes trabalhos demonstrarem a dose-dependéncia induzida por vetores adenovirais, no

presente estudo, quando analisou-se a freqiiéncia de células NK, este perfil de resposta ndo foi
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observado, posto que no trato genital a maior dose administrada apresentou decréscimo em
relac@o as demais doses.

O presente estudo demonstrou que imunizacdo com AdC6gag37 através da via
intravaginal foi capaz de induzir aumento na freqiiéncia e no nimero de células T y/d no trato
genital (Figuras 2 e 5). Nos linfonodos iliacos, provavel 6rgao linféide que drena a regiao do trato
genital ndo houve alteracdo na freqiiéncia ou nimero dessas células (Figura 4), sugerindo que
este aumento no trato genital ocorreu devido a expansdo clonal de células T /6 residentes na
mucosa vaginal. Estes resultados sao corroborados por RAKASZ e colaboradores que
demonstraram aumento de células T y/d no trato genital de camundongos quando imunizados
com o virus do herpes simples através da via intravaginal. Este aumento foi detectado quatro dias
apds a imunizagdo (RAKASZ et al., 1999). Embora em modelos de imunizagdo intravaginal com
Ad e virus do herpes simples tenham demonstrado aumento de células T v/, este perfil de
resposta nao foi encontrado em camundongos infectados experimentalmente com Candida
albicans (FIDEL et al., 1999), sugerindo que a resposta induzida pela imunizacdo intravaginal é
dependente do antigeno. Em outro estudo, em modelo de camundongos infectados com Yersinia
pseudotuberculosis, foi demonstrado um aumento de células T ¥/ em mucosas intestinais devido
a expansdo clonal, uma vez que essas células ndo apresentaram componentes intracelulares e
extracelulares requeridos para re-circulacao periférica apds infeccao (FAHRER et al., 2001).

Assim, como observado nas células T /5 do trato genital, a freqiiéncia de células NK ap6s
imunizacdo intravaginal com AdC6gag37 mostrou que a resposta dessas células parece estar
relacionada com a via de administragcdo, pois detectou-se um aumento de células NK no trato
genital dos animais imunizados com o vetor adenoviral (Figura 8 e 9), e uma leve alteracdo na
freqliéncia dessas células no baco (Figura 10) e nenhuma nos linfonodos iliacos (dados nao

mostrados). Esses resultados foram semelhantes aos encontrado por Ruzek e colaboradores apos
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avaliacdo da resposta de células NK esplénicas em camundongos imunizados com vetores
adenovirais. Este estudo mostrou proeminente induc¢do de células NK apds administracao
intravenosa do vetor (RUZEK et al., 2002). Entretanto, administracdo desses vetores através de
outras vias de imunizacdo, tais como subcutdnea, intraperitoneal e intradérmica demonstrou
menor inducao de células NK esplénicas quando comparada a imunizagao sistémica.

A avaliacdo de marcadores de ativacdo realizada no presente trabalho demonstrou que o
grau de ativacdo de células T y/d provenientes de camundongos imunizados com o vetor
adenoviral € consideravelmente maior que o grupo controle (Figura 6), sugerindo que
AdC6gag37 induz ativagdo destas células. Esta avaliacdo foi realizada através da marcacao de
antigenos de superficie CD69 e CD25.

A molécula CD69 é um antigeno de diferenciacdo expresso rapidamente apds ativacio de
linfécitos T e B e outras células de origem hematopoiéticas, incluindo células NK (TESTI et al.,
1994). Uma vez expresso em linfécitos T, CD69 atua como uma molécula co-estimulatdria
induzindo a ativacdo e proliferacdo celular. Estudos in vivo em modelo murino de infec¢do
intranasal com vetores adenovirais demonstraram expressao aumentada de CD69 em linfécitos T
o/ (STAMPFLI et al., 1998; STAMPFLI et al., 1999). O perfil de expressao da molécula CD69
destes estudos foi semelhante ao presente trabalho, sugerindo que AdC6gag37 é capaz de induzir
ativacdo das células T /6. Outra observagdo importante descrita por Sanches-Mateos e Testi e
colaboradores € a expressdo constitutiva de CD69 em células residentes de tecidos linféides
(SANCHEZ-MATEOQOS et al., 1989; TESTI et al., 1994). Demonstrou-se no presente trabalho
que células T y/0 presentes no trato genital de camundongos do grupo controle apresentaram
expressao basal deste marcador (Figura 6A), sugerindo que essas células residentes das mucosas
do trato genital apresentam padrdo de expressdo da molécula CD69 semelhante aos resultados

