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RESUMO

Introdugao: Entre os anos de 2016 e 2017 o Brasil passou por um surto de febre amarela, flavivirose
transmitida por mosquitos do género Aedes ou Haemagogus, levando a ampliagao da cobertura vacinal
no pais. A vacina contra Febre Amarela (17DD) é uma vacina de virus vivo que tem sua administragéo
contra-indicada em individuos portadores de doengcas imunocomprometedoras. No contexto de
individuos vivendo com HIV, a vacina é contra-indicada em casos de imunodeficiéncia grave (CD4<200
cels/mm3), pois, resulta em uma resposta de fase aguda, levando ao aumento dos niveis de citocinas
envolvidas no balango da resposta imunoldgica pré-inflamatéria. Os miRNAs regulam varias fungdes
imunoldgicas e demonstram ser biomarcadores de ativagéo de linfocitos e importantes reguladores pés-
transcricionais da expressao génica, refletindo seu papel importante na resposta imune e na atividade
de anticorpos neutralizantes pos vacinagdo. O presente estudo teve como objetivo, caracterizar a
expressdo de miRNAs em relagdo a expressdo de citocinas em individuos vivendo com HIV-1
vacinados contra a febre amarela. Métodos: Incluimos neste estudo (aprovado pelo CEP), 70
individuos (50 PVHIV e 20 controles negativos) que assinaram o TCLE e receberam vacina contra febre
amarela. As amostras de sangue foram coletadas na pré-vacinagéo, no 5° apds vacinacgao e utilizadas
para separacdo das PBMC seguida da obtencdo do RNA. O cDNA foi sintetizado para as analises de
expressao génica das citocinas (IL-6, IL-10, IL-21, TGF-B), receptores (CD19 e CD163) e miRNAs (mir-
21, mir-146, mir-155 e mir-520). Para as analises da quantificag&o relativa, utilizamos a formula 2-2ACt
que representa quantas vezes o gene alvo estd mais expresso em relacdo ao controle. Nas analises
estatisticas, utilizamos o teste t Mann Whitney e Kruskal- Wallis. As amostras de sangue também foram
coletadas no dia 30 para analises de citometria e PRNT (resultados de colaboragéo). Resultados:
Tanto os individuos PVHIV quanto o grupo controle, demonstram uma queda acentuada de linfocitos
TCD4* no quinto dia apos aplicagdo da vacina, mas esse declinio ndo impactou na produgdo de
anticorpos neutralizantes no dia 30. A expressao relativa do receptor CD163 antes da vacinagéo
apresentou menor expressdo em PVHIV. A expresséo da citocina IL-10 apresentou um fold change
(mediana de 1,4 vezes mais expressa) maior nos participantes do grupo PVHIV apés a vacinagéo. Os
alvos CD19 e TGF-B demonstram uma tendéncia de queda na expresséo diferencial em PVHIV e grupo
controle. Os mir-21, mir-146 e mir-155 ndo apresentaram diferenca estatistica na sua expresséao entre
PVHIV e o grupo controle. O mir-520 s6 apresentou detecgao da expresséo génica para seis individuos,
tornando inviavel as analises de expressédo diferencial desse alvo. Conclusdo: A vacina foi
imunogénica e os individuos mostraram titulos neutralizantes protetores um més apos a vacinagéo.
Nao foi possivel determinar biomarcadores baseados na expressdo dos miRNAs relacionados aos
alvos pois os achados nado sugerem correlacdo entre a expressao diferencial das citocinas e dos
possiveis miRNAs. Acreditamos que a IL10 seja altamente expressa em PVHIV para limitar a resposta
imune inata ativada pelo HIV-1, reduzindo o dano tecidual e a inflamagao excessiva promovida pela
vacina atenuada 17DD.

Palavras-chave: citocinas, miRNAs, vacina, biomarcadores, HIV/AIDS
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ABSTRACT

Introduction: Between 2016 and 2017, Brazil experienced a problem with yellow fever, a flavivirus
transmitted by mosquitoes of the Aedes or Haemagogus genus, leading to an expansion of vaccination
coverage in the country. Vaccine against Yellow Fever (17DD) is a live virus vaccine that is
contraindicated in patients with immunocompromising diseases. In the context of people living with HIV,
the vaccine is counter-selected in cases of severe immunodeficiency (CD4 <200 cells/mm3), leading to
increased levels of cytokines involved in the balance of the response pro-inflammatory immune
response. MiRNAs regulate several immune functions and are shown to be biomarkers of lymphocyte
activation and important post-transcriptional regulators of gene expression, reflecting their important role
in the response and in the activity of neutralizing agents after vaccination. The present study aimed to
characterize the expression of miRNAs in relation to the expression of cytokines in people living with
HIV-1 vaccinated against yellow fever. Methods: We included in this study, 70 requests (50 PLHIV and
20 controls) who signed the consent form and received vaccine against yellow fever. Blood samples
were collected in the pre-vaccination, on the 5th day after vaccination and used to separate the PBMC
followed by the RNA display. The cDNA was synthesized for the analysis of gene expression of
cytokines (IL-6, IL-10, IL-21, TGF-B), receptors (CD19 and CD163) and miRNAs (mir-21, mir-146, mir-
155 and mir-520). For the relative quantification, we used the formula 2-22Ct that represents several times
the target gene is more expressed in relation to the control. In the statistical analyses, we used the Mann
Whitney and Kruskal-Wallis test. Blood was also collected on day 30 for cytometric and PRNT analysis
(collaborative results). Results: Both PLHIV and the control group demonstrate a marked drop in TCD4*
lymphocytes on the fifth day after vaccine application, but this decline did not impact neutralizing
production on day 30. CD163 receptor expression before vaccination and lower expression in PLHIV.
The expression of the cytokine IL-10 showed a higher fold change (median 1.4 times more expressed)
in the participants of the PLHIV group after vaccination. CD19 and TGF-B targets demonstrate a
downward trend in differential expression in PLHIV and in the control group. Mir-21, mir-146 and mir-
155 did not differentiate statistically in expression between PLHIV and the control group. Mir-520 only
detects gene expression for six, making differential expression analysis of this target unfeasible.
Conclusion: The vaccine was immunogenic and neutralizing titers protective one month after
vaccination. We observed that the vaccine induced the expression of IL-10 in PLHIV and induced a drop
in expression of CD19 and TGF- in both groups. It was not possible to determine the expression of
biomarkers based on the expression of target-related miRNAs and the findings do not show a correlation
between the differential expression of cytokines and possible miRNAs. We believe that IL-10 is highly
expressed in PLHIV should limit the innate immune response activated by HIV-1, reducing tissue
damage and excessive inflammation promoted by the attenuated 17DD vaccine.

Keywords: cytokines, miRNAs, vaccine, biomarkers
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INTRODUGAO

1. FEBRE AMARELA

A febre amarela € uma doenga infecciosa febril aguda transmitida por vetores
artrépodes e causada por um virus do género Flavivirus, sendo endémica na América
do Sul e na Africa Subsaariana (WESTAWAY EG et al,1985). 1. O virus foi descrito
primeiramente nas regiées do centro e leste africanos, e acredita-se que devido as
intensas rotas comerciais dos séculos XVI e XVII, chegou até a América do Sul
(LEPINEIC et al, 1994; CHANG et al, 1995; BARRETT & HIGGS, 2007).

O virus da Febre Amarela, pertence a familia Flaviviridae, que inclui
aproximadamente 70 espécies de virus (WESTAWAY et al.,, 1985). Séao virus
esféricos, envelopados, com proje¢gées na superficie, medindo de 40-60 nm de
didmetro, como representado na figura 1 (MONATH, 2001). Possuem em sua
composi¢cao RNA de fita simples ndo segmentado (STAPLES; MONATH, 2008), e
apresentam apenas um subtipo com variagdes genéticas na América do Sul e Africa
(STAPLES; MONATH, 2008). O genoma do virus € composto de 10.862 nucleotideos,
que codificam 3.411 aminoacidos, e apresenta uma unica regido codificante,
responsavel pela formagéo das proteinas virais. Duas regides nao-codificantes sao
também encontradas e embora nao contribuam com formacao de proteinas, tém o
seu papel na regulagdo e expressao viral, como replicagdo, viruléncia e
patogenicidade (MONATH, 2001). Sao dez os genes existentes presentes no genoma
do virus, dos quais trés codificam proteinas estruturais e sete proteinas nao-
estruturais. Observamos na figura 1, a estrutura do virus e suas as proteinas
estruturais E (envelope), M (membrana) e C (capsideo) (DUARTE DOS SANTOS et
al., 1995).
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Figura 1: Virus da febre amarela e sua representagdo esquematica.

Virion - \irion
intracelular ™ extracelular
-
-

Fonte: Adaptado de Gardner (2010). Na figura, observamos as trés proteinas estruturais do
virus: as proteinas M, E e C que codificam o precursor da proteina de membrana (M), do
envelope (E) e do capsideo.

Durante o ciclo replicativo, as proteinas estruturais sao incorporadas nos
virions maduros e liberadas no meio extracelular, enquanto as proteinas nao
estruturais ficam retidas na membrana das células infectadas (MONATH, 2001). A
glicoproteina E, é o maior componente do envelope do virus, e corresponde pelos
eventos iniciais de infecgao além se der o principal alvo de resposta imunolégica do
hospedeiro (MONATH, 2001). Apesar das poucas variagdes nos pares de bases (9%),
sete gendtipos distintos do virus podem ser encontrados, sendo que cinco deles

ocorrem no continente africano e dois na América do Sul (RICE et al, 1985).

As proteinas nao estruturais sdo compostas por: NS1, NS3 e NS5 (altamente
conservadas) e NS2A, NS2B, NS4A e NS4B (pequenas proteinas), todas
apresentadas na figura 2 (CHAMBERS; MCCOURT; RICE, 1989).

Figura 2: Estrutura do genoma do virus da febre amarela.
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Fonte: Machado, 2007.
Possui: genes estruturais, ndo estruturais, regides nao traduzidas 5' NTR e 3' NTR e a formagao
das proteinas virais apés o processamento proteolitico.
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O virus da febre amarela possui uma quantidade de hospedeiros relativamente

restrita para a infecgdo produtiva (produgcédo de progénie viral infecciosa,

acompanhada de patologia ou morte celular), sendo assim mantido na natureza
através da transmissdo entre primatas ndo-humanos e mosquitos hematofagos
pertencentes principalmente aos géneros Haemagogus e Sabethes, caracterizando o
ciclo da Febre Amarela Silvestre (ABREU et al., 2019; TESH et al., 2001). Neste ciclo,
hospedeiros humanos sao infectados ocasionalmente quando picados por mosquitos
silvestres que previamente ingeriram sangue de um primata virémico.

No ciclo urbano, o virus é transmitido de homem a homem pela picada da fémea
do mosquito Aedes aegypti, infectada pelo virus da febre amarela. Neste ciclo, nao
ocorre participacao de animais silvestres e 0o homem € o Unico hospedeiro responsavel
pela infeccdo do mosquito (GUBLER; KUNO; MARHOFF, 2007; MONATH;
VASCONCELOS, 2015b). Na Africa, um ciclo intermediario ocorre nas savanas,
abrangendo a transmissao do virus por mosquitos do género Aedes que ocupam
areas peridomiciliares, e atinge a populagdo humana que reside ou trabalha em locais
ao redor de florestas. Neste ciclo, o virus pode ser transmitido de macacos para
humanos ou entre humanos, como demonstrado na figura 3 (GERSHMAN; STAPLES,

2011).

Figura 3: Os ciclos de transmissao da Febre Amarela
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Fonte: Shayenne Olsson Freitas Silva; 2018. Ciclo Silvestre: envolve a transmissdo do virus
através mosquito para primatas ndo humanos e destes primatas para os mosquitos vetores. Ciclo
Urbano: o mosquito transmite o agente etiolégico para os humanos e os mesmos infectados
podem transmiti-lo para mosquitos. Ciclo Intermediario: transmissao do agente etioldgico tanto
de mosquitos para humanos quanto de mosquitos para primatas nao humanos e destes para os

mosquitos.
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O periodo de incubacao do virus da febre amarela é de 3 a 6 dias e a maioria
dos individuos se mantém assintomaticos apés a picada do mosquito infectante
(VASCONCELOQS, 2002). O periodo de transmissibilidade comeg¢a um dia antes do
inicio dos sintomas e vai até o terceiro ou quarto dia de doencga, o que corresponde
ao periodo de viremia. O quadro clinico da febre amarela pode variar de uma infeccao
subclinica a doenca sistémica, essa diferenca esta principalmente relacionada com as
cepas virais e com fatores imunolégicas do hospedeiro, que ainda nao sao
completamente compreendidos (BARNETT, 2007).

A febre amarela é uma doenca caracterizada na maioria das vezes por surtos
isolados ou epidemias de maior ou menor impacto para saude publica. Na fase inicial
da infeccao, é marcada por sintomas inespecificos como nauseas, febre alta, cefaleia
intensa, dores musculares e vomitos, que correspondem com o periodo de viremia
nas formas leves e moderadas, as quais representam 90% dos
casos(VASCONCELOS, 2002). Os individuos que desenvolvem as formas graves,
responsaveis por quase todas as internacdes e dbitos, apresentam quadro clinico
semelhante as outras formas da doenga com agravamento dos sintomas, podendo
levar a insuficiéncia renal e hepatica (MONATH, 1995; QUARESMA, 2003). Nos
pacientes que evoluem para forma grave, a taxa de letalidade varia entre 25 a 50%
dos participantes (VASCONCELOQOS; 2000).

Na infeccdo em humanos, apds a picada do vetor e introdugcdo do virus na
circulagado do individuo suscetivel, em poucas horas os linfonodos regionais sao
atingidos e o virus desaparece da circulagéo nas 24 horas seguintes. Nos linfonodos,
o virus infecta preferencialmente macréfagos e linfécitos, realizando assim, seu ciclo
replicativo seguido da posterior liberagdo das particulas virais pelas células. Estas,
sdo levadas através dos vasos linfaticos até a corrente sanguinea iniciando o periodo
de viremia, atingindo o figado (principal érgédo acometido) juntamente com coragéo,
rins e tecidos linfoides (MONATH, 2001). Em nivel macroscépico, a pele fica ictérica,
podendo existir multiplas hemorragias ou petéquias, o coragao fica amolecido e friavel,
os rins ficam edemaciados e com uma coloragdo rosa-acinzentada. Algumas vezes
observam-se pequenos derrames peritoneais e pleurais (ROBERT, E. SHOPE;1986).
No figado, as células de Kupffer e os hepatdcitos sao infectados, apresentando um
aumento em seu volume, e coloragdo amarelada, com hemorragias subcapsulares
(KLOTZ & BELT, 1930a). No figado pode ocorrer diversas alteragdes histolégicas

como, esteatose e a necrose dos hepatécitos. As lesbes médio-zonais podem ser
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estudadas por diversos fatores que incluem desde efeitos citopaticos virais diretos nas
células hepaticas a respostas celulares através de linfocitos TCD4*, TCD8" e
macrofagos (QUARESMA, 2006).

Disfuncdes organicas como a insuficiéncia hepatica, estdo associadas a uma
exacerbada resposta inflamatéria sistémica com liberagdo de uma gama de
substancias pro-inflamatorias e citocinas como: fator de necrose tumoral (tumor
necrosis fator, TNF), interleucina (IL)-1 IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-16. Essa
“tempestade de citocinas” desencadeia uma série de eventos como lesdes endoteliais,
disturbios de coagulagdo, aumento da permeabilidade capilar e extravasamento
plasmatico, tornando-se a principal causa da hipotensao e choque hemodinamico da
forma grave da doencga. Essas alteragdes, somadas as disfungdes cardiaca, renal, e
principalmente hepatica, acabam levando a faléncia de multiplos érgaos, como
descrito na figura 4 (MONATH; BARRETT, 2003).

Figura 4: Rota do virus da Febre Amarela no hospedeiro

Virus . .. Ictericia, hipoglicemia e
> Figado —> Hepatocito C TheUficieneia epatica D_
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\l/ | coracio | ( Prdmsnime -
o Fragilidade capilar e
Viremia [~ Vasos [ ( disfuncao endotelial >_

Respostainflamatoria
—> sustémica exacerbada
(tempestade de citocinas)

Hemorragia,
hipertensaoe
choque

Fonte: Adaptado de Monath e Barrett, 2003. A partir da inoculagao do virus pelo inseto
vetor, ocorre comprometimento dos linfonodos e disseminagdo hematogénica,
acarretando a hemorragia, hipertensao e choque. Fonte:

O periodo da viremia pode alterar conforme a apresentacao clinica, podendo
levar de algumas horas até dois dias nas formas brandas, e de até cinco a sete dias
nas formas mais graves (MONATH, 2001). Este periodo coincide com o inicio do
periodo da enfermidade, em particular com a febre, representando a fase em que o

sangue humano torna-se infeccioso para os vetores n&o infectados (MONATH, 2001).
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O Brasil viveu entre 2016/2017 o maior surto de febre amarela observado ha
décadas, envolvendo principalmente estados da regido Sudeste, em particular Minas
Gerais, Espirito Santo e Sao Paulo (SINAN; 2017). Ainda que o numero de casos
humanos de febre amarela confirmados seja maior que o verificado em surtos
anteriores, destaca-se que esses casos sdo de residentes em zonas rurais ou que
entraram em contato com areas silvestres por motivos de trabalho ou de lazer
(MINISTERIO DA SAUDE; 2017). Na figura 5, é possivel observar o nimero de casos
humanos confirmados para febre amarela e a sua taxa de letalidade no Brasil, de 1980
até 2017.

Figura 5: Série histérica do nimero de casos humanos confirmados de Febre Amarela e

letalidade de acordo com o ano de inicio dos sintomas no Brasil, de 1980 a junho de 2017.
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Em relagdo ao monitoramento da situagcéo epidemiolégica da Febre Amarela
no Brasil, entre o periodo de 01/07/2018 a 30/06/2019, com ultima atualizagdo em
01/02/2020, foram notificados 755 casos em humanos. Destes, 15 foram confirmados,
seis foram a 6ébito, 641 casos foram descartados e 99 estavam em investigagao
(“Informe n° 10 | 2017/2018 , Ministério da Saude”). Por ndo existir um tratamento
especifico para a Febre Amarela, os participantes sintomaticos recebem somente
cuidados de suporte. Apesar dos recentes casos, a vigilancia epidemioldgica € bem
estruturada, contando com o apoio dos Sistemas de Informacdées em Saude
(SIS/IDATASUS), SINAN (Sistema de Informac&o de Agravos de Notificagdo), onde
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todos os casos suspeitos devem ser notificados antes mesmo dos resultados
laboratoriais, pois se trata de uma doenca de notificagdo compulséria e imediata.

