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RESUMO

Oliveira, RM. Analise do perfil transcricional de células dendriticas derivadas de
monocitos utilizadas na vacina terapéutica anti-HIV-1 [tese]. S&o Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Medicina, 2010. 141f.

Aplicando tecnologia de microarray, objetivamos tracar o perfil do programa
de maturacdo das Mo-DC pulsadas com HIV autélogo inativado por AT-2, a fim de
identificar marcadores especificos de ativacdo funcional e sugerir um perfil de
expressao de genes Uteis na identificacdo de respostas ao modelo in vitro das Mo-
vacina DC. Essas informacGes podem ajudar a estabelecer assinaturas moleculares
das funcdes celulares mais relevante para a melhoria das vacinas terapéuticas. O
perfil transcricional foi analisado com base das vias celulares moduladas das Mo-
DCs no estado imaturo, transitorio e maduro. O HIV-1 inativado por AT-2 induz
ativacdo de genes associados a apresentacdo de antigenos. Os conjuntos de genes do
citoesqueleto podem influenciar a mudanca de comportamento migratorio das Mo-
DCs ativadas. O aumento na expressdao dos receptores celulares contribuem para o
recrutamento de mondcitos, DCs e macrofagos para o local da infeccdo. Além disso,
modulam a resposta imune inata e adaptativa, incluindo a polarizacdo das células Th
e sub-requlacdo da resposta inflamatéria, que pode interferir significativamente com
a resposta imune. Coletivamente, o perfil transcricional das Mo-DCs induzido pelo
HIV-1 inativado com AT-2 reflete uma significativa reprogramacdo imunolégica e
celular das células envolvidas na resposta imune do hospedeiro. Os resultados deste
estudo focaram na interpretacdo de genes especificos dos perfis de transcricdo das
Mo-DCs como modelo terapéutico utilizado na vacina anti-HIV. As analises de
assinaturas gene associado e sua correlacdo as respostas funcionais simplificam a
identificacdo de individuos susceptiveis a vacina e a compreensdo de eventuais falhas
em ensaios clinicos. Microarray permitiu a andlise quantitativa e simultanea da
expressdo de um elevado numero de genes. Os estudos do perfil de expressdao foram
extremamente Uteis para identificar os eventos moleculares e vias envolvidas nas
funcdes de celular induzida por estimulos especificos. Em particular, os resultados
sobre o padrdo global da expressdo dos genes subjacentes as modificacdes induzidas
pelo HIV-1 inativado por AT-2, na fase inicial da administracdo do antigeno, pdde
ser extremamente (til para a identificarmos marcadores de ativacdo e avaliar os
efeitos biologicos que poderiam estar envolvidos para modificacdo e otimizacdo de
estratégias vacinacdo com Mo-DC.

Descritores: 1.Células dendriticas; 2.Analise de sequéncia com séries
oligonucleotideos; 3.Vacinas contra AIDS; 4.Perfilacdo da expressdo génica.
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ABSTRACT

Oliveira, RM. Transcription profile of monocyte derived dendritic cells used in
therapeutic HIV-1 vaccine model [thesis]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, 2010. 141f.

Applying microarray technology, we intend to profile the program to mature
Mo-DC pulsed with autologous inactivated HIV by AT-2, in order to identify
specific markers of functional activation and suggest a profile of expression of
specific genes, useful identification of responders to in vitro model of Mo-DC
vaccine. Such information may help to establish detailed molecular signatures of
cellular functions most relevant to improving the therapeutic vaccines. The
transcriptional profile was analyzed on the basis of the cellular pathways modulated
in immature MoDC, transitional MoDC and mature MoDC. The AT-2-inactivated
HIV-1 induction of MoDC results in the activation of genes associated with antigen
presentation functions. A set of cytoskeletal genes that may potentially mediate
shape change and migratory behavior of activated MoDC is also observed. The
increase in the expression of immune receptors contribute to the recruitment of
monocytes, DCs, and macrophages to the site of infection. Moreover, they modulate
both innate and adaptive immune response, including the polarization of Th cells,
and the down-regulation of the inflammatory response, which may significantly
interfere with the immune response. Collectively, the transcriptional profile induced
by AT-2-inactivated HIV-1 in MoDc reflects a significant cellular and
immunological reprogramming of cells directly involved in the host immune
response. The results of this study focused on the intempretation of specific genes Of transcription
profile of MoDC used in therapeutic HIV vaccine model. Supplementing the
analyses with examination of associated gene signatures and their correlation to
functional responses will simplify the identification of “responsive” vaccine
individuals and the understanding of eventual failures in individuals enrolled in
clinical trials. Microarray approach allows quantitative and simultaneous analysis of
gene expression of a large amount of genes and the systematic studies of expression
patterns are extremely useful for identify molecular events and key pathways
involved in cellular functions induced by specific stimuli. In particular, data on the
global pattern of gene expression underlying the modifications induced by AT-2-
inactivated HIV-1 in MoDC, at early stages of antigen administration, may be
extremely helpful for the identification of exclusive activation markers to trace the
biological effects of modifications/optimizations of the MoDc vaccination strategy.

Descriptores: 1. Oligonucleotide Array Sequence Analysis; 2. Dendritic Cells; 3.
AIDS Vaccines; 4. Gene Expression Profiling
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1. Introducédo

A pandemia da Aids avanca em média com trés milhGes de novas infeccbes a
cada ano e atualmente ultrapassa a marca de 34 milhGes de individuos infectados
(UNAIDS, 2009). O desenvolvimento de estratégias eficazes no combate ao HIV
constitui um dos principais objetivos, ndo s dos orgdos de salde publica, mas
também da comunidade cientifica (IAVI, 2008).

Neste sentido, estabeleceu-se no Brasil a primeira fase do estudo de uma
vacina terapéutica baseada em células dendriticas derivadas de monécitos (Mo-DCs)
pulsadas com HIV-1 autdlogo inativado por Aldrithriol-2 (AT-2). Este modelo
vacinal foi aplicado em pacientes cronicamente infectados pelo HIV-1 sem uso de
antiretrovirais, o qual induziu supressio da carga viral a niveis inferiores a 10°
copias/ml, por pelo menos um ano apés a ultima dose da vacina em cinco dos dezoito
participantes (Lu et al., 2004).

O éxito das vacinas baseadas em células dendriticas (DCs) é atribuido a sua
potente funcdo apresentadora de antigenos (APC), capaz de responder prontamente a
presenca de antigenos ndo-proprios e modular a resposta imune mediada por células
T (Steinman e Cohn, 1973; Banchereau e Steinman, 1998; Usharauli, 2005). A
magnitude e a natureza da resposta imune mediada por células T auxiliadoras (T
helper) Th1/Th2 e/ou células T citotoxicas (CTL) modulada pela vacina terapéutica
anti-HIV1 dependerd, entre outros fatores, das alteraces ocorridas nas Mo-DCs
durante o processo de maturacdo induzido pelo virus autdlogo inativado utilizado no

modelo vacinal de Lu et al., 2004.
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O processo de maturacdo das DCs envolve a regulacdo coordenada de
centenas de genes. No entanto a maturacdo celular é rotineiramente mensurada
considerando somente 5 a 10 marcadores presentes na superficie das DCs como o
CD80, CD86, CD83, DC-LAMP, CD40, CCRY7, e pela secrecdo de determinadas
citocinas como IL-12 p70 e 1L-10. Do programa de maturacdo das DCs mais de 95%
é efetivamente ignorado (Mcllroy et al., 2005).

Para compreender a regulacdo genética das DCs, atualmente a tecnologia de
microarranjos de DNA (microarray) possibilita analisar a expressdo de milhares de
genes em paralelo, Uteis na identificacdo de eventos moleculares envolvidos nas
mudangas morfoldgicas, fenotipicas e funcionais de determinada populagdo celular
induzidas por estimulos especificos in vitro e/ou in vivo (Schena et al., 1998; Brown
e Botstein, 1999; Granucci et al., 2001; Messmer et al., 2003). Tal analise é
conhecida como genémica funcional ou transcriptdmica, e particularmente, podera
auxiliar no avango do conhecimento molecular sobre a complexidade funcional da
maturacdo das DCs (Castagnoli e Granucci, 2002; Ahnetal., 2002; Juetal., 2003; Ju
e Zenke, 2004)

A analise do perfil transcricional das Mo-DCs pela técnica de microarray
tornou-se uma poderosa ferramenta no desenvolvimento de vacinas. Atualmente, sua
maior aplicacdo € no monitoramento do status de maturacdo ou imunofenotipagem
das DCs utilizadas na confeccdo de vacinas anti-tumor em ensaios clinicos (Mcllroy
etal.,, 2005).

Desta maneira, 0 presente estudo baseou-se no protocolo de vacina
terapéutica anti-HIV proposto por Lu e colaboradores (2004), e propbs avaliar o

transcriptoma de Mo-DC de individuos cronicamente infectados pelo HIV-1,
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aplicando a tecnologia de microarray, que permite detalhar as fun¢bes celulares mais
relevantes ao aperfeicoamento da vacina terapéutica, e sugerir um perfil de expressdo

génica caracteristico dos individuos responsivos ao modelo vacinal in vitro.
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Objetivos

Com o objetivo de contribuir para o entendimento do transcriptoma
das células dendriticas derivadas de monécitos (Mo-DC) utilizadas no
processo de confeccdo da vacina terapéutica anti-HIV bem como sugerir um
perfil de expressdo caracteristica dos individuos responsivos in vitro ao

modelo vacinal, pretendemos:

- Tracar o perfil de transcricdo genética das Mo-DC em trés momentos
distintos da cultura: no estado imaturo ou basal, no estado transitorio ou pos-
pulso com HIV-1 inativado quimicamente e no estado maduro ou maturado

com citocinas pro-inflamatorias.

- Analisar o perfil de transcricdo obtido nos trés momentos da cultura
dividindo-o em principais categorias funcionais, baseado nas anotacdes
génicas encontradas em programas especializados em analise de vias

funcionais.

- Baseado nas anota¢Bes funcionais determinar outros temas bioldgicos
predominantes nas listas de genes que possam relacionar-se com a

identificacdo de respondedores ao modelo vacinal.
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3. Revisdo da literatura

3.1  HIV/Aids

Estudos indicam que a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids) € uma
zoonose cujo agente etioldgico é o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que
atravessou a barreira entre os simios e humanos antes da metade do século XIX e,
progressivamente, adaptando-se aos humanos através das praticas irregulares de
injecOes e transfusdes de sangue na Africa pds-colonial (Gao et al., 1999; Korber et
al., 2000).

Os primeiros relatos de Aids foram descritos em 1981 como um surto de
pneumonia por Pneumocystis carinii, acompanhado por casos de sarcoma de Kaposi
entre 0s homossexuais masculinos nos Estados Unidos da America (EUA)
(Gottlieb et al., 1981; Masur et al., 1981). Inquéritos sorolégicos e epidemiolégicos
posteriores mostraram que a doenca se disseminou rapidamente para quase todos 0s
paises no mundo (Piot, 1998; Mastro et al., 1998).

A rapida disseminacdo do HIV resulta, entre outros fatores, dos seus modos
de transmisséo dentre os quais 90% ocorrem por intercurso sexual (vaginal, anal ou
oral) nos adultos e adolescentes (transmissdo horizontal), enquanto o restante é
ocasionado pela troca de sangue e derivados, incluindo transfusdes sanguineas,
reutilizacdo de agulhas e seringas por usuarios de drogas injetaveis (UID) e pela

transmissdo materno-infantil (transmissdao vertical) durante pré-parto, parto ou pés-
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parto (Buve et al., 2001; Shattock e Moore, 2003; Strathdee et al., 1998; Des et al.,
2001; Vande Perre et al., 1993; Pitt et al., 1997; Shaffer et al., 1999).

No inicio da década de 1990, a compreensdo dos modos de transmissdo
forneceu as bases para os programas de controle e prevencdo do HIV. Esforcos
globais focavam-se principalmente na mudanca de comportamento encorajando a
monogamia, o0 retardo da atividade sexual dos adolescentes, incentivo ao uso do
preservativo, campanhas de sensibilizacdo de outras doengas sexualmente
transmissiveis (DST), bem como, o controle de doacGes de sangue e seus derivados.
Apesar dos esforcos para implementacdo dessas medidas, no mundo ainda ocorrem
diariamente 7,4 mil novas infecgdes pelo HIV-1 e, no Brasil aproximadamente 15
mil 6bitos ja foram registrados (UNAIDS, 2009).

Atualmente, HIV/AIDS ¢ a principal causa de morte na Africa subsaariana e
quarta maior do mundo, atingindo entre 2.9 a 3.5 milhGes de mortes/ano. Segundo o
relatorio epidemiolégico global em AIDS da Organizacdo Mundial da Sadde, em
2009 o nimero estimado de pessoas infectadas em todo mundo ultrapassava a marca
dos 33 milhdes (Figura 1) (UNAIDS, 2009).

Nos paises industrializados a incidéncia de novas infeccGes pelo HIV e o
numero de mortes por AIDS, de um modo geral, estabilizou-se e caiu durante a
década de 1990. O advento de novas drogas e a introducdo em 1996 do esquema de
terapia antiretroviral altamente potente ou HAART (Highly Active Antiretroviral
Therapy) foram responsaveis pela queda na mortalidade e morbidade (Rosenberg et
al.,, 1997; Richman, 2001).

O HAART consiste no uso combinado de trés ou mais tipos de antiretrovirais,

que apesar de provocar a supressao da replicacdo viral por tempo prolongado e
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permitir a restauragdo parcial da resposta imune, ndo € capaz de eliminar os
reservatorios virais e garantir a reconstituicdo da resposta HIV especifica perdendo
sua eficadcia (Kaufmannetal.,, 1998; Ledergerber et al., 1999; Flexner, 2007).

Dentre os aspectos associados a perda da eficacia do HAART estdo os
inimeros efeitos adversos associados a exposicdo prolongada aos antiretrovirais
(hepatotoxicidade, pancreatite, lipodistrofia, diabetes, dislipidemia e osteoporose), a
emergéncia de mutacBes que conferem resisténcia as drogas e a dificuldade de
aderéncia por parte dos pacientes aos regimes de longo prazo e de alto custo do
tratamento (Shafer, 2002; Simon e Ho, 2003). Diante desses fatos, o
desenvolvimento de uma vacina terapéutica e/ou profilatica permitird melhor
controle da pandemia e da ameaca que representa ao desenvolvimento global

(UNAIDS, 2009).

Leste Europeu

Europa Central & Asia Central
Americado Norte e Oeste Europeu 1.5 milh3o
1.4 milhao 850 000_ y [1.4- 1.7 milhdo]
[1:2- 1.6 milhio] gy NS Leste Asidtico
Norte da/Africa e Oriente Médio 850 UOQ B
_ 310 000 [700 000 - 1.0 milhdo)
Caribe [250 000 - 380 000] Sudesdeste.Aﬂftwo
240000 3.8 milhGes
[220 000 - 260 000] [3.4- 4.3 milhes)
AfricaSub-Saariana
AmericaLatina 22.4 milhdes
2.0 milhéo [20,3— 24.1 milhaes] Oceania
[1.8- 2.2 milhGes) 59 000

[51 000 - 68 000]

Pessoas vivendo com HIV: 33.4 milhdes (31.1 — 35.8 milhdes)

Novas infecdes em 2008: 2.7 milhdes (2.4 — 3 milhdes)

Figura 1. Mapa da distribuicdo de casos no mundo. Fonte: Modificado do relatorio
epidemiologico da UNAIDS 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Flexner%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

32

3.2 Vacinas anti-HIV

Historicamente a vacinagdo ainda continua a ser uma das formas de medicina
mais segura e de melhor relacdo custo-efetividade na salde publica. Em conjunto
com o conhecimento da teoria dos germes e do saneamento basico, a vacinagdo tem
transformado vidas e economias nos ultimos 50 anos por seu impacto direto na satde
(Nara et al., 2008).

Programas de vacinacdo bem sucedidos resultaram na erradicacdo da variola
e na expressiva reducdo de doencas como a poliomielite, febre tifdide, sarampo, entre
outras (Nara et al., 2008). Naturalmente, a exemplo do sucesso da vacinagdo contra
determinadas infec¢cdes contagiosas, almejam-se uma vacina contra o HIV-1 desde
sua descoberta em 1983 (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983).

O primeiro estudo clinico de fase 1 foi conduzido em 1987 nos EUA e, desde
entdo, mais de 40 vacinas candidatas foram testadas em 65 estudos de fase 1 e 2,
envolvendo mais de 25.000 voluntarios saudaveis distribuidos em cerca de 10 paises,
no entanto, somente trés destas vacinas progrediram para estudos de fase 3 (Girard et
al. 2006). Apesar dos esforcos das agéncias de pesquisa, governos, universidades,
empresas farmacéuticas e organizacles internacionais, ainda ndo se encontram
disponiveis vacinas seguras, efetivas, acessiveis e de facil administracdo (IAVI
2008).

A experiéncia e o conhecimento acumulado com os estudos clinicos
demonstraram que o HIV possui caracteristicas particulares, que dificulta o
desenvolvimento de uma vacina que tenha a mesma eficacia alcangada pelas vacinas
dirigidas aos virus, como exemplo, da variola. Dentre essas caracteristicas do HIV,

podemos destaca-las seguir: (a) ser retrovirus; (b) apresentar hipervariabilidade


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nara%20PL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nara%20PL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Girard%20MP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Girard%20MP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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filogenética; (c) alta diversidade antigénica, (d) escape dos anticorpos neutralizantes;
(e) ndo possuir correlato de imunidade protetora e (f) ser incapaz de infectar modelos

animais (IAVI, 2006; Letvin, 2006; Robinson, 2007; 1AVI, 2008).

a. Retrovirus: o HIV apresenta tropismo por células que expressam maior nimero
de receptores de superficie celular CD4 e, para a entrada na célula hospedeira, usa os
co-receptores CCR5 e/ou CXCR4 que sdo receptores naturais de quimiocinas. Apos
infectar a célula, o HIV é capaz de retrotranscrever ssu RNA em DNA proviral HIV
e integra-lo ao genoma das células hospedeiras, passando explorar o “maquinario”
celular para criagdo de novas particulas virais. Em resposta a infec¢do, o sistema
imune ativa vigorosa imunidade celular mediada por células assassinas naturais (NK)
e linfocitos T citotoxicos (CTL) contra as células que apresentam os antigenos do
HIV em sua superficie, provocando uma rapida e macica deplecdo das células
TCD4" de memoria, principalmente, no tecido linfoide associado a mucosa (MALT).
Entretanto, determinadas células infectadas, como os linfécitos T CD4" de memdria
em repouso, ndo apresentam diferencas entre as células ndo-infectadas e passam
desapercebidas pela resposta imune. Isto ocorre devido a capacidade do HIV manter-
se em estado latente apOs integrar seu genoma na célula hospedeira, as quais se
tornam reservatorios ou “santudrios” para o virus, estabelecendo uma persistente e
duradoura infecgdo. Esta integracdo ocorre nos primeiros 10 dias ap0s a exposicao
criando uma pequena “janela” de oportunidade para acdo de uma vacina de carater

profilatico (IAVI1, 2006; Letvin, 2006 ; Robinson, 2007; 1AVI, 2008).
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b. Hipervariabilidade: Quando ativo, o HIV possui uma rapida replicacdo (10,3 x
10° virions por dia) com uma elevada taxa de erros, gerando mutantes capazes de
recombinar-se e formar cepas variantes. Por essa razdo, o HIV-1 é dividido em trés
grupos: M (maior), O (outlier ou isolado) e N (ndo-M/ndo-0). O grupo M,
responsavel pela pandemia global de Aids, é subdividido 9 em classes ou subtipos
identificados pelas letras A, B, C, D, F, G, H, J, K (Figura 2). Ao longo do curso da
epidemia, como resultado da superinfecgdo, isto é, quando o individuo se infecta
novamente por uma variante do virus diferente a da primeira infecgdo, as cepas de
HIV podem recombinar-se formando um mosaico viral conhecido como Formas
Recombinantes Circulantes (CRF), e ganhar uma posicdo epidemiolégica dominante
(Figura 3). Neste sentido, uma vacina anti-HIV deve levar em consideracdo a forma
particular do HIV circulante em cada regido do mundo, para que a mesma possa agir
especificamente contra o virus (IAVI, 2006; Letvin, 2006; Robinson, 2007; 1AVI,

2008).