obtidos com células de tecidos linféides.
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Outro marcador de ativacdo selecionado para este estudo foi a molécula CD25. Esta
molécula consiste na subunidade o do receptor da interleucina 2 (IL-2) e aumento de sua
expressdo € induzida através da produgdo de IL-2 (MALEK, 2008). Observou-se no presente
trabalho que expressdo de CD25 em células T y/6 das mucosas do trato genital apds imunizagao
ndo apresentou alteragdes considerdveis em relacdo com o grupo controle (Figura 6B). Como as
andlises foram realizadas trés dias apds a imunizacdo, € possivel que alteracdes na expressao
dessa molécula tenha ocorrido anteriormente a anélise, visto que o pico de expressdao de IL-2 in
vivo ocorre entre 5-6 horas apds o estimulo com antigeno, depois decresce e ndo € mais
detectavel apds aproximadamente 16 horas (SOJKA et al., 2004).

A habilidade das células da imunidade inata para detectar patégenos € crucial para ativar
vias de sinaliza¢do que resultam na expressao de genes relacionados a citocinas pré-inflamatdrias
€ quimiocinas que atuardo na resposta imune contra a infec¢do. Diversos grupos tém
demonstrado que resposta imune inata contra adenovirus é mediada por vias dependentes e
independentes de receptores tipo Toll (HENSLEY et al., 2005; BASNER-TSCHAKARJAN et
al., 2006; CERULLO et al.,, 2007; HARTMAN et al., 2007; TACOBELLI-MARTINEZ;
NEMEROW, 2007; NOCIARI et al., 2007; ZHU; HUANG; YANG, 2007). A eliminacdo destes
virus é mediada por células dendriticas via TLR9-MyD88, levando a producao de interferons tipo
I (BASNER-TSCHAKARIJAN et al., 2006; ZHU; HUANG; YANG, 2007). Entretanto, os
mecanismos que suportam este envolvimento especifico da célula via TLR9-MyD88 na
eliminagdo dos adenovirus permanecem obscuros.

Demonstrou-se no presente trabalho que AdC6gag37 € capaz de induzir células T /o
presentes no trato genital a expressar genes relacionados com mecanismos de citotoxicidade
mediado por células, assim como citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas. Trés dias apds a

imunizacdo com o vetor adenoviral, essas células mostraram um aumento relevante nos
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transcritos de perforina CXCL-10 e CCL4 (Figura 7). Detectou-se também aumento na expressao
de genes de granzima B, IL-6, IL-12, CCL5 e CCL3 (Figura 7).

O padrao de expressao génica observado sugere que células T y/0 apresentam caracteristicas
de células efetoras visto que, através da expressao de perforina e granzima B, essas células
podem mediar a morte de células infectadas, assim como células T CD8" e células NK. Fahrer e
colaboradores, ja citados neste trabalho, mostraram que células T y/6 de mucosas intestinais de
camundongos expressam granzima A, B e outros mediadores citotéxicos apds infeccdo com Y.
pseudotuberculosis (FAHRER et al., 2001). Adicionalmente, citotoxicidade de células T /6
mediada por Fas/FasLL tem sido demonstrada por diversos estudos (FAHRER et al.,, 2001;
HUBER; SHI; BUDD, 2002; PONOMAREYV; DITTEL, 2005; AJUEBOR et al., 2008).

Expressdao de IL-6 € descrita em diversos estudos em resposta a vetores adenovirais
(ZSENGELLER et al., 2000; SCHNELL et al., 2001; ZHANG et al., 2001; HIGGINBOTHAM
et al., 2002). IL-6 € uma citocina pleiotrépica que apresenta multiplos efeitos em diferentes
linhagens celulares (TAGA; KISHIMOTO, 1997). A fun¢do biolégica da IL-6 na inducdo da
expressdo de vdrias proteinas da fase aguda é uma caracteristica desejdvel para o
desenvolvimento de vacinas. Além disso, esta citocina induz producdo de imunoglobulinas em
células B ativadas. A presenca de transcritos de IL-6 neste presente trabalho, embora detectavel,
mostrou-se pouco relevante (Figura 7). Na maioria dos estudos realizados com vetores
adenovirais, a detec¢do de IL-6 foi demonstrada poucas horas apds a imunizagdo ou estimulagcdo
de células. Neste estudo, as andlises da expressdo de citocinas de células T /5 foram realizadas
trés dias apds imunizagao.