O diagnéstico completo da febre amarela pode ser realizado utilizando métodos
virolégicos como: isolamento do virus em cultura de células (BEATY B, CALISHER
CH, SHOPE RE; 1989), identificagcao de antigenos virais (HALL et al., 1991) e do RNA
viral (LANCIOTTI et al., 1992), e métodos sorolégicos (dosagem de anticorpos
especificos pelo método de IgM-ELISA, através da captura de anticorpos IgM em
ensaio enzimatico) (KUNO; GOMEZ; GUBLER, 1987), ou converséo soroldgica em
testes de inibigdo da hemaglutinagao (BEATY B, CALISHER CH, SHOPE RE; 1989).
Os métodos soroldgicos que identificam IgM especifico, como € o caso do IgM-ELISA,
podem fornecer o diagnostico presuntivo rapido em uma amostra soroldgica, se a
mesma for obtida a partir do 5° dia de doenca. Vale ressaltar que a vacina contra
Febre Amarela também induz a formagao de IgM e, por isso, importa conhecer os
antecedentes vacinais do caso suspeito (MONATH; VASCONCELOS, 2015a).

1.1.0 virus da Imunodeficiéncia Humana

O virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), € o agente etiolégico
causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, conhecida como aids. Essa
doenga foi inicialmente diagnosticada em 1981 e a identificagdo do agente etiolégico
foi caracterizada em 1983, por BARRE-SINOUSSI e em 1984 por Robert Gallo
(POPQOVIC et al., 1984). Apesar de décadas de intensa pesquisa na busca de uma
vacina e da cura para a aids, avangos significativos foram observados de fato, na
prevencado e no tratamento. A principal razdo para a persisténcia do HIV/aids é a
dificuldade em erradicar os multiplos reservatérios virais que existem no corpo do
hospedeiro. Outro fator importante que dificulta a erradicacdo viral é a alta
complexidade replicativa deste virus que produz novas particulas virais distintas a
cada ciclo replicativo que burlam o sistema imunolégica (BERGANTZ et al., 2019).

O genoma do HIV-1 é composto por nove regides génicas: trés genes
estruturais (gag, pol e env), comuns a todos os retrovirus, e responsaveis por
codificarem proteinas que vao compor a estrutura viral; dois genes reguladores (tat e
rev); e, quatro acessorios (vif, vpr, nef e vpu — no caso do HIV-1 - ou vpx — no caso do
HIV tipo-2, o HIV-2). Na extremidade 3’ e 5 do genoma do HIV-1 sdo encontradas
repeticdes terminais longas (LTRs - do inglés, long terminal repeats), onde estao
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localizadas as principais sequéncias promotoras para a transcricdo dos genes virais,
sendo importantes também na transcrigéo reversa e integragao viral ao genoma do
hospedeiro (PERERLIN & TRONO, 2003; SHAH et al., 2014).

O HIV-1 pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género
Lentivirus. A origem do HIV-1 se deu a partir de multiplas transmissdes zoonéticas do
virus da imunodeficiéncia simia (SIV) de primatas ndo humanos para humanos, no
centro-oeste da Africa. Esses eventos de transmissdes independentes geraram o HIV-
1 e seus respectivos grupos conhecidos: M, N, O e P; bem como o HIV-2 e seus
grupos A-H (GAO et al., 1999). Tanto o HIV-1 quanto o HIV-2 s&o oriundos de
diferentes eventos de introdugdo na populagdo humana (HAHN et al., 2000). Os
grupos M e N do HIV-1 apresentam relagao filogenética com o SIVcpz, que infecta
chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes), e os grupos O e P com o SlVgor, que
infecta gorilas (Gorilla gorilla), enquanto o HIV-2 apresenta relagdo com o SIVsm, que
infecta macacos da espécie Sooty mangabey (D’ARC et al., 2015).

A particula viral do HIV possui uma forma esférica com cerca de 100 nm de
didmetro, € citopatico, ndo oncogénico, sendo envolvido externamente por uma
membrana lipoglicoprotéica denominada envelope viral. Na regido externa da
membrana estao contidas as glicoproteinas de superficie, gp120 e transmembrana,
gp41, que séo derivadas da proteina precursora gp160 e estdo envolvidas na etapa
de entrada do virus na célula alvo (revisto por GROSSMAN et al., 2002;
BLUMENTHAL et al., 2012). Na regido interna, o virus possui uma matriz proteica
constituida pela proteina p17, e o capsideo viral formado pela proteina p24
(PLANTIER et al., 2009). No interior do capsideo encontra-se o genoma viral
constituido de duas fitas simples de RNA similares (acido ribonucleico), com
polaridade positiva, associadas a proteinas do nucleocapsideo (p7) e a trés enzimas
virais, chamadas transcriptase reversa (TR; p51), integrasse (IN; p31) e protease (PR;
p11) (BARRE-SINOUSSI et al., 1996) (Figura 6).
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Figura 6: Representagao esquematica da estrutura do HIV-1.
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Fonte: Ministério da Saude, 2014.

A infecgao pelo HIV-1 é iniciada a partir da entrada do virus nas células alvo do
hospedeiro, que expressam a molécula CD4", tais como linfécitos TCD4*, células
dendriticas e macréfagos, e correceptores da familia das quimiocinas a e 3,
principalmente o0 CCR5 e CXCR4 (FERGUNSON et al., 2002; RAD et al., 2018). O
ciclo de replicagao do HIV-1 inicia-se pela interagao entre a glicoproteina viral gp120
com o receptor CD4" do hospedeiro, gerando mudangas conformacionais na estrutura
da proteina gp120, expondo novos epitopos que permitem a interagdo com o
correceptor. Nesse processo, outra glicoproteina do envelope viral € exposta, a gp41,
permitindo assim, a ligagédo da gp120 com o correceptor (LIU et al.,, 2008). Essa
interagcdo entre o envelope viral e a membrana da célula do hospedeiro, leva a fusao
destas estruturas e a internalizacao do capsideo viral para o citoplasma celular
(FERGUNSON et al., 2002; Li et al., 2016). O capsideo viral é, entdo, degradado no
citoplasma da célula, liberando o genoma e as proteinas virais no citosol. Uma vez
dentro da célula, a transcriptase reversa associada ao virion direciona a sintese de
uma cépia de DNA (DNA complementar, ou cDNA) a partir de uma das duas moléculas
de RNA de fita Unica, ocorrendo o processo de transcrigdo reversa. A integragéo do
cDNA no genoma do hospedeiro € uma caracteristica fundamental dos retrovirus e
uma etapa essencial no ciclo de vida do HIV-1, que permite a persisténcia viral
(CRAIGIE et al, 2012; WEI-SHAU et al., 2012; ANDERSON et al., 2018).
Posteriormente, ocorre a montagem dos componentes virais para a formagao da
particula viral, seguida da liberagdo do virus através do processo de maturagao e
brotamento das particulas infecciosas, podendo infectar novas células (SIGAL et al.,
2001; BRACQ et al., 2018).
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A replicagdo viral causa progressiva perda de células TCD4* e uma ampla
variedade de anormalidades imunoldgicas, levando a um risco aumentado de
complicagdes infecciosas e oncoldgicas na auséncia da TARV (MOIR; CHUN; FAUCI,
2011). A infecgdo pelo HIV-1 também associado com maior risco de doengas
cardiovasculares, doencas o6sseas, disfungdo renal e hepatica e varias outras
comorbidades (NARAYAN et al., 2014). A supressao da replicagdo viral com o
tratamento medicamentoso permite a recuperagdo imunolégica e retarda o
desenvolvimento a aids (SUMMERS; ARMSTRONG, 2019).

Apesar dos grandes avangos na prevengao, a transmissdo do HIV-1
permanece comum em muitas populagdes vulneraveis, incluindo homens que fazem
sexo com homens, usuarios de drogas injetaveis e profissionais do sexo (PATEL et
al., 2014). Desde o inicio da epidemia de HIV/aids, 75,7 milhdes de pessoas foram
infectadas pelo HIV no mundo e 32,7 milhdes foram a ébito por doencgas relacionadas
a aids (UNAIDS 2020). De acordo com o Programa Conjunto das Nagdes Unidas
sobre HIV/aids (UNAIDS), 38 milhdes de pessoas viviam com HIV-1 em 2019 no
mundo, sendo 36,2 milhdes adultos e 1,7 milhdo menores de 15 anos (Figura 7)
(UNAIDS,.2020).
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Figura 7: Estimativas de nimero de pessoas vivendo com HIV-1, novas infecgoes e

mortes relacionadas a aids no mundo e de acordo com as diferentes regioes
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Os numeros detalhados referem-se aos dados da UNAIDS para o ano de 2019, de acordo com o
boletim epidemiolégico de 2020 (UNAIDS, 2020)

Mesmo com a reducdo da mortalidade apdés a implementacdo do acesso
universal ao tratamento antirretroviral, o impacto da aids no Brasil ainda é grande. De
2007 até junho de 2019, foram notificados no Sinan 300.496 casos de infecgéo pelo
HIV no Brasil, sendo 136.902 (45,6%) na regido Sudeste, 60.470 (20,1%) na regiao
Sul, 55.090 (18,3%) na regidao Nordeste, 26.055 (8,7%) na regido Norte e 21.979
(7,3%) na regido Centro- Oeste. No ano de 2018, foram notificados 43.941 casos de
infecgéo pelo HIV (“Boletim Epidemioldgico de HIV/Aids 2019”).

Os antirretrovirais vém demonstrando serem essenciais tanto na prevengao
quanto no manejo clinico da infeccdo pelo HIV-1. Estudos nos ultimos anos
demonstraram que maiores coberturas de tratamento de pessoas vivendo com HIV-1
podem refletir diretamente nas taxas de transmissao (COHEN et al., 2016; NIELSEN-
SAINES et al., 2012), visto que a supressao viral reduz a chance de transmisséo
(RODGER et al., 2019), uma estratégia de saude publica conhecida como Treatment
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as Prevention (TASP). Apesar da terapia ser capaz de induzir uma intensa supressao
viral, a inflamacéo e ativagao de células T permanecem elevadas e a contagem de
células T CD4" ndo atinge, na maioria das vezes os niveis de normalidade (HUNT et
al., 2003; LEDERMAN et al., 2011).

1.2.Imunopatogénse da infecgao pelo HIV-1

Eventos como a imunodeficiéncia gerada pela infecgéo pelo HIV-1 e ativagéo
celular, sdo acompanhadas por mudancgas significativas no perfil de citocinas e
quimiocinas, pela presengca de marcadores de ativagdo imunolégica em diversas
células do organismo, tais como células dendriticas (DC), células Natural Killer (NK),
macroéfagos, linfocitos TCD4" e TCD8" e células B (APPAY; SAUCE, 2008). Estas
células possuem fungdes cruciais no curso da infeccdo por serem ativadas no
momento da entrada do virus no organismo.

As DCs representam um grupo heterogéneo de células especializadas na
fagocitose e apresentagdo de antigenos, sendo primordiais para a indugao e
regulacdo da resposta imunologica (WACLECHE et al., 2018). Devido a sua
localizacao, as DC desempenham um papel importante na disseminacao do HIV para
outros tecidos, uma vez que essas células sdo capazes de migrar para os 6rgaos
linfoides secundarios apds a captura do virus, onde promovem a propagagado da
infecgdo e a transmissdo do mesmo (MARTIN-MORENO; MUNOZ-FERNANDEZ,
2019). Essas células, colaboram tanto para a resposta imunoldgica inata, quanto para
o desencadeamento da resposta imunolégica adaptativa. Isso porque, produzem
quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias em resposta a infeccao pelo HIV-1,
colaborando para uma resposta inicial mais eficiente contra o virus por meio da
migracao de macrofagos e células T para o local da infecgado (GREENWELL-WILD et
al., 2009; MCKENNA; BEIGNON; BHARDWAJ, 2005) e também participam da
regulacdo da diferenciacdo e maturagao dos linfocitos T, referente a uma resposta
imunolégica adquirida (GREENWELL-WILD et al., 2009; WACLECHE et al., 2018).

Os principais efeitos da infecgdo pelo HIV-1 sdo uma ativagdo imunoldgica
persistente e a deplegcao de células T CD4". Esses fenbmenos agem em conjunto,
interferindo na representatividade e na dindmica de maturacdo de diferentes

subpopulagdes de células T, favorecendo respostas pré-inflamatérias, levando a
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alteragdes estruturais em o6rgaos linfoides e a exacerbagdo de mecanismos de
exaustao celular (FAUCI et al., 1996; OKOYE; PICKER, 2013). Podemos dizer que
esses eventos atuam de forma complexa, retroalimentando uns aos outros, e
influenciando na imunopatogénese da doenga. O declinio dos linfécitos T CD4*
resultante da infecgao pelo HIV, converte-se em um prejuizo generalizado no sistema
imunoldgico, visto que ha uma capacidade mais reduzida de gerar respostas contra

outros antigenos.

1.3.Vacina da Febre Amarela em Pessoas Vivendo com HIV

Devido ao estado de comprometimento imunoldgico de PVHIV, é necessaria a
protecao especial contra as doencas evitaveis por vacinas, porém ainda existem
muitas questdes em relagéo a eficacia e seguranga da vacinagao nesses casos. Sabe-
se que frente a infeccado pelo HIV, ha uma grande heterogeneidade de situagdes,
desde imunocompeténcia no inicio da infec¢do até grave imunodeficiéncia com a
progressao da doenga.

A vacina contra febre amarela, por ser composta de um virus vivo atenuado, é
contra indicada para pessoas com imunodeficiéncia (risco de infec¢do pelo virus
vacinal), gestantes (risco de transmissdo ao feto) e a individuos alérgicos a proteina
do ovo, pois € produzida em tecidos de ovos embrionarios de galinhas, podendo gerar
choque anafilatico (BARNETT, 2007).

Globalmente, areas endémicas para febre amarela, sdao também areas com
maior prevaléncia de HIV, colocando as pessoas que vivem com o virus em risco de
adquirir a infeccédo pela Febre Amarela. Apesar da vacina contra a febre amarela ja
ter sido associada a um 6bito em um individuo com infeccdo pelo HIV-1 nao
controlada, com alta carga viral e baixas contagens de CD4" (KENGSAKUL;
SATHIRAPONGSASUTI; PUNYAGUPTA, 2002a), uma gama de evidéncias nesses
participantes sugerem um perfil de seguranga aceitavel em pessoas vivendo com
HIV/aids com contagem de células TCD4" acima de 200 células/mm3(WHO, 2013).

De acordo com a Nota Informativa n° 01, da Secretaria de Vigilancia em Saude,
de 23 de marco de 2017, a recomendacao é indicar a vacina da febre amarela para
todas as pessoas vivendo com HIV-1 (PVHIV), com TCD4" = 350 células/mm? que
vivam em areas de risco, e oferecer a vacina para aqueles com TCD4" entre 350 e

200 células/mm?®. Aqueles que apresentam imunodeficiéncia grave, ou seja, TCD4"*
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<200 células /mm?3, ndo devem ser vacinados, por conta de sua imunossupresséo,
podendo assim apresentar respostas menos eficientes a vacina e/ou maior risco de
evento adverso vacinal. Contudo, as evidéncias de imunogenicidade e seguranga da
vacina contra febre amarela em participantes vivendo com HIV-1 sdo limitadas a
poucos estudos, em sua maioria estudos observacionais e relatos de caso (AVELINO-
SILVA et al., 2016; COLIN DE VERDIERE et al., 2018; MARTIN et al., 2021; VEIT et
al., 2018)VEIT et al., 2009). No entanto, em uma revisao publicada pela Cochrane
Collaboration em 2014, que incluiu 3 estudos observacionais, concluiu que a vacina
de febre amarela é segura e imunogénica, e que fatores como elevado TCD4" e baixa
carga viral do HIV estdo associados a titulos mais elevados de anticorpos
neutralizantes apés a vacina de febre amarela (BARTE; HORVATH; RUTHERFORD,
2014).

A razdo CD4%/CD8" é considerada normal quando o valor esta entre 1,0 e 4,0
(STRINDHALL et al., 2013), no entanto, quando um individuo é infectado pelo HIV,
ocorre uma queda de geralmente 30% no numero de células TCD4*, devido ao
acometimento direto destes linfocitos, responsaveis pelo controle de infeccoes
(PANTALEO; FAUCI, 1995). Em contraste, as células TCD8" geralmente aumentam
em cerca de 40%, devido a agao da replicagao viral (SERRANO-VILLAR et al., 2014).
Durante a supressdo viral mediada pela terapia, alguns individuos que alcangam
contagens de TCD4* acima de 500 células/mm? demonstram um declinio simultaneo
nas contagens de CD8, relacionado com a falta de estimulo antigénico que as estava
ativando levando normalizagdo dos niveis da razdo CD4*/CD8* (DEVITT E,
RODRIGUEZ JM, POZNIAK A; 2013).

Alguns dados comparativos apoiam as recomendagdes para manter uma dose
de refor¢o em participantes vivendo com HIV-1. Uma analise retrospectiva de uma
coorte na Suiga relatou uma boa seguranga em PVHIV com TCD4* maior que 200
células/mm3, mas sugeriu uma perda mais rapida da protecdo de anticorpos
neutralizantes do que em nao infectados pelo HIV-1 (VEIT et al., 2009a).

Em um estudo de Verdiere e colaboradores, 2018, que objetivava investigar a
imunogenicidade e seguranga da vacina contra a febre amarela em participantes
infectados pelo HIV e com numero de células TCD4* acima de 350 células/mm3,
verificou-se alta imunogenicidade humoral da vacina 17D, tanto em PVHIV como em
nao infectados pelo HIV-1, com titulos de neutralizagdo atingidos um més apéds a
imunizagao e estaveis por 12 meses (COLIN DE VERDIERE et al., 2018) .
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Embora a resposta humoral desempenhe indiscutivelmente um papel central,
nao podemos descartar a contribuicdo de outras vertentes do sistema imunolégico,
como a imunidade celular. As células TCD4" sdo necessarias para ativagdo de outras
células, como os linfécitos B e os macréfagos, além de coordenar a resposta
imunolodgica frente a infecgéo.