HIV-1 M group

z-—/’é HIV-1 O group

HIV-1 N group

Figura 2. Diversidade genética do HIV: relacdo filogenética dos principais
grupos e classes. Fontes: Letvin, 2006;
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c. Diversidade antigénica: As alteracGes genéticas resultantes da hipervariabilidade
transformam o HIV em um alvo mdvel para o sistema imune, dificultando a selecdo
de antigenos que induzem uma protecdo eficaz. Similarmente, o desenvolvimento de
vacinas depende da selecdo de antigenos que apresentem maior imunogenicidade

(IAVI, 2006; Letvin, 2006; Robinson, 2007; 1AVI, 2008).

F. @, H.LK. CRFO1,
We 01 GrieR RecompifianTs Oo [ crrot AL B
A, B, AB
[ B, F RECOMBINANT o A I MBS o [ INSUFFICIENT DATA
CRFO2_AG, OTHER B, C, BC
B crconimmians W O Recomamant

Figura 3. Distribuicdo global das CRF. Fontes: IAVI 2006.

d. Escape dos Anticorpos neutralizantes: Além da resposta celular, o sistema
imune monta no primeiro momento uma resposta humoral capaz de neutralizar o
virus infectante, bem como despertar a citotoxicidade celular dependente de

anticorpo (ADCC) e provocar lise de células infectadas pela acdo da via anticorpo-
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dependente do sistema complemento (via classica). No entanto, em razdo da
variabilidade dos antigenos, os anticorpos neutralizantes produzidos ndo sdo eficazes
em alcancar os sitios de ligacdo do HIV nas células hospedeiras (receptor CD4) e/ou
superar a densa matriz de carboidratos que recobre as proteinas de superficie do virus
(Env ou gpl120), tornando sua acdo praticamente nula (IAVI, 2006; Letvin, 2006;

Robinson, 2007; 1AV, 2008).

e. Correlato de imunidade protetora: Em outras infecgcdes virais, os individuos
podem espontaneamente gerar uma resposta imune contra o patbgeno e depurar a
infeccdo. A analise destes individuos pode levar a identificagdo de marcadores de
clareamento da infeccdo conhecido como correlato de imunidade protetora. Na
infeccdo pelo HIV os mecanismos imunes antivirais falham, levando a diminuigéo
progressiva dos clones de células T virgens e de memoria, deplecdo sistémica das
células TCD4" e TCD8" e aumento da carga viral. Este profundo e irreparavel dano
ao sistema imunolégico abre caminho para as infeccBes oportunistas e resulta na
progressao clinica para AIDS. Portanto ndo ha, até o0 momento, relatos de depuragao
viral e desenvolvimento de imunidade natural anti-HIV, dificultando o
estabelecimento de um marcador valido para determinar quando uma vacina
candidata tem maior efeito em relacdo a outra (IAVI, 2006; Letvin, 2006; Robinson,

2007; 1AVI, 2008).

f. Modelo animal: Apesar do HIV-1 apresentar grande similaridade com o Virus da
Imunodeficiéncia Simia (SIVcpz) de chimpanzés (Pan t. troglodytes) e o HIV-2 com
0 Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIVsmm) de sooty mangabeys (Cercocebus

atys), esses ndo séo capazes desenvolver Aids nos primatas utilizados como modelo
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experimental. Desta maneira ndo ha um modelo animal ideal para a Aids, limitando
0s pesquisadores a confiar em modelos animais substitutos com valor preditivo

incerto (IAVI, 2006; Letvin, 2006; Robinson, 2007; 1AVI, 2008).

3.3  Vacinas terapéuticas

O conhecimento das caracteristicas do HIV permite a elaboragédo de desenhos
de vacinas destinadas a prevencdo (vacinas profilaticas) ou ao tratamento (vacinas
terapéuticas) (Lemckert et al., 2004; Brander et al., 2006; Egan, 2007). O interesse
particular pelas vacinas terapéuticas tem aumentado nos ultimos anos devido as
baixas perspectivas em relacdo as vacinas profilaticas e, principalmente pela
possibilidade de diminuir ou até mesmo substituir o uso dos antiretrovirais, motivado
pelo nimero de efeitos colaterais e pela perda de eficacia apds longos periodos de
tratamento (Dorrell, 2006).

Basicamente, as vacinas sdo compostas pela combinacdo dos diferentes tipos
de antigenos do HIV (virus inteiro inativo, proteinas, peptideos, plasmideos etc.)
somados aos variados tipos de adjuvantes (Figura 4). Os adjuvantes possuem trés
funcBes principais: estabilizar o antigeno (incluindo o efeito de agregacdo e de
deposito), entregar o antigeno e ativar a imunidade inata (Graham, 2006; Jones,
2008).

As vacinas terapéuticas tém apresentado diferentes resultados nas diversas
composicOes antigeno-adjuvante (McMichael e Hanke, 2003). Em um levantamento
de estudos clinicos com vacinas terapéuticas até 2006 (McMichael, 2006),

verifificou-se que as estratégias que se concentraram na inoculacdo do HIV inteiro
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inativado e proteinas do envelope viral, como Remune, ndo apresentaram resultados

satisfatorios (Kahnetal., 2000).

Recombinant viral
vectors

Recombinant bacterial
vectors

Synthetic peptides Recombinant subunit

Figura 4. Unidades e fragdes antigénicas do HIV exploradas na confeccdo de
vacinas. Fonte: Letvin, 2006.

Similarmente, vacinas de vetores virais recombinantes contendo genes do
HIV como virus da variola aviaria (canarypox e fowlpox) ou virus da variola bovina
(MVA - Modified Vaccinia Ankara) falharam em manter uma resposta imune
especifica, apesar de apresentarem aumento da resposta de células T e pequena
reducdo da carga viral (Markowitz et al., 2002; Lévy et al., 2005; Kilby et al., 2005).

Vacinas de DNA plasmidial codificante para o gene do HIV testadas em
pacientes ndo tratados ou tratados com HAART, estimularam uma fraca resposta de
células T (MacGregor et al., 1998; Dorrell et al., 2005). Por outro lado, imunizagéo

com células dendriticas (DCs) HLA compativeis pulsadas com peptideos (Kundu et
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al., 1998) e a imunizacdo com DCs aut6logas pulsadas com virus inteiro inativado
(LuW etal., 2004) mostraram resultados contraditorios.

No primeiro estudo, Kundu (1998) e Shapero (2001), demonstraram que a
utilizacdo de DCs geradas in vitro a partir de monécitos (Mo-DC) de doadores HLA
compativel ao paciente e pulsadas com antigenos recombinantes HIV-1 MN gp160 e
peptideos sintéticos (gag, env e pol), ndo apresentou reacBes adversas, porém nao
resultou em nenhuma melhoria significativa na resposta imune especifica ao HIV ou
na diminuicao da carga viral nos pacientes (Kundu et al., 1998; Shapero et al., 2000).

Em contrapartida, Lu e colaboradores (2003) ao realizarem estudos com
primatas ndo-humanos, inocularam Mo-DC pulsada com virus da imunodeficiéncia
simia (SIV) inativado por Aldrithiol-2 (AT-2) em macacos previamente infectados
pelo SIV e notaram que 0s animais apresentaram um aumento significativo na
resposta celular e humoral SIV-especifica e, conseqilentemente, redugdo na carga
viral (Lu W et al., 2003).

Diante dos resultados promissores, estabeleceu-se no Brasil o estudo de fase 1
do modelo vacinal semelhante utilizando Mo-DC pulsadas com HIV-1 autdlogo
inativado por AT-2 em pacientes cronicamente infectados pelo HIV na auséncia de
HAART. Este protocolo vacinal induziu uma supresso da carga viral abaixo de 10°
coépias/ml em cinco dos dezoito participantes, mantida por pelo menos umano apds a
ultima dose da vacina. Em oito dos dezoito participantes, cuja carga de RNA viral
plasmética tinha permanecido constante nos seis meses anteriores, observou-se uma
diminuicdo superior a 90% da carga viral em um periodo de 112 dias ap6s a primeira
inoculacdo. Entretanto, a resposta dos demais participantes foi mais fraca e

transitéria (Lu et al., 2004).
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Ensaios clinicos posteriores foram realizados por diferentes grupos de

pesquisas com variacdes no protocolo de obtencdo de células dendriticas, no

processo de maturacdo e tipos de antigenos do HIV utilizado (Garcia et al., 2005; Ide

etal., 2006; Connolly et al., 2008).

Tabela 1. Resumo dos principais ensaios de vacina terapéutica anti-HI'V/Mo-DC.

Diferencia

Maturacao

Antigenos

Total

Resposta

Rota’ _ o Resposta Virol6gica Ref.
¢ao DC HIV pacientes | Imunoldgica?
HIV Queda no RNA viral
IL-4e IL-4pB,1L-6 | aut6logo plasmatico durante 112 dias;
L SC 18 18 y Lu 2004
GM-CSF [ e TNF-a inativado reducdo >90% naCVem 8
com AT-2 pacientes
Apés ainterrupcéo do
HIV tratamento, houve diminuicéo
Meio de i .
IL-4 e autologo daCVem$0.51ogl0 Garcia
cultura o SC 12 0 )
GM-CSF . inativado copias/mL e aumento no 2005
especifico ]
com calor tempo de duplicagdo em
quatro pacientes
L4 Peptideos N&o houve mudangas
-4e
TNF-a | Gag, Enve| SC 7 2 significantes naCV ap6s a | lde 2006
GM-CSF .
Nef interrupcdo do tratamento
Peptideos N&o houve mudancas
IL-4 e IL-1pB, IL-6 1V, o i Connolly
Gag, Env e 18 16 significantes na CV ap6s a
GM-CSF | eTNF-a SC . B 2008
Pol interrupcdo do tratamento

1. Rotas: SC subcutanea; IV intravenosa. 2. Resposta Imunolégica é definida como qualquer evidencia de
resposta HIV especifica por parte das células T ap6s a inoculagdo da vacina.

3.4  Células dendriticas: adjuvantes naturais

O sucesso obtido com protocolos de vacinagdo baseados em células

dendriticas ndo é recente, muitos estudos ja demonstraram sua eficacia no combate

ao cancer (Schuler et al., 2003) e contra um amplo espectro de doencas infecciosas

mediadas por bactérias, parasitas, fungos e virus, por exemplo, contra infecces
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causadas pelas bactérias Borrelia burgdorferi (Mbow et al., 1997), Clamidia
tracomatis (Su et al., 1998), Micobacterium tuberculosis (Demangel et al., 1999),
Bordetella pertussis (George-Chandy et al., 2001); infec¢gdes fungicas e parasitarias
causadas pela Candida albicans (d’Ostiani et al., 2000), Toxoplasma gondii
(Bourguin et al., 1998), Leishmania major (Flohé et al., 1998; Berberich et al., 2003),
ou Leishmania donovani (Ahuja et al., 1999) e infecgdes virais causadas pelo virus
da coriomeningite linfocitica (LCMV) (Ludewig et al. 1998), Influenza (Lopezet al.,
2000), virus herpes simplex genital (HSV) (Schén et al., 2001). Protocolos de

vacinas com DCs tém sido aplicados com resultados variados.

O éxito das vacinas baseadas em DCs e atribuido & potente funcdo
apresentadora de antigenos (APC), que consiste na capacidade das DCs de responder
prontamente a presenca de antigenos proprios e ndo-proprios, iniciando e regulando a
resposta mediada por células T (Steinman e Cohn, 1973; Banchereau e Steinman,
1998). As DCs constituem uma populacdo heterogénea de células com potencial
funcional e caracteristicas fenotipicas distintas; identificadas de acordo com a
expressao de marcadores de superficie e a distribuicdo no sangue, 6rgdos linféides e
tecidos de interface com o meio externo (mucosas e a epiderme) (Shortman e Liu,

2002; Usharauli, 2005).

Devido as similaridades com os mondcitos e macréfagos em relacdo a sua
distribuicdo, morfologia, fendtipo e funcionalidade (atividade enzimatica e
capacidade endocitica e/ou fagocitica), originalmente, as DCs foram consideradas ser
derivadas de precursores mieloides (Steinman e Cohn, 1973). Evidéncias geradas por

diferentes abordagens experimentais demonstram que as DCs de camundongos e



42

humanos podem efetivamente ser geradas tanto de precursores mieldide quanto de
precursores linfoides (Banchereau et al., 2000).

As informacOes atuais que tratam da ontogenia das DCs sdo controversas e
ndo permitem uma conclusdo definitiva quanto da diferenciacdo fisiologica das
células dendriticas (Ardavin et al., 2001; Liu, 2001). Em poucos anos, um grande
namero de informagdes foi acumulado sobre as propriedades funcionais das células
dendriticas, contudo, os determinantes genéticos e moleculares que regulam os
diferentes aspectos de sua biologia, como o estado funcional de maturacdo e
desenvolvimento dos subtipos, ainda sdo pouco compreendidos (Granucci et al.,

2001; Huang et al.,, 2001; Adams et al., 2005; Reis e Sousa, 2006).

No estado funcional imaturo, as DCs comportam-se como sentinelas do
sistema imune, residindo no sangue, pele e mucosas, expressam diversos receptores
capazes de reconhecer citocinas pré-inflamatdrias, proteinas de choque térmico
(HSP), imuno-complexos, células apoptoticas e outros sinais. Também expressam
receptores de reconhecimento de padrbes moleculares de microrganismos (P AMPS)
especializados em identificar carboidratos e lipossacarides bacterianos (LPS),
motivos desmetilados de DNA (CpG) e RNA viral. Muitos deles possuem fungéo
adicional, como iniciadores da sinalizacdo intracelular ou mediadores da interacéo

célula-célula (Fanger et al., 1996; Albert et al., 1998; Adams et al., 2005).

A expressdo dos diferentes tipos de receptores permite a discriminagdo e
captura de antigenos que serdo internalizados por fagocitose, endocitose ou
macropinocitose em compartimentos lisossomais ap0s o0 contato. Este contato
provoca 0 acionamento do programa génico de diferenciacdo, conhecido como

maturacdo, que se caracteriza pela ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular e
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fatores de transcricdo génica, resultando na reducdo da captura de antigenos,
aumento da expressdo de moléculas do complexo de histocompatibilidade 1 e Il
(MHC 1 e II), moléculas co-estimulatérias (CD80, CD83, CD86, CD40) e pela
secrecdo de multiplas quimiocinas e citocinas (IL-12, IL-18 e IL-10) (Fanger et al.,
1996; Albert et al., 1998; Banchereau et al., 2000; Liu, 2001; MacDonald et al.,

2002).

Estas modificacbes permitem que as DCs interajam com moléculas de adesao
(CD54/ICAM-1, CD58/LFA-3, ALCAM) e migrem via linfaticos aferentes até areas
ricas em células T nos linfonodos periféricos, onde irdo apresentar os antigenos, via
CD1a ou MHC /Il aos linfocitos TCD4" (Thl ou Th2) e TCD8" especificos (CTL),
além de estimular a expansdo clonal dos linfocitos T virgens e influenciar diferentes
classes de linfécitos (NKT, Treg, NK e B) (Liu et al., 2001; Steinman, 2001,

Gluckman, etal., 2002 McKenna et al., 2005).

AlteracGes nas atividades funcionais das DCs estdo fortemente associadas a
diferentes aspectos da imunopatogénese do HIV/AIDS desempenhando um papel
complexo e controverso durante a infecgdo (Weissman e Fauci, 1997; Knight, 2001;

Lore e Larsson, 2003).

Neste contexto, as DCs no estado imaturo expressam um maior nimero de
receptores CD4 e de co-receptores (CCR5, CXCR4, CCR2, CCRS3, Bonzo/STRL33,
CCR8 e CCR9) requeridos no processo de infeccdo do HIV-1 na célula alvo
(Rubbert et al., 1998; Douek et al., 2002; Teleshova et al., 2003; Collman et al.,
2003). Por outro lado, ainda no estado imaturo as DCs sao avidas em capturar o HIV-
1 via receptores de lectina tipo-C (DC-SIGN, DC-LAMP, Receptor de Manose,

DEC-205) sofrem maturacdo e migram até os linfonodos, onde irdo secretar
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tornando-as células efetoras (Donaghy et al., 2004; Larsson, 2005).

O estabelecimento da resposta efetora T CD8" (CTL) e da polarizacdo de T
CD4" (Thl ou Th2) dependera primariamente do perfil de citocinas secretadas e do
repertério de peptideos processados e apresentados pelo MHC | ou Il das DCs,
ambas com producdo e expressdo aumentada durante o processo de maturagdo das

DCs (Donaghy et al., 2004).

Classicamente, as células TCD8" reconhecem peptideos (8-11 aminoacidos)
derivados de proteinas citosdlicas enddgenas apresentados pelo MHC classe |,
presente na maioria das células do organismo. Especificamente, a resposta citotoxica
TCD8" (CTL) desencadeada pela DCs via MHC | provoca citdlise direta de células
infectadas e a secrecdo de fatores de supressao viral importantes no controle da

infeccdo do HIV (Hogan e Hammer, 2001).