Andlises da expressdao de citocinas pré-inflamatérias deste trabalho mostraram ainda
expressdao da subunidade p40 da IL-12 (Figura 7). O desenvolvimento da fun¢do efetora e da

expansdo clonal de células T citotoxicas exigem que uma célula T encontre um antigeno
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especifico e durante esse reconhecimento € necessario a interacdo de moléculas co-estimulatodrias,
mas para o estabelecimento de 6tima resposta dessas células é necessario ainda um terceiro tipo
de sinal, que pode ser derivado de IL-12 ou de sinais inflamatérios fornecidos por ligantes de tipo
Toll e IFN tipo I (WILLIAMS; BEVAN, 2007). Belyakov e colaboradores demonstraram em
modelo de imunizacdo por vias de mucosa que a indugdo de linfécitos T citotéxicos é dependente
de IL-12 (BELYAKOV et al., 1998). Além disso, estudos in vitro e in vivo tem demonstrado que
IL-12 promove proliferacio de células T CD8" ativadas durante resposta imune e atua no
desenvolvimento da citotoxicidade bem como na producdao de IFN-y (CURTSINGER et al.,
1999; SCHMIDT; MESCHER, 1999). Por outro lado, células estimuladas na auséncia de IL-12
ndo sdo capazes de expressar granzima B e ndo apresentam func¢ao citotoxica (CURTSINGER;
LINS; MESCHER, 2003).

No presente trabalho foi possivel detectar aumento da expressdo das quimiocinas CXCLI10,
CCLS5, CCL3 e CCLA4 ap6s imunizagcdao com AdC6gag37 (Figura 7). Quimiocinas compdem um
sofisticado sistema de comunicagcdo usado por todos os tipos celulares, incluindo células do
sistema imune (ROT; VON ANDRIAN, 2004). Elas estdao envolvidas no recrutamento e ativacao
de neutréfilos, mondcitos/macréfagos e linfocitos para o local de dano tecidual ou infeccao
(BORGLAND et al., 2000).

Diversos autores tem demonstrado que vetores adenovirais sdao capazes de induzir CXCL-10,
uma quimiocina de 10 kDa também conhecida por proteina induzida por IFN-y (IP-10) (OTAKE
et al., 1998; MURUVE et al., 1999; BORGLAND et al., 2000; ZENG et al., 2005). CXCL-10 ¢
constitutivamente expressa em baixos niveis no timo, baco e linfonodos (GATTASS et al., 1994).
No entanto, esta quimiocina pode ser altamente induzida em uma variedade de células tais como,
células endoteliais, queratindcitos, fibroblastos, células mesangiais, mondcitos e neutréfilos por

estimulacdo com IFN-a, IFN-f e IFN-y ou por LPS e em células T através de exposicdo a
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antigenos (LUSTER; RAVETCH, 1987; OHMORI; HAMILTON, 1990; VANGURI
FARBER, 1990). CXCL-10 direciona a migragdo e estimula a adesdo de células T e células NK
ativadas através da ligacao e ativagao de CXCR3, seu receptor, que € expresso preferencialmente
em linfécitos T fen6tipo Thl (DUFOUR et al., 2002). CXCL-10 e CXCR3 tem sido associados
em resposta imune Thl em diversos trabalhos, um achado consistente com a quimiotaxia
preferencial de linfécitos Thl ativados por CXCL-10 (BONECCHI et al., 1998; WARD;
BACON; WESTWICK, 1998; ANNUNZIATO et al., 1999). O envolvimento de CXCL-10 e seu
receptor CXCR3 com respostas imune Thl sugere que indu¢do de CXCLI10 por AdC6gag37
representa um importante passo para o desenvolvimento de vacinas para estimula¢io de resposta
imune mediada por células T.