A mudanc¢a no padrdao de producao de quimiocinas e citocinas ocasionadas
pelo HIV-1, é constatada desde o inicio da infeccdo, sendo uma das principais
responsaveis pela inflamagao sistémica observada em PVHIV, principalmente na
auséncia de TARV. O rapido aumento na expressao de diversas citocinas como: IL-6,
IL-8, IL-18 e IL-10 é um dos eventos mais caracteristicos da fase aguda da infec¢éo
pelo HIV-1 (MUEMA et al., 2020).

1.4.Modulagao imunolégica da vacina contra a febre amarela

A vacinacao é o meio mais eficiente em prevenir e controlar as doencgas, pois
interrompe o ciclo de transmissao, e tem como principais objetivos: conferir protecéao
individual e coletiva na populagao, bloquear a propagacao das doengas criando uma
barreira de imunidade e, assim, prevenir as epidemias. A vacina contra a febre
amarela em uso no Brasil € produzida por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ e consiste de
virus vivos atenuados da subcepa 17DD, derivada da linhagem original desenvolvida
por Theiler e Smith, (1937). As vacinas contra febre amarela (17D ou 17 DD) possuem
pequenas diferengas nas sequéncias nucleotidicas (DUARTE DOS SANTOS et al.,
1995), sado altamente imunogénicas (confere imunidade em 95% a 99% dos
vacinados), bem toleradas e raramente associadas a eventos adversos graves, e
assim, utilizadas amplamente em individuos que vivem em areas endémicas. O
método de producao da vacina da febre amarela utilizado pela FIOCRUZ, consiste na
inoculagao do virus 17DD em ovos de galinha embrionados (J SOPER, 1939, p. 14;
LOWY, 2000, p. 6).

A vacina contra a FA é considerada uma vacina segura, no entanto devido a
relatos recentes de eventos adversos apds a vacinagdo, como o caso de transmissao
do virus pelo leite materno, levantaram preocupagdes e levaram a sugestdes de que
novas vacinas ainda mais seguras para a FA devem ser desenvolvidas (THOMAS et
al., 2011). Dessa forma, novas formulagbes de antigenos baseados em DNA
recombinante tém sido apresentadas. O virus vacinal (YFV-17D) também tem sido
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usado como base em vacinas quiméricas contra outros flavivirus de importancia
clinica, como o virus do Nilo Ocidental (MONATH et al., 2006), virus da encefalite
japonesa (APPAIAHGARI & VRATI, 2010) e o virus da dengue (GUY; SAVILLE;
LANG, 2010). Estas vacinas quiméricas baseadas no genoma do virus da FA foram
consideradas seguras e altamente imunogénicas em testes pré-clinicos e clinicos
(BONALDO; SEQUEIRA; GALLER, 2014). O virus vacinal também tem sido explorado
com sucesso como um vetor para a expressao de células T ou epitopos de células B,
como potenciais candidatos a vacinas contra a malaria (BONALDO et al., 2002). De
fato, o sucesso do YF17D em apresentar uma forte imunogenicidade também como
vetor viral sugere a hipotese de que a estimulagdo da resposta imunoldgica inata
resulta na produgao de altos titulos de anticorpos neutralizantes, de células T efetoras
especificas e respostas de células TCD8 * de memoria (FRANCO et al., 2010).

Em 2004 foi publicado por pesquisadores da FIOCRUZ um estudo duplo cego
comparando as duas vacinas da febre amarela (virus atenuado) cepa 17DD, e a cepa
WHO-17D. Nele, demonstraram a taxa de soroconversao igual ou superior a 98% em
individuos previamente soronegativos para as duas vacinas. A intensidade da
resposta imunolégica também foi semelhante para as duas vacinas, variando de 14,5
a 18,6 Ul / mL. Neste estudo também foi detectada uma viremia entre os dias trés e
sete em 2,7% dos participantes vacinados (CAMACHO et al., 2004). Esta viremia
subclinica também foi observada em outros estudos que concluiram que ela resulta
em uma resposta de fase aguda, podendo em alguns casos ocorrer sintomas leves,
semelhantes a de um estado gripal (LANG et al., 1999; MONATH; VASCONCELOQOS,
2015b).

A resposta imunolégica a vacina da febre amarela é geralmente caracterizada
pelo estimulo de uma gama de respostas imunolégicas inatas, que resultardo na
produgéo de altos titulos de anticorpos neutralizantes, de uma robusta agao de células
T efetoras especificas e respostas de células TCD8* de meméria (MILLER et al.,
2008). Além disso, a vacina induz linfocitos que produzem uma diversidade de
citocinas que secretam e diferenciam-se em Th1 e Th2 (FRANCO et al., 2010).
Embora as respostas por anticorpos neutralizantes historicamente tenham sido o foco
de estudos sobre protecdo contra a febre amarela, as células TCD8" desempenham
um importante papel, principalmente durante a resposta primaria a vacina, controlando

a infeccdo a partir da eliminagdo das células infectadas. As células TCD4", irdo
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amadurecer e se diferenciar em Th1 ou Th2, promovendo respostas de anticorpos e
células T citotoxicas mais fortes.

1.5 Inflamacgao e influéncia das citocinas

As citocinas, sdo proteinas com baixo peso molecular, secretadas pelos
leucdcitos e outras células do organismo em resposta a diferentes estimulos, atuando
como mediadores das células do sistema imunoldgico. Interleucinas como IL-1, IL-2,
IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, (TNF-a) e interferon gama (INF-y) encontram-se entre as
citocinas produzidas por células Th1, estando assim, associadas a resposta mediada
por células, particularmente em resisténcia a patégenos intracelulares. As citocinas
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 pertencem a um perfil Th2, e estdo envolvidas na
resposta humoral e produgdo de IgE (HARGER et al., 1990, ROITT, BROSTOFF,
MALE.,1999).

Alteracoes no padrao de expressao de citocinas e quimiocinas causados pelo
HIV-1 sdo observadas desde o inicio da infeccdo e sdo um dos principais combustiveis
para a inflamacgao sistémica. Um dos eventos mais caracteristicos da fase aguda da
infeccao pelo HIV-1 é o aumento rapido da secrecao de citocinas inflamatérias ou
reguladoras, como as interleucinas IL-6, IL-8, IL-18 e IL-10, entre outras (FREEMAN
et al., 2016; MUEMA et al., 2020; STACEY et al., 2009). Esse evento conhecido como
“tempestade de citocinas” é intensificado em paralelo ao aumento da carga viral
(STACEY et al., 2009) e apresenta tanto efeitos positivos, como negativos.

As citocinas desempenham um papel fundamental na modulagao das respostas
imunoldgicas. Avangos no conhecimento sobre a biologia da IL-21 e sua atividade
imunomoduladora tém estimulado o interesse nesta citocina em diferentes
configuragdes clinicas e experimentais. Hoje, ha evidéncias de um papel critico da IL-
21 na protegao contra varios infecgdes virais (FROHLICH et al., 2009; YI; DU; ZAJAC,
2009). Posteriormente, as células Th (auxiliares), Th17, e células Treg (regulatérias)
foram descobertas como as principais fontes de IL-21 (ONODA et al., 2007; PARRISH-
NOVAK et al., 2000). A IL-21 desempenha um papel critico na diferenciacdo e no
destino das células B e influencia a expressdo de muitas moléculas de superficie de
células B funcionalmente importantes. Estimulagéo direta de células B pela IL-21 induz
a regulacao positiva de CD19, iniciando a hipermutagado somatica (ETTINGER et al.,
2005). Por sua vez, essa, tem capacidade de aumentar a proliferagéo de células T,
coordenar a diferenciacado de células B e aumentar a atividade citotoxica de células
NK (LEONARD; SPOLSKI, 2005).
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Levando em consideragéo que a IL-6 é uma citocina pleiotropica que influencia
nas respostas imunoldgica antigeno-especificas e um dos principais mediadores da
fase aguda da inflamagao, pode-se considerar que essa seja uma das principais
citocinas atuantes na resposta vacinal. Estudos demonstraram que em resposta a
infeccdo, a IL-6 € prontamente sintetizada induzindo também a diferenciacédo de
células B em plasmocitos e células TCD4* imaturas em efetoras (HEINRICH;
CASTELL; ANDUS, 1990). Adicionalmente, a produgao de IL-6 é regulada de modo
transcricional e pos-transcricional, e assim que o sistema volta a homeostase, a
producéo € interrompida (ANDERSON P, 2008). Na infecgdo pelo HIV, os niveis
plasmaticos elevados de IL-6 durante a TARV tém sido consistentemente associados
a um aumento da morbidade e mortalidade (TENORIO et al., 2014). Participantes
infectados com HIV-1 em tratamento com antirretrovirais e com falha terapéutica sao
incapazes de reconstituir suas células TCD4" circulantes, devido a alta replicagao do
virus. Estes, possuem niveis plasmaticos elevados de IL-6, aumento do ciclo de
células T de memoéria CD4® (LEDERMAN et al.,, 2011) e repertério de
células TCD4"* diminuido.

O TGF- é uma molécula regulatéria com efeitos pleiotrépicos na e
sobrevivéncia celular, proliferagdo, migracdo e diferenciagcédo, prejudicando varios
processos biolégicos, que incluem o desenvolvimento, a carcinogénese, e respostas
imunologicas (BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 2000). O fator de transformagao do
crescimento beta (transforming growth fator, TGF-) inibe a resposta sistémica, mas
estimula a resposta inflamatdria local, e pode suprimir a proliferacdo e diferenciacao
dos linfécitos T, linfécitos B e mondcitos. E sintetizado principalmente por mondcitos
e linfécitos TCD4™ que se diferenciam em células Th3 (GORELIK; FLAVELL, 2000). O
TGF-B pode inibir ou estimular o crescimento de diversas células e sintetizar proteinas
da matriz extracelular, além de ser um potente desativador de macréfagos,
controlando o processo inflamatorio e um indutor da produgdo de anticorpos IgA
(STAVNEZER, 1995).

De forma geral, a resposta imunoldgica evoluiu para proteger o hospedeiro de
uma gama de microrganismos potencialmente patogénicos, porém mecanismos
paralelos sdo necessarios para controlar as respostas imunologicas exacerbadas,
prevenindo assim, possiveis danos ao hospedeiro. A IL-10, € uma citocina anti-
inflamatéria com papel crucial na prevengao de processos inflamatérios e patologias
autoimunolégicas (HAWRYLOWICZ; O'GARRA, 2005; O'GARRA et al., 2008). A IL-
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10 é expressa por muitas células do sistema imunolégico adaptativo, incluindo células
Th1, Th2 e subconjuntos Th17, células T reguladoras, células TCD8+ e células B
(revisado por HAWRYLOWICZ; O’GARRA, 2005; RONCAROLO et al., 2006;
TRINCHIERI, 2007). Também €& expressa por células do sistema imunoldgico inato,
DCs, macrofagos, mastocitos, NK, eosindfilos e neutrdfilos (Figura 8). Assim, a
producédo de IL-10 parece estar associada a muitas células imunolégicas, afirmando
seu papel crucial como regulador de feedback de diversos sistemas imunoldgicos.

Supde-se que, em PVHIV, a IL-10 pode causar efeitos prejudiciais ao contribuir
para a diminuicdo da producao de citocinas Th1, como IL-2 e IL-12, e inibindo a funcao
celular de apresentagdo de antigeno e a resposta imunoldgica mediada por células
(CLERICI et al., 1994; MOORE et al., 2001).

Figura 8: Expresséo da interleucina-10 no sistema imunolégico.
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Fonte: Giorgio Trinchieri,2007. Em células T auxiliares (TH), a expresséao de IL-10 é acompanhada
pela expressdao de para cada subconjunto, com excegao de células T regulatérias (TReg), que
normalmente perdem a capacidade de expressar outras citocinas. Altas doses de antigenos
apresentados por DCs para células T naive ou IL-12 favorecem o desenvolvimento de células TH1,
que produzem interferon-y (IFNy). As células TH1 produtoras de IL-10 requerem uma alta dose de
antigeno e sinalizacao de IL-12 para a expressao de niveis maximos de IL-10 apos re-estimulagao.
Nas células TH2, a via de sinalizagao IL - 4 é necessaria para a expressao de IL-10.

Dentre as subpopulagdes de células B reguladoras (Bregs), destacam-se os

marcadores imunoldgicas CD19, CD1d, TCD4+, CD21 e as citocinas IL-10 e TGF-3
(BOUAZIZ; YANABA; TEDDER, 2008; YANABA et al, 2009). Todos esses
marcadores sd0 expressos em sua maioria nas células B e a expressao conjunta tem
caracterizado as Bregs, em camundongos. De fato, a maior parte da IL-10 é expressa
por uma subpopulagdo de células B exibindo altos niveis de CD21, IgM (receptor de
célula B - BCR) e CD1d (MAURI; EHRENSTEIN, 2008). A expressao do receptor
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CD19 é restrita aos linfocitos B e aumenta gradualmente durante o desenvolvimento
dessa linhagem celular, mas ndo é afetada pelo estado de ativagdo da célula
(FUJIMOTO; SATO, 2007).

Outra molécula de interesse no estudo, é o receptor sCD163. Os receptores
scavenger foram observados pela primeira vez em estudos para compreender a forma
como o colesterol de lipoproteinas de baixa densidade (low density lipoproteins, LDL)
se acumulava em placas ateroscleroéticas, em participantes com caso familiar de perda
de receptores LDL (GOLDSTEIN; HELGESON; BROWN, 1979). Apesar do grande
numero de classes de receptores scavenger e, consequentemente, de uma série de
ligantes, o CD163 é um dos receptores que se destacam, pois participa da
homeostase e da imunidade inata em macréfagos fazendo parte do subgrupo
relacionado aos receptores scavenger ricos em cisteina [SRCR] (KRIEGER, 1997),
sendo assim, considerado uma superfamilia, relacionada estruturalmente as
glicoproteinas transmembranares que fazem parte da defesa imunoldgica inata,
atuando como modelo de reconhecimento de moléculas, e, algumas vezes, com
ampla especificidade.

Além de estar presente na membrana de mondcitos e macrofagos, o receptor
CD163 também pode ser encontrado solubilizado no plasma (DROSTE; SORG;
HOGGER, 1999). O sCD163 é resultado da clivagem do CD163 da membrana
plasmatica pela agéo de varios fatores, tais como as metaloproteinases de matriz, cujo
mecanismo pode ser avaliado in vivo. A concentracdo de sCD163 no soro ou plasma
de individuos saudaveis é relativamente alta, e sua deteccao é realizada pelo método
de ELISA (SULAHIAN et al., 2001). Esses mediadores envolvidos na resposta
imunoldgica pré-inflamatéria, possuem indicadores de regulagao pds-transcricional

pela agado de microRNAs e serao tratados ao longo do trabalho.

1.6 Regulagao Pés-transcricional por miRNA

O dogma central da Biologia Molecular se baseia na informagéo contida na
molécula de DNA, que sera expressa na forma de proteinas por meio de dois
processos: a transcricdo, que converte a informacdo do DNA em uma forma mais
acessivel, o RNA mensageiro (RNAm), e por meio da tradugdo, que converte a
informacédo contida no RNA em proteinas (LEWIN B, 2008). Entretanto, para o

funcionamento celular é necessario que a quantidade de proteina expressa por esse
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mecanismo seja controlada, e para isso, as células possuem diferentes mecanismos,
como fatores de transcricdo e supressao, proteinas que desestabilizam o RNAm ou
que reorganizam sequéncias de DNA proximas a genes (DALMAY, 2008). Existe
também uma gama de RNAs que nado sdo traduzidos e atuam como reguladores
transcricionais e pos-transcricionais (GORODKIN; RUZZO, 2014). Um RNA nao
codificante (hcRNA) é uma molécula de RNA funcional que é transcrita do DNA, mas
nao traduzida em proteinas. Esses ncRNAs que parecem estar envolvidos em
processos epigenéticos podem ser divididos em dois grupos principais; os ncRNAs
curtos (<30 nucleotideos) e os ncRNAs longos (> 200 nucleotideos). Ambos os grupos
desempenham um papel na formacado de heterocromatina, modificacdo de histonas,
direcionamento de metilagdo de DNA e silenciamento de genes (WEl et al., 2017). As
principais classes de ncRNAs curtos sdao microRNAs (miRNAs) e RNAs de
interferéncia curtos (siRNAs).

Os miRNAS sao moléculas de RNA fita simples de 19-25 nucleotideos e, como
mencionado previamente, ndo codificadores de proteinas (KIM VN, 2005). De acordo
com Kim, o Lin4 (do inglés, lineage-deficient-4) foi descoberto em 1993 como o
primeiro miRNA, e nessa época foi associado a regulagédo do desenvolvimento larval
da espécie de nematddeo Caenorhabditis elegans. Em 2013, foram identificados
2.588 miRNAs no genoma humano (mirBase, 2013). Atualmente, o banco de dados
miRBase ja apresenta além das sequencias depositadas, as notagbes de ontologia
genética, contendo sequencias 271 organismos: 38.589 pri-miRNAs e 48.860 miRNAs
maduros (disponivel em http://mirbase.org/).

Com a descoberta de que os miRNAs também auxiliam no controle da tradugao
e agem ligando-se ao RNAm, diminuindo sua expressao (LEE; FEINBAUM; AMBROS,
1993), inumeras pesquisas buscam compreender melhor suas fungbes e como
manipula-los. Os miRNAs regulam uma porg¢ao significativa, aproximadamente 50%,
dos genes expressos no genoma humano, sendo que um mesmo miRNA pode regular
multiplos transcritos (IORIO; CROCE, 2012). Todas as familias de miRNA sofrem
uma série de etapas de biogénese que convertem o transcrito primario de miRNA no
miRNA ativo com aproximadamente 22 nucleotideos maduros.