Esse papel foi recentemente demonstrado in vitro, utilizando Mo-DC imatura,
proveniente de pacientes em uso de HAART, submetidas & exposicdo com HIV-1
inteiro inativado por AT-2 (pulso passivo). Ao sofrerem maturacdo, as DCs pulsadas
foram capazes de induzir a expansdo de células TCD8* de memdria que erradicaram
células infectadas e o virus da cultura celular, independente do estagio da doenca e
do status da resposta do paciente ao HAART (Lu e Andrieu, 2001a; Lu e Andrieu,

2001b).

Tipicamente, as células T CD4" reconhecem peptideos (10-15 aminoacidos)
provenientes de proteinas exdgenas processadas pelo sistema endossomal/lisossomal
apresentado via MHC classe 1l presente nas APCs. A resposta auxiliadora T CD4"

tem se mostrado ser essencial na manutencdo da resposta CTL e humoral anti-HIV,
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pois ao serem ativadas pela DCs, as células T CD4" passam a secretar 1L-2, 12, 15,
IFN-alfa e outras citocinas capazes de aumentar a diferenciagdo e a expansao clonal

de linfocitos B e T CD8" (Donaghy et al., 2004).

Dessa maneira, a magnitude e a natureza da resposta de células T (CTL ou
Th1/Th2) que se deseja induzir com a vacina terapéutica Mo-DC dependera, entre
outros fatores, das alteracfes no processo de maturacdo das DCs exercidas pelos
tipos de antigenos do HIV e métodos de manipulacdo das células empregados na

confeccédo da vacina (Donaghy et al., 2004).

O processo de maturacdo das DCs constitui um extenso programa de
diferenciacdo que envolve a regulacdo coordenada de centenas de genes. Idealmente,
a avaliacdo da maturacdo das DCs deve levar em conta a expressdo de todos esses
genes. Entretanto, a maturacdo é rotineiramente mensurada utilizando de 5 a 10
marcadores de superficie como CD80, CD86, CD83, proteinas de membrana
associada a lisossomo de DC (DC-LAMP), CD40, receptor de quimiocina 7 (CCR7),
e duas ou trés moléculas secretadas como IL-12 p70 e IL-10. Conseqlientemente,
mais de 95% do programa de maturacdo das DCs é efetivamente ignorado (Mcllroy

etal.,, 2005).

Atualmente, a biologia molecular dispde de tecnologia capaz de auxiliar na
avaliacdo de extensos programas genéticos, possibilitando analisar a expressdo de
milhares de genes em paralelo e estudar sistematicamente os padrdes de expressao
Uteis na identificacdo de eventos moleculares e vias que envolvem fungdes celulares
induzidas por estimulo especifico (Castagnoli e Granucci, 2002; Ahn et al., 2002; Ju

etal., 2003; Jue Zenke, 2004).
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3.5  Gendmica funcional / Transcripdmica

Alteragdes morfoldgicas, fenotipicas e funcionais de populagdes celulares
num determinado estagio de desenvolvimento ou interagindo com o meio a qual se
encontra, € resultado da acdo integrada dos produtos génicos expressos e
transformados em proteinas. Diante deste fato, novos recursos tecnolégicos foram
desenvolvidos para correlacionar os genomas a suas funcGes biologicas através
estudo das moléculas, transcritos ou proteinas que sdo expressos, resultando na
criacdo da area da pos-gendmica (Margues e Silva, 2004).

A érea da pos-gendmica apesar de dividirem-se em ramos especificos, muitos
apresentam sobreposicdo de propdsitos, entre os ramos temos: gendmica funcional
ou transcriptdmica, protedmica, peptiddmica, metabolomica, fisiomica, reguldmica,
epigendmica, farmacogenémica, toxicogendmica, imundémica, entre outras (Marques
e Silva, 2004; Binneck, 2004).

A formulacdo da hipotese na p6s-gendmica envolve geralmente a seguinte
pergunta: quais genes estdo expressos em uma dada situacdo? A resposta € obtida
através da avaliacdo da gen6mica funcional/transcriptoma e/ou proteoma do sistema
biologico estudado. Sua interpretagdo consiste na tentativa da reconstituicdo do
fendmeno biolégico em si, 0 que pode ser um grande desafio. Investigar porque ou
como um determinado gene estd expresso, em uma determinada situacdo, requer
conhecer ndo apenas a estrutura de seus produtos, transcritos e proteinas, como
também a sua interacdo com os produtos de outros genes (Mir, 2000; Vidal, 2001).

O primeiro passo neste sentido é dado pela transcriptbmica, que dispde de
tecnologias que permitem a analise em grande escala de transcritos como o

Diferential display (DD), Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) e
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microarranjos de DNA (microarrays). Dentre estas, a tecnologia microarray é
atualmente a mais robusta e amplamente aplicada no estudo de expressdo ou
perfilacdo transcricional de genomas completos de diferentes populagbes de células,
em especial do sistema imune (imunoma), submetidas a condicbes e estimulos
variados (Granuccietal., 2001; Huang et al., 2001; Messmer et al., 2003).

Por exemplo, analises trascricionais de células alvos (TCD4, macr6fagos) e
ndo-alvos (NK, LB, DCs) pelo HIV-1 revelaram a intensa modulagdo de genes
envolvidos na desregulacdo imune, susceptibilidade a apoptose, replicacdo viral e
persisténcia viral quando submetidas in vitro ou in vivo a exposicéo pelo HIV-1 ou
por suas proteinas acessorias, colaborando no entendimento da correlagdo funcional
da modulacdo genética na patogénese do HIV-1 in vivo (Giri et al., 2006).

Diversos trabalhos de analise de perfil transcricional foram realizados, entre
1998 e 2004, para identificar genes envolvidos na maturagdo de células dendriticas
derivadas de mondcitos (Mo-DCs) submetidas a diferentes estimulos pro-
inflamatérios (LPS, manana, alfa-galctosilceramida, PGE,, CD40L); citocinas (IFN-
gama, TNF-alfa IL-6, IL-1), drogas (Captopril), horménios (Angiotensina Il) e a
exposicdo a microrganismos como E. coli, Influenza, Toxoplasma gondii,
Leishmania donovani e Candida albicans (Tang e Saltzman, 2004).

Especificamente, 1zmailova e colaboradores (2003) identificaram 33 genes
que codificam fatores de transcricdo, fatores relacionados & apoptose, proteinas
induzidas por stress e proteinas antivirais durante a exposicao a trés subtipos do HIV-
1 (BAL, ADA e JR-FL) e pela transfeccdo do vetor adeno-Tat em Mo-DC imaturas

de doadores saudaveis, revelando um novo papel da proteina Tat na reprogramacao
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da expressdo genética que favorece a expansdo da infeccdo viral (Izmailova et al.
2003).

Harman e colaboradores (2006) demonstraram que genes codificantes do
grupo de moléculas marcadoras de maturacdo de células dendriticas, como CD40,
CD83, CD80 (moléculas co-estimulatorias) e CXCR4 (molécula de adeséo), foram
diferencialmente mais expressos em Mo-DC tratadas com altos titulos do HIV-1ga
infectante em relacdo as células tratadas com HIV-1g, inativado por aldrithriol-2
(AT-2) ou com a mistura gp120ga. € gpl20s, ca1. Entretanto, 0 HIV-1g,. Vivo € 0
HIV-1g,. inativado por AT-2 ao serem comparados com estimulos convencionais de
maturacdo de DCs (PGE,, TNF-alfa, IL-beta, 1L-6) foram igualmente capazes de
provocar importantes mudancas na expressao dos marcadores de maturacao das Mo-
DC (Harman et al., 2006).

As mudancas provocadas pelo HIV-1g,_ inativado por AT-2 tais como a
baixa-regulacéo dos receptores de lectina tipo-C (DC-SIGN e Receptor de Manose) e
a alta-regulacdo de CCR7 e CD86, apesar menos extensas foram significantes apos
24hs e acentuadas ap0Os 48hs. Esses achados foram confirmados por citometria de
fluxo demonstrando forte correlacdo entre as mudancas transcricionais e pos-
transcricionais (Harman et al., 2006).

A aplicacdo da tecnologia de microarray no desenvolvimento de vacinas foi
discutida pela Dra. KarinJ. Regnstrdém no livro Pharmacogenomics in the
Preclinical Development of Vaccines. Segundo a autora, ao introduzir a analise de
expressdo génica e bioinformatica no desenho de vacinas e seus sistemas de entrega,
0 desenvolvimento de wuma vacina pode ser melhorado e acelerado

consideravelmente. Cada combinacdo de antigenos vacinais e sistemas de entrega séo
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caracterizados por um perfil gendmico Unico, uma "impressdo digital” que podera
fornecer informacBes ndo apenas das respostas imunoldgicas e toxicoldgicas, mas
também outras respostas celulares relacionados ao ciclo celular, apoptose, efeitos
cancerigenos, entre outros. Os resultados destas “impressdes digitais” gendmica
Unicas, facilitam o estabelecimento da relacdo entre as estruturas moleculares e a
atividade farmacoldgica das vacinas, otimizando seu desenvolvimento (Regnstrom,
2008).

O exemplo pratico desta afirmacdo foi a criacdo de um chip ou lamina de
DNA exclusivo para a analise de DCs (DC-chip), financiado pela associacdo
francesa de pesquisa do cancer (Association pour la Recherche sur & Cancer —
ARC), o qual conttm uma selecdo de pouco mais de 300 genes relevantes a
imunobiologia das DCs e se destina ao monitoramento do status de maturagdo ou
imunofenotipagem de DCs utilizadas na confeccdo de vacinas anti-tumores para
ensaios clinicos (Mcllroy et al., 2005).

No estudo de vacinas anti-HIV, Arico e colaboradores (2005) associaram a
metodologia de microarray e ensaios funcionais para determinar a resposta imune ao
modelo vacinal baseado no uso da particula virus simile do HIV-1 Pr55gag (HIV-
VLPs), produzida pelo sistema de expressdo de baculovirus. Do ponto de vista
funcional, a transfeccdo desse vetor foi capaz de induzir a maturacdo das DCs
resultando na expressdo de marcadores de maturagdo na superficie celular e também
foi capaz de aumentar a producdo de citocinas polarizantes Thl e estimular a
resposta primaria e secundaria de células T CD4" autdlogas no ensaio de imunizagéo
in vitro. Do ponto de vista genético, entre as vias e 0s genes especificamente ativados

nas Mo-DCs, foram observados aqueles que estdo envolvidos diretamente na
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maturacdo e na ativacdo funcional, em particular na ativacdo de genes relacionados
ao controle celular (proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e homeostase) e a atividade
funcional de apresentacdo de antigenos (APC), ativagdo de células T e polarizacdo da
resposta Th (Arico et al.,2005)

O perfil transcricional das Mo-DCs também revelou uma diferenca na
suscetibilidade ao tratamento com o Pr55gag entre os doadores, sugerindo a
possibilidade de selecdo de padrfes de expressdo de genes especificos Uteis na

identificacdo dos respondedores a este tratamento (Arico et al., 2005).

3.6  Microarrays

A idéia de usar arranjos de &cidos nucléicos com o propdsito de analisar
simultaneamente 0 maior numero possivel de genes comecou a ser aplicada no final
da década de 70, com o advento da técnica conhecida como Dot-Blot (Kafatos et al.,
1979). Contudo, foi somente na metade da década de 90 que esta tecnologia adquiriu
as caracteristicas atuais (Schena et al.,1995).

A tecnologia de microarray é o resultado da convergéncia de variadas
técnicas e metodologias provenientes da biologia molecular, genética, quimica
combinatoria, robotica, bioinformatica, etc. Sua construcdo e desenvolvimento
exigem o trabalho conjunto de profissionais de diferentes areas do conhecimento
cientifico, o que limitava sua existéncia a poucos laboratdrios de pesquisa altamente
especializados (Schena et al.,1995).

Os arranjos de DNA, também conhecidos como chips de DNA em alusdo ao
componente eletrdnico miniaturizado que carrega milhGes de transistores, sdo

colecdes de segmentos de material genético (sondas) representativos dos genes de
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uma determinada espécie que se encontram depositados sobre um substrato solido
em um padrdo o regular (Chaudhuri, 2005). Estas sondas tendem a ligar-se pelo
processo de hibridizacdo apenas a sua sequéncia complementar de nucleotideos
(alvos) extraida de amostras bioldégicas previamente marcadas com substancias
fluorescentes (Jaluria et al., 2007).

Apobs o processo de hibridizacdo, todos os chips de DNA sdo lavados para
remo¢do dos “alvos” excedentes (que ndo se ligaram as sondas) e, em seguida,
exposta a acdo de raios laser que excitam os fluor6foros que foram incorporados aos
“alvos”, fazendo com estes emitam luz (fluorescéncia). Em principio, quanto maior
for a expressdo de um determinado gene, maior sera a quantidade de “alvos”
marcados com o fluor6foro e, conseqlentemente, maior sera a intensidade da
fluorescéncia do complexo alvo sonda apos a hibridizagdo. Assim, a tecnologia de
microarrays fornece uma medida indireta do nivel de expressdo génica, mediante
quantificacdo da abundancia dos RNAs transcritos (Hiendleder et al., 2005).

Entretanto, a tecnologia basica de microarrays descrita acima apresenta
diversas variacOes, dependendo do substrato, tipo de sonda, do método de deposicao,
além de uma variedade de técnicas de extracdo e marcacdo do RNA, bem como de
protocolos de hibridizacdo (Rogojina et al., 2003).

O substrato solido utilizado pode ser de diferentes materiais (lamina de vidro,
silica, plastico, membranas de nylon, nitrocelulose etc.). As sondas pode ser
compostas de oligonucleotideos de cadeia longa (45 a 70 mer), cDNAs produzidos
em projetos de seqlienciamento, produtos de amplificacdo por PCR (reacdo em
cadeia da polimerase) ou oligonucleotideos de cadeia curta (25 mer)

(Venkatasubbarao, 2004).
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Da mesma maneira, as forma de deposi¢do das sondas também variam, mas
duas sdo as mais comuns: deposicdo mecanica e sintese in situ. A primeira, mais
simples, é feita por robds de alta precisdo que utilizam agulhas especiais para
depositar as sondas na superficie a lamina na forma de spots (elemento circular
criado pela sonda) (Venkatasubbarao, 2004).

A segunda baseada na sintese in situ, mais complexa, utiliza processos
especiais como a fotolitografia, impressdo a jato ou sintese eletroquimica para
realizar a sintese quimica de oligonucleotideos sintéticos de cadeia curta (25 mer)
diretamente sobre a superficie do substrato (Walsh e Henderson, 2004).

A distingdo mais importante entre as diferentes tecnologias existentes refere-
se ao numero de amostras hibridizadas em cada lamina. Neste sentido, os diversos
tipos de tecnologias de microarrays podem ser divididos em dois grupos bésicos:
sistema de uma cor ou canal Unico (single-color ou single-channel microarray) e
sistema de duas cores, dois canais (two-color ou two-channel microarray) ou sppoted
array, também séo referidas por laminas de hibridizacdes independentes e laminas de

hibridizacGes competitivas, respectivamente (Venkatasubbarao, 2004).
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Figura 5: Foto da agulha robética utilizada nas técnicas de deposicdo mecanica para
fabricacgdo de microarray. Fonte: Science Photo Library
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Figura 6: Diagrama da técnica de fotolitografia para fabricacdo de microarray.
Fonte: Affymetrix Inc.

No sistema de hibridizagdes competitivas (spotted arrays), as amostras de
RNA sdo individualmente transcritas reversamente e marcadas com diferentes

fluorocromos (geralmente Cyanine-3 e Cyanine-5, também referidos como Cy3 e


http://www.sciencephotolibrary.com/
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Cy5), e entdo pares de amostras diferentemente marcadas sdo hibridizadas
conjuntamente em uma lamina, permitindo uma comparagdo direta entre amostras
(por exemplo, controle versus tratamento). A compara¢do entre amostras numa
mesma lamina é dada pela razdo entre as intensidades de fluorescéncia relativas ao
Cy3 e Cyhb (relativas a diferentes comprimentos de ondas, representadas pelas cores
verdes e vermelhas) em cada spot, a qual é uma medida da expressdo relativa do
gene correspondente nas duas amostras. Uma descricdo mais detalhada deste

processo pode ser encontrada, por exemplo, em Brown e Botstein (1999).

Expaimntal Cel

DL, microaim iy

Figura 7: Diagrama ilustrativo spotted arrays. Fonte: Long

No sistema com hibridizacdes independentes (canal Unico), cada amostra de
RNA ¢é marcada e hibridizada individualmente numa lamina. A vantagem deste tipo

de tecnologia esta no fato dos estudos serem conduzidos de maneira mais
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simplificada e flexivel, tanto de um ponto de vista experimental como estatistico.

Outra vantagem, esta na superior qualidade dos chips de DNA comerciais em relacéo

aos sistema de hibridizagcbes competitivas produzidos in house, 0 que permite aos

cientistas gastarem menos tempo na otimizacdo de aspectos técnicos e dedicarem

maior atencdo no planejamento e aplicacdo da tecnologia de microarray para

responder as questdes biologicas (Venkatasubbarao, 2004).
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Figura 8: Diagrama ilustrativo GeneChip. Fonte: Long.

A plataforma Affymetrix é um exemplo da tecnologia de microarray com

hibridizacGes

independentes de canal

Unico, mais amplamente adotado em

laboratorios académicos, bem como em clinicas e entidades comerciais. Diante das
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vantagens e seguindo o exemplo de outros laboratdrios em nossa instituicao

adotamos tal plataforma para este estudo.

3.7  Analise de dados de microarrays

Organizagdes como a Microarray Gene Expression Data Society - MGED e o
European Bioinformatics Institute - EBI, tém estabelecido guias de orientacdo que
auxiliam os pesquisadores a planejar e programar Seus experimentos com
microarrays, cujo objetivo é padronizar as variantes dessa tecnologia, para que 0s
resultados obtidos em experimentos diferentes possam ser comparados e utilizados
como base para o planejamento de novas pesquisas sobre 0 mesmo tema. Um desse
guias € o Minimum Information About a Microarray Experiment (MIAME), que
contém diversas recomendacGes e padrfes para coleta e andlise de dados
provenientes de experimentos com microarrays, para que estes possam ser
corretamente interpretados e reproduzidos (Jaluria et al., 2007).

Outra tentativa interessante € o compartilhamento dos dados brutos obtidos
em experimentos com microarrays, uma vez que ndo € possivel incluir esse tipo de
informac&o nas publicacBes. Dois bancos de dados criados com essa finalidade séo o
Gene Expression Omnibus (GEO), iniciativa do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) e o ArrayExpress, mantido pelo EBI.

Apesar destas iniciativas ndo ha um padrdo estabelecido para as analises,
existindo varios métodos e programas a disposicdo. A escolha do método para
analise é um processo que cabe ao pesquisador considerar 0 desenho experimental,

tipo celular estudado, pergunta bioldgica e levantar as vantagens e devantagens dos
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métodos que podem garantir um melhor dessenpenho diante de sua aplicacdo. Para
plataformas comerciais estabelecidas e bem difundidas como a plataforma
Affymetrix, artigos e livros especializados mostram que as analises dos dados
geralmente envolvem duas etapas: Pré-processamento e Analise de dados (Stekel,

2003; Korenberg, 2007; Gohlmann e Talloen, 2009).