Detectou-se no presente estudo, aumento da expressao das quimiocinas CCL5, CCL3 e CCL4
em células T y/6 das mucosas do trato genital (Figura 7). Estes resultados sdo corroborados por
Fahrer e colaboradores que demonstraram a expressao dessas quimiocinas em células T /o
provenientes da mucosa intestinal de camundongos apds infeccdo com Y. pseudotuberculosis
(FAHRER et al., 2001). Além disso, diversos estudos t€ém demonstrado que Ad sdo capazes de
estimular CCLS5, CCL3 e CCL4 (ZSENGELLER et al.,, 2000, BURSILL et al., 2003;
TAMANINI et al., 2006; YOON et al., 2007). A expressao dessas quimiocinas € extremamente
importante para o desenvolvimento da imunidade adaptativa, visto que elas estdo envolvidas no
recrutamento e maturacdo de células T, células dendriticas, neutréfilos e células NK para o local
da infec¢@o ou dano tecidual (FERNANDEZ; LOLIS, 2002; ZENG et al., 2003).

Diversos modelos de infec¢des virais t€ém demonstrado que células T /6 ativadas sdo capazes
de produzir IFN-y para modular a resposta inflamatéria (SELIN et al., 2001; YIN et al., 2002;
WANG et al., 2003; PONOMAREYV et al., 2004; NANNO et al., 2007), contudo neste estudo

ndo detectou-se expressdo desta citocina. Adicionalmente, transcritos de TNF-a, IFN-a, IFN-§3 e
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IL-10 nao foram detectados neste trabalho. Talvez a cinética de expressao dessas citocinas ocorra
de maneira diferente das demais detectadas, explicando assim a auséncia de deteccdo dos
referidos transcritos.

Além do papel das células T y/6 na resposta imune inata contra Ad, essas células também
estdo envolvidas na protecdo das mucosas (CARDING et al., 1990; BOISMENU; HAVRAN,
1997). Células T y/d sdo capazes de mediar a morte de células infectadas por HIV ou SIV
(MALKOVSKY et al., 1992; WALLACE et al., 1996). Em tecidos de mucosas, como o trato
genital feminino, o HIV inicia o processo de infec¢do através de células epiteliais ou de células
dendriticas, mesmo na auséncia de trauma, onde células epiteliais permitem que o virus atravesse
para a mucosa por transcitose. As particulas virais sdo internalizadas por células epiteliais em
estruturas semelhantes a endossomos, podendo desta forma cruzar a mucosa epitelial e infectar
células mononucleares presentes na lamina propria. A transmissao e disseminag¢ao do HIV ocorre
através de células dendriticas, que podem transmitir os virus para as células T CD4" CCR5"
(BOMSEL, 1997; MCDONALD et al., 2003). Em modelo de infec¢do intravaginal de macacos
com SIV, realizado com a finalidade de determinar a relagio da resposta de células T CD8"
especificas com a cinética e magnitude da infeccdo notou-se uma retardamento na geracao dessa
resposta, que pode ser responsdvel pela falha na contengdo da infec¢do pelo virus (REYNOLDS
et al., 2005). Uma resposta precoce nestes locais poderia limitar a replicacdo e a disseminacao
viral, permitindo tempo suficiente para a imunidade adaptativa montar uma resposta protetora
efetiva. Um estudo demonstrou aumento significante de células T y/d nas mucosas retal e
linfonodos iliacos apds imunizagdo com gp120 e p27 por via retal em macacos desafiados com
SIV (LEHNER et al., 2000). Anélises dos mecanismos de prote¢do dessas células revelaram que
linfécitos T /8 sdo capazes de gerar fatores antivirais, tais como RANTES, MIP-1a, MIP-1

CCLS5, CCL3 e CCL4 que podem prevenir infeccao por SIV, visto que essas quimiocinas ligam-
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se aos co-receptores primdrios utilizados pelo virus, bloqueando assim sua entrada na célula
hospedeira (LEHNER et al., 2000). Além disso, em humanos infectados com HIV, o subgrupo
Vo1 de células T y/d € super expresso com ou sem expressao aumentada dos subgrupos Vy9,
Vy2-Vy4 (AUTRAN et al., 1989; DE PAOLI et al., 1991; DE MARIA et al., 1992; HINZ et al.,
1994; BOULLIER et al., 1995).

Como demonstrado neste trabalho, Ad6gag37 induz uma variedade de respostas nas células T
v/6 que podem atuar como células efetoras ou que sdo capazes de produzir citocinas e
quimiocinas que atuam no recrutamento de outras células efetoras para o local da infeccao. Além
de células como neutr6filos, mondcitos e células T, o recrutamento e ativacdo de células
dendriticas para o local da infeccdo € crucial para o desenvolvimento de uma 6tima resposta
imune adaptativa. Ajuebor e colaboradores mostraram que camundongos knockout de células T
/8 foram associados com diminuicdo significante (41% de reducdo) de células T CD8" no figado
ap6s administragao de vetores adenovirais (AJUEBOR et al., 2008).