Os miRNAs sé&o transcritos principalmente pela enzima RNA polimerase I,
originando estruturas em grampo denominadas pri-miRNAs, como pode ser
observado na figura 10 (processados no nucleo). O pri-miRNA requer duas etapas de

processamento da endonuclease antes de se tornar um miRNA ativo e maduro (KIM;
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HAN; SIOMI, 2009). A primeira etapa do processamento ocorre durante ou apés a
transcricdo do pri-miRNA pela enzima Drosha (BALLARINO et al., 2009; MORLANDO
et al., 2008). A proteina de ligagdo ao RNA DGCRS8 est4 associada a Drosha e é
necessaria para a clivagem do pri-miRNA (HAN et al., 2004). A clivagem de Drosha
libera o precursor da haste-loop das sequéncias de transcricdo do pri-miRNA. O
precursor é exportado para fora do nucleo de maneira dependente da Ran-GTPase
pela Exportina 5 (Yl et al., 2003) onde, em um passo posterior, mediado pela enzima
Dicer, gera a estrutura de RNA dupla fita (dsRNA), de aproximadamente 19-22
nucleotideos, denominada miRNA. A molécula de miRNA é depois incorporada ao
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) enquanto que a outra cadeia é
sujeita a degradagdo. Neste complexo, o miRNA maduro é capaz de regular a
expressdo génica em nivel pods-transcricional. Na maioria das vezes, ocorre o
pareamento parcial ou total da fita funcional do miRNA maduro com a por¢éo 3’ ndo
traduzida (3'UTR) do RNA mensageiro (MRNA) alvo, resultando na inibicdo da
producdo de proteinas ou degradagdo do RNA mensageiro alvo (IORIO; CROCE,

2012). Na figura 9, ilustramos o processo de biogénese do miRNA.

Figura 9: Biogénese, processamento e maturagdao de miRNAs.
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As vias de associagdo das enzimas Drosha e Dicer também sdo importantes
na infecgao viral e silenciamento genético. Triboulet et al. (2007) demostraram em seu
trabalho que, diminuindo a quantidade destas enzimas em células humanas, aumenta-
se rapidamente a replicagao do HIV-1. De acordo com o autor, varios miRNAs estao

diretamente ligados a infecgéo viral pelo HIV-1, dentre esses pode-se citar os hsa-
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miR-17-5p/3p, miR-18, miR-19a, miR-2a, miR196-1, miR-92-1, miR-122, miR-370,
miR-373 e o miR-297. Diminuindo-se a expressdo de Drosha e Dicer,
consequentemente, estes mMiIRNAs nao seriam ou seriam pouco expressos
(TRIBOULET et al., 2007). Os miRNAs também demonstraram regular varias fungdes
imunoldgicas e sdo biomarcadores plausiveis de ativagao de linfécitos e patogénese
de doengas infecciosas e evolugédo clinica (ZAN; CASALI, 2015). Varios estudos
forneceram evidéncias para a expressao alterada de miRNA em humanos infectados
comyvirus influenza A/ H1N1 e A/ H3N2, HIV-1, VZV, HBV e HCV (EGAN A-GORRON
et al., 2014; MA et al., 2016). Esses miRNAs, s&o considerados moléculas chave na
regulacdo da resposta imunolégica, ja que exercem um papel essencial no controle
de processos biolégicos, como a proliferagdo celular, o controle de migragao,
hematopoese, a homeostase e morte celular (BALTIMORE et al., 2008; XIAO e
RAJEWSKY, 2008; RAISCH et al., 2013; LI et al., 2017). Além disso, a desregulagao
na expressao dos miRNAs pode levar a consequéncias patoldgicas importantes
(MEHTA e BALTIMORE, 2016), como a evolu¢do de doengas autoimunoldgicas
(DENG et al., 2015) e cancer (HATA e LIEBERMAN, 2015). A figura 10 exemplifica a
participacdo dos miRNAs no desenvolvimento e atuagdo dos componentes das
respostas imunoldgicas inatas e adaptativas.

Recentemente, Haralambieva e colaboradores (2018), observaram que o0s
miRNAs: miR-151a-5p, miR-223, miR-29, miR-15a-5p, miR-199a-3p, miR-103a e os
clusters miR15a-16, possuem uma relagao significativa com a atividade de anticorpos
neutralizantes apds a vacinagao contra o virus do sarampo. Este estudo demonstrou
que a expressao do miRNA influencia também na imunidade humoral, sugerindo que
eles possam ser biomarcadores preditivos para a resposta imunoldgica humoral
protetora para o sarampo (HARALAMBIEVA et al., 2018).

Como previamente citado, os miRNAs estdo envolvidos na modulagao da
expressao génica tanto viral quanto celular, além da resposta imunolégica mediada
por citocinas. O miR-146a tem sido implicado na modulag&o negativa de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como TNF-a e IL-6 (BOLDIN et al., 2011). Esse miRNA também
estd envolvido na regulagdo do sinal de transcricdo do fator de crescimento
transformador (TGF—fB). Estudos mostraram que a via de sinalizagdo do TGF-f
engloba a via do miRNA como um componente importante de suas cascatas de
sinalizagdo (ICHIMURA et al., 2011; INUI; MARTELLO; PICCOLO, 2010).
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Figura 10: miRNAs na diferenciagao de células do sistema imunolégica, mostrando a funcao dos

microRNAs em cada etapa de diferenciagao celular.
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Estudos realizados em linhagens derivadas de células epiteliais e hepatdocitos
confirmam que o miR-21 regula processos ligados ao crescimento, migragao e
invasao celular (ASANGANI et al., 2008), fornecendo um mecanismo para a
transformacdao mediada por miR-21 de células somaticas. Além disso, o miR-21
também é expresso em células hematopoiéticas do sistema imunolégico, incluindo
células B e T, mondcitos, macréfagos e células dendriticas (Sl et al., 2007).

O MiR-146a, ganhou importancia significativa por ser um modulador de
diferenciagao e fungdo de células da imunidade inata e adaptativa. Quanto ao papel
do miR-146a nas células T, analisando a expressdo de miRNAs em subconjuntos
altamente purificados de células do sistema imunolégico, foi verificado que o miR-
146a é um dos poucos miRNAs expressos diferencialmente entre Th1 e células Th2
em camundongos, sugerindo que possa estar envolvido na determinagao do destino
dessas células (MONTICELLI, 2005). Um estudo realizado em camundongos
deficientes em miR-146a revelou um aumento na porcentagem do subgrupo de
células T produtoras de INF na auséncia de miR-146a (LU et al., 2010). Nas células T
humanas, o miR-146a é expresso em baixos niveis nos linfécitos T naive, enquanto
abundantemente expresso em células T de memoria (CURTALE et al., 2010).

O miR-155 tem se mostrado importante regulador da resposta estando

envolvido na regulagao local das respostas de Th2 na inflamagéao eosinofilica induzida
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por alérgenos (Y.-Q. ZHU et al., 2019). Um estudo indicou que o0 miR-155 possui um
papel vital no desenvolvimento do sistema imunoldgico, na maturagao, diferenciagcéo
do sistema imunoldgico, e na manutencao das fungdes imunoldgicas (LIND; OHASHI,
2014). Este miRNA é um regulador multifacetado atuando na proliferacao celular, ciclo
celular, desenvolvimento, imunidade e inflamacao, com atividades contraditérias em
alguns estudos oncolégicos, desta forma a sua interpretacédo sempre levanta novas
perguntas, desta forma deve-se levar em consideracdo todos eventos da via
metabdlica envolvida na analise (NARIMAN-SALEH-FAM et al., 2016).

Os relatos sobre a expressdao do mir-520 sao restritos a poucos estudos
voltados em sua grande maioria para o cancer. Este miRNA é regulado negativamente
em células de cancer de mama com alto potencial metastatico em relagéo as células
com baixo potencial metastatico (CUI et al., 2010), podendo diminuir a sensibilidade
dessas células cancerigenas, contornando o sistema imunolégico do hospedeiro.

Como a resposta imuno-transcricional esta vinculada a ativacao, expressao e
silenciamento de genes envolvidos nesse processo biolégico, a identificacédo e
caracterizagdo dos miRNAs tem grande relevancia para uma melhor compreensao da
regulacdo génica na variagao de titulos de anticorpos em individuos saudaveis e em

imunossuprimidos.
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1.7 Justificativa

As evidéncias de imunogenicidade e seguranga da vacina contra febre amarela
em pacientes infectados pelo HIV-1 s&o limitadas a poucos estudos, em sua maioria
estudos observacionais e relatos de casos (HO et al., 2008; KENGSAKUL;
SATHIRAPONGSASUTI; PUNYAGUPTA, 2002b; PISTONI et al., 2017; RECEVEUR
et al., 2000; SIBAILLY et al., 1997; TATTEVIN et al., 2004; VEIT et al., 2009b;
WILSON, 1991). Dada a grande populacéo de individuos infectados pelo HIV-1 que
vivem em areas tropicais onde a febre amarela é endémica, a vacina pode ser uma
intervengdo  importante  para prevenir a infeccdo em  populagdes
imunocomprometidas.

Esse estudo faz parte de um macro-estudo ja em andamento na Fiocruz, que
tem como objetivo avaliar a imunogenicidade e seguranga da vacina da febre amarela
em pacientes infectados pelo HIV-1. Assim, o desenvolvimento deste, foi baseado no
fato de que apds a vacinacao com o virus atenuado da febre amarela, a replicacao
viral até o quinto dia pode interferir nos mecanismos celulares e alterar o perfil de
miRNAs circulantes que regulam a expressao de genes envolvidos na resposta
imunoldgica. No entanto, as citocinas e receptores no presente estudo ja haviam sido
pré-selecionadas, com base no subestudo da analise do impacto da resposta imune
inata sobre resposta vacinal em individuos vivendo com HIV-1.

Ja foi observado que o perfil de expressdo de algumas citocinas como o
interferon-y podem restringir a replicagéo do virus da febre amarela (LAM et al., 2018),
com isso, procuramos avaliar a influéncia do nivel de expressao de algumas citocinas
e receptores envolvidos na resposta pré-inflamatdria antes e apds a vacinagao contra
a febre amarela.

Gaucher e colaboradores (2008) estudaram a genémica funcional associada a
citometria de fluxo, objetivando definir assinaturas da resposta imunologica de
individuos vacinados com YF-17D, comparando a resposta imunolégica antes da
vacinagao e até um ano apés. Assim, mostraram que a resposta imunoldgica da
vacina € precedida por uma inducdo coordenada de fatores de transcricdo que
conduzem ao desenvolvimento polifuncional (GAUCHER et al., 2008). Esperamos que
um dos mecanismos do sucesso da resposta protetora também ocorra por fatores

funcionais da inibicdo de RNAm, apds a transcri¢céo, ja que segundo os autores, 0s
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miRNAs podem fornecer um link entre as vias de sinalizagdo imunolégica inata e
adaptativa (O’'NEILL; SHEEDY; MCCQY, 2011).

Estudar os mecanismos moleculares de acido vacinal e identificar as
assinaturas que predizem a imunidade da vacina pode ser mais facilmente alcancado
quando aplicado a estudos com individuos vacinados com o virus da febre amarela,
visto que a eficacia da vacina é ampla e estudos demonstram alteracbes na resposta
imunoldgica inata, na adaptativa e na expressao de varios genes (FERREIRA et al.,
2018; Ll et al., 2014; NAKAYA; LI; PULENDRAN, 2012).

Como ja mencionado, como os mMiRNAs ja foram descritos por serem
reguladores da resposta imunoldgica, pretendemos explorar o possivel papel destes
como biomarcadores. Como alguns miRNAs ja demonstraram reprimir a expressao
das citocinas proé-inflamatorias selecionadas, buscamos avaliar sua expressao
diferencial na populagéo de individuos vacinados vivendo com HIV-1 e ndo portadores
do HIV-1. Assim, podemos compreender melhor e avaliar a imunogenicidade e

seguranga da vacina contra Febre Amarela em PVHIV.

2. Objetivo Geral
Caracterizar a expressao diferencial de RNAm para citocinas, receptores e
miRNAs em PVHIV vacinados com o virus da febre amarela 17DD.

2.1.Objetivos especificos

+ Correlacionar a quantificagdo de linfécitos TCD4* dos participantes com a
titulacdo de anticorpos neutralizantes anti-febre amarela.

* Avaliar a expressao relativa das citocinas (IL-6, IL-10, IL-21, TGF- (), e dos
receptores (CD19 e CD163) antes da vacinagao (D0) e no Dia 5 apés a vacina
(D5); e posteriormente avaliar a expressao génica diferencial.

* Verificar o padrao de expressdo dos miRNAs (mir-21, mir-155, mir-146 e mir-
520) antes da vacinagao (D0) e apés (D5).

» Associar o padrao de expressao dos miRNAs com a expressao diferencial das

citocinas e receptores.
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3. Materiais e Métodos
3.1Desenho do estudo

O presente estudo faz parte de estudo clinico de fase IV com o objetivo de
avaliar a imunogenicidade e seguranga da vacina contra Febre Amarela em
participantes infectados pelo HIV-1, sendo este longitudinal prospectivo nao
randomizado, conduzido no contexto da rotina de atendimento do hospital do Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas. O sub-estudo apresentado nesta
dissertacdo, possui as mesmas caracteristicas e critérios de elegibilidade dos
participantes. Contudo, trata-se de uma amostragem n&o probabilistica de
conveniéncia dos participantes do estudo. Foram analisados 70 participantes e suas
amostras de PBMCs foram coletadas em dois momentos, no dia da vacinacao e 5 dias
apos, as quais foram submetidas aos ensaios de quantificagdo de RNA mensageiros
de quatro de citocinas, receptor de células B (CD19) e receptor de macréfagos e
mondécitos (CD163) ajustados pela expresséo da quantificagdo dos genes enddgenos.
Em 48 dos 70 participantes foi realizada a detec¢gao dos miRNAs (mir-21, mir-146, mir-
155 e mir-520). Desta forma, foram analisadas 236 amostras (em duplicata) frente a
10 alvos e 3 controles enddgenos. Também foram avaliadas as coletas do dia 30
referentes aos ensaios de neutralizagao.

O projeto foi cadastrado na plataforma Brasil, CAAE: 67136517.9.0000.5262 e

aprovado no comité de ética com o numero 2.890.564.

3.2Casuistica e critérios de inclusao no estudo:

e (Capacidade e vontade do participante de assinar o termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE).

e Homens e mulheres vivendo com HIV-1 com idade entre 18 anos de idade e
59 anos, com contagem de CD4* > 200 no ultimo exame que precede a
inclusao (pelo menos 6 meses antes).

e Homens e mulheres nao infectados pelo HIV-1 (teste rapido anti-HIV negativo
na inclus&o) sem historia médica significante, e com exame fisico na incluséo
sem alteracdes clinicas significantes.

e Sem antecedentes de vacinagdo contra febre amarela (auto afirmacéo do

participante).
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3.3 Visitas do estudo:

As coletas de sangue para este projeto foram realizadas em duas visitas. Na
tabela 1, listamos as informagdes para fins comparativos do material que foi obtido em

cada visita.

Tabela 1: Procedimentos clinicos realizados com os participantes do estudo, por visita.

Visita 1 - Incluséo (Dia zero) Visita 2 (Dia 5) Visita 3 (Dia 30)

TCD4*, CD8 e HIV-RNA de entrada

Histéria médica para os participantes do grupo de TCD4+, CD8 e HIV-RNA

PVHIV e atualizagao de histoéria para os participantes
médica
TCD4, CD8 e HIV-RNA de Captura e registro de eventos ; P
entrada para os participantes do P ad?/ersos Ensaio de neutralizagdo

grupo de PVHIV (PRNT)
Coleta de sangue, processamento e
armazenagem para quantificagao
de viremia pelo virus vacinal
Coleta de sangue, processamento Coleta de sangue, processamento e

Teste rapido anti-HIV para os
candidatos HIVneg

€ armazenagem para exames de armazenagem para exames de
entrada (hemograma, AST, ALT, seguranca (hemograma, AST, ALT,
bilirrubinas). bilirrubinas)

Coleta de plasma e PBMC para Coleta de plasma e PBMC para
estudos de imunidade inata, estudos de imunidade inata,
imunoativagao e caracterizagdo de imunoativagéo e caracterizagao de
miRNAs. miRNAs.

3.4 Obtencao e contagem de células mononucleares do sangue periférico

Para obtengdo das células mononucleares do sangue periférico (PBMC,
utilizamos 40 mL de sangue coletado em tubos contendo heparina, centrifugado a
1500 x g por 10 minutos. O plasma foi previamente separado da porgéo celular apés
centrifugacao a temperatura ambiente e armazenado no freezer a -70°C. O sangue,
diluido com PBS (salina tamponada com fosfato) 0,01 M, pH 7,2 e entdo, foi
adicionado lentamente ao reagente Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich Company, Saint
Louis, MO, EUA), na proporgéao de 2:1, seguido de centrifugagcéo por 30 minutos a
1500 x g. Em seguida, o anel leucocitario foi formado, coletado e transferido para outro
tubo de 15 mL onde foi lavado com PBS, sendo submetido a centrifugagao por 10
minutos a 1500 x g. O precipitado formado foi ressuspenso em 10 mL de PBS. Foi

realizada a contagem das células e determinacdo da viabilidade das PBMC,
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armazenadas em nitrogénio liquido na concentragdo de 5-10x10° células / mL em

solugdo contendo 90% de soro fetal bovino e 10% de dimetilsulféxido.
3.5 Ensaio de Neutralizagao por anticorpos

Com intuito de correlacionar os dados de expressdo génica das citocinas e
miRNAs, com os titulos de anticorpos neutralizantes anti-YF17D, foi utilizado o teste
de neutralizagao por redugao de placas de Lise (PRNT). O PRNT possui a capacidade
de detectar os anticorpos neutralizantes, permanecem por muitos anos e sao
protetores, reduzindo ou eliminando a infecciosidade do virus (ROEHRIG JT,
HOMBACH J & BARRETT AD., 2008). A titulacao de anticorpos foi realizada em
colaboracdo com o Laboratério de Tecnologia Virolégica de Bio-Manguinhos
(LATEV/BIO). Individuos que apresentaram titulos de neutralizagdo maiores que
1:100, obtiveram soroconverséo.

Para comparar médias dos resultados de neutralizacdo de cada um dos

grupos, utilizamos o método Tukey Honest Significant Difference.
3.6 Citometria de Fluxo

As contagens absolutas de linfocitos TCD4" foram obtidas a partir do sangue
total utilizando o kit MultiTest TruCount-kit e o software MultiSet no citdbmetro de fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences, EUA). A carga viral plasmatica do HIV-1 das amostras
correspondentes a coleta realizada no presente estudo foi mensurada usando o kit
Abbott RealTime HIV-1 assay (Abbott Laboratories, EUA). Essas analises foram
realizadas no laboratério de Aids e Imunologia Molecular (IOC) em colaboragao a
Plataforma de Laboratorio Multiusuario (PLATLAB), INI, Fiocruz.