3.7.1 Pré-processamento

O pré-processamento ou analise primaria visa eliminar fontes indesejaveis de
variacdo de modo que as estimativas de expressdo obtida reflitam mudancas
verdadeiras nos transcritos de forma tdo precisa e acurada possivel. As fontes de
variagdo originam-se nas diferentes fases do processo de fabricacdo dos microarrays
(variacdo entre lotes de GeneChips), do experimento bioldgico (isolamento do RNA,
heterogeneidade de tecidos, variacdo inter-individual) e do ensaio de microarray
(transcricdo reversa do mRNA em cDNA, eficiéncia na marcacdo das sondas)
((Stekel, 2003; Korenberg, 2007; Gohlmanne Talloen, 2009).

Podemos considerar 0 pré-processamento como uma sequéncia de passos no
calculo da intensidade do sinal para cada sonda, transformacdo logaritmica dos
valores de intensidade, corre¢édo do sinal de fundo (Background), normalizagéo e
sumarizacdo dos valores encontrados (Stekel, 2003; Korenberg, 2007; G6hlmann e

Talloen, 2009).

3.7.1.1 Calculo da intensidade dos sinais: A imagem € capturada pelo sistema
GeneChip® Scanner 3000 Affymetrix, que possui um laser solido de diodo

verde (532nm) e um conjunto de lentes objetivas flutuantes (Flying
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Objective™ Lens — FOL). O laser incide sobre sondas de oligonucleotideos
sintéticos de cadeias curtas (25 mer) contidas em secdes de 11 pm? (probe
cell) na superficie de silicio (1,28 cm?) dos GeneChips®. Cada gene é
representado por um grupo de sondas (Probe set) compostas 11 a 20 pares
de probe cell (Figura 9).

Cada par de probe cell é constituido de sondas complementares e ndo-
complementares a por¢cdo do gene alvo, isto é, as sondas ditas perfect match
(PM) possuem uma sequencia complementar baseada em uma parte da
sequencia de referencia do gene alvo, enquanto seu par correspondente
conhecido como mismatch (MM) possui uma sequencia idéntica exceto pela
troca de um oligonucleotideo na 13° posicdo (FiguralO) (Lipshutz et al.,
1999).

A Affymetrix adota esta metodologia na construcdo de seus
GeneChips para minimizar os efeitos do fenémeno da hibridizagdo cruzada
que ocorre entre as sondas e transcritos de diferentes genes que possuam
sequencias parecidas. Esta estratégia fornece dados que podem ser
utilizados para a determinacdo do nivel de expressdo dos genes

representados nos grupos de sondas (Figura 10).
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Figura 9: Diagrama ilustrativo do GeneChip® HGU133 plus 2. Divisoes e
dimensdes do GeneChip Fonte: Lipshutz et al., 1999.

Feference saguence

AATGGEGETCAGA GACTCCTATGTGGGTG  Perfect Match Cligo
AATGEGTCAGAACIGACTCCTATGTGGEGTG  Mismatwch Cligo
Perfect match probe cells

- TEGTGATGOTGGGAATGOGTCAGAAGGACTCCTATGTGEGTGACGAGGCC -

Fluorescence Intensity Image

Mismatch probe cells
Figura 10: Desenho da construcdo de sequéncias nucleotideas perfect match
(PM) e mismatch (MM) Fonte: Lipshutz et al., 1999.

O leitor detecta a intensidade da fluorescéncia de cada probe cell
gerando arquivos contendo a imagem de todas as probes cell (dat file) e os
valores das intensidades correspondentes (cel file) através do método de

gradeamento global e feature extration. Os arquivos contendo estes dados
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(imagem e intensidade) podem ser analisados por qualquer programa
especifico que possua algoritmos para analise de grupos sondas (Probe Set

Algorithms) (Seo e Hoffman, 2006).

Correcéo do sinal de fundo (Background): A correcdo do background é o
principal passo para remogdo de contribuicdes ndo biologicas ao sinal
medido. Tipicos exemplos de sinais ndo especificos sdo o sinais de fundo
das lavagens incompletas, ligacGes inepecificas de transcritos, entre outros.

(Seo e Hoffman, 2006).

Normalizacédo: Apos a obtencdo dos dados e eliminacéo de valores espurios
em decorréncia de possiveis problemas na fixagdo das sondas, marcacéo das
amostras, hibridizacdo etc., um ajuste geral dos dados € necessario antes de
uma andlise estatistica mais formal. Este processo de corre¢do dos dados é
denominado normalizagéo, e considera ajustes para diferengas entre chips
(em termos de média ou mediana e variancia), efeito de marcacdo e outros
possiveis erros sistematicos. Alguns procedimentos de normalizacdo
baseiam-se em somente alguns genes presentes nos chips (como genes
controles ou housekeeping e genes com expressdo supostamente constante
nos diversos grupos experimentais), outros baseiam-se em todos 0s genes e
utilizam procedimentos estatisticos robustos, com a suposicdo de que a
maioria dos genes é ndo diferencialmente expressa entre 0S grupos

experimentais (Gohlmanne Talloen, 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seo%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hoffman%20EP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seo%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hoffman%20EP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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Dentre os diferentes algoritimos disponiveis € frequente o uso do
RMA (Robust Multi-array Average; proposto por Irizarry et al., 2003). O
algoritmo RMA adota um procedimento denominado normalizagéo
quantilica, permitindo que todos os chips apresentem mesma distribuicdo
empirica dos valores de intensidade, de maneira em que sdo coincidentes
nos termos de locacdo (incluindo medidas de centralidade e percentis) e
escala ou variabilidade. Esta abordagem aumenta a sensibilidade a pequenas
mudangas entre as amostras controle e as amostras testadas, alem de
minimizar a variancia sem compremeter as diferenca absoluta na expresséao

valores (fold change) (Bolstad et al., 2003).

Sumarizacdo: é a etapa onde os valores de intensidade observados para
cada conjunto de sondas representativas dos genes (probe set) sdo
combinados numa UGnica medida resumo para determinar o nivel de
expressdo do gene. Existem diferentes técnicas com diferente resultados,
algumas técnicas (como MAS 5.0, GC-RMA e PLIER) utilizam a média das
diferencas entre a intensidade das sondas perfect match PM e a intensidade
das sondas mismatch - MM para produzir o valor de expressao, outras que
consideram somente o valor da intensidade das sondas perfect match PM
(como MBEI, RMA, sRMA, FARMS). As técnicas citadas sdo algoritmos
contidos em programas especificos para analise de dados de microarray, um

rapido resumo pode ser consultado em Seo e Hoffman, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seo%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hoffman%20EP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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3.7.2 Analises dos Dados

Os dados gerados de microarray possuem utilidade somente se extrairmos
informages significativas sobre o sistema estudado Analisar os dados da expressao
global do genoma é uma tarefa crucial e a escolha da técnica estatistica tem profundo
impacto sobre as inferéncias elaboradas a partir do estudo. Analises adequadas
podem descobrir padrdes até agora ndo detectados, enguanto técnicas mal
empregadas podem induzir em erro, deixando de ressaltar interessantes achados ou
sugerindo resultados falsamente positivos (Slonim, 2002).

Uma limitacdo comum nas analises etatisticas de dados de microarray refere-
se ao fato de que nimero de genes em cada chip (nimero de observacBes por
amostra) serem extremamente maior do que o nimero de amostras (ou chips) no
experimento. Desta maneira, as andlises sdo conduzidas independentemente para
cada gene (Géhlmann e Talloen, 2009).

Dado o pequeno tamanho amostral para cada gene, estimativas de
componentes de variancia sdo instaveis e o poder estatistico para se detectar
diferencas entre 0s grupos experimentais € geralmente pequeno. Uma estratégia para
se contornar este problema ¢é a utilizacdo de estimadores de ‘“encolhimento”
(shrinkage estimators) para 0s componentes de variancia. Programas de
determinacdo de genes diferencialmente espressos possuem estes estimadores.
(Smyth, 2004; Cui et al., 2005; Feng et al., 2006).

Outra limitagdo refere-se ao fato de multiplos testes serem efetuados em cada
experimento (um para cada gene), de maneira que um grande numero de falsos
positivos é esperado mesmo em situacbes nas quais ndo ha qualquer expresséo

diferenciada entre os grupos experimentais (Gohlmann e Talloen, 2009).
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Considerando essas particularidades, os processos de analise de dados podem

ser resumidos na Deteccdo de genes diferencialmente expressos (DEG), Filtragem de

gene, Exploracdo ndo-supervisionada, Predicdo supervisionada e Andlises de Vias

(Gohlmann e Talloen, 2009).

3.7.2.1 Deteccdo de genes diferencialmente expressos (DEG): Um objetivo

3.7.2.2

comum em estudos de microarray € identificar 0s genes que sdo
diferencialmente expressos sob determinadas condicdes. Para este fim,
algoritmos estimam a diferenca de expressdo entre as condicdes, e testam se
as diferencas observadas sdo estatisticamente significantes. Este geralmente
é feito gene-a-gene separadamente. Embora tal abordagem ignore a
dependéncia onipresente entre 0s genes, € muito Util para extrair
informacgOes relevantes a partir da alta-dimensionalidade e complexidade
dos dados microarray. Posteriormente, todos os testes separados podem ser
agregados novamente para rangquear 0S genes com base na significancia

estatisticas e/ou diferenca absoluta na expressao valores (Fold change).

Filtragem de gene: é o procedimento de remoc¢do de genes que ndo tém
chance de ser diferencialmente expresso ou predito, independentemente da
hipdtese ou problema de predicdo que seria abordado. E muito frutifero,
uma vez que aumenta a sensibilidade das analises, mas ainda ndo é uma
pratica comum, pois faltam orientacbes claras para execucdo do
procedimento sem que se corra o0 risco de excluir alguns genes

potencialmente relevantes (Calza et al., 2007; Talloen et al., 2007).
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3.7.2.3 Exploragdo ndo-supervisionada: Analise de dados ndo supervisionado ou
descoberta padrdo é usada para explorar a estrutura interna ou as relacées
em um conjunto de dados. Métodos ndo supervisionados sdo ferramentas
exploratorias, e ndo uma técnica de inferéncia. Ndo sdo apropriados como
uma ferramenta de inspecdo visual para identificar genes diferencialmente
expressos. Estas técnicas de aprendizado ndo-supervisionado sdo
tipicamente multivariada, e pode ser subdivididas em duas classes principais
(Butte, 2002): métodos de projecdo multivariada (Principal component
analysis - PCA, Corresondence factor analysis - CFA e Spectral map —
SPM) e os métodos de agrupamento. Os métodos de agrupamento podem
ainda ser divididos em métodos de agrupamento hierdrquico (encontram
sucessivos grupos utilizando grupos previamente etabelecidos) e métodos de
compartimentacdo (procuram minimizar a heterogeneidade dos grupos e/ou
para maximizar a sua separacdo) (Rahnenfthrer, 2005). Os algoritmos de
compartimentagcao mais comuns sdo k-médias, compartimentacdo em torno
medoides (PAM; a.k.a. k-medoids) (Kaufman e Rousseeuw, 1990) e mapas

auto-organizaveis (Kohonen, 1990; Tamayo et al., 1999)

3.7.2.4 Predicdo supervisionada: Microarrays sdo Uteis na descoberta de
“assinaturas de genes" que podem predizer determinadas caracteristicas
individuais. Podem por exemplo, fornecer valiosos biomarcadores clinicos
de doencas ou de sensibilidade a tratamentos. Para extrair tais assinaturas
moleculares dos dados, o principal objetivo é selecionar um ndmero

pequeno de caracteristicas (genes) com alta acurdcia de predicdo (Diaz-
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Uriarte, 2006). Métodos de classificacdo combinados com métodos de
selecdo séo utilizados para esse fim. Existe uma grande variedade de
algoritmos de classificacdo que foram desenvolvidas em diferentes campos
de pesquisa, como estatistica, mineracdo de dados e aprendizado de
maquina. Alguns dos métodos mais populares para os dados de microarrays
sdo: Andlise discriminante, Classificador vizinho mais proximo (k-NN),
Regressdo logistica, Redes neurais, Arvores de classificacdo, Analise de

predicdo para microarrays (PAM), Maquinas de Vetores Suporte (SVM)

3.7.25 Analises de Vias: A comparacdo dos padrbes de expressdao génica entre
grupos experimentais ndo se limita a geracdo de uma lista de genes
diferencialmente expressos, obtidos a partir de testes de significancia.
Procedimentos complementares de anélise permitem uma vizualizacdo geral
sobre os padrdes nos dados. Por exemplo, os genes podem ser classificados
em termos de processos metabdlicos ou grupos ontolégicos (gene ontology)
mostrando as relacGes entre os genes super-regulados ou suprimidos em
diferentes vias funcionais das células estudadas (Gohlmann e Talloen,

2009).
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4. METODOS

4.1. Casuistica

Foram selecionados 16 pacientes em acompanhamento no Ambulatorio de
Imunodeficiéncias (ADEE 3002) do Departamento de Dermatologia do HC/FMUSP
com as seguintes caracteristicas: ser maior de 18 anos, estarem cronicamente
infectados pelo HIV-1 e sem uso de terapia antiretroviral, apresentando contagem de
células TCD4* acima de 350 células/mm® e carga viral plasmética (CV) sem
variagdes significativas* nos Ultimos 6 meses (* 25% do numero absoluto de células
TCD4" e CV >0,5 log).

Foram excluidos também os pacientes com neoplasias ou infeccGes
oportunistas até seis meses antes; doencas autoimunes; imunodeficiéncias primarias e
deficiéncia na capacidade intelectual, que dificultavam o entendimento do termo de
consentimento livre e esclarecido, previsto na resolucdo no. 196/96 do Ministério da

Saude, sobre pesquisa envolvendo seres humanos.

4.2. Isolamento e Expanséo Viral
O isolamento e expansdo do HIV foi realizado com amostras de pacientes
infectados segundo o protocolo modificado da ACTG Laboratory Technologist

Committe (http://www.niaid.nih.gov/Daids/vir_manual/full_vir_manual.pdf).
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4.2.1. Separacao de células mononucleares infectadas para isolamento viral.
Foram coletados assepticamente em tubos heparinizados aproximadamente 10
mL de sangue periférico dos pacientes selecionados. Apds a coleta o sangue foi
diluido em salina estéril na proporcdo de 1:1 e fracionado pelo diferenciador de
gradiente Ficoll-Hypaque, densidade 1077, através de centrifugacdo a 850 x g por 20
minutos em centrifuga Beckman Coulter. As células mononucleares do sangue
periféerico (PBMCs), localizadas na interface entre o Ficoll e o sobrenadante foram
recolhidas, centrifugadas por 2 vezes em meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) a 420 x g por 10 minutos e quantificadas em contador automéatico

Cell-Dyn 1300 Abbott .

4.2.2. Deplecdo de linfocitos TCD8"

As PBMCs de pacientes que apresentaram carga viral abaixo de < 40.000
cOpias tiveram sua populacdo de linfocitos TCD8" depletadas para evitar o efeito
citolitico destas células na cultura. Para tanto, ap0s a separacdo por gradiente de
Ficoll as PBMCs foram incubadas a 4°C por 15 minutos com microesferas
conjugadas com anticorpos monoclonais anti-CD8" (Miltenyi Biotech), e filtradas em
colunas MS sob a acdo do campo magnético do sistema de separacdo VARIOMACS
(Miltenyi Biotech), para retencéo de células CD8". As células eluidas, depletadas da
fracdo CD8", foram entdo lavadas, ressuspendidas em meio de cultura RPMI e

utilizadas no protocolo de expansdo viral.
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4.2.3. Separacdo e ativacdo de células mononucleares sadias para expansao
viral

Bolsas de Sangue recusadas em razdo do baixo volume, lipémicas ou
nomeadas como “descarte por auto exclusdo” que apresentaram sorologia negativa
para HIV, sifilis, hepatite, doenca de chagas, malaria e HTLV, foram gentilmente
doadas pela Associacdo Beneficente de Coleta de Sangue — Colsan/Unifesp para a
separacdo de células mononucleares de doadores sadios.

Apos a coleta, as bolsas foram selecionadas no setor de processamento do
banco de Sangue do Hospital Municipal de Santo André “Mario Covas” e
centrifugadas a 850 x g por 5 minutos em centrifuga Beckman. Ao término da
centrifugacdo trés camadas foram visualizadas; o plasma, a fracdo leucocitaria e a
fracdo eritrocitaria.

O sistema fechado de coleta em bolsa tripla com CPDA - 1 (citrato, fosfato,
dextrose, adenina) permite que a camada superior com o plasma seja transferida por
um extrator apropriado para uma segunda bolsa satélite, em seguida a camada
intermediaria com a fracdo leucocitéria é transferida para terceira bolsa satélite,
restando a fracdo eritrocitaria na bolsa de coleta principal.

A bolsa satélite contendo a camada leucocitaria (buffy coat) foi transportada a
temperatura ambiente até o Laboratério de Investigagdo Médica 56 (LIM56) e
manipulada em cabine de seguranca biologica classe 2B segundo os critérios de
biosseguranca para material infectante. As PBMCs do buffy coat foram separadas por
gradiente de Ficoll-Hypaque a 850g por 20 minutos e ap6s duas lavagens com meio
RPMI foram divididas em aliquotas de 1.107 células e congeladas com uma solugdo

de Soro Fetal Bovino (SFB) e 10% Dimetilsulfoxido (DMSO) a -80 °C. Entre 24 a
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48 horas antes do uso, as aliquotas foram descongeladas e cultivadas em 5 mL de
meio de cultura contendo 10% de SFB, 5 ug/mL de fitohemaglutinina (PHA) e 20

Ul/mL de IL-2 para promover a ativacao.

4.2.4. Expansao viral

Cerca de 1.10" PBMCs de paciente infectado e 1.10” de PBMCs de doador
sadio, previamente ativadas e lavadas para retirada da PHA, foram co-cultivadas em
cerca de 5 mL de meio de cultura RPMI contendo 10% de SFB e IL-2 (20 UI/mL) a
37° C em estufa de CO;, (5%). O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias e
semanalmente as culturas foram realimentadas com 1.10° PBMCs previamente

ativadas de doadores sadios, durante aproximadamente 8 semanas.

4.2.5. Inativacgao viral

Para a inativacdo de virus obtidos por expansdo em PBMCs de doador sadio,
foi utilizado protocolo descrito por Rossio e colaboradores (1998) com algumas
modificacbes. O volume total de sobrenadantes obtidos das culturas de expansédo
viral foi incubado com 250 uM de Aldrithriol-2 (AT-2 Sigma) com agitacdo
constante, por 1 horaa 37° C.