Atualmente, ndo existem vacinas efetivas contra agentes infecciosos do trato reprodutivo
feminino humano, com exce¢do do virus da hepatite B e do virus do papiloma humano.
Deparando-se com a incidéncia mundial de doencgas sexualmente transmissiveis, tais como
infec¢des causadas pelo HIV, HSV e Chlamydia trachomatis, vacinas que previnam doengas
nestes sitios mucosos sdo necessdrias. O desenvolvimento de memoria imunoldgica é
fundamental para protecdo contra futuras exposi¢des ao agente infeccioso, portanto, para que
uma vacina possa ser eficaz é necessario que ela induza resposta imune celular adaptativa. Por
sua vez, esta resposta somente é alcancada através da atuacdo de células e moléculas da resposta
imune inata. Deste modo, como demonstrado neste estudo, vetores adenovirais podem ter
particular significancia para o desenvolvimento de futuras estratégias vacinais contra agentes

infecciosos transmitidos por vias de mucosas, visto que este vetor vacinal é capaz de induzir
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células da imunidade inata nestes compartimentos. Assim, os resultados obtidos neste estudo
juntamente aos dados ja existentes na literatura podem direcionar o desenvolvimento de vacinas

que podem ser administradas em sitios de mucosas.
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6. CONCLUSOES

A dose de 10" particulas virais € a melhor dose de AdC6gag37 na indugdo de células T
v/d no trato genital trés dias apds imunizagao;

A imunizag¢do com AdC6gag37 induz um aumento relevante de células T /6 no terceiro
dia ap6s a imunizag¢do, havendo um decréscimo no sétimo dia.

O vetor adenoviral ndo foi capaz de induzir resposta de células T y/d no bago e linfonodos
iliacos nos diferentes tempos analisados;

As doses de 10° e 10’ particulas virais de AdC6gag37 foram as melhores doses para
induzir aumento na freqiiéncia e no nimero de células NK no trato genital sete dias apds a
imunizacao intravaginal;

10" e 10° particulas virais de Ad6gag37 foram capazes de induzir aumento na freqiiéncia
de células NK no baco sete dias apds imunizacao intravaginal;

AdC6gag37 nao induziu células NK nos linfonodos iliacos nos tempos analisados;

O vetor adenoviral induz aumento na expressio do marcador de ativacdo CD69 em
células T y/6 trés dias apds imunizacio intravaginal;

Células T y/0 do trato genital de camundongos ndo demonstraram altera¢do na expressao
do marcador de ativagao CD25 em relagdo ao grupo controle no tempo analisado;

Células T y/d do trato genital de camundongos imunizados com AdC6gag37 apresentaram
aumento na transcri¢do de genes de perforina, granzima B, IL-6, IL-12p40, CXCL-10,

CCLS5, CCL3 e CCLA.
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e Nao foi possivel detectar transcritos das citocinas IFN-a, IFN-B, IFN-y, TNF-a e IL-10
nas células T y/6 do trato genital de camundongos imunizados com AdC6gag37 no tempo

analisado.
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7. PERSPECTIVAS

Avaliar a cinética de células T o/p do trato genital de camundongos imunizados por via
intravaginal com AdC6gag37 a fim de correlacionar com a resposta de células T v/5.
Realizar ensaio de estimulagao ex vivo de células T y/6 com AdC6gag37 para analisar
expressao intracelular de IFN-y.

Avaliar expressao de citocinas e quimiocinas em diferentes tempos apds a imunizac¢ao
intravaginal com AdC6gag37.

Analisar expressao de citocinas e quimiocinas de células T y/d do trato genital de
camundongos apds imunizacao intravaginal com AdC6gag37 inativado por luz ultra
violeta para elucidar se esta resposta € direcionada contra as proteinas do capsideo viral.
Realizar cinética da resposta de células NK do trato genital de camundongos imunizados
com AdCé6gag37.

Avaliar expressdo de IFN-y intracelular de células NK estimuladas com AdC6gag37.
Avaliar expressdo de moléculas de adesao de células T /6 e células NK apds imunizacao
intravaginal com AdC6gag37.

Realizar estudo de deplecdo de células T y/o e células NK para avaliar resposta de células
T o/B.

Investigar o papel de macréfagos células dendriticas neste modelo.
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