3.7Citocinas e Receptores
3.7.1 Extracdo de RNA Total

As PBMC criopreservadas (contagem de células entre 5.10° e 1.107) foram
descongeladas e centrifugadas a 2.000 x g por 5 min. As etapas subsequentes foram
realizadas seguindo o protocolo do Mini Kit em colunas Pure Link RNA Mini Kit
(Invitrogen ™) com adaptacao na etapa de adi¢ao de etanol para recuperar pequenos
RNAs junto ao RNA total, adicionando assim o volume de 750 uL de etanol absoluto,
seguido da centrifugagao e lavagem. Por fim, foram obtidas as quantidades de 35

uLde RNA que foram armazenados a -80°C.
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Para avaliar a integridade do RNA realizamos a técnica de eletroforese em gel
de agarose, a fim de observar as bandas 28s e 18s e 5s referentes ao RNA
ribossomal. Cada amostra de RNA foi misturada no carreador azul de bromofenol, no
corante fluorescente Gel Red e submetida a eletroforese em gel de agarose 1%, em
tampao TBS 1x, por 40 minutos a 100 volts, para avaliacao da mobilidade do RNA.
Para a visualizagdo do mesmo, utilizamos o transluminador na presenca de luz
ultravioleta, e em seguida, o resultado foi fotodocumentado.

Para a obtencdo da quantificagdo dos acidos nucléicos, o utilizamos o
Espectrofotdmetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 e consideramos a razéo
260/280 para avaliar o nivel de pureza do material. Com o intuito de verificarmos se
nossa quantificagdo estava correta, comparamos nossa analise com a integridade do
RNA observada através do equipamento Bioanalyzer (Agilent Tecnologies), que

funciona como uma eletroforese automatizada.
3.7.2 Reagao de Transcripatse Reversa

O sistema de sintese de cDNA SuperScript® IV (Invitrogen™) para RT-PCR é
otimizado para sintetizar o DNA complementar da primeira fita a partir da cauda poli
(A) + ou RNA total purificado. A enzima é usada para sintetizar cONA em uma faixa
de temperatura de 50° a 55 °C, fornecendo especificidade aumentada, rendimentos
mais altos de cDNA e produto mais completo do que outras transcricoes reversas.

As amostras foram submetidas a uma primeira etapa de desnaturagao a 65°C
por 5 minutos, seguida por uma incubagao a 23°C por 10 minutos. Em seguida, a
reacao foi incubada em 50-55 ° C por 10 minutos e inativada a 80 ° C por 10 minutos.
Para essa técnica, utilizamos iniciadores aleatérios (50 pM, Invitrogen™). O cDNA

obtido foi quantificado no Nanodrop 2000 e armazenado a -30°C.
3.7.3 Expressao Génica através da PCR quantitativa (QPCR)

A técnica PCR em tempo real (qQPCR), vem sendo empregada em numerosos
estudos de andlises de expressao génica, pois sua alta sensibilidade permite a
quantificagdo de transcritos raros e pequenas mudangas na expressao génica. Os
métodos mais utilizados na quantificagdo de RNA por gPCR sao: a quantificacao
absoluta (fornece o numero de cdpias do transcrito de interesse, a qual é obtida por
meio de uma curva padrdo) e a quantificagao relativa (os niveis de expressao sao

mensurados por meio de gene alvo e gene controle, sendo que o controle deve
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apresentar niveis de expressdo estaveis em diferentes analises) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

Nossos resultados foram analisados pelo método da quantificacao relativa para
avaliar a variagao da expressao de seis genes alvo utilizando dois genes controle
(Tabelas 2 e 3). Selecionamos as citocinas e receptores que foram indicados
previamente com base na resposta contra febre amarela segundo Querec et al., 2006
(QUEREC et al., 2006) e indicados por Jue Ho et al. 2017 (HUANG et al., 2018).

O ensaio de qPCR foi realizado utilizando o kit comercial TagMan Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, Cal.) para cada alvo. Os genes
endogenos utilizados como normalizadores nos ensaios de expresséo génica foram o
da B-actina (ACTB) e do gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

Tabela 2: Genes endégenos humanos utilizados para a analise da expressao génica.

. : Tamanho Localizagéo no
Gene Nome do gene Funcao Biologica Ensaio ID
(aa) Cromossomo

Proteina do Hs99999903_m
ACTB Beta actina ) 375 7
citoesqueleto 1

Glyceraldeido-3- .
Envolvido na
GAPDH fosfato o Hs02758991_g1 355 12
. glicolise
desidrogenase

Fonte: Applied Biosystems (https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/applied-

biosystems.html.)

Para a realizacado do ensaio de qPCR, os cDNA foram utilizados em duplicata
na quantidade inicial de 2500 ng/uLpor reagdo, em um volume final de 20uL (ja
contendo o cDNA). Foram adicionados a cada pogo (ABI Prism optical plates, Applied
Biosystems), 10 yL de 2X TagMan Universal Master Mix (1X) contendo: AmpliTaq
Gold 250U, AmpErase UNG, 10X Tagman Buffer A e dNTPs, e 1uL 20x ensaio
TagMan contendo iniciadores e sondas especificas para as moléculas de interesse:
IL-6, IL-21, TGF-B, IL-10, CD19, CD163 e para os controles endogenos: B-ACTINA e
GAPDH (Applied). Todo material foi amplificado, em um total de quatro etapas: 1 ciclo
a 50°C por 2 min, para a ativacao da enzima AmpEraser UNG, 1 ciclo a 95°C por

10min para a ativagdo da AmpliTaqGold DNA polimerase e 50 ciclos contendo etapas
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de desnaturagao a 95°C por 15 segundos, seguidos pelas etapas de hibridizagéo e a

extensao a 60°C por 1 min. A variagao nos niveis de expressao dos genes de interesse

foi calculada a partir da variagao entre os valores do ciclo de threshold (CT) deste

gene e dos controles endégenos (ACt).

O cDNA de referéncia para as citocinas estudadas foi constituido pela mistura

de varios cDNAs produzidos a partir do RNA das proprias amostras incluidas no

estudo. As amostras foram avaliadas em duplicata para cada uma das citocinas e

receptores de interesse, para o gene da B-actina e para o GAPDH.

As amplificagdes foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR

System (Life Technologies/EUA), e as caracteristicas dos genes e receptores

moleculares e estdo descritos abaixo.

Tabela 3: Genes codificadores para citocinas humanas utilizadas na analise da expressao

génica.
i . Localizagéo
Numero de Funcéo . Tamanho
Gene Nome do gene . Ensaio ID no
acesso Biologica (aa)
Cromossomo
Fator de
) [RefSeq: Codificagao
TGF-B Crescimento e Hs00998133 m1 390 12
NM_000660.5] de proteina
Transformagéao Beta
) [RefSeq: Codificagao
IL-6 Interleucina 6 Hs00985639 _m1 212 7
NM_000600.4] de proteina
[RefSeq: Codificagao
IL-10 Interleucina 10 Hs00961622_m1 178 1
NM_000572.2] de proteina
) [RefSeq:NM_0  Codificagao
IL-21 Interleucina 21 Hs00222327_m1 162 4
01207006.2] de proteina
[RefSeq:NM_0 Receptor de
CD19 Molécula CD19 Hs00174333_m1 556 16
01178098.1] Células B
Antigeno
[RefSeq:NM_0 ]
CD163 Receptor CD163 associadoa Hs00174705 m1 1156 12
04244.5] ]
macrdéfagos

Fonte: Applied Biosystems (https://www.thermofisher.com/br).

3.8microRNAs

3.8.1 Extracao de miRNA

Para a extracdo dos miRNAs, utilizamos o kit de isolamento mirVana ™

(Invitrogen™) que recupera efetivamente todo o RNA (de mRNA grande e RNA
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ribossémico com até 10 nucleotideos). O kit de isolamento mirVana ™ miRNA permite
o isolamento de pequenos RNAs totais contendo RNA de amostras que consistem em
10%2a 107 células.

As PBMC foram descongeladas, ressuspendidas em 9mL de PBS 1x e
centrifugadas a 2.000 x g por 5 min. Em seguida, foram adicionados 500uLdo tampao
de lise mais 1/10 (do volume no eppendorf) do aditivo de miRNA. Apds incubar o
material no gelo (0 - 4°C) por vinte minutos, adicionamos a mesma quantidade de
acido Fenol-Cloroférmio seguido de mais uma centrifugacdo de 5 minutos, para
compactar as fases. Recuperamos o estagio aquoso e adicionamos 1/3 de etanol
100% para assim inserirmos no filtro de coleta. O filtrado foi coletado e adicionado a
uma nova coluna com mais 2/3 (do volume total) de etanol absoluto, e centrifugado.
A partir de entdo, demos inicio as lavagens, eluimos o mirRNAs em 30uLe estocamos
a -70°C. Para subsequente obtencdo da quantificagdo dos acidos nucléicos,
utilizamos o Espectrofotdbmetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 e consideramos

a razao 260/280 considerando o nivel de pureza do material.

3.8.2 Reagado de Transcripatse Reversa

Para a sintese do cDNA, utilizamos o kit cDNA Advanced miRNA Assays
conforme recomendado pelo frabricante (Applied Biosystems). Em um tubo de 1,5 mL,
foi preparada uma mistura de reagao da cadeia PolyA. Em seguida, adicionamos 2 uL
de amostra em cada eppendorf (0,2) de reagdo e, em seguida, transferimos 3 ul da
reacdo a eles. O material foi incubado no termociclador com a seguinte ciclagem: 37°C
por 45 minutos e 65°C por 10 minutos.

Na reacgao de ligagao (22 etapa), inserimos os reagentes: 5X DNA Ligase Buffer,
50% PEG 8000, 25X Ligation Adaptor, RNA Ligase, RNase-free water, e transferimos
10 uL para a reagao da cadeia PolyA apds finalizada a primeira incubagdo. Em
seguida, inserimos novamente no termociclador por 60 minutos a 16°C.

Apds o término da etapa de ligagdo, seguimos para etapa de transcricéo
reversa (RT). Assim, em um tubo de 1,5 mL preparamos o mix inserindo: 5X RT Buffer,
dNTP Mix, 20X Universal RT Primer, 10X RT Enzyme Mix e agua livre de nuclease,
com um total de 15 uL por tubo. Estes 15 uL foram inseridos no produto da reacao de
ligacdo. Novamente, os tubos foram alocados no termociclador sob ciclagem de 42°C
por 15 minutos e 85°C por 5 minutos.
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A quarta e ultima reacéao é referente a amplificagdo do mirRNA. Em um novo
tubo de 1,5 mL preparamos o mix com os seguintes reagentes: 2X miR-Amp Master
Mix, 20X miR-Amp Primer Mix, RNase-free water, contabilizando 45uL de mix.
Adicionamos a essa reagédo 5uL do produto da reagdo de RT e seguimos com a
ciclagem de 14 ciclos de 95°C por 5min, 14 ciclos de 95°C por 3 segundos e 60°C por
30 segundos e um ciclo de 99°C por 10 minutos. O produto final foi armazenado a -

20°C até ser utilizado na PCR em tempo Real.
3.8.3 Expressao Génica através da PCR quantitativa (qQPCR)

Com intuito de avaliarmos a expressao génica dos miRNAs de interesse do
estudo, utilizamos o kit: TagMan Advanced miRNA Assays com os cDNAs obtidos
através do TagMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit. Apds descongelarmos e
centrifugarmos os ensaios, realizamos uma diluigdo 1:10 a partir de uma concentragao
de 2000 ng/uLdo cDNA realizado com tampao TE 0,1X.

Em um tubo de 1,5 mL, adicionamos o Master Mix Advanced TagMan Fast, 1uL
do ensaio do miRNA, e 4 uLde agua livre de RNAse por reagao. Depois de distribuir o
mix em cada tubo, adicionamos o cDNA diluido para cada reacdo. Utilizamos a
ciclagem descrita na tabela no equipamento 7500 Fast Applied Biosystems.

Tabela 4: Ciclagem utilizada para os ensaios TagMan Advanced miRNA Assays

Passo Temperatura Tempo Ciclos
Ativacdo da Enzima 95°C 20 segundos 1
Desnaturagao 95°C 3 segundos 40
Hibridizacao/Extensao 60°C 30 segundos

O gene enddégeno utilizado como normalizador nos ensaios de expressao
génica dos miRNAs, foi o mir-26a devido a sua estabilidade de expressdo (RAGNI et
al., 2019; TIMONEDA et al., 2012), representado na tabela 5.

Tabela 5: Gene endégeno utilizado para a analise da expressao génica.

Localizagéo do
Cromossomo

mir 26a MicroRNA 26a Hs04231546_s1 Chr.12: 57824609

Gene Nome do gene Ensaio ID

Fonte: Applied Biosystems (https://www.thermofisher.com/br).
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Quanto aos mirRNAs avaliados no decorrer do trabalho, listamos na tabela 6,
os que foram selecionados com base na sua fungao bioldgica e relagdo com as

citocinas avaliadas no estudo.

Tabela 6: Genes codificadores para citocinas humanas utilizadas na analise da
expressao geénica.

Gene Nome do gene Ensaio ID Localizagdo do cromossomo
Mir-146a  microRNA 146a Hs00864057_g1 Chr.5: 160485352
Mir-21 MicroRNA 21 Hs04231424 s1 Chr.10: 73902210
Mir 155 MicroRNA 155 Hs01374569_m1 Chr.21: 25562145
Mir520 MicroRNA 520 Rh04418443_sH Chr.19: 53482616

Fonte: Applied Biosystems (https://www.thermofisher.com/br).

Como ja mencionado para as citocinas, o cDNA de referéncia para os miRNAS
avaliados, consistiu por um poo/ de RNA das amostras com concentracdo de
aproximadamente 2000 ng/uLe posteriormente foi diluido na raz&o de 1:10 em agua
ultrapura estéril. As diluicbes foram testadas em duplicatas por gPCR para cada um
dos miRNAs e para o controle mir26-a.

3.9 Analises dos dados

As andlises das reacbdes de expressao relativa das citocinas, receptores e
miRNAs, foram realizadas inicialmente no programa Cloud, disponivel no site da
Thermo Fisher Scientific. Este software utiliza os dados online, utilizando o método do
CT comparativo proposto por Livak e Schmittgen em 2001 gerado a partir da formula
2A8Ct Nessa técnica foi realizada a normalizacdo da quantificacdo da expressao
génica a partir da quantificagdo dos genes utilizados como controles enddégenos, no
nosso caso, beta-actina, GAPDH e mir-26a.

Os dados gerados pelo equipamento foram inseridos no programa Cloud, e
nele foi inicialmente calculado o ACT (CT gene do estudo — CT genes endbdgenos).
Organizamos esses valores em planilhas utilizando o programa Excel (Microsoft) e
realizamos todos os calculos para chegar na quantificagao relativa (AACT).

O ACT de cada individuo no dia cinco foi diminuido do ACT que ele apresentou
no dia zero, gerando assim o valor de AACT. A quantidade do gene-alvo foi
normalizada com uma referéncia endégena convertida em quantificagao relativa pela

formula 2227 para obtencéo do fold change.
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A expressao relativa dos alvos, obtida a partir do fold change, representa
quantas vezes o gene alvo esta mais expresso em relagédo ao controle. Valores acima
de 1 foram considerados aumentados e entre zero e 1, diminuidos. As amostras
consideradas outliers foram repetidas e avaliadas individualmente.

Utilizando o valor de fold change final, os graficos foram gerados no programa
GraphPad Prism versao 9. Para a associagdo dos nossos grupos que ndo possuem
distribuicdo normal, utilizamos o teste Mann-Whitney. Para a comparagao entre mais
de dois grupos sem distribuicdo normal, empregamos o teste Kruskal- Wallis. Foram
considerados estatisticamente significativos valores de *p < 0,05; **p < 0,01 e
sugestivo quando p <0,1.

Para correlacionar os resultados de fold change dos miRNAs e citocinas,

utilizamos o teste de Correlagdo de Pearson também no programa Prism9.
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4.0 Resultados
4.1 Populagao de estudo

Na tabela 7, destacamos os dados sociodemograficos dos 70 individuos
participantes do estudo. Destes, 50 vivem com o HIV-1 e 20 participantes HIV
negativos compuseram o grupo controle. A mediana da idade esta apresentada
juntamente com os quartis 1 e 3 (Q1 e Q3), assim como o numero absoluto de
participantes separados por sexo. A idade dos participantes é referente ao momento

em que iniciaram sua participacao no estudo.

Tabela 7: Caracteristicas demograficas dos participantes do estudo.

Total HIVneg PVHIV
Idade
. 43 (31-47) 39 (28-44) 44 (35-48)
[Mediana (1QQ)]
Sexo F 22 (31.42%) 9 (12.9%) 13 (18.6%)
[n (%)] M 48 (68.57%) 11 (15.7%) 37 (52.9%)

1QQ: Intervalo interquartil

Os dados clinicos e laboratoriais dos participantes estido apresentados no
apéndice | (tabela suplementar 1). Observamos que alguns pacientes apresentaram
alteracdes, principalmente na bilirrubina no quinto dia apds a vacinacao, porém
quando verificadas individualmente, essas alteragdes nao implicam em uma diferenga

na mediana dos fold changes das citocinas, receptores e miRNAs.

4.2 Contagens de Linfécitos TCD4" dos individuos do estudo

Para a realizagédo dos ensaios, foram consideradas as contagens de células T
CD4" realizadas nas coletas DO e D5 dos 70 individuos recrutados. Entre PVHIV, no
DO, a mediana de CD4 era 654 células/mma3 (intervalo interquartil 435-1023), todos os
participantes tinham carga viral HIV RNA <40 cépias/mL e todos os participantes
usavam terapia antiretroviral. Na figura 10, é possivel observar a distribuicdo das
medianas dos valores de células TCD4*/mm?3 nos grupos de analise: participantes com
status soroldgico positivo e negativo para infeccao pelo HIV-1 nos dois momentos
avaliados. Com um valor de p<0,01, observamos diferencga estatisticamente relevante

no grupo controle contagem de células TCD4". Podemos afirmar nessa analise que o
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grupo controle no quinto dia apds vacinagéo, apresentou uma queda significativa

desses linfocitos.