Apos a inativagdo, o material foi centrifugado a 3.000 x g for 20 minutos para
remocdo de debris celulares e, a seguir, concentrado em dispositivo de ultrafiltracdo
Amicon (Millipore) com membrana de 100 kDa, através de centrifugacdo a 1600 x g
por 20 minutos. Apds a concentragdo de todo o volume o material foi recolhido e
lavado 2 vezes em PBS estéril para remocdo do Aldrithriol-2.

A purificacdo dos virus foi realizada por ultracentrifugacdo em centrifuga
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L80 Beckman, utilizando rotor de angulo mével (SW41 Ti). Para tanto, 0 material foi
acondicionado sobre solucdo de sacarose 20% em TNE (20 mM de Tris/HCI, 20 mM
de NaCl e 2,5 mM de EDTA), na proporcdo de 1/3 de sacarose: 2/3 sobrenadante
concentrado; e foi realizada centrifugacdo a 4° C por 1 hora a 100.000 x g. Apos este
periodo, todo o material acima da sacarose foi removido e o pellet ressuspendido.
Procedeu-se a nova centrifugacdo por mais 1 hora a 100.000 x g e em seguida o
pellet foi ressuspendido em meio de cultura RPMI e quantificado com relagéo ao
numero de particulas virais através da reacdo de cadeia de polimerase (PCR).

Vale salientar que as etapas de isolamento, expansdo e inativacdo estdo sendo
realizadas segundo as normas de biosseguranca e em laboratdrio nivel 3, cujo acesso
tem sido gentilmente cedido pelo Laboratorio de Virologia do Instituto de Medicina

Tropical (IMT-USP) atraves do Prof. Dr. Claudio Panultti.

4.3. Deteccdo por ELISA do antigeno p24

Este ensaio foi realizado com o kit Vironostika® HIV-1 Antigen da
BioMérieux em dois momentos distintos; inicialmente com o objetivo de confirmar a
expansdo do virus em culturas celulares, monitoradas semanalmente para deteccéo
do antigeno p24 no sobrenadante, e posteriormente como marcador para avaliacao da
inativacdo viralcom AT-2.

Em resumo, 100 uL das amostras do sobrenadante da culturas virais foram
incubadas em pogos de placas de ELISA previamente sensibilizadas com anticorpo
anti-p24 do HIV, e em seguida tratadas com tampéo de lise para exposicdo do core
viral. Para o controle da reacéo foi utilizado poco contendo somente sobrenadante de

cultura (controle negativo) ou controle positivo contendo 160 pg/mL de p24. Quando
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necessario a curva-padrdo foi determinada através da diluicdo seriada de
concentracBes conhecidas da proteina p24, que variou entre 80 e 5 pg/mL. Apds
incubagdo por 2 horas as placas foram lavadas 4 vezes e incubadas por 1 horaa 37° C
com 100 uL de anticorpo humano anti-HIV-1 conjugado a peroxidase. Apds novo
ciclo de lavagem a placa foi incubada por mais 30 minutos com substrato
cromogénico 3,3¢,5,5¢-Tetramethylbenzidine (TMB) e a reacdo bloqueada com
acido sulfdrico.

A leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm e a determinagdo da
concentracdo protéica foi realizada utilizando-se o programa SoftMaxPro 5.1

(Bucher Biotec AG).

4.4. Geracao de células dendriticas derivadas de mondcitos (Mo-DCs)

Para a diferenciacdo de células dendriticas a partir de monocitos de sangue
periférico foram coletados aproximadamente 40 mL de sangue em tubos
heparinizados. Apoés a coleta o sangue foi diluido em salina isotonica na proporcéo
de 1:1, separado em gradiente de Ficoll-hypaque (Sigma) por centrifugacédo a 850 x g
por 20 minutos. Em seguida, as PBMCs foram incubadas a 4°C por 15 minutos com
microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais anti-CD14 (Miltenyi Biotech),
para isolamento de mondcitos pela passagem através do sistema de separacéo
magnética de células (VARIOMACS, Miltenyi Biotech). Ap6s lavagem os mondcitos
obtidos foram cultivados em placas de culturas de 24 pogos (2.10° células por poco)
a 37°C em 5% de CO; por 6 dias em meio de cultura Adoptive Immunotherapy Media
- AIM-V (Gibco) contendo 50 ng/mL de GM-CSF (R&D Systems) e 50 ng/mL de IL-

4 (R&D Systems) para obtencéo de Mo-DCs imaturas.
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4.5. Pulso e Ativacdo das Mo-DCs

Apobs 6 dias em cultura as Mo-DCs foram pulsadas, isto €, expostas ao HIV
inativado por 2hs e posteriormente ativadas com citocinas pré-inflamatorias (I1L-6,
IL-1B, IFN-a) por 48hs em meio de cultura Adoptive Immunotherapy Media - AIM-
V (Gibco) contendo 50 ng/mL de GM-CSF (R&D Systems) e 50 ng/mL de IL-4

(R&D Systems) para obtencdo de Mo-DCs maduras.

4.6. Caracterizacao fenotipica das células dendriticas.

As Mo-DCs diferenciadas foram analisadas com relacdo a expressdao de
moléculas de superficie por citometria de fluxo. As células foram ressuspendidas em
tampdo fosfato salino (PBS) contendo 5 % de SFB e distribuidas em tubos de
citometria & concentracdo de 1.10° células/tubo em 100 L de tampdo. Em seguida
0s anticorpos conjugados a fluorocromos Isotiocianato de Fluoresceina (FITC),
Ficoeritrina (PE) ou Ficoeritrina Cianina 5 (PECy5) (Pharmingen), especificos para
CD11c* (marcadores de células dendriticas mieldides), CD14~ (marcador de
linhagem monocitica, ausente em células dendriticas), HLA-DR (molécula
apresentadora de antigenos em células humanas), foram adicionados aos tubos e
incubados por 30 minutos a 4° C no escuro. Apds este periodo as células foram
lavadas 2 vezes e ressuspendidas em 200 uL de PBS. As amostras foram entdo
analisadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur, adquirindo-se no minimo 10.000
eventos de uma populacdo celular determinada segundo suas caracteristicas de

tamanho e granulosidade, excluindo-se a regido de linfocitos e células mortas.
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4.7. Avaliacdo quali-quantitativa do RNA extraido

O RNA total foi extraido de células dendriticas derivadas de monécitos (Mo-
DCs), em trés momentos consecutivos utilizando RNeasy Micro Kit (Quiagen). A
primeira extracdo ocorreu no momento antecedente ao estimulo viral ou pré-pulso
(T0), seguidos pela segunda extracdo ap0s duas horas com estimulo viral ou pos-
pulso (T1) e a terceira extracdo apOs 48 horas em presenca de citocinas pro-

inflamatdrias ou pds-pulso ativado (T2).

TO T1 T2

Citocinas
pré-inflamatorias
GM-CSF/IL-4 HIV-AT2 (IL-6, IL-1B, IFN-a)

—_— Dia 6 —_— 2 hs —» 48hs

Monécitos - Mo Mo-DC imatura Mo-DC transitéria Mo-DC madura

Figura 11. Esquema de extracdo de RNA nos trés momentos da cultura celular.

As células foram centrifugadas 300 x g por 5 minutos para retirada do meio
de cultura e lisadas com tampdo denaturante de isotiocianato de guanidina. Apds a
passagem por uma coluna de homogeneizacdo (QIAshredder) e o acréscimo de
etanol 70% a amostra, aplicada na coluna de extracdo de silica RNeasy microspin e
submetida a centrifugacdes sucessivas. Opcionalmente durante o processo de
extracdo o kit fornece uma solucdo digestora de Dnase para protecdo do material

extraido contra degradacdo enzimatica. O RNA foi eluido em 15 uL de &gua ultra

pura livre d Rnases.
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Figura 12. Esquema de extracdo de RNA da cultura celular.

A determinacdo da concentracdo e da pureza do RNA extraido foi
estabelecida pela analise espectrofotométrica de 2uL de amostra em
espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 e por corrida eletroforética em gel nativo de

agarose 2% com tampdo Tris-Borato (TBE) 1x.

4.8. Ensaio de Microarranjo (Microarrays)

O RNA armazenado a -70 C foi descongelado e o processo de sintese de
cDNA, marcacdo e hibridizacdo em laminas de microarrays ou simplesmente arrays
do tipo GeneChip® HU133 Plus 2.0, foi realizado segundo o protocolo padréo da
Affymetrix para dois ciclos de amplificacio (Two Cycle Protocol) o qual,

resumidamente, consiste em:

Amplificacdo e Marcacdo do RNA: As amostras de RNA total foram
submetidas & reacdo de transcricdo reversa para sintese de cDNA, adicionando-se
oligonucleotideos dT e T7-primers, seguida por uma reacdo de transcricdo in
vitro (IVT) para marcacgdo com Biotina intercalante (biotinilagdo) e fragmentacéo

do cRNA marcado.

Hibridizacdo, lavageme leitura: O cRNA marcado juntamente com coquetel de

hibridizacdo, contendo sondas controle e o marcador fluorescente ficoeritrina


http://www.nanodrop.com/
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(complexo SAPE), foram introduzidos nos chips de DNA, e ap0s as etapas de
incubacdo e lavagem, foram lidos por um escéner apropriado, fornecendo 0s

primeiros dados experimentais definidos pela intensidade dos sinais detectados.

Amostra de RNA total *
STITRITTNT lcl M?A:IQ.A A Limpeza da dupla fita
Adigcao Controle ontrole Poly- cDNA
Poly-A RNA v ~ .
12 ciclo, sintese da Primer T7 — Oligo (dT) Marcagéo com Biotina Ribonucleotideo
1*fita cDNA ¥ / 2 TTTTT - s nafita antisense cRNA ’/ analogo
STTTTTTTITTT 2228 = bigtinilado
2200000000000 TTTTT - s 2 vutruu s

1* ciclo, sintese da ;
2*fita cDNA v Limpezado cRNA

biotinilado v

5 AALAAAL NN 3
2200000000000 TTTTT - smmms* Fragmentacéao '
: Ribonucleotideo
1 ciclo, Controles de
Transcrigéo in vitro v »~ nao-marcado */Hibridizagéo
» LAALALLLELLL UUULU &
Hibridizagao
1* ciclo, limpeza
antisense R?‘lA (cRNA) ’ Anticorpo anti-
= E:mgv_loavldina -
2% ciclo, sintese da rimers B.lolml.hflo Streptoavidina-
12 fita cDNA ’ / Randémicos Lavageme '/Flcoemmm
5 TOUUDD AAAAA 3 Marcacdo
20l LB Ll Ll ) vuuuu s Leitura v
2% ciclo, sintese da Primer T7 — Oligo (dT) =
2" fita cDNA v ~ 2 TTTTT - s’ .
z A0000 TTTTT — et

Figura 13. Esquema do protocolo de amplificagio em dois ciclos. Fonte:
Modificado do Affymetrix Expression Analysis Technical Manual 2006 -
Affymetrix

4.9. Analises dos dados de microrrays:

Considerando a etapa de pré-processamento, utilizamos o algoritmo RMA
(Robust Multi-array Average), para a corre¢do do sinal de fundo (background),
normalizacdo dos dados e sumarizacdo das intensidades. O algoritmo encontra-se
disponivel no programa Expression Console® versdo 1.1 da plataforma Affymetrix
ou no pacote Affy do projeto Bioconductor (http://www.bioconductor.org).

Na etapa da analise de dados empregamos ferramentas relativas aos testes de

significancia, analise discriminante e analise de vias e funcdes. Utilizamos os pacotes
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LIMMA (Linear Models for Microarray Analysis), que emprega uma combinacao de
modelo linear com o método de Bayes empirico (Smyth, 2005) e RankProd (Rank
Product Non-Parametric Method) teste ndo-parametrico, para identificacdo dos gene
diferencialmente expressos (Breitling et al., 2004 ; Hong et al., 2006).

A motivacdo para utilizar dois métodos de analise que processam de forma
distintas os dados é justificada pelo aumento da confiabilidade na sele¢do dos genes
estatisticamente significativos. O significado biologico e vias funcionais dos genes

diferencialmene expressos foram determinadas pelo programa Ingenuity Pathways

®
Analysis (Ingenuity Systems, www.ingenuity.com).
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RESULTADOS




5. RESULTADOS

5.1 Isolamento, expanséo e inativagao do HIV

79

Realizamos o processo de isolamento viral em 16 pacientes cronicamente

infectados pelo HIV-1 e somente 9 pacientes (tabela 1) completaram todas as etapas

do processo. Foram excluidos 3 pacientes por ter iniciado a terapia ARV logo apos o

inicio do ensaio de isolamento, outros 3 pacientes nao retornaram ao ambulatorio e 1

paciente ndo apresentou positividade para antigeno p24 ap6s 4 semanas consecutivas

de cultivo.

Tabela 2. Resumo dos dados dos pacientes selecionados para o estudo

Paciente Resultado da Uso de Situagdo do paciente no

Ne Coleta Genero co eV Cultura ARV estudo

01 14/03/2008 F 560 <400 neg néo Excluido

02 29/01/2008 F 1032 10.000 pos Excluido

03 27/07/2009 F 600 30.000 pos néo Ensaio concluido
06 06/12/2007 F 679 118.000 pos sim Excluido

08 15/05/2008 M 534 21.189 pos néo Ensaio concluido
09 16/08/2007 M 524 161.000 pos sim Excluido

10 27/07/2009 F 600 40.000 pos ndo Ensaio concluido
11 06/03/2008 F 665 24.800 pos néo Ensaio concluido
12 06/03/2008 F 855 95.400 pos néo Ensaio concluido
14 28/08/2007 M 921 145.000 pos néo Ensaio concluido
15 23/04/2007 M 414 113.000 pos Excluido

16 08/05/2007 F 928 43.300 pos sim Excluido

17 08/05/2007 M 413 53.300 pos Excluido

18 29/01/2008 M 494 36.851 pos nao Ensaio concluido
19 16/04/2008 F 561 33.700 pos néo Ensaio concluido
38 24/11/2009 M 600 40.000 pos néo Ensaio concluido

CV: Carga Viral ; ARV: Anti-retroviral
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5.2. Diferenciacdo de Mondcitos em Ceélulas Dendriticas

Executamos com as células dendriticas dos individuos controles (C1 e C2) e
dos pacientes (P08, P11, P12, P14, P18 e P19) a caracterizacdo fenotipica da
diferenciacdo celular, avaliando a expressdo de marcadores de superficie CD11c,
CD14 e HLA-DR em citometria de fluxo ap6s 6 dias de cultura. Encontramos, tanto
nos individuos controles quanto nos pacientes, a supressdo de CD14 (marcador de
células monociticas) e a expressdo de CD11lc e HLA-DR em 95% das células,

indicando sucesso na diferenciacdo com a predominancia de células dendriticas.

Figura 14. Microscopia Optica de células dendriticas derivadas de mondcitos a.
Nota-se as células arredondadas com poucos dendritos caracteristico do estado
imaturo. b. Observa-se nas células a presenga dos dendritos caracteristicos.
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5.3. Citometria de Fluxo
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Figura 15. Perfil fenotipico de Mo-DC de individuos sadios - controle 1. A) Nota-se a
predominancia da populacdo celular com expressdo de CD11lc 96,05% e auséncia da
expressdo de CD14 0,03%; B) Presenca da expressdo de HLA-DR e CD11c 96,61 %
confirmando a predominancia de células dendriticas;
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Figura 16. Perfil fenotipico de Mo-DC de individuos sadios - controle 2. A) Nota-se a
predominincia da populacdo celular com expressdo de CD11c 97,97% e auséncia da
expressdo de CD14; B) Presenca da expressio de HLA-DR e CD1lc 96,61 %
confirmando a predominancia de células dendriticas;
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Figura 17. Perfil fenotipico Mo-DC do paciente n.8. A) Nota-se a predominancia da
populacéo celular com expressdo de CD11c 99,91% e auséncia da expressdo de CD14; B)
Presenga da expressdo de HLA-DR e CD11c 81,74 % confirmando a predominancia de
células dendriticas;
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Figura 18. Perfil fenotipico Mo-DC do paciente n.11 A) Nota-se a predominancia da
populagédo celular com expressao de CD11c 98,53% e auséncia da expressdo de CD14; B)
Presenca da expressdo de HLA-DR e CD11c 93,95 % confirmando a predominancia de
células dendriticas;
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Figura 19. Perfil fenotipico Mo-DC do paciente n.12 A) Nota-se a predominancia da
populagéo celular com expressdo de CD11c 98,63% e auséncia da expressdo de CD14; B)
Presenca da expressao de HLA-DR e CD11c 98,125 % confirmando a predominancia de

células dendriticas;
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Figura 20. Perfil fenotipico Mo-DC do paciente n.14. A) Nota-se a predominancia da
populacdo celular com expressdo de CD11c 97,49% e auséncia da expressdo de CD14;
B) Presenca da expressdo de HLA-DR e CD11c 94,89 % confirmando a predominancia

de células dendriticas;
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5.4. Avaliacdo quali-quantitativa do RNA extraido

Utilizamdo um kit especifico para extraces de RNA em peguenas amostras
(0,5.10° células), obtivemos o RNA das células células dendriticas dos doadores
saudaveis e dos individuos infectados. A quantidade de RN A variou de acordo como

nimero de células dendriticas disponiveis (entre 0,2.10° a 0,8.10°) nos trés momentos

da extracao.

-0.72, : ' . . . . ' . ' ' ' ' '
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Figura 21. Perfil de avaliacio do RNA das amostras dos individuos controle utilizando
NanoDrop 1000 e eletroforese. Observa-se 0s espectros de onda do RNA possuem formato
de “sino” com picos em 260 nm, seguidos dos valores das concentragdes e¢ do sinal das
bandas 28s e 18s da corrida e letroforética em gel nativo. Para concentragdo de C1 temos TO
=71 ng/uL, T1 =65 ng/uL e T2 = 102 ng/uL, para C2 temos TO = 72 ng/uL, T1 = 101 ng/uL
e T2 =87 ng/uL.

