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RESUMO

Goldoni AL. Estudo da imunogenicidade da vacina de DNA quimérica LAMP/gag do HIV-1
em sitios de mucosa de camundongos imunizados no periodo neonatal [tese]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

O desenvolvimento de vacinas imunogénicas em mucosas ¢ essencial na prevencdo da
infeccdo pelo HIV, ja que as mucosas do trato gastrintestinal e vaginal sdo consideradas as
principais vias de entrada para o HIV e de reservatorio do virus. A fase neonatal ¢
caracterizada pela elevada suscetibilidade aos agentes infecciosos, em conseqiiéncia da sua
imaturidade imunolégica e pela alta predisposi¢do a tolerancia. A utilizagdo de vacinas de
DNA em mucosas ¢ uma estratégia de imunizagdo que poderia evitar o risco das vacinas que
utilizam microrganismos vivos ou atenuados, principalmente em fase precoce de vida. A
estratégia vacinal LAMP/gag, que associa o gene que codifica a proteina LAMP com a fragao
que codifica a proteina de 55 kDa do gene gag do