Figura 10: Contagem de células T CD4*/mm3 dos participantes antes (D0) e apoés (D5) a

vacinagao.
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Tridngulos indicam o grupo controle e circulos indicam individuos PVHIV. Barras horizontais
pretas representam os intervalos de confiangca de 95%. Foram considerados significativos os

valores: * p < 0,05.

Apos observarmos que os grupos apresentaram queda de CD4",
principalmente o grupo controle, buscamos a contagem desses linfécitos dos
participantes na visita do dia 30 e correlacionamos de acordo com a figura 12.
Observamos no grafico as medianas da contagem de linfécitos TCD4" nos dias zero,
cinco e 30 (correspondente ao retorno dos participantes na visita de um més e

respectiva titulagao de anticorpos).

No grafico, observamos que o grupo HIVneg perdeu mais células apos a
aplicagao da vacina comparado com o grupo PVHIV. Nesse grupo, ndo observamos
a recuperacgao de células prevista 30 dias apds a vacina, contudo no grupo PVHIV,
observamos um leve aumento de células no dia 30, porém nao retornam aos niveis

basais, conforme a figura 11.
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Figura 11: Mediana da contagem de células TCD4* nas visitas de dia 0, dia 5 e 30.
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Quadrados em preto representam as medianas do grupo controle e quadrados em vermelho
representam as medianas do grupo PVHIV.

Quanto ao grupo PVHIV, 27 dos 50 individuos apresentaram contagens de
linfocitos TCD4* abaixo de 500 células/mm? e 23 apresentaram contagens acima de
500 células/mm3. Essa contagem diminuida ja verificada em individuos portadores do
HIV nao parece afetar na produgao de anticorpos um més apds a aplicagcao da vacina
segundo a figura 12. Nesse grafico, apresentamos no eixo y a titulagao de anticorpos
neutralizantes e no eixo x as contagens de células TCD4" do grupo PVHIV no dia
cinco, separado pela contagem de linfécitos. Observamos que ambos os grupos
apresentaram altos titulos de anticorpos independente da contagem de células. O
ponto de corte de positividade para soroconversdo é 100 e todos os participantes

apresentaram titulos acima, inclusive os outliers.

Figura 12: Titulos Neutralizantes (Dose Inibitéria de 50% (ID50) no dia 30 para o grupo
PVHIV com contagens de células TCD4* <500 e >500 no dia 5.
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4.3Padronizagdo da Técnica de Extragdo de RNA

Para avaliar a integridade do RNA realizamos a técnica de eletroforese em gel
de agarose, a fim de observar a presencga das bandas 28S e 18S e 5s referentes ao
RNA ribossomal (Figura 14a). J& para a obtermos a quantificagcdo dos acidos
nucléicos, o utilizamos o Espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 e consideramos a razao
260/280 observando o nivel de pureza do material. Comparamos 0 mesmo material
no Bioanalyzer da Agilent, que fornece uma avaliagdo qualitativa e semiquantitativa
da integridade do RNA (Figura 14b). Neste, inserimos 1uL das amostras no chip a fim
de avaliar a concentragéo e integridade do RNA. Apds, constatamos que o material
estava integro a partir do valor do RIN (integridade do RNA), e mantivemos nossas

analises com o Nanodrop 200 e o gel de agarose.

Figura 14: Analise de integridade do RNA total.
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A) Eletroforese em gel de agarose 1%. Marcador de massa molecular Low DNA Mass ladder: 100
pb a 2,000 pb pares de base. Os pocos 1 a 6 sdo amostras de pessoas vivendo com HIV e
mostram a separagdo por tamanho das subunidades do RNA, evidenciando a subunidade 28
com 2500 pb, a subunidade 18 com 1000 pb e a subunidade 5 com 800 pb. B) Analise de
integridade do RNA (RIN). Programa: Agilent 2100 Bioanalyzer. Concentracido Ladder [ng/ul]:

150.
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4.4 Interferéncia Heparina

Devido ao fato de os individuos incluidos no estudo fazerem parte de um projeto
maior, as amostras haviam sido coletadas previamente em heparina. E descrito que
amostras coletadas com heparina podem apresentar inibicdo da amplificacdo dos
acidos nucléicos para o alvo pesquisado por RT-gPCR, podendo impossibilitar a sua
detecgao (HOLODNIY et al., 1991). Sendo assim, apds a extragdo de RNA e obtengao
do cDNA, realizamos a PCR do gene controle da —globina (268 pares de base) da
amostra de um participante do estudo coletada tanto em heparina quanto em EDTA.
Os iniciadores  utilizados para essa reacdo foram: PC04 (5-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3) e GH20 (5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3),
descritos por BELL et al; 1993. Observamos na eletroforese em gel de agarose que
a mesma amostra amplificou tanto na coleta em EDTA quanto em heparina, o que nos

fez seguir as analises com esse material apds a testagem.

4.5Padronizacao da reagdao de PCR em Tempo Real

Para obtermos a eficiéncia da amplificacao realizamos uma curva padrao para as
citocinas e receptores selecionados, construimos um pool de cDNA com 1 uL das
amostras de RNA, e realizamos uma diluigao seriada partindo de 2.500 ng a 16 ng.
Portanto, o limite minimo de deteccdo das citocinas testado foi de 16 ng de cDNA e
as sondas alvos que captaram moleculas de mMRNA nessa dilui¢do e seus respectivos
threshold cycles (CTs) foram: CD19 (CT: 36,7), IL-10 (CT: 37,1), CD163 (CT: 35,8),
TGF-B (CT: 36,9). O alvo para a citocina IL-21 apresentou um limite de detecgéo de
515 ng com CT: 34,4 e o alvo da citocina IL-6 apresentou um limite de detecc¢ao de
2,5 ug ¢ om CT: 31,3. Diante destes resultados definimos como padrao utilizar

aproximadamente 1 ug de RNA (Figura 15).
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Figura 15: Limite de detecgdo do pool em cada alvo a partir de uma diluicdo seriada partindo de
2,5ug a16 ng.
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Nesta figura, apresentamos os pools referentes aos 6 alvos do estudo: IL-6, CD19, TGF- g, IL-21, IL10
e CD163, apresentados conforme a legenda. Equipamento PCR em tempo rea utilizado: Fast 7500.

4.6 Estabilidade de expressao dos genes endogenos das citocinas

Na figura 16, apresentamos no eixo Y, os valores de CT de todas as amostras
do estudo em DO e D5. Observamos em ambos os graficos que tanto a expressao da
B -actina quanto do GAPDH foram constitutivas nas PBMCs, como esperado.

Quanto a expressdao da B-actina, foi demonstrado na analise estatistica
diferenga significativa referente a algumas amostras outliers. Esse resultado refor¢a

a necessidade de utilizagdo de no minimo dois controles endégenos.
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Figura 16: Valores de CTs dos genes enddgenos da -actina e do GAPDH.
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Representamos no eixo Y os valores de CT e no eixo X, os grupos do estudo por dia de
analise. O teste aplicado foi de Kruskal-Wallis com p<0,05.
4.7 Comparagao da expressao relativa das citocinas e receptores antes e

depois da vacina

A partir do calculo obtido através dos valores de CT dos alvos e dos genes
endogenos utilizados, obtivemos os resultados de expresséo relativa (ACT) dos
individuos antes e depois da vacinacao. A fim de verificar o perfil de expressao das
citocinas e receptores antes da vacinacdo e entender como elas se apresentavam
entre as PVHIV e o grupo controle, foram gerados os graficos das figuras 17 e 18. Na
figura 17, inserimos apenas os valores de DO das PVHIV e dos individuos controle
como mencionado no eixo X. Observamos que no momento que antecede a aplicagao
da vacina era observada diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos para o com
receptor CD163. A tabela os valores dos ACTs em DO e em D5 esta apresentada no

apéndice 1 (figura suplementar 1).
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Figura 17: Valores de expressao relativa antes da vacinagao contra Febre Amarela. No eixo x,

inserimos o grupo de analise e no eixo y apresentamos os valores de ACT.
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A mesma analise foi realizada com as amostras coletadas cinco dia apds a
aplicagao da vacina e nesse momento o unico alvo em que foi observada diferenga

significativa (p<0,05) foi a citocina IL-10, como demonstrado na figura 18.

Figura 18: Valores de expressao relativa depois da vacinacao contra febre amarela. No eixo x,

inserimos o grupo de analise e no eixo y apresentamos os valores de ACT.
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Os grupos com NS nao apresentaram diferenca estatistica e neste caso, foi observada
diferenca significativa na expressdo da citocina IL-10 com valor de p=0,0454. Barras
horizontais em rosa representam o intervalo interquartil e os valores de p foram corrigidos
pelo nimero de comparagées par a par pelo método Mann-Whitney.
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4.8 Expressao diferencial das citocinas e receptores

A partir dos célculos de fold change de cada individuo para cada alvo, ilustramos
no mapa de calor abaixo aqueles que apresentaram a citocina/receptor expresso ou
reprimido. Em vermelho, destacamos os individuos que apresentaram queda da
expressao de determinado alvo no 5° dia apés aplicacdo da vacina. Ja aqueles em
verde apresentaram aumento na expressao do gene alvo e os marcados em preto néo
apresentaram alteragdo. No mapa de calor, conseguimos observar que as amostras
do grupo controle (HIVneg), demonstram tendéncia de queda na expressao dessas

citocinas e receptores.

Figura 19: Mapa de calor do fold change das citocinas e receptores.
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No lado esquerdo, destacamos os dois grupos de individuos e na parte inferior de cada coluna apresentamos o
alvo. Valores em vermelho representam repressao do alvo (>1) e em verde, representamos aqueles que tiveram
queda na expressao do alvo (fold change<1) apés a vacinagdo. Retidngulos em preto demonstram aqueles individuos
que nado apresentaram alteragdo na expressao do alvo. Grafico gerado pelo programa GraphPad Prism 9.
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4.8 Avaliagao da expressao diferencial das citocinas e receptores

Apresentamos na figura 20, os graficos referentes a expressao diferencial dos
seis alvos avaliados. Ao analisarmos os valores de expressao relativa da IL-6,
observarmos que 50,7% dos participantes apresentaram aumento no fold change
(valores >1), enquanto 49,2% demonstraram valores de fold change abaixo de 1,
classificados assim por apresentarem queda na expressao desse gene. Quando
observamos apenas o grupo de PVHIV (n=50), verificamos que exatos 50% dos
individuos apresentaram aumento do fold change, enquanto os outros 25 individuos
demonstraram queda na expressao desta citocina. Observamos detalhadamente os
dados demograficos destes dois grupos e constatamos que sdo homogéneos tanto na
quantidade de participantes do sexo feminino e masculino, quanto na idade (ambos
0s grupos a meédia foi de 42 anos). Quando comparamos a expressdao génica
diferencial nos nossos dois grupos de analise (Figura 20a), ndo verificamos diferenca
significativa entre os valores de fold change.

Em relagcdo a expressao diferencial da IL-10, observamos que 52,1% dos
participantes do nosso estudo apresentaram aumento na expressao dessa citocina
enquanto 47,8% apresentaram queda nos valores de fold change. Considerando os
valores de fold change apresentados pela IL-10, observamos de acordo com a figura
20b, que existe diferenga significativa na sua expressao (p= 0,0123) entre o grupo
PVHIV e o grupo controle. PVHIV apresentaram maiores valores de expressao da
citocina IL-10 no quinto dia apés a vacina enquanto os individuos controles, possuem
menores valores de expressao desta citocina (Figura 20b).

Quanto aos valores de fold change demonstrados pelos participantes para a
citocina IL-21, observamos que, 55,07% apresentaram aumento da expresséao (fold
change >1), enquanto 44,9% demonstraram queda (<1). Como destacado na figura
20c, néao foi verificada diferenga significativa entre a expressao de IL-21 no grupo
controle e em PVHIV.

Ao avaliarmos a expressao diferencial do TGF-f3, observamos que 67% dos
individuos demonstraram queda na expressao dessa citocina, enquanto 33%
apresentaram aumento na expressdo da mesma. Dos 20 participantes controles do
estudo, 80% demonstraram valores de fold change menores que 1 para expressao do
TGF-B, enquanto no grupo PVHIV, 62% também apresentaram queda na expressao.
Nao foi verificada diferenga significativa na expressdo do TGF- B entre os grupos
controle e PVHIV.



62

Em relacdo a expressao do receptor CD19, 61% dos participantes
demonstraram queda, enquanto 39% apresentaram aumento de fold change. Quanto
ao comparativo da expressao desse receptor nos grupos PVHIV e controle (Figura
20e) nao foi constatada diferenga significativa. No grupo controle (n=20), 68,4% dos
individuos obtiveram queda na expressao desse receptor.

Com relagao a expressao do receptor CD163, verificamos que 55% dos
participantes apresentaram aumento da expressdo, enquanto 45% demonstraram
queda. No entanto, quando esses valores de fold change foram submetidos ao teste
estatistico e comparados entre os grupos controle e de PVHIV nao foram verificadas

diferencas significativas, conforme observamos na figura 20f.
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Figura 20: Graficos da Quantificacdo Relativa (log10) das amostras dos 70 individuos apos

a vacinagao contra a Febre Amarela.
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Apresentamos os resultados de expressdao de todos os alvos e receptores com suas distribuicoes
amostrais representadas na forma de dot-plots. Losangos indicam valores de fold change dos individuos
do grupo controle (HIVneg)e circulos indicam individuos PVHIV. Barras horizontais pretas representam
os intervalos interquartil dos efeitos marginais médios esperados por grupo. Os valores de p foram
corrigidos pelo nimero decomparagoes dois-a-dois pelo método Mann-Whitney. Foram considerados
significativos os valores: * p < 0,05. Figura (A): expressao génica da IL-6, figura (B): expressao génica IL-
10 com p valor significativo, figura (C): expressao génica da IL-21, figura (D): expressado génica do TGF-
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B, figura (E): expressao génica do CD19 e figura (F): expressao génica do CD163.
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Na tabela 8, inserimos as medianas dos valores da quantificacido relativa de
cada alvo de todos os individuos pertencentes a cada um dos dois grupos. Nesta
analise, observamos que o receptor CD19 e o TFG- 3 e apresentaram as medianas
abaixo de 1, demonstrando uma tendéncia de queda na expressao, cinco dias apos a

aplicagao da vacina, tanto no grupo controle como no de PVHIV.

Tabela 8: Medianas dos valores da expressao diferencial de cada alvo.

Alvos  Fold- Change PVHIV  Fold- Change HIVnheg p valor

IL-6 1,051 1,629 0,5924

IL-10 1,416 0,191 0,0123

I-21 1,165 1 0,6626
CD19 0,737 0,517 0,17
CD163 1,091 0,887 0,2994
TGF-8 0,808 0,402 0,0675

4.9. Estabilidade de expressado do gene endégeno mir-26a

Para dar inicio aos experimentos de expressdo génica dos miRNAs,
quantificamos inicialmente duas amostras (DO e D5) de um mesmo individuo a partir
da extracdo com 2uL, 5uLe 10uL de RNA. Realizamos a sintese da molécula de cDNA
a segundo orientagdes do fabricante e preparamos as diluicées 1:10 em TE. Quanto
a estabilidade do nosso gene enddgeno, demonstramos na figura 22 no eixo Y, os
valores de CT de todas as amostras que tiveram sua expressao génica de miRNAs
avaliadas. Quanto ao grupo controle, inserimos os valores de CT das 30 amostras (15
participantes em dO e d5) observado nos tridngulos pretos. Em vermelho,
apresentamos os CTs das 66 amostras referentes ao grupo de PVHIV, 33 amostras
no dia zero e 33 no dia cinco, totalizando assim 48 participantes em dois momentos
(96 amostras). Observamos a expressao constitutiva do gene, definindo assim como

nosso controle endégeno nas analises subsequentes.
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Figura 21: Valores de CTs do gene endégeno mir-26a.
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Representamos no eixo Y os valores de CT e no eixo X, os grupos do estudo por dia de analise.
O teste aplicado foi de Kruskal-Wallis com p<0,05.

4.10 Expressao diferencial dos miRNAs

Das 140 amostras referentes aos 70 individuos avaliados no ambito das
citocinas, realizamos a expressdo génica de 96 amostras, representando 48
individuos. Destes 48, quinze pertencem ao grupo controle (HIVneg) e 33 ao grupo
PVHIV.

No mapa de calor apresentado na figura 23, incluimos os valores de fold change
de cada participante para os quatro miRNAs avaliados, separando por grupo. E
possivel observar uma tendéncia a repressao da expressao dos miRNAs cinco dias
apo6s a vacina, principalmente no grupo controle. Todos os miRNAs apresentaram
valores calculaveis de fold change, porém nao foi possivel para o mir-520. Dos 48
individuos analisados, apenas seis apresentaram valores calculaveis de expressao
diferencial a partir da amplificagdo do miRNA. Destes, trés mostraram expresséo do
mir-520 e os outros trés demonstraram o gene reprimido apds a vacinagdo. As
amostras que nao apresentaram sinal de amplificagcdo foram novamente testadas,

mantendo o nivel de expressao indetectavel.
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Figura 22: Mapa de calor do Fold Change dos miRNAs.
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No lado esquerdo, destacamos os dois grupos de individuos e na parte inferior de cada coluna
apresentamos o alvo. Valores em vermelho representam repressao do alvo (>1) e em verde, representamos
aqueles que tiveram queda na expressao do alvo (fold change<1) apés a vacinagdo. Retangulos em preto
demonstram aqueles individuos que nao apresentaram alteragao na expressao do alvo e aqueles em cinza
correspondem as amostras que nao amplificaram. Grafico gerado pelo programa GraphPad Prism 9.
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Quando avaliamos individualmente a expressdo dos mirRNAs selecionados,
observamos para o mir-21 que 28 (58%) dos 48 participantes mostraram valores de
fold change <1, demonstrando queda na expresséao, enquanto 20 (42%) apresentaram
valores de fold change >1, indicando aumento da express&o deste miRNA. Na andlise
comparativa entre PVHIV e grupo controle (HIVneg), ndo é observada diferenga
estatistica de expressao, apresentado na figura 23a.