Semelhantemente, realizamos a quantificacdo do RNA de células dendriticas

dos individuos infectados nos trés momentos da extracao.
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Figura 22. Perfil de avaliagdo do RNA das amostras dos pacientes. Observam-se 0s
espectros de onda do RNA possuem formato de “sino” com picos em 260 nm, seguidos dos
valores das concentracdes e do sinal das bandas 28s e 18s da corrida eletroforética em gel
nativo. Para concentragdo de P08 temos TO = 330 ng/uL, T1 = 258 ng/uL e T2 = 142 ng/uL,
para P14 temos TO = 168 ng/uL, T1 = 83 ng/uL e T2 =51 ng/uL e para P19 temo TO = 225
ng/uL, T1 =154 ng/uL e T2 = 70 ng/uL.
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Figura 23. Composicdo do perfil de avaliacio do RNA das amostras dos pacientes.
Observam-se os espectros de onda do RNA possuem formato de “sino” com picos em 260
nm, seguidos dos valores das concentracdes e do sinal das bandas 28s e 18s da corrida
eletroforética em gel nativo. Para concentragdo de P11 temos TO = 232 ng/uL, T1 = 154
ng/uL e T2 = 113 ng/uL, para P12 temos TO = 211 ng/uL, T1 = 165 ng/uL e T2 = 62 ng/uL e
para P18 temo TO = 28 ng/uL, T1 =26 ng/uL e T2 = 12 ng/uL.
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5.5. Ensaios de microarray

Realizamos os ensaios com amostra de 2 individuos controles (C1 e C2) e 6
individuos infectados (P08, P11, P12, P14, P18 e P19) nos trés momentos da cultura
(TO, T1 e T2) totalizando 24 arrays. Executamos as etapas de amplificacdo,
monitoramento do material amplificado e marcacdo no Laboratério de Investigacéo
Médica 56 (LIM56), enquanto que as etapas de hibridizacdo e leitura foram
realizadas na plataforma Affymetrix da Associacdo Fundo de Incentivo a
Psicofarmacologia (AFIP), entidade ligada a Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP). Realizamos as analises de bioinformatica em computadores
configurados especificamente para analise de microarrays com 0S programas
Expression Console® versdo 1.1 (Affymetrix inc.), R com os pacotes Affy, LIMMA

e RankProd (http://www.bioconductor.org) e programa Ingenuity Pathways Analysis

®
(Ingenuity Systems, www. ingenuity.com).


http://www.ingenuity.com/
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5.5.1 Métricas de Controle de Qualidade:

55.1.1 Inspecéo visual

Os arrays devem apresentar uma imagem padrdo com parametros de referéncia
definidos pelo fabricante. Parametros como oligos de borda — B2, nome do
chip e controles de centro, séo utilizados para direcionar o laser do escéaner e
alinhar a grade de visualizacdo (grid) do programa de captura de imagem

(Figura 24)

F Nome do chip Oligo de borda “

Controles de centralizacio

Figura 24. Amplificacdo da imagem do array. Amplificando as imagens geradas pelo
escaner verifica-se a presenga dos controles de centralizagdo, nome do chip e oligos de
borda. Estes parametros de referéncia necessarios para alinhamento e leitura do programa de
captura do sinal de cada transcrito.
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5.5.1.2 Controles de Marcacéo

Genes de Bacillus subitilis (lys, phe, thr e dap) acrescidos de caudas poli- A,
participam como controle na etapa de amplificagdo e marcacdo com biotina,
monitorando a integridade das amostras. Todos 0s genes devem ser detectados e a
taxa de expressdo dos spike devem obedecer a crescente lys, phe, thr e dap. (Figura

28)

5.5.1.3 Controles de hibridizacéo

Os controles de hibridizacdo bioB, bioC, bioD sdo genes envolvidos na sintese
de biotina de E.coli e o cre € o gene recombinase do bacteriofago P1. O bioB deve
estar presente em pelo menos 50% dos casos devido sua alta sensibilidade de reacéo
e 0s demais devem apresentar médias crescentes de concentracdo no sinal na ordem

bioB, bioC, bioD e cre. (Figura 29)

5.5.1.4. Controles Internos (Housekeeping Genes)

Para determinar a ocorréncia de degradacdo das amostras ou ineficiéncia na
transcricdo, a razio do sinal das sondas HSACO7 (Beta actina) e GAPDH
(Gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase) € calculada esperando ndo ultrapassar o
limite de 5, entretanto para os protocolos em dois ciclo de amplificacdo € comum que
os valores fiquem sempre acima de 5. Particularmente o gene de Beta actina ndo € a
melhor referéncia para uma célula que possui uma alta modificagcdo do citoesqueleto.
Dessa forma 0s ndo devemos considerar os gene housekeeping isoladamente, mas no

contexto com as outras métricas de qualidade do ensaio (Figura 30)
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Figura 25. O grafico de controle de marcacdo. O grafico mostra que a maioria dos arrays
(eixo x) manteve a ordem crescentes dos genes lys (azul), phe (verde), thr (rosa) e dap

(vermelho), ocorendo uma inversdo entre nos valores de phe (verde) e thr (rosa) nas
amostras P11.T0, P11.T1 e P12.T1 indicando possive | degradacdo das amostras.
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Figura 26. O gréfico de controle de hibridizagdo O grafico mostra no eixo x os arrays e no
eixo y os valores dos controles em ordem crescente bioB (vermelho), bioC (azul), bioD
(verde) e cre (rosa) indicando que a hibridacéo foi bem sucedida.
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Figura 27. O gréfico de controle de controle interno. O grafico mostra que os valores foram
superiores a 5 tanto para HSACO7 (azul) como para GAPDH (vermelho), indicando uma
provavel degradagdo da amostra durante sua manipulagdo ou no processo de extracdo do
RNA.
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5.5.2. Meétricas de Analise de Expressao:

5.5.2.1. Histograma da intensidade de sinais das sondas

O histograma abaixo demonstra a distribui¢éo da intensidade do sinal das sondas
de todos os arrays. ldealmente espera-se que as curvas mantenham similaridade
entre si com pequenos deslocamentos relacionados a variacdes bioldgicas pertinentes
as amostras. As distribui¢cbes dos picos dos sinais apresentaram similaridade com
uma boa distribuicdo entre os arrays indicando que os processos foram estaveis,

exceto pelo acentuado desvio na curva do array P18 T2. .

5.5.2.2. Intensidade de sinais das sondas

O grafico em escala logaritmica apresenta os valores de intensidade das sondas
detectados nos arrays. O gréafico permite visualizar diferengas de intensidade entre os
arrays, causadas pela variacdo da expressdo dos transcritos e por possiveis erros
sistematicos a longo do ensaio. Em geral, poucas diferencas na distribuicdo sdo

esperadas em razdo dos valores ndo estarem normalizados.

5.5.2.3. Normalizacéo e Sumarizacao

Os valores de intensidade dos sinais foram tratados pelo algoritmo RMA
(Robust Multichip Analysis) para corre¢cdo do sinal de fundo (background),
normalizacdo quantilica e sumarizacdo, no intuito de minimizar a variancia sem
comprometer a diferenca absoluta na expressdao dos genes. O grafico em escala
logaritmica apresenta a distribuicdo dos valores de expressdo dos sinais ou indices de

expressao.
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Figura 28. Histograma de distribui¢&o de sinal. O histograma apresentou uma distribuicéo
similar de sinais entre a maioria dos arrays, indicando estabilidade, apesar do desvio no
array P18 T2 em relacdo aos outros arrays.
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Figura 29. Gréafico de intensidade de sinais. Grafico mostra as diferencas das intensidades
encontradas em cada array. Nota-se que o array P18 T2 apresentou menor intensidade e

maior diferenca em relacao ao outros arrays.
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Figura 30. Gréfico de Sinal de Expressdo. Os valores do sinal de expressdo foram
escalonados para diminuir a diferencas entre os arrays e relacionar 0s transcritos expressos

com intensidade semelhante.
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5.5.3. Genes diferencialmente expressos - DEGs

Apbés a normalizacdo e sumarizacdo, os valores de expressdao foram
submetidos a analise estatistica para a determinagdo de significAncia, eliminagdo dos
falsos positivos pela determinacdo da taxa de descobertas falsas (FDR — false
discovery rate) e estabelecimento dos genes diferencialmente expressos (DEG). Para
maximizar a confiabilidade dos resultados optamos pela aplicagdo em conjunto dos
programas LIMMA (Linear Models for Microarray Analysis) e RankProd (Rank
Product Non-Parametric Method).

Optamos por esta estratégia de analise no intuito de selecionar genes com
maior probabilidade de modulagéo ou expresséo diferencial entre os controles e os
pacientes nos trés momentos da cultura (TO, T1 e T2). O algoritmo LIMMA (teste-t
moderado) selecionou, dentre o nimero médio =16.900 de genes inicialmente
detectados nos arrays 1.414 em T0, 1.957 em T1 e 2.138 em T2. Ja o teste RankProd
selecionou 61 em TO, 276 em T1 e 116 em T2. Ao combinarmos o0s dois métodos
encontramos genes comuns entre eles, sendo 28 em T0, 143 em T1 e 57 em T2
(Tabela xX). Em razdo da baixa qualidade do array P18.T2, optamos por exclui-lo para

ndo afetar os resultados das analises.

Tabela 3. Genes diferencialmente expressos (DEG).

. Limma RP Limma
Estado Analise
(p<0.05) | (p<0.05) | vs RP
TO - Imaturo 2 arrays contr. X6 arrays pac. 1.414 61 28
T1 - Transitorio | 2arrayscontr. x6 arrays pac.s 1.957 276 143

T2 -Maduro 2 arrays contr. x5 arrays pac. 2138 116 57
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Os numeros de DEGs encontrados indicam a quantidade de genes comumente
expressos no grupo controle (C1 e C2) e grupo de infectados (P8, P11, P12, P14,
P18, P19) nas mesmas condicdes (TO, T1 e T2) com valores de razdo de mudanca
expressdo (fold change - FC) diferentes. Os valores de razdo de mudanca expressao
(FC) ou taxa de log, é a diferenca por gene entre as medias de dois grupos em escala
logaritmica na base 2. Por exemplo, se a média dos niveis de expressdo do grupo de
infectados for subtraida do grupo controle, os genes com FC de -1 e 3 serdo
respectivamente regulados 2 vezes para baixo (2-fold) e 8 vezes para cima (8-fold)

para os infectados.
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5.5.4. Genes reprimidos e super-regulados

5.5.4.1. Genes reprimidos e super-regulados em TO
Dentre os 28 DEG representativos do momento TO, 3 genes foram reprimidos

(down regulated) e 21 foram super-regulados (up-regulated). (Figura 34)

UQCRC2
ITGB2
HHLAZ2
TGIF1
SNN
5518
SLC7A11
SIAH1
SCG5
MYO1G
NUP5S0
KLHDC10
FAM49A
CHURC1
CSF2RA
CDKN2B
CD58
C3orf59
LGALS3
ALDH1L2
AHRR
NCF1
PSAT1
ENTHD1

-6.00 -4.00 -2.00 0.00 2.00 4.00 6.00

Figura 31. Grafico de razdo de mudanca expressao (FC) em T0. O FC dos 3 genes
reprimidos (down regulated) em verde variou de -4.64 a -6.32 e 0 FC dos 21 genes

super-regulados (up-regulated) em vermelho variou de 2.77 a 5.49.



5.5.4.2. Genes reprimidos em T1
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Dentre os 143 DEG representativos do momento T1, 46 genes foram

reprimidos (down regulated) (Figura 35)
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Figura 32. Gréfico de razdo de mudanca expressdo (FC) em T1. O FC dos 45

genes reprimidos (down regulated) em verde variou de -18.00 a -6.32.
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5.5.4.3. Genes super-regulados em T1
Dentre os 143 DEG representativos do momento T1, 78 genes super-

regulados (up-regulated) (Figura 36)
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Figura 33. Gréafico de razdo de mudanca expressdo (FC) em T1. FC dos 78

genes super-regulados (up-regulated) em vermelho variou de 2.22 a 6.19.
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5.5.4.4. Genes super-regulados e reprimidos em T2
Dentre os 57 DEG representativos do momento T2, 23 genes foram

reprimidos (down regulated) e 27 foram super-regulados (up-regulated).
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Figura 34. Gréfico de razdo de mudanca expressao (FC) em T2. O FC dos 23
genes reprimidos (verde) variou de -13.64 a -4.79 e o FC dos 27 genes super-
regulados (up-regulated) em vermelho variou de 2.74 a 6.30.
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5.5.5. Analise de vias funcionais

Gerar listas de genes regulados ndo € suficiente para compreender as funcoes

dos genes regulados e seu papel nos processos bioldgicos e fisioldgicos. Utilizamos o

programa Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com),
para a obtencdo da descricdo dos genes, seu significado bioldgico e sua participagdo
em vias e redes funcionais.

Para obtencdo das informagfes baseada no potencial dos genes regulados e
para identificar os eventos e mecanismos moleculares que caracterizam cada
momento da cultura de células dendriticas utilizadas no modelo de vacina terapéutica
anti-HIV-1, o programa utiliza sua base de conhecimento (Ingenuity Pathways
Knowledge Base). Esta base representa um dos maiores banco de dados da
atualidade, de redes bioldgicas criadas a partir de milhdes de relagbes, modeladas
individualmente, de proteinas, genes, complexos, células, tecidos, drogas e doencas.

Todos os identificadores da fungdo “core analysis” foram utilizados e as redes
foram ordenadas de acordo com escore de significancia. A significancia da biofungéo
e das vias candnicas foram testadas pelo valor de p do teste Exato de Fisher. As
biofuncGes foram agrupadas em: Doencas e Disfungdes; Funcdes Moleculares e
Celulares, e Funcdo e desenvolvimento do sistema fisiologico. De um modo
semelhante vias candnicas foram agrupadas em Vias Metabdlicas e vias de
sinalizacdo. Vias candnicas também foram ordenadas pelo valor de relagcdo (nimero
de moléculas em uma via, uma vez que satisfazendo os critérios de corte, dividido

pelo numero total de moléculas que compfem essa via).


http://www.ingenuity.com/

5.5.5.1. Selecdo dos 10 DEG em TO
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O programa IPA selecionou 0s 10 genes que apresentaram o maior e 0 menor FC nos momentos TO, T1 e T2. O descritivo dos genes esta nos

anexos A, BeC

Tabela 4. Os 10 genes mais superregulados e reprimidos em TO.

Fold Change up-regulated

Molecules Exp. Value
ENTHD1 45492 —
PSAT1 +44% —
SNN 43428 —
LGALS3 43368 —
KLHDC10 +3.281 —
ALDH1L2 42946 —>
PDCD6 $2882 —
CSF2RA (includes EG:1438) 42873 —
MYO1G 42859 —
CD58 Q101 —
Fold Change down-regulated

Molecules Exp. Value
SCGh -6.322
ITGB2 -4.958
HHLA2 -4 642

ENTH domain containing 1

Posphoserine aminotransferase 1

Stannin

Lectin, galactoside-binding, soluble, 3

kelch domain containing 10

Full length insert cDNA clone ZA02A01

Unknown

Colony stimulating factor 2 recp., alpha, (granulocyte-macrophage)
Myosin IG

Lymphocyte function-associated antigen 3

HERV-H LTR-associating 2
Integrin, beta 2 (complement component 3 recp. 3 and 4 subunit)
Secretogranin V (7B2 protein)
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Tabela 5. Os 10 genes mais superregulados e reprimidos em T1.

Fold Change up-regulated

Molecules Exp. Value

LGALS3 $6.191 ——  Lectin, galactoside-binding, soluble, 3

CLECTA" +5664 ——  Caypelectin domain family 7, member A

ZFYVE16* T3 == Zincfinger, FYVE domain containing 16

EPB41LY 43485 = Erythrocyte membrane protein band 4 1-like 3

GPNMB MA2T = Glycoprotein (transmembrane) nmb

MPEGT* $4106 = pacrophage expressed 1

KCNJ15 $3216 — Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 15
PPM2C 83262 — potein phosphatase 2C, magnesium-dependent, catalytic subunit
PTPRE B8 —  piotein tyrosine phosphatase, receptor type, E

ALDH1L2 3160 —

Full length insert cDNA clone ZAO2A01

Fold Change down-requlated

Molecules Exp. Value

cLC -17.978 Charcot-Leyden crystal protein

MAL +-10.314 mal, T-cell differentiation protein

POU2AF1 1-9.346 POU class 2 associating factor 1

IFNG 1-9.012 Interferon, gamma

HBG2 +-8.500 Hemoglobin, gamma A /// hemoglobin, gamma G
PTGDR -8.151 Prostaglandin D2 receptor (DP)

SYNPO2 1671 Synaptopodin 2

KLRB1 +-1.663 Killer cell lectin-like receptor subfamily B, member 1
TFPI2 -1.243 Tissuefactor pathway inhibitor 2

PTPRG L-1.217

Protein tyrosine phosphatase, receptor type, G
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Tabela 6. Os 10 genes mais superregulados e reprimidos em T2.

Fold Change up-regulated
Molecules Exp. Value
IRF5 +6.305 ? Interferon regulatory factor §
CREBS $5.264 7 cAMP responsive element binding protein §
LGALS3 5173 7 Lactin, galactoside-binding, soluble, 3
PDCD6 tM3IB1 —  Goknown
;S::FS'F 10 Iﬁg?f ” TGFB-inducedfactor homeobox 1 (TGIF1), transcript variant 1, mRNA
TRIB H. 135 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
' Tribbles homolog 3 (Drosophila)
SERPINA1 +39% o N S
Serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin)
PSAT1 43.927 SR
ZFYVE16 43.830 ? Phosphoserine aminotransferase 1
5 Zinc finger, FYVE domain containing 16
Fold Change down-regulated
Molecules Exp. Value
FABP4 1-13.641 Fatty acid binding protein 4, adipocyte
PHACTR2 1-8.094 Phosphatase and actin regulator 2
SCD5 1-1.236 Stearoyl-CoA desaturase 5
TMEM176B 1-6.948 Transmembrane protein 1768
GPR34 1-6.826 G protein-coupled receptor 34
ATP9A 1-6.79 ATPase, class|l, type 94
USP9Y 1-6.766 Unknown
FN1 1-6.217 : .
Fibronectin 1
TSPAN12 1-6.199 ,
Tet 12
CYP19A1 -6.174 TV

Cytochrome P4350, family 19, subfamily A, polypeptide 1



102

5.5.5.4 Biofuncdes

O programa IPA relaciona as biofuncdes aos genes diferencialmente expressos. Cada biofuncdo é ordenada segundo o valor de p e
agrupada em temas relacionados as funges moleculares e celulares, funcdo e desenvolvimento do sistema fisioldgico e doencas/disfunces.

Reunimos em uma Unica lista as informacbes de TO, T1 e T2 relacionadas aos mesmos temas para compararmos 0s achados.

Tabela 7. Fungdes celulares e moleculares dos genes diferencialmente expressos em T0, T1 e T2.

TO - DCs imaturas T1 - DCs transitorias T2 - DCs Maturadas
N Valor de N. N Valor de N. N Valor de N.
ome 2 Gene ome 2 Gene ome P Gene
Interagéo e Sinalizagéo 3.20E-04 - . 1.33E-06 - 1.04E-06 -
célula a célula 3 85E.02 7 Desenvolvimento Celular 6 23E.03 24 | Morte Celular 129E.00 17
Organizacdo Celular 3.20E04- 5 | Apresentagdo antigenica 1.25E:05- 19 | Movimento Celular 157E04- 11
2.75E-02 5.23E-03 129E-02
. 05~ Interagdo e Sinalizagéo célula 06 - N 04 -
Morfologia Celular 823805 3 raga ¢ 140E06 24 | Organizagdo Celular 182E04 10
495E-02 a célula 5.23E-03 129E-02
6.14E-04 - 2.49E-06 - . 3.76E-04 -
Morte Celular 4 96E.02 8 Morte Celular & 23E.03 36 | Ciclo Celular 129E.00 10
. 05 - e .06 - Crescimento e .05 -
Movimento Ce lular 843E05 3 | Sinalizacdo Celular S81E-06 20 L 4.28E05 15
447E-02 5.10E-03 prohferagao celular 1.29E-02




Tabela 8. Funcdes e desenvolvimento fisioldgico relacionados ao genes diferencialmente expressos em TO, Tl e T2.
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TO - DCs imaturas

T1 - DCs transitorias

T2 - DCs Maturadas

Nome Valor de N. Nome Valor de N. Nome Valor de N.
aOr®P | Gene aqor®P | Gene p Gene
. 3.23E-05 - . 133E-06 - Funcgéo e desenvolvimento de 137E-04 -
Resposta imune celular 337502 3 Hematopoiese £ 23E.03 14 tecido conectivo 1 29E.02 11
- . . Funcéo e desenvolvimento do 133E-06 - . . 1 60E-04
Trafico de células imune 823E05- | 4 ) L 33E06- | 94 | Trafico de células imune BOE04- | 7
4.95E-02 sistema hematolégico 5.23E-03 1.03E-02
. . . Funcéo e desenvolvimento do
Hematopoiese 323E05- | 4| Trafico de células imune 361E:06- | 15 | o 160B04- | 19
P 444802 5.23E-03 sistema hematologico 1.09E-02
Funcéo e desenvolvimento do 05 - Desenvolvimento e estrutura 06 - ] ] 05 -
ung o 3.23E:05 5 o 8.22E-06 13 | Desenvolvimento do organismo | 29°E® 9
sistema hematologico 4.95E-02 de tecidos linfoides 5.23E-03 9.04E-03
) ) 05 - Resposta imune mediada por 06 - Funcéo e desenvolvimento do 05 -
Desenvolvimento de tecido 323805 4 , P P 8.22E:06 26 . ¢ . 653E05 6
251E-02 células 523E-03 sistema cardiovascular 8.93E-03

Nota: O programa IPA permite visualizar os genes envolvidos nas categorias clicando sobre o nome de cada uma delas, neste formato a tabela

limita-se a mostrar somente 0 numero de genes sem descrimina- los.




Tabela 9 Doencas e desordens relacionados ao genes diferencialmente expressos em TO, Tl e T2.
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TO - DCs imaturas

T1 - DCs transitorias

T2 - DCs Maturadas

N. N. N.
Nome Valor de p Gene Nome Valor de p Gene Nome Valor de p Gene
" 1.27E-03 - . 1.05E-08 - A 1.04E-06 -
Desordem genética 3 02E-02 15 | Doengas Infecciosas 3 63E-03 18 | Cancer 1 29E.02 25
- 1.27E-03 - - 1.08E-05 - Doencas e condicGes 1.44E-04 -

Doenga Imunologica 493502 2 Doenca hematoldgica 5 9303 22 dermatol6gicas 129602 10
. , . 1.27E-03 - Doenca do sistema 1.48E-06 - Desordem muscular e 1.77E-04 -
Resposta inflamatoria 03 3 ¢ . BE-06 15 . 0 19

4.47E-02 reprodutivo 5.23E-03 esquelética 1.29E-02

Resposta de -04 - . .07 - Doenga do sistema 06 -
_ p ae 4.19E-04 5 Cancer 2.55E-07 41 c : 2.21E-06 21

hipersensibilidade 1.89E-02 5.23E-03 reprodutivo 1.29E-02

A 6.60E-04 - s 7.31E-09 - . . 9.78E-05 -
Céncer 496602 9 Doenca respiratoria A DE.03 19 | Doenga gastrointestinal 129502 10

Nota: O programa IPA permite visualizar os genes envolvidos nas categorias clicando sobre o0 nome de cada uma delas, neste formato a tabela

limita-se a mostrar somente o nimero de genes sem descrimina- los.
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5.5.5.5. Representacdo grafica das funcGes biolégicas:
Os histogramas ordenam as fungdes bioldgicas (eixo x), independente do tema e de acordo valor de p significante (eixo y) dos genes
relacionados. A linha do limiar (vermelho) denota o valor de corte (cutoff) para a significAncia. Este tipo de representacdo auxilia na visualizacao

das fungdes mais evidentes no sistema estudado. Selecionamos as 20 funcdes mais significantes para os histogramas de TO0, T1 e T2.
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Figura 35. Histograma de func6es bioldgicas de TO. Em TO os genes relacionados as fungdes de interacdo célula a célula, resposta mediada por

células, movimento e morfologia celular correspondem com as caracteristicas mais evidentes das DC no estado imaturo.
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Figura 36. Histograma de funcdes bioldgicas de T1. Em T1 a presenca dos genes relacionados as fun¢des de doencas infecciosas, interacdo e

sinalizagdo celular, resposta imune mediada por célula, resposta imune humoral,apresentacdo antigenica, morte celular entre o utras, caracterizam

0 momento correspondente ao contato como HIV inativado.



107

B GenolS7DEGs _contxbrat T2 - 2009-06-23 02:37 AM

T

= ™

[anEea-d)jBo)-

b
g
1
0

aseas|] [exbojounuug

aseasi] [exbojoEway

ABPLIDEI] )RR

AT |IFD

aseasi] wayshs ajedaH

slapuosi] Wajshs auLaopU]

uoneziuetc
puUE Aquiassy JE|n|RD

AT =TTy |
JE|M3SML PUE [BIR)EHS

Burqaye. ] |23 SUnuwug

uoaung pue juswdo@Easag
wasis [exbojoEway

UBLIEBADL E|A|ED

SLDGIpUGD
puUE sasEas)] [ExbojoiewnLag

uozung pue juswdoEasasg
NS5 ] BAIDBLLST

aSEAS|] |ELISEILIOUISED,

uaaung pue juswdo@asg
W2IsAS IBNISEACIEIE D

LonEIle.Id
PUE LImos Jen|ED

jusndaEaag [ewsiuebac

B5EAS] WIJSAS aananpoaday

LiE= =0

RERINS

Figura 37. Histograma de funcdes bioldgicas de T2. Em T2 o destaca-se a fungdo de morte celular com o maior valor de significAncia dentre as

outras funcdes, podendo indicar os efeitos do prolongado tempo de cultura somado ao contato com o HIV e ao processo de maturagdo com

citocinas pré- inflamatoria.



5.5.5.6 Vias candnicas
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As vias candnicas foram agrupadas em vias metabdlicas e vias de sinalizacdo. Vias candnicas foram ordenadas pelo valor da razéo, isto é,

0 numero de moléculas em uma via, uma vez que satisfaca os critérios de corte, dividido pelo nimero total de moléculas que compdem essa via.

Tabela 10. Vias candnicas de TO, T1 e T2.

TO - DCs imaturas

T1 - DCs transitorias

T2 - DCs Maturadas

Nome Val(;r de RazA0 Nome VaI(;r de RazA0 Nome VaI(;r de RazA0
Ciclo Celular: 1/59 | Sinalizagéo de receptor de 5/110 o 3/52
N . 6.63E-02 , 1.28E-04 Sinalizagdo ATM 3.11E-04
regulacdo Checkpoint G1/S (0.017) | célula T (0.045) ¢ (0.058)
. 1/67 | Papel do NFAT na regulacéo da 6/192 | LPS/IL-1 mediados da 4/205
- 7.46E-02 i 1.76E-04 L N 1.18E-03
Sinalizagdo GM-CSF (0.015) | reposta imune (0.031) | inibicdo da funcdo RXR (0.02)
L 172 | Sinalizacdo CD28 emcélulas T 51125 | Sinalizagdo de resposta de 3/178
Macropinoc itose 7.81E-02 - 1.79E-04 9.09E-03
P (0.014) | auxiliadoras (0.04) | fase aguda (0.017)
Agrina Interagdo com Juncao Sinalizagdo para Doenca do Sinalizag&o de receptores de
g ¢ ¢ gose-02 | 72 caop ¢ . 8.03E-04 3/43 ¢ P 1o2e-02 | 2%
Neuromuscular (0.014) | Enxerto Contra Hospedeiro (0.07) | morte (0.031)
T Sinalizacédo iCOS-iICOSL em 4/115 . T 2071
Sinalizagdo TGF- 1E- 7 ) o 1.33E-03 Via de sinalizacdo NFkB 1.16E-02
¢ p 91E-02 (0.013) | células T auxiliadoras (0.035) ¢ (0.028)
Sinalizag&o do receptor Aril 1151 | LPS/IL-1 mediados da inibi¢éo 4/187 . - 2077
Hidrocarbono Lo7E-01 (0.007) | da fungdo RXR L3E02 1 (0.021) Signalizagao TGF-f LOIE02 1 (0.026)
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5.5.7. Grupo de mapas das redes funcionais

Programa gerou mapas de redes associadas as funcdes bioldgicas considerando

0s DEG e relacionamentos possiveis para 0s trés momentos.

PRSS3 (vludeSEG 5646)

SEC31A

Figura 38. Mapa com via de Sinalizagdo GM-CSF, Macropinocitoses e Signalizacdo TGF-f
em TO. A figura mostra 14 genes representativos de receptores de membrana ( ()),
enzimas (<), reguladores de transcrigdo (<, transportadores (5, citocinas (O) e outros
(O) que relacionam-se direta ou (linha fechada) ou indiretamente (linha tracejada)
independente de sua regulagao (super-regulados em vermelho e reprimidos em verde).
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Figura 39. Mapa de via de movimento celular e trdfego de células imunesem T1. A
figura mostra 21 genes representativos de receptores de membrana ( (), enzimas (),
reguladores de transcricdo (<), transportadores (), citocinas ( ) e outros (O) que
relacionam-se direta ou (linha fechada) ou indiretamente (linha tracejada) independente

de sua regulagao (super-regulados em vermelho e reprimidos em verde).
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Figura 40. Mapa de via para receptores de célula T e reposta imune em T1. A

figura mostra 20 genes representativos de receptores de membrana ( (), enzimas (<),
reguladores de transcricdo ( <, transportadores ( L\ citocinas ( O) e outros (O que
relacionam-se direta ou (linha fechada) ou indiretamente (linha tracejada) independente

de sua regulacao (super-regulados em vermelho e reprimidos em verde).
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Figura 41. Mapa da via do Interferon em T2. A figura mostra 21 genes
representativos de receptores de membrana () ), enzimas ¢ ), reguladores de transcrigdo
(=), transportadores (Q\), citocinas (J ) e outrosQ ) que relacionam-se direta ou (linha
fechada) ou indiretamente (linha tracejada) independente de sua regulacao (super-

regulados em vermelho e reprimidos em verde).
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6. DISCUSSAO

Células dendriticas sdo reconhecidas como potentes adjuvantes naturais capazes
de despertar a resposta mediada por células T citotoxicas e T auxiliadoras, devido o seu
papel central de célula apresentadora de antigenos (APC) no sistema imune (Steinman e
Cohn, 1973; Banchereau e Steinman, 1998; Usharauli, 2005). Neste sentido, sistemas
artificiais de obtencdo de células dendriticas a partir de monécitos (Mo-DCs) tem
possibilitado o amplo emprego deste artificio em protocolos de vacinas contra tumores
e, principalmente, contra o HIV-1.

Entende-se que parte do sucesso das vacinas de Mo-DC esta relacionado aos
fatores envolvidos no processo de confeccdo. Fatores como, método de cultura, efeito
da exposicao ao antigeno vacinal e background genético das células monociticas, podem
influenciar os estados funcionais de diferenciacdo e maturacéo das DCs.

Os estados funcionais sdo caracterizados por intensa atividade celular regulada
por centenas de genes expressos ou suprimidos. Atualmente, a genbmica funcional ou
transcriptdmica, dispde de metodologias capazes de avaliar a expressdo dos extensos
programas genéticos (perfil genético) modulados no processo de confeccdo da vacina.
(Castagnoli e Granucci, 2002)

Além de auxiliar no avan¢o do conhecimento da complexidade funcional das
DCs, o emprego de metodologias de analise de expressdo génica em larga escala
(microarray) no desenho de vacinas pode acelerar e otimizar o sua produgédo ao fornecer
informacdes que facilitam o estabelecimento da relagcdo entre as estruturas moleculares
e a resposta imunolégica (Regnstrom, 2008).

O presente estudo avaliou o transcriptoma de Mo-DC provenientes de pacientes

cronicamente infectados, em trés momentos distintos da cultura correnspondendo a um
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estado e estimulo especifico, de acordo com protocolo de vacina terapéutica anti-HIV
proposto por Lu e colaboradores (2004).

Vale ressaltar que diferentes estudos de perfilacdo de Mo-DC foram realizados
para tracar a expressdo de seus estados imaturo e maduro, entretanto, cada estudo possui
aspectos particulares quanto a obtencdo destes perfis como a condicdo de cultura, tipo
de estimulos, tempo mantido em cultura, procedéncia das células monociticas, tipo de
chip e plataforma de microarray utilizados. Portanto, a discussdo dos resultados
encontrados neste estudo em comparacdo aos descritos na literatura considera tais
variaveis (Ahn et al.,, 2002; Ju et al., 2003; Ju e Zenke, 2004). Além disso, ha poucos
estudos que envolvem a expressdo de Mo-DC frente a exposicdo ao HIV-1 e seus
derivados (Giriet al., 2006).

Apo6s uma selecdo estringente dos genes expressos foi evidente a participacdo
dos 28 genes mais representativos, estatisticamente, em distintas funcdes da
imunobiologia das DCs no estado imaturo. Por exemplo, o acionamento da via de
sinalizacdo de fatores de crescimento de coldnia granulocito- macréfago (GM-CSF) e
das funcdes de movimento e morfologia celular confirmam a dindmica do processo de
diferenciacdo dos monocitos em células dendriticas (Lehtonen A, et al 2007), ja as vias
de macropinocitose e funcBes de sinalizacdo e interacdo célula-a-célula (CD58),
resposta imune mediada por células, trafego de células imunes e resposta inflamatdria
foram diretamente relacionadas ao papel de APC das DCs conforme também descrito
por Tang e Saltzman, 2004. O que mais nos chamou atencdo foi a sinalizagdo de TGF-p,
responsavel em regular, principalmente, a diferenciacdo, maturacdo e apresentacéo
antigénica das DCs (Li MO, et al, 2006).

O estado transitério (T1) considerado neste estudo trata-se do periodo de 2h em

que as Mo-DCs foram submetidas a exposicdo ao HIV autdlogo inativado com AT-2, de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lehtonen%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20MO%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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acordo com estudo por microscopia confocal de Turville e colaboradores (2004), no
qual 95% das Mo-DCs expostas a cepa de HIV-1,, apresentaram positividade para
antigeno p24 ap6s o0 mesmo periodo de contato. As particulas virais tratadas com AT-2
mantem as estruturas e as fungdes das proteinas do envelope normais, podendo infectar
as células, contudo o ciclo viral é bloqueado no estagio da transcricdo reversa,
impedindo sua relicagdo (Rossio et al., 1998).

Os 143 genes selecionados em T1 relacionaram-se as fungbes de
desenvolvimento e sinalizacdo celular, sinalizacdo célula-a-célula, trdfego celular,
resposta imune celular, apresentacdo antigénica e resposta a doencas infecciosas. As
principais vias e redes ativas foram relacionadas a sinalizacdo de receptores de células
T, principalmente para os ligantes da superfamilia do CD28 (ICOS:ICOSL, CD28:B7,
CD40L:CD40) responsaveis pelo 22 sinal de ativacdo de células T (Janeway, 2004). Por
exemplo, o ICOS ligante, é constitutivamente expresso em baixos niveis em células B,
macréfagos e células dendriticas, e super-regulado nas APCs e em alguns tecidos ndo-
linféides (incluindo o coracgdo, pulmdo e rins) pelo TNF-a ou LPS e durante respostas
doenca do enxerto contra o hospedeiro (GVHD) (Taylor PA, et al 2005)

Outras vias presentes foram a sinalizacdo do NFAT (fator nuclear de ativagéo de
células T), NF-kB (fator nuclear kappa B), vias estresse oxidativo ou sinalizacdo redox
e vias de morte celular (Gilmore & Brasier, 2006). Os fatores de transcricdo ativam a
producdo de uma série de proteinas sinalizadoras, receptores de superficie celular,
citocinas e outras proteinas efetoras envolvidas na resposta imune (Macian F, 2005).
Atualmente, estudos mostram que as isoformas cl e c2 exercem efeitos pro-apoptéticos
em DCs ap6s a exposicdo ao LPS, pois em condi¢des fisioldgicas, a morte da DC por
apoptose ap6s um contato com microrganismo € importante para prevenir uma ativagdo

celular aberrante e a autoimunidade (GranucciF, et al 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taylor%20PA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Granucci%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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A via do NF-kB esta envolvida na resposta celular aos estimulos como estresse,
citocinas, radicais livres, radiacdo ultravioleta, LDL oxidada, e antigenos virais ou
bacterianos, desempenhando um papel fundamental na regulagcdo da resposta imune a
infeccdo e regulando a produgdo de mensageiros liberados durante a inflamagéo para o
recrutamento e ativacdo de outras células do sistema imune (Gilmore & Brasier, 2006).
A presenca do HIV, mesmo inativado, despertou programacao génica correspondente a
resposta imune antiviral, processamento antigénico e também as vias de morte celular.

Dentre 0s 57 genes que corresponderiam ao estado maduro, 48 horas estimulado
com citocinas pré-inflamatorias, nenhum correspondeu a expressdo de moléeculas
classicamente consolidadas pela literatura como marcadores de maturacdo (Reis e
Sousa, 2006). Entretanto, o efeito do HIV na maturagdo de DC é controvérsio. Alguns
estudos indicam que DCs tratadas ou infectadas pelo HIV falnam em super-regular os
marcadores de superficie celular (Granelli-Piperno et al., 2004; Smed-Sorensen et al.,
2004) e este é mediado por Vpr do HIV (Muthumani et al., 2005) ou séo refratarias ao
estimulo de maturacdo (Schnorr et al., 1997). Inversamente, outros estudos demonstram
uma parcial ou anormal super-regulacdo dos marcadores de maturacdo celular, os quais
sdo ocasionados pela interacdo da gpl20 com as DCs, desencadeando eventos de
sinalizacdo e migracao celular (Fantuzzi et al., 2004; Wilflingseder et al., 2004).