Quanto ao mir-146, dos 48 individuos testados, 25 (52%) apresentaram queda
na expressdo do mir-146, enquanto 23 (48%) demonstraram aumento. Nos 15
individuos do grupo controle, dez (66,6%) apresentaram queda na expressao do mir-
146 cinco dias apds aplicagédo da vacina. Quando comparamos grupos PVHIV e
controle, nao foi verificada diferenga estatistica.

Em relagédo a expressao do mir-155, 26 participantes (54%) obtiveram queda
na expressao do miRNA, enquanto 22 (46%) apresentaram valores de fold change
maiores do que um. Nove (60%) dos 15 participantes do grupo HIVneg, demonstram
queda na expressdao do miRNA, porém nao é observada diferenga estatistica na
expresséo diferencial entre esse grupo e o PVHIV.

Na figura 23, inserimos os trés graficos com os valores de fold change
referentes ao mir-21, mir-146 e mi155. Inserimos uma linha pontilhada cortando o
grafico no valor de 1, para melhor visualizagdo das amostras que apresentaram

expressao aumentada ou diminuida.

Figura 23: Grafico da Quantificagdo Relativa (log10) das amostras dos 48 individuos apés a

vacinagao contra a Febre Amarela
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Apresentamos os resultados de expressado dos alvos mir-21 (a), mir-146(b) e mir-155 (c) com
suas distribuicoes amostrais representadas na forma de dot-plots. O eixo X em azul representa
os dois grupos (em azul grupo controle (HIVneg) e em rosa PVHIV). O fold change esta descrito
no eixo Y, em escala logaritmica de base 10. Losangos indicam valores de fold change dos
individuos HIVneg e circulos indicam individuos PVHIV. Barras horizontais pretas representam
os intervalos de confianga de 95% dos efeitos marginais médios esperados por grupo. Os
valores de p foram corrigidos pelo nimero de comparacdes dois-a-dois pelo método Mann-
Whitney. Foram considerados significativos os valores: * p < 0,05.

Diferentemente dos outros miRNAs avaliados até o presente momento, o mir-
520 demonstrou ndo ser expresso na grande maioria dos 48 individuos testados.
Apenas cinco participantes apresentaram valores de fold change calculaveis (quando
conseguimos a amplificagdo do alvo no DO e no D5). Destes cinco, trés sdo PVHIV e
dois pertencentes ao grupo HIVneg. Dos trés individuos do grupo PVHIV, dois
apresentaram expressao aumentada do mir-520 e um apresentou queda na
expressdo. No grupo controle, um participante apresentou aumento e outro
apresentou queda na expressao deste miRNA.

Como ja mencionado, a amplificagcdo do mir-520 ndo manteve um padrao de
expressdo para todas as amostras. Dez dos 48 (20%) individuos demonstraram a
expressdo dessa citocina apenas do DO, enquanto outros 20% (apenas cinco em
comum referentes aqueles que conseguimos calcular o fold change) apresentam
amplificacdo apenas no D5.

Para melhor visualizagdo desse resultado, criamos um grafico com os valores
de ACT (CT alvo - CT do gene enddgeno) desses individuos. Na figura 24, losangos
em cinza representam os valores de ACT dos dez participantes no DO e os losangos
rosas sao referentes aos individuos que apresentaram amplificagéo no D5.



69

Conseguimos observar no grafico que a grande maioria das amostras possui

o valor de zero indicando a auséncia de amplificagcédo desse alvo.

Figura 24: Grafico com o ACT das amostras dos 48 individuos ap6s a vacinacao contra a Febre

Amarela.
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Apresentamos os resultados do ACT do alvo mir-520 com suas distribuicbes amostrais
representadas na forma de dot-plots. Losangos em cinza indicam o ACT dos individuos
HIVneg e losangos em rosa indicam o ACT das PVHIV. Barras horizontais pretas
representam os intervalos de confianca de 95% dos efeitos marginais médios esperados
por grupo. Os valores de p foram corrigidos pelo nimero de comparagées dois-a-dois
pelo método Mann-Whitney. Foram considerados significativos os valores: * p < 0,05.

Na tabela 9, inserimos as medianas dos valores da expressao diferencial de
cada alvo em todos os individuos pertencentes a cada um dos dois grupos. Nesta
analise, apesar de no ter sido demonstrada diferenga significativa de fold change nos
alvos de miRNA testados, podemos observar que houve uma tendéncia aumentada
em todos esses alvos nos PVHIV.

Tabela 9: Mediana dos valores de fold change de cada alvo.

Alvos  Fold- Change PVHIV Fold- Change HIVheg p valor

mir-21 0,956 0,625 0,127
mir-146 1,086 0,785 0,1374
mir-155 0,901 0,858 0,5231

Avaliamos também a expressao relativa separadamente para cada miRNA nos

grupos PVHIV e controle nos dias zero e cinco. Os graficos estdo apresentados no



70

apéndice | (Figura suplementar 1). Observamos que os valores de ACT do mir-155,

foram mais elevados nos dias zero e cinco do que o0 mir-21 e mir-146.

4.11 Correlagao entre a expressao dos miRNAs com as citocinas e receptores

Nessa analise, buscamos correlacionar a expressao diferencial dos miRNAs
analisados com as citocinas e receptores que conforme verificado na literatura, ja
haviam sido relacionados. Verificamos também a associacao prévia através do banco
de dados mirbase (https://www.mirbase.org/).

Nesta, o intuito foi verificar se os resultados eram inversamente proporcionais,
Ou seja, se a expressdo aumentada de um determinado miRNA, estaria por exemplo,
inibindo a expresséo do alvo. Como possuimos os resultados de expressao génica
dos miRNAs de 48 individuos, selecionamos os valores de fold change desses
mesmos participantes realizamos os graficos.

Correlacionamos o fold change do mir-146 com o fold change das citocinas IL-
6 e TGF- B e ndo observamos linearidade dos pontos na curva, conforme figura 25a
e 25b. Assim, ndo ha indicio de algum tipo de correlagdo entre esse mirRNA com
essas citocinas.

Através dos valores de fold change do mir-21, repetimos a andlise com as
citocinas TGF- 3 e IL-10 e a mesma auséncia de correlagdo foi verificada (Figura 25c
e 25d).

O mir-155 foi correlacionado com o TGF- 3 e a IL-10 e com o receptor CD19.
Em nenhuma das comparagdes ha um indicio de correlagdo entre expressao de
miRNA/inibigao de citcocina.

Os individuos com valores de fold change considerados outliers foram repetidos

na PCR em tempo real e esse perfil se manteve.
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Figura 25: Anadlise de Correlagdo de Pearson entre os valores de fold change dos miRNAs

avaliados e dos respectivos alvos.
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Figura (A): correlagdo do fold change do mir-146 com a citocina IL-6, figura (B): correlagdo do
fold change do mir-146 com a citocina TGF- B: figura (C): correlagdao do fold change do mir-21
com a citocina TGF-B, figura (D): correlagao do fold change do mir-21 com a citocina IL-10, figura
(E): correlagao do fold change do mir-155 com citocina TGF-B, figura (F): correlagdo do fold
change do mir-155 com a citocina IL-10, figura (G): correlagao do fold change do mir-155 com o
receptor CD19. *nao foi observado p valor significativo (<0,05).
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5. Discussao

De acordo com a atualizagdo epidemiolégica da Organizagao Pan-Americana
de Saude (OPAS 2018), cinco paises das Américas notificaram casos confirmados de
febre amarela: Bolivia, Brasil, Coldmbia, Guiana Francesa e Peru. Considerando que
a febre amarela é uma doenca viral transmitida por mosquitos infectados, que pode
levar ao 6bito, existe um incentivo para que todos os locais pertencentes a areas de
risco de transmissdo continuem imunizando a populagdo e mantendo os viajantes
informados sobre a necessidade da vacinacdo. A vacina contra a febre amarela
reproduz uma infecgdo viral aguda e induz uma potente resposta imunoldgica celular
e humoral e de longa duracédo (PULENDRAN et al., 2013). Devido ao fato de que as
areas endémicas para febre amarela sdo, em muitos casos, sobrepostas aquelas com
elevada prevaléncia de HIV-1, existe a necessidade de entender melhor a resposta
imunologica desses individuos frente a vacinagéo.

Apesar de serem poucos dados sobre a seguranga e eficacia da vacina contra
febre amarela em PVHIV, as recomendacoées recentes afirmam que esses individuos
quando apresentam contagens de células CD4" maiores que 200 células/mm? devem
ser imunizados (Nota Informativa n°® 01, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2017).

Uma das principais caracteristicas da infeccao pelo HIV-1 é a deplecao das
células TCD4". Essa perda foi vista inicialmente como um processo gradativo que
resultava no surgimento da aids em individuos infectados pelo HIV-1 e na auséncia
da terapia (PANTALEO; FAUCI, 1995). Em nossa analise do perfil do status
imunolégico em relagdo a perda/ganho de células TCD4*, cinco dias apds a vacinagéo
dos participantes do estudo, verificamos que os individuos do grupo controle e as
PVHIV apresentaram uma queda acentuada de linfécitos TCD4* no quinto dia, o que
possivelmente esta associado ao pico de carga viral vacinal.

Um estudo de Reinhardt et al., 1998 observou que apds aplicagao da vacina
17D-204, os linfécitos TCD4* inicialmente diminuiram nos primeiro sete dias,
corroborando com a nossa observagao (KOHLER et al., 2012; REINHARDT et al.,
1998) onde verificamos queda nessa populagao no 5° dia.

Quanto aos titulos de anticorpos neutralizantes, observamos em nosso estudo
que 100% dos individuos desenvolveram uma resposta humoral com titulos acima de
100, independente do ganho ou perda de células TCD4" ou do status sorolégico para
a infecgao pelo HIV-1, reforcando a elevada imunogenicidade ja descrita para a vacina
(COLIN DE VERDIERE et al., 2018). Em um estudo de Avelino-Silva e colaboradores
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(2016), foi verificado em uma coorte de individuos que recebram a vacina da febre
amarela (N= 57), e aqueles que viviam com HIV-1 (N= 12) apresentaram
imunogenicidade inicial semelhante aos individuos sem a infecgdo. Porém, quando
avaliados um ano apds a vacinacao, foi verificada menor persisténcia desses
anticorpos neutralizantes especificos para o virus da febre amarela na coorte de
PVHIV.

Os Centros de Controle e Prevengdo de Doencas dos EUA publicaram
recomendagdes sugerindo que individuos vivendo com HIV-1 possam se beneficiar
de uma vacinacao de reforco, 0 que nao seria recomendado em circunstancias de
rotina devido a alta imunogenicidade e durabilidade de virus da febre amarela na
populagao em geral (STAPLES et al., 2015). O mesmo grupo sugeriu que um reforgo
pode ser benéfico até mesmo para pessoas vivendo com HIV-1 com contagens altas
de células TCD4", uma vez que a menor persisténcia de anticorpos neutralizantes foi
observada um ano apds a vacinagao, e surgimento de efeitos adversos apos a dose
de reforgo sdo raros (DE MENEZES MARTINS; FERNANDES LEAL; HOMMA, 2015;
LINDSEY et al., 2016). A formagédo de uma resposta de células TCD4* de meméria
eficaz € muito importante e depende de estimulos de citocinas para conservar os
titulos de anticorpos neutralizantes altos (CAMPI-AZEVEDO et al., 2014). Com isso,
confirmamos a necessidade de mais estudos que acompanhem e determinem a
durabilidade da imunogenicidade apds a vacinagao nesta populagéo.

O evento inicial da interagao entre as proteinas virais, conduzem a sintese e a
liberagdo de uma variedade de mediadores imunoldgicas, os quais incluem citocinas
e quimiocinas. A caracterizagdo da expressado de citocinas é uma abordagem que
revela o envolvimento destas no processo imunolégico que pode ser melhor
compreendido, a fim de identificar caracteristicas de um bom funcionamento
auxiliando nos correlatos de protecao e possibilitando possiveis terapias de ajustes
nos casos de falha imunoldégica.

Embora a viremia nas PVHIV, seja efetivamente suprimida e os numeros de
células TCD4" periféricas se recuperem para niveis quase saudaveis apoés a terapia
antirretroviral, algumas das consequéncias disfuncionais da infeccdo pelo HIV-1
continuam a persistir a despeito da terapia. Nesse contexto, buscamos avaliar a
expressao dos genes das citocinas IL-6, IL-10, IL-21, TGF-$ e receptores CD163,
CD19 anterior a vacinacao e no quinto dia apds, em 50 individuos vivendo com HIV-1

e 20 individuos sem infecgéo pelo HIV-1 (grupo controle). A mesma metodologia foi
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utilizada para avalicdo da expressao do: mir-21, mir-146, mir-155 e mir-520, no
entanto com um numero amostral reduzido.

A IL-6 promove a diferenciacdo especifica de células TCD4" naive,
desempenhando uma fungao importante na ligagcéo da resposta imunoldgica inata a
adquirida. No presente estudo, quando avaliamos a expressao génica diferencial da
IL-6, observamos que esta expressao se apresentou de forma homogénea entre os
grupos avaliados. Foi demonstrado que a IL-6, combinada com TGF-B, é
indispensavel para a diferenciagao das células Th17 de células TCD4" naive (KORN
et al., 2009). Contudo, ndo observamos associagdes significativas na expressao da
IL-6 entre PVHIV em terapia antirretroviral e o grupo controle apds a aplicagao da
vacina, demonstrando que as PVHIV ndo possuiram alteragdo na producao desta
citocina frente a vacina 17DD, e que a expressao IL-6 se mostrou homogénea entre
os participantes do estudo. Alguns estudos avaliaram a resposta imunoldgica contra
a FA e mostraram um aumento significativo nos niveis de citocinas, como interferon-
a e B, e TNF apds a vacinacao, e um pico de IL-6, cinco dias apds, indicando seu
papel potencial em prever a protecdo induzida pela vacina. (HACKER et al.,
1988; REINHARDT et al., 1998), porém em nosso estudo nao foi observada uma
expressao génica aumentada.

Em nosso estudo, ndo foram identificados casos de eventos adversos apos a
imunizagdo entre os participantes. No estudo prévio realizado por Fradico e
colaboradores (2021), a IL-6 foi associada a 28 casos suspeitos de eventos adversos
pds a vacinagao contra a febre amarela (FRADICO et al., 2021), onde demonstraram
que além da IL-6 os niveis de citocinas encontrados aumentados foram de CXCLS,
CCL2, CXCL10, IL-1B e TNF-a.

Amado e colaboradores descreveram que diversas citocinas podem ser
reguladas por miRNAs em linfécitos T, desempenhando um papel importante para a
maturacéo e fungdes reguladoras imunologicas destas células (AMADO et al.,2015).
O controle da expressao génica no nivel da tradugdo do mRNA é uma etapa crucial
que regula a fungdo adequada dos principais processos celulares, como proliferagao
celular, diferenciagéo, apoptose e tumorigénese. Desta forma, os miRNAs circulantes
poderiam ser utilizados como biomarcadores em uma gama de doengas e de
respostas imunoldgicas, fato esse que vem sendo fortemente explorado
(DUMORTIER; HINAULT; VAN OBBERGHEN, 2013).
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Estudos recentes mostraram que o mir-155 e o mir-146 tém fungdes criticas na
regulacéo de respostas inflamatérias em macréfagos e mondcitos (HOU et al., 2009;
O’CONNELL; RAO; BALTIMORE, 2012). Foi observado que o mir-146a suprime a
transcricdo de IL-6 tendo como alvo a quinase 1 associada ao receptor de IL-1 (ZILAHI
et al.,, 2012). Contudo, observamos que a expressao do mir-146 n&o apresentou
diferenga significativa apds a vacinagao, assim como a IL-6, como demostrado nas
analises de correlacido entre o mir-146 e a IL-6.

A IL-10 é uma citocina que neutraliza as respostas imunoldgicas inflamatérias
excessivas (MOORE et al., 2001). Produzida por varios tipos de células, ela exerce
seu efeito antiinflamatério limitando a secrecdo de citocinas pré-inflamatérias. Os
niveis plasmaticos de IL-10 estdo aumentados em individuos com infeccao pelo HIV-
1 e contribuem diretamente para a resposta anormal das células T citotoxicas frente a
infeccdo (BROCKMAN et al., 2009). A produgéo de citocinas é iniciada entre os dias
cinco e sete pés-vacinagao coma vacina 17DD, porém é IL-10 demonstra um aumento
no inicio do dia 3 (FERREIRA et al., 2018). Os niveis de IL-10 aumentados durante o
pico de viremia podem permitir o desenvolvimento e maturacdo de células
apresentadoras de antigeno (CAMPI-AZEVEDO et al.,, 2012). A regulagdo pos-
transcricional de IL-10 por miRNA pode ser relevante em inUmeras doengas. A familia
let-7 (inclui doze miRNAs homdélogos em humanos inseridos no grupo de miRNAs
supressores tumorais) (IORIO et al., 2005) também pode regular diretamente a IL-10
(SWAMINATHAN et al., 2012). Individuos que vivem com o HIV-1 possuem niveis
significativamente reduzidos de miRNAs da familia let-7, resultando em um aumento
na produgao de IL-10 a partir de células TCD4" [REF]. Essas informagdes corroboram
com o que apresentamos nos nossos resultados quando observamos que o grupo
PVHIV apresentou a expressao diferencial de IL-10 aumentada (p=0,0123)
comparado aos controles saudaveis. Em adi¢ado, quando avaliamos apenas o ACT (a
expressao relativa) da IL-10 dos participantes no dia cinco, também observamos maior
expressao dessa citocina nos individuos que com infeccao pelo HIV-1. Embora, uma
das suposi¢cdes da diminuicdo de linfécitos TCD4", na circulagado periférica seja a
migracdo destes para os linfonodos, especula-se também a interferéncia desta
citocina, uma vez que niveis aumentados de IL-10 inibe a produgao de citocinas pro-
inflamatérias e a proliferagdo de linfécitos T, segundo (DE WAAL MALEFYT et al.,
1991).
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Bento e colaboradores em 2009, demonstraram com amostras de 62 gestantes
vivendo com HIV-1, altos niveis de secrecdo de IL-10 que foram claramente
relacionadas a baixa replicacao do HIV-1 nesta populagdo. Os autores demonstraram
ainda que o uso da terapia antirretroviral em gestantes levaria a um aumento nos
niveis séricos de IL-10 e que estes niveis estdo inversamente relacionados ao risco
de transmisséo vertical (BENTO et al., 2009). Esse dado também esta de acordo com
nossas observacboes de expressao aumentada da IL-10 em PVHIV, visto que os
participantes fazem uso da terapia antirretroviral desde o momento do diagndstico.