Contudo, notamos que 0s genes presentes estavam relacionados a funcdes
movimento, organizagdo, ciclo e morte celular, desenvolvimento de sistema
hematologico, trafego de células imunes, enquanto que as vias e as redes se
relacionavam com sinalizacdo de resposta de fase aguda, sinalizacdo de receptores de
morte e sinalizacdo TGF-PB semelhante ao momento TO. Apesar de ndo encontrarmos
genes referentes aos marcadores de maturagdo, a resposta da DC aparentemente ndo é

comprometida, uma vez que possuimos dados da resposta in vitro, proveniente de
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trabalhos realizados paralelamente com as células dos mesmos pacientes em nosso
laboratério (Oshiro et al, dados ndo publicados).

Os perfis de expressdo das DCs nos trés momentos da cultura revelam como o
processo de confeccdo da vacina terapéutica anti-HIV influencia a programacdo de
maturacdo das DCs. A expressdo dos genes encontrados corrobora com diferentes
trabalhos de perfilagdo de expressdo de células dendriticas submetidas aos mais
variados estimulos (Ju & Zenke, 2004; Giri et al, 2006).

Vale salientar, que em estudos de transcriptoma, a quantidade de dados obtidos é
muito grande e o numero de técnicas de analise passiveis de serem utilizadas sdo ainda
maiores. Outra caracteristica marcante € o uso intenso da bioinformatica, que introduz
ferramentas analiticas complexas baseadas em linguagem computacional e estatistica
(Gohlmann e Talloen, 2009).

A opcdo de aplicar duas técnicas estatisticas permitiu selecionar os genes que
possuiam alta probabilidade de expressdo diferencial, evitando falsos positivos, no
intuito de utiliza-los posteriormente em experimentos comprobatérios de PCR
quantitativa. Contudo, a elevada estringéncia na analise pode ter desconsiderado genes
de significado bioldégico importante, em detrimento do significado estatistico. A
vantagem da metodologia de microarray é a possibilidade de re-analise dos dados por
outros métodos estatisticos menos estringentes, considerando o desenho original do
estudo.

Em relacdo a sugestdo de um perfil de expressdo caracteristica dos individuos
responsivos in vitro ao modelo vacinal, ndo encontramos diferencas significativas ao
reanalizarmos os dados considerando os pacientes com melhor resposta in vitro na
producdo de IFN-gama e IL-12 quando co-cultivadas com linfocitos autdlogos, de

acordo comestudo ainda ndo publicado de Oshiro e colaboradores.
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7. CONCLUSAO

De uma maneira geral foi possivel observar as mudancgas no perfil de transcricao
dos genes nos diferentes momentos de cultura das Mo-DCs. As conclusdes desse

trabalho sdo as seguintes:

o O HIV-1 inativado induziu alteragcdes na expressdo génica das DCs em relacdo
ao momento TO, ativando as vias de sinalizacdo CD28 e ICOS, e regulagéo da resposta
imune por NFAT relacionados com apresentacdo antigénica e resposta especifica anti-
HIV-1; além de ativar a via do NF-kB que aumenta a transcricio de DNA ap6s
diferentes estimulo;

o Apesar de ndo encontrarmos genes referentes aos marcadores classicos de
maturacdo, 0s genes presentes estavam relacionados a diversas funcdes do ciclo celular
e resposta imune;

o Alguns genes candidatos foram identificados nas celulas infectadas como
potencialmente envolvidos no processo de interagdo como HIV;

o Os trés momentos da cultura revelaram diferentes perfis de expressdo das DCs
que podem futuramente contribuir com o entendimento da maturacdo das DCs na

confeccdo da vacina terapéutica anti-HIV.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo A

Descricdo dos DEG super regulados em TO

e ENTHDL1. O dominio homologo N-terminal a Epsina é um mddulo encontrado nas
proteinas que participam da endocitose mediada por clatrina. Dominios ENTH
ligam-se proteinas e em fosfolipideos de inositol, contribuem para a nucleacdo e
formacdo de revestimentos de clatrina na membrana. Dominios ENTH também
funcionam no desenvolvimento de curvatura da membrana lipidica através de
remodelacdo durante a formacéo de vesiculas de clatrina-revestidos.

e PSATI. A proteina codificada por esse gene é provavel uma aminotransferase
fosfoserina, envolvida na proliferacéo celular.

e SNN. O gene codifica a Estanina, uma proteina ligada a membrana localizada nas
mitocOndrias e em outras organelas vesiculares. Sua estrutura é composta por um
Unico dominio transmembrana e uma hélice citoplasmatica parcialmente incorporado
na membrana. Esta envolvida na transmissdo de sinais normais e nos efeitos toxicos
das organotinas.

e LGALSS. A lectina ligadora de galactoside soluvél 3, esta envolvida nos processos
de diferenciacdo celular; organizacdo da matrix extracelular; desenvolvimento do
citoesqueleto. Interacdo com as proteinas tat e rev do HIV. Lectina galactose-
especifica que se liga a IgE. Podem mediar com a alfa-3, beta-1 integrina a
estimulacdo por CSPG4 da migracdo de células endoteliais. Juntamente com
DMBT1, necessarios para a diferenciacdo terminal das células epiteliais colunares
durante a embriogénese

e ALDHI1L2. Este gene codifica uma enzima, que pertence superfamilia aldeido
desidrogenase e da superfamilia formil-transferase com funcgéo ainda desconhecida.

e PDCD6 (programmed cell death 6). Este gene codifica uma proteina ligante de
calcio pertencente a familia de proteinas penta-EF-hand, e participa do receptor de
células T, Fas, e morte celular programada induzida glicocorticoides. Podem mediar
sinais regulamentado por Ca? * ao longo da via de morte.

e CSF2RA. A proteina codificada por esse gene € a subunidade 2 alfa do receptor
heterodimérica para fator estimulante de colénia, uma citocina que controla a
producdo, a diferenciacdo e a funcdo dos granulocitos e macréfagos. A proteina
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codificada € um membro da familia de receptores de citocinas. Esse gene é
encontrado na regido pseudo-autosomal (PAR) dos cromossomos X e Y.

MYO1G. Precursor do antigeno de histocompatibilidade menor HA-2.
Genericamente, antigenos de histocompatibilidade menor (mHags) referem-se
peptideo imunogénico que, quando complexado com MHC, pode gerar uma resposta
imunoldgica apds o reconhecimento por células T especificas. Os peptideos séo
derivados de proteinas intracelulares polimorficas, que sdo clivados pelas vias
normais de antigeno processamento. A ligacdo destes peptideos a MHC classe I ou 1l
e suas moléculas expressdo na superficie celular pode estimular respostas de células
T e, assim, provocar a rejeicdo do enxerto ou doenga enxerto-versus-hospedeiro
(GVHD) apos transplante de células-tronco hematopoéticas .

CD58. Gene codificante para glicoproteina de adesdo também conhecida como
antigeno associado a funcdo leucocitaria tipo 3 (LFA-3), receptor tipico de células
dendriticas capaz de interagir com CD2 de células T para reconhecimento de
antigenos especificos e induzir a reorganizacdo do citoesqueleto de células T. Nas
DCs a ligagdo com CD2 afeta a expressdo de moléculas de superficie e a producéo de
citocinas inflamatdrias.

Descrigdo dos DEG reprimidos em TO

SCG5. Codifica uma proteina neuroenddcrina 7B2, é uma proteina acida que
residem nos granulos de secrecdo de células neuroendocrinas. Desempenha um papel
na regulacéo da secrecdo do hormdnio pituitario

ITGB2. Gene codificante da Integrina subunidade beta 2 ou CD18, pertence a
familia das integrinas de cadeia beta, sdo proteinas de superficie celular que podem
combina-se com diferentes estruturas para formar diferentes integrinas. Por exemplo,
beta 2 combina com a cadeia alfa L ou CDl1la para formar LFA-1 (antigeno
associado a funcdo leucocitaria 1), combina com a cadeia alfa M ou CD11b para
formar a integrina Mac-1 (antigeno macrofagico 1), e CD11c para forma receptor de
complemento C3. Integrinas sdo conhecidos para participar na adesdo celular, bem
como sinalizacdo mediada pela superficie celular. Defeitos nesse gene sdo a causa da
deficiéncia de adesédo leucocitaria tipo | (LAD1).

HHLAZ2. Gene poliadenilado com repeticdes terminais longas (LRT) da familia dos
retrovirus endogeno humanos (HERVs), sua fungdo ainda é desconhecida.
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9.2 Anexo B

Descricdo dos DEG super regulados em T1

CLECT7A. Este gene codifica um membro superfamilia das lectinas tipo-C. A
glicoproteina codificada é um pequeno receptor de membrana tipo Il com um
dominio extracelular tipo-C lectina-simile e um dominio citoplasmatico com um
immunoreceptor com motivos de ativagdo baseado em tirosina. Ele funciona como
um padrdo de reconhecimento do receptor que reconhece uma variedade de beta-1,3-
ligante e beta-1,6-ligante de glucanos de fungos e plantas, desenpenhando um papel
na resposta imune inata.

ZFYVEL16. Proteina endossomal implicada na regulacio do trafico de membrana. E
caracterizada pela presenca de um fosfatidilinositol 3-fosfato-binding dominio fyve
posicionado no meio da molkécula.

EPB41L3. Genes envolvido com proteinas que participam da organizacdo do
citoesqueleto de actina cortical

GPNMB. A proteina codificada por este gene € um tipo |, glicoproteina
transmembrana que mostra homologia com o precursor pMEL17, um melanécito-
proteina especifica. GPNMB mostra expressdo nos melanoma metastatico de células
humanas e xenotransplantes, mas ndo demonstra expressao nas linhagem de células
altamente metastaticas. GPNMB podem estar envolvidos no retardo do crescimento e
reducdo do potencial metastatico.

KCNJ15. Os canais de potéssio estdo presentes na maioria das células de mamiferos,
onde participam de uma ampla gama de respostas fisioldgicas. A proteina codificada
por esse gene € uma proteina da membrana integrante e retificador ativo tipo canal de
potassio. A proteina codificada tem uma maior tendéncia para permitir o fluxo e
influxo de potassio em uma célula.

PPM2C. Piruvato desidrogenase (E1) é um dos trés componentes (E1, E2 e E3) do
complexo piruvato desidrogenase grande. Piruvato desidrogenase quinase catalisa a
fosforilacdo de residuos de serina de E1 para inativar o componente E1 e inibir o
complexo. Fosfatases Piruvato desidrogenase catalisa a desfosforilagéo e ativacao do
componente E1 para reverter os efeitos da piruvato desidrogenase quinase. Piruvato
desidrogenase fosfatase € um heterodimeros constituidos de subunidades cataliticas e
reguladoras. Duas subunidades cataliticas foram relatados; um se expressa
predominantemente no musculo esquelético e outro é muito mais abundante no
figado. A subunidade catalitica, codificada por esse gene, é a primeira, e pertence a
proteina fosfatase 2C (PP2C superfamilia). Junto com o complexo piruvato
desidrogenase e piruvato desidrogenase quinase, esta enzima estd localizada na
matriz mitocondrial.



140

e PTPRE. A proteina codificada por este gene € um membro da proteina tirosina
fosfatase (PTP familia). PTP sdo conhecidas por serem moléculas sinalizadoras que
regulam uma grande variedade de processos celulares, incluindo o crescimento
celular, diferenciacdo, ciclo mitético, e transformacdo oncogénica. Estudos do gene
semelhante nos ratos sugerem as fungdes reguladoras do PTP em vias de transducéo
de sinal RAS relacionadas, citocinas induzida SATA sinalizacdo, bem como a
ativacdo de canais de potassio K.

Descri¢cdo dos DEG reprimidos em T1

e CLC. Lisofosfolipases sdo enzimas que atuam sobre membranas bioldgicas para
regular a lisofosfolipideos multifuncionais. A proteina codificada por este gene é
uma lisofosfolipase expressa em geral nos eosindfilos e baséfilos. Hidrolisa
lisofosfatidilcolina para Glicerilfosforilcolina e acidos graxos livres. Esta proteina
pode possuir as atividades vinculadas aos carboidrato ou IgE. E uma proteina
estrutural e funcionalmente ligados a familia das galectina com proteinas beta-
galactosideas. Pode estar associada com inflamacéo e algumas leucemias mieldides.

e MAL. A proteina codificada por esse gene € uma proteina integral de membrana
altamente hidrofébica pertencente & familia de proteolipidios MAL. A proteina fica
localizada no reticulo endoplasmatico das células T e é uma proteina participante na
transducdo de sinal em células T. Alem disso, este proteolipideo tambem esta
localizada na mielina compacta de células do sistema nervoso e tem sido implicado
na funcdo e/ou biogénese da mielina. A proteina desempenha um papel na formacé&o,
estabilizacdo e manutencdo dos microdominios enriquecido glicosfingolipideos de
membrana.

e IFNG Este gene codifica um membro da familia do Interferon Tipo Il. A proteina
codificada é uma citocina solivel com propriedades anti-tumor imunomoduladoras,
antivirais e um potente ativador de macréfagos. Mutacdes nesse gene sao associadas
comanemia aplastica.

e CYPI19AL. Este gene codifica um membro da superfamilia de enzimas do citocromo
P450. As proteinas do citocromo P450 estdo monooXxigenases que catalisam muitos
reacGes envolvidos no metabolismo de drogas e sintese do colesterol, esterdides e
outros lipidos. Esta proteina localiza-se no reticulo endoplasmético e catalisa as
Gltimas etapas da biossintese de estrogénio, trés hidroxilagdes sucessivas do anel A
de androgenos. MutacGes nesse gene pode resultar em aumentada ou diminuida
atividade da aromatase, os fendtipos associados sugerem que o estrogénio funciona
tanto como um horménio esterdide e em crescimento ou difere nciagéo.
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9.3 Anexo C
Selecéo dos 10 DEG em T2
Descricdo dos DEG super regulados em T2

e |RFb5. Este gene codifica um membro do fator regulador de interferon (IRF familia),
um grupo de fatores de transcricdo, com papéis diversos, incluindo, ativacao
interferon mediada virus e a modulacdo do crescimento celular, diferenciacéo,
apoptose e atividade do sistema imunoldgico.

e CREB5. O produto deste gene pertence ao CRE (elemento de resposta cAMP)-
familia de proteinas de ligacdo. A proteina codificada se liga especificamente ao
CRE como um homodimero ou de heterodimeros com c-Jun ou CRE-BP1, e
funciona como um trans-ativador dependentes de CRE.

e TGIFl. A proteina codificada por este gene é um membro superclasse de
homeodominios atipico da extensdo de trés loop de aminoécidos (Tale). Alémde seu
papel na inibicdo da 9-cis-acido retindico dependente da ativagdo da transcricdo RXR
alfa do acido retindico elemento sensivel, a proteina € um co-repressor transcricional
ativos de SMAD2 e podem participar na transmissdo de sinais nuclear durante o
desenvolvimento. Mutagdes nesse gene séo associadas com holoprosencefalia do tipo
4, que é uma anomalia estrutural do cérebro.

e TNFSF10. Proteina codificada por esse gene € uma citocina que pertence ao fator de
necrose tumoral (TNF familia) ligante. Esta proteina, preferencialmente, induz
apoptose em células transformadas e tumorais, mas ndo aparece para matar as células
normais, embora seja expressa com um nivel significativo na maioria dos tecidos
normais. Esta proteina se liga a varios membros da superfamilia de receptores TNF,
incluindo TNFRSF10A/TRAILRL, TNFRSF10B/TRAILR2, TNFRSF10C/TRAILRS,
TNFRSF10D/TRAILR4, e possivelmente também para TNFRSF11B/OPG. A
atividade dessa proteina pode ser modulada pela ligagdo aos receptores chamariz
TNFRSF10C/TRAILR3, TNFRSF10D/TRAILR4 e TNFRSF11B/OPG que ndo pode
induzir a apoptose. A ligacdo desta proteina aos seus receptores mostrou desencadear
a ativacdo de MAPKB8/INK, caspase 8 e caspase 3.

e TRIB3. A proteina codificada por este gene é uma proteina quinase induzida pelo
fator de transcricdo NF-kappaB. A proteina codificada é um regulador negativo da
NF-kappaB e também pode sensibilizar as células através do e TNF e TRAIL-
indutores de apoptose. Além disso, essa proteina pode regular negativamente a
sobrevivéncia das celulas de serina-treonina quinase AKTL.
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e SERPINAL A proteina codificada por esse gene é secretado e € um inibidor de
protease serina cujo os alvos incluem a elastase, plasmina, trombina, tripsina, e
ativador de plasminogénio. Defeitos neste gene podem causar enfisema ou doenca
hepética.

Descri¢do dos DEG reprimidos em T2

e FABP4 Gene que codifica a proteina de ligacdo de &cidos graxos encontrados nos
adipocitos. Proteinas de ligacdo de acidos graxos sdo uma familia de proteinas
citoplasmaticas que ligam-se a longa cadeia de &cidos graxos e outros ligantes
hidrofobicos. Os papéis das FABPs incluem captacdo de &cidos graxos, transporte e
metabolismo.

e SCDS5. E uma proteina integral da membrana do reticulo endoplasmatico que catalisa
a formacdo de acidos graxos monoinsaturados de acidos graxos saturados. SCD pode
ser um regulador chave do metabolismo energético, com um papel na obesidade e
dislipidemia. Apenas 2 isoformas SCD, SCD1 (MIM 604031) e SCD5, foram
identificados em humanos.

e GPR34. Receptores de proteina G acoplada tais como GPR34, sdo proteinas
integrais de membrana contendo 7 dominios transmembrana (TMs). Estas proteinas
podem transmitir sinais para o interior da célula através da ativacdo de proteinas G
heterotrimerica que por sua vez ativam as proteinas efetoras diferentes, resultando
em uma resposta fisiologica.

e USPIY. Este gene € um membro da familia C19 peptidase. Ele codifica uma
proteina similar a ubiquitina-proteases especificas, funcdo desconhecida.

e FN1. Este gene codifica a fibronectina, uma glicoproteina presente na forma
dimérica soltvel no plasma, e de forma dimérica ou multimérica na superficie celular
e na matriz extracelular. Fibronectina esta envolvida na adeséo celular e migracéo de
processos, incluindo a embriogénese, cicatriza¢do, coagulacdo do sangue, de defesa
do hospedeiro, e metastase. O gene tem trés regibes sujeitas a splicing alternativo,
com potencial para produzir 20 diferentes variantes de transcricao.

e TSPANI12 A proteina codificada por este gene € um membro da superfamilia 4
transmembrana, também conhecida como a familia tetraspanina. A maioria desses
membros séo proteinas de superficie celular que séo caracterizados pela presenca de
quatro dominios hidrofobicos. As proteinas participa dos eventos de transducdo de
sinal que desempenham um papel na regulacdo do desenvolvimento das células,
ativacdo, crescimento e motilidade.
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