Um estudo destacou um novo mecanismo de regulagao do miR-155, os autores
demostrararam que a IL-10 pode inibir a expressao de miR-155, em contrapartida,
esse efeito ndo foi observado em relagdo ao miR-21 (MCCOY et al., 2010). Esse foi o
primeiro exemplo da IL-10 desempenhando um papel na fungédo de miRNAs. Eles
também verificaram que expressdo do miR-155 foi duplicada em resposta ao
lipopolissacarideo em células deficientes em IL-10, demonstrando que a IL-10 pode
realimentar o sistema para manter a expressdo de miR-155 sob controle, destacando
um mecanismo adicional de controle de IL-10 no resposta pré-inflamatéria (MCCOY
et al., 2010). Quando correlacionamos os nossos resultados de fold change do mir-
155 com a IL-10, nao verificamos qualquer tipo de correlacao estatistica entre eles.
Assim como o estudo citado acima, também n&o verificamos correlacdo na expressao
do mir-21 e da IL-10.

Os mecanismos de feedback de miRNAs mediados pela regulagdo pos-
transcricional de IL-10, podem ser criticos na manutencdo da homeostase
imunoldgica, e sua desregulagado pode levar a doenga. Sharma e colaboradores,
demonstram que é muito provavel que o controle pds-transcricional mediado pelo miR-
106a possa estar potencialmente envolvido nos niveis de expresséo de IL-10 ditando
e geragao de uma resposta imunolégica a um estimulo externo especifico (SHARMA
et al., 2009). Pode-se dizer que a regulagao pds-transcricional da IL-10 é um assunto
de interesse clinico devido ao seu papel crucial de modulador da inflamacéo.

A IL-21 apresentou um aumento na sua expressao diferencial em 55% dos
individuos analisados, esta, possui influéncia imunomoduladora sobre o sistema
imunoldgico inato e adaptativo, particularmente em relagédo a infecgao pelo HIV-1, e
tem sido associada a geragéo de células T CD8" de memodria especificas para o virus
e limitacado da exaustéo de células TCD8" em infecgdes virais (NOVY et al., 2011). As

células TCD8" especificas para HIV-1 secretoras de IL-21 também parecem ser
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preferencialmente enriquecidas em controladores de elite, que sdo individuos que
controlam a viremia sem a terapia antirretroviral. Em adi¢ao, a IL-21 foi inversamente
associada a progressao da doenga e maior supressao viral em resposta a terapia
antirretroviral (MF CHEVALIER, 2001) apresentando queda dos seus niveis de
expressdo devido a grave deplegdo das células TCD4" (YI; DU; ZAJAC, 2009).
Portanto, esperavamos observar uma expressao desta citocina aumentada
significativamente em relagao aos individuos sem a infec¢ao pelo HIV-1, porém nao
foi possivel essa afirmagéo, pois as medianas de fold change foram muito similares
entre os dois grupos. Contudo, mesmo com a auséncia de significancia estatistica,
observamos que dentre os 50 individuos do grupo PVHIV, 58% apresentaram
aumento na sua expressdo, enquanto no grupo controle, verificamos aumento na
expressao da IL-21 em apenas 47%.

Nossos dados indicam uma queda no 5° dia apds a vacina na expressao do
TGF-B, citocina multifuncional responsavel por iniumeras funcdes em diferentes tipos
celulares (BARNARD; LY ONS; MOSES, 1990). Sdo poucos dados disponiveis na
literatura sobre a caracterizacdo da expressao de citocinas no contexto vacinal e
nenhum estudo relacionando a mecanismos de regulagdo das citocinas pro-
inflamatérias em PVHIV vacinadas. Com as observacbes realizadas em nosso
estudo, a expresséo do TGF-3 se manteve diminuida em todos os momentos. Dos 50
participantes vivendo com HIV-1, 62% demonstraram diminuicdo de expressao
enquanto dos 20 individuos controle, 79% também demonstraram queda na
expressao do TGF-3 apds aplicacao da vacina.

E descrito, que miRNAs, produzidos no sistema nervoso central, tais como mir-
155 e o mir-146a, notavelmente afetam respostas imunoldgicas frente a infecgdo com
flavivirus, reduzindo a expressao de citocinas (PAREEK et al., 2014). Foi demonstrado
que o miR-155 esta diretamente envolvido na regulacdo de mais de 30 genes do
sistema imunoldgico inato (GANTIER, 2010) e o miR-146a parece desempenhar
varios papéis em termos de regulagao de diferentes fenétipos, além de se mostrar um
mediador importante de TGF-B. Os mir-146 e mir-155 tém sido relacionados
negativamente com a regulagdo da resposta inflamatéria aguda, através da
modulagdo negativa de proteinas envolvidas nas vias de sinalizagdo dos seus
receptores (LINDSAY, 2008). Em outro estudo foi visto que o aumento da expressao
do miR-21 levou a uma reduc¢ao nos niveis de TGF-B1 em in vitro e em PBMCs (BAI

et al., 2015). Em nossos resultados de correlagao entre a expressao de TGF- 3 com
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o mir-155, mir 146 e mir-21 ndo foi encontrada correlagao estatistica de significancia
nessas expressdes pos aplicagao da vacina.

Quanto a expressdo do receptor CD19 (expresso em todas as células da
linhagem B), verificamos que 61% do total dos participantes demonstraram queda na
expressao desse receptor no quinto dia apds vacinacdo. O estudo de Martins e
colaboradores (MARTINS et al., 2007), mensurou os niveis de CD19" e também
verificou decréscimo no sétimo dia apdés a vacinacdo da febre amarela em 50
voluntarios nao portadores do HIV-1. O papel de varios miRNAs individuais expressos
na linhagem de células B foi estudado usando diferentes abordagens genéticas de
ganho e perda de fungdo em modelos in vitro e in vivo.

Um dos miRNAs mais extensivamente estudados em células B maduras é o
miR-155. O miR-155 surgiu como um miRNA fundamental no sistema hematopoiético
e tem um impacto significativo na biologia de varias células imunoldgicas, incluindo
linfécitos B e T, mondécitos, células dendriticas e células NK (RODRIGUEZ et al.,
2007), e também desempenha um papel oncogénico em algumas dessas linhagens.
Em nossa analise de correlacdo, nao foi observada relacdo estatisticamente
significativa entre a expressao do mir-155 e do receptor CD19.

Foi observado por da Silva e colaboradores (2015), em 20 voluntarios
saudaveis, através de citometria de fluxo e no contexto da vacinagao contra Influenza
A, que a vacina promoveu a elevagao da frequéncia de células B totais, ja no primeiro
dia apds a vacinacao, sendo detectada também a presenca do CD19 no sétimo dia.
Também foi demonstrado uma produgao continua de IL-10 no grupo que recebeu a
vacina em todos os momentos avaliados, € que esta citocina foi proveniente de
diferentes fontes celulares, tais como o CD19 (SARAH GIAROLA DA SILVA, 2015).
Como ja mencionado, a IL-10 é um potente fator na proliferagdo e maturagdo de
células B, bem como um componente crucial na producéo de IgG1 e IgG3 por estas
células, quando ativadas por CD40 (FLORENCE M et al., 1996).

O CD163 é um receptor presente em mondcitos e macréfagos ativados e
desempenha papéis funcionais importantes durante a inflamagao (YANG et al., 2016)
mediando diretamente algumas fungdes anti-inflamatdrias e induzindo a produgéao de
IL-10 (PHILIPPIDIS et al., 2004). Em uma analise preliminar, observamos que este
receptor estava em média aumentado no dia zero (antes da aplicagdo da vacina)
apresentando um ACT menor no grupo controle quando comparado ao grupo PVHIV.

A expressao do receptor CD163 vem sendo estudada em células humanas (VAN DEN
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HEUVEL et al., 1999, p. 163) e sua expressao é limitada as células da linhagem
monocitica. Os macréfagos teciduais expressam altos niveis de CD163, o que pode
estar relacionado ao papel importante na resposta a inflamacao. Este receptor
também esta associado a diferenciagédo dos macréfagos, assim como em mondécitos
do sangue periférico, células Kupffer (no figado) no bago e macréfagos maduros
residentes da medula 6ssea (VAN DEN HEUVEL et al., 1999). Dos 70 individuos
avaliados ao longo desse trabalho, 55% demonstraram um aumento na expresséo
génica do receptor CD163 apds a aplicagaéo da vacina. Foi descrito por DE MOURA,
um aumento na expressao génica de CD163 e IL-10 em individuos com hanseniase
(DE MOURA, STAPLES., 2015). Também foi demostrado por SULAHIAN e
colaboradores (2004) que a IL-10 aumenta diretamente a expresséo génica de CD163
em condi¢gdes de anemia hemolitica autoimunolégica ou infecgdes por bactérias,
contudo nao verificamos essa sinergia em nosso estudo (SULAHIAN et al., 2004).

DO e colaboradores em 2018, identificaram uma rede de miIRNAs em
mondcitos que estdo aumentados na artrite idiopatica juvenil sistémica, regulando a
expressao de CD163 e as fungdes anti-inflamatérias. Também foi demonstrado que o
miR-125a-5p funciona indiretamente para mediar mudangas amplas nos fendtipos de
macrofagos por meio dos efeitos dos receptores de citocinas e das vias de sinalizagao
intracelular e, em particular, a responsividade a IL-10 (DO et al., 2018).

Apds obtermos os resultados de expressao génica das citocinas, receptores e
miRNAs, procuramos buscar a correlacido entre essas expressdes como previamente
verificado na literatura. Neste trabalho n&o foi possivel inferir que algum miRNA esteve
interferindo no silenciamento de alguma citocina, mesmo sabendo que esses miRNAs
regulam em média 50%, dos genes expressos no genoma humano, € um mesmo
miRNA pode regular multiplos transcritos (IORIO; CROCE, 2012).

Uma dificuldade do nosso estudo, foi a amplificagdo do alvo mir-520. Em uma
analise de microarray foi revelado que o miR-520 regula a expressdo de muitos genes
relacionados a tradugéo, proliferagéo celular e cancer (MAZAN-MAMCZARZ et al.,
2014). Em outro estudo de REN e colaboradores (2009), foi confirmado que maioria
dos genes de miRNA em células tronco embrionarias humanas demonstraram a
regulacdo positiva do miR-520. Também foi relatado que o miR-520 é altamente
expresso em ceélulas-tronco hematopoiéticas do sangue do corddo umbilical humano
e promove a diferenciagao destas células em células progenitoras (REN et al., 2009).

Em nosso estudo, avaliando a expressao desse miRNA em PBMCs, verificamos que
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apenas 12% dos individuos foram capazes de expressar o mir-520. Em uma analise
individual a nivel de participante observamos no mapa de calor que representa os fold
changes dos miRNAs, que um individuo apresentou expressao de todos os miRNAs
(inclusive o mir-520) e outro participante demonstrou queda na expressao de todos os
mMiRNAS, incluindo o mir-520 que foi raramente constatado em nosso estudo. O
individuo que demonstrou repressdo na expressao desses MIRNAs era um
participante do grupo controle com todos os parametros clinicos e laboratoriais
normais. Ja o participante que obteve expressdo aumentada, é portador do HIV-1 e
quando observamos as informacdes em nosso banco de dados, observamos que ele
apresentou as taxas de bilirrubina alteradas e d0 e d5 e leucocitose no dia 5.

Em nosso banco de dados, possuimos os resultados laboratoriais de cada
individuo. Esses dados sdo uma ferramenta importante e essencial para o diagndstico,
acompanhamento e evolugdo, bem como para o prognostico de qualquer patologia
ativa ou ndo. E de extrema importancia analisar esses exames de forma combinada
para verificar alguma disfungao, uma vez que os hepatécitos sao sitios de replicagcao
do virus da febre amarela e a vacina apresenta-se na forma de virus atenuado
(SIMON; HASHMI; TORP, 2020). Em quadros mais avangados de desordens, é
verificado um aumento rapido das transaminases, em aproximadamente 48 a 72
horas, com predominio de AST/TGO e bilirrubinas (HUANG et al., 2006). Esses dados
foram levados em consideracio para avaliacdo das analises principalmente quando
um participante demonstrava um perfil muito diferente dos outros.

A avaliacao de citocinas tornou-se um componente importante no estudo das
doencas inflamatdrias, infecciosas e neoplasicas. A identificacdo da transcricao de
citocinas € uma abordagem que revela o envolvimento destas no processo
imunoldgico. O controle de infec¢gdes imunopreveniveis, ou até mesmo a erradicagao,
necessita de uma cobertura vacinal ampla seguida da indugéo de imunidade protetora
em uma parcela suficiente da populacdo, para que assim ocorra a diminuicido da
circulagao do patégeno. As vacinas induzem a produgéo de anticorpos neutralizantes
e conferem protecao que se manifesta como uma resposta celular forte e polifuncional
com potencial de amplificagdo. A manutencédo desse controle, entre outros fatores,
depende da permanéncia dessa imunidade em longo prazo.

Diante das informag¢des que buscamos, este € o primeiro estudo que liga a
vacinagao contra FA com a expressao dos miRNAs e citocinas em PVHIV. Ainda sao

necessarios outros estudos para melhor compreender como a regulagdo de miRNA
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afeta a producéao de citocinas e se essa regulagao seria afetada apds a exposicao a
vacina no contexto de individuos imunossuprimidos e saudaveis.

A auséncia de diferengas significativas entre os grupos PVHIV e controle (com
excegdo da IL-10), podem resultar da eficacia da terapia antirretroviral nesses
individuos, tornando-os praticamente um grupo Unico e homogéneo devido a

restauracao da resposta imunoldgica dos individuos tratados.
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6. Conclusoes

e Tanto PHVIH quanto os individuos do grupo controle, demonstram uma queda
acentuada de linfocitos TCD4" no quinto dia apds aplicagdo da vacina da febre
amarela.

e A vacina 17DD foi altamente imunogénica, todos participantes vacinados
apresentaram titulos de neutralizacao considerados protetores 30 dias apés a
vacinagao.

e O declinio de CD4" verificado apds a vacinagdo ndo impactou na capacidade
de producéao de anticorpos neutralizantes no dia 30.

e O receptor CD163 apresentou uma menor expressao em PVHIV antes da
vacinagao comparado ao grupo controle (p=0,0482), no entanto nao
observamos diferenga estatistica na expressao diferencial (D5-D0). Dessa
forma, inferimos que a vacina possa ter induzido um aumento de expressao em
PVHIV que se equiparou ao grupo controle.

e Ascitocinas IL-6 e IL-21 ndo tiveram sua expressao génica alterada, indicando
a auséncia de possivel estimulo induzido pela vacina da febre amarela.

e A associagdo dos resultados demonstra que a vacina induziu o aumento da
expressao génica de IL-10 em PVHIV em relagao ao grupo controle.

e Os alvos CD19 e TGF-$ demonstram uma tendéncia de queda (fold changes
negativos) na expresséo diferencial nos PVHIV e nos individuos do grupo
controle apds vacinagao contra febre amarela.

e Os miRNAs: mir-21, mir-146 e mir-155 nao apresentaram diferenca estatistica
na sua expressao entre os grupos controle e PVHIV e apresentaram uma
tendéncia a menor expressao apods a vacinagao.

e O mir-520 s6 apresentou detecgcédo da expressado génica para seis individuos,
tornando inviavel as analises de expressao diferencial desse alvo.

e N&o foi possivel determinar biomarcadores baseados na expressao dos
miRNAs relacionados aos alvos pois 0os achados nao sugerem correlagao entre
a expressao diferencial das citocinas e a expressao diferencial dos possiveis
miRNAs.



83

7. Perspectivas

e Ampliar o numero de alvos de citocinas e receptores. Pretendemos realizar os
ensaios de expressao génica da quimiocina CCLA e das citocinas IL-4, IL-18
e TNF- q;

e Ampliar o numero amostral de miRNAs envolvidas nesses alvos, como: mir-
125, mir-29, mir-181, mir-9, mir223, mir326 e mir-197.

e Ampliar o numero amostral para 100 participantes.
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10.Apéndice

Tabela Suplementar 1: Dados clinicos laboratoriais dos participantes do estudo

Parametros Niveis NPHIV PVHIV
DO D5 DO D5
e normal 22 (15.7%) 18 (12.9%) 38 (27.1%) 38 (27.1%)
alterado 0 (0%) 2 (1.4%) 11 (7.9%) 11 (7.9%)
P normal 20 (14.2%) 20 (14.2%) 41 (29.2%) 32 (22.9%)
alterado 1 (0.7%) 1 (0.7%) 9 (6.4%) 16 (11.4%)
Plaquetas normal 21 (15%) 21 (15%) 49 (35%) 49 (35%)
q alterado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
AST normal 21 (15%) 21 (15%) 49 (35%) 49 (35%)
alterado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
ALT normal 21 (15%) 21 (15%) 49 (35%) 49 (35%)
alterado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Bilirrubina normal 13 (9.3%) 11 (7.9%) 22 (15.7%) 22 (15.7%)
alterado 7 (5%) 9 (6.4%) 28 (20%) 28 (20%)

Tabela Suplementar 2: Valores de ACT das citocinas e receptores nos dias zero e cinco nos
grupos PVHIV e HIVneg.

PVHIV HIVneg
Alvo ACTDO ACTD5 ACTDO ACTD5
IL-6 13,32 13,57 14,2 13,57
IL-10 13,74 12,96 14,16 14,49
IL-21 17,39 17,14 17,24 17,03
TGF-B8 7,79 7,8 7,23 8
CD19 8,15 8,6 8,08 8,7

CD163 6,8 6,57 6,16 6,1




99

Tabela Suplementar 3: Valores de ACT dos miRNAs nos dias zero e cinco nos grupos PVHIV e

HIVneg.
PVHIV HIVneg
Alvo ACTDO ACTD5 ATD50 ACTD5
mir-21 0,1715 0,331 0,157 0,3535
mir-146 0,8255 1,0195 0,9065 1,252
mir-155 2,227 2,3675 2,227 2,431

Figura Suplementar 1: Valores de ACTs do mir-21, mir-146 e mir-155.
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Representamos no eixo Y os valores de ACT e no eixo X, os grupos do estudo por dia de analise.
O teste aplicado foi de Kruskal-Wallis com p<0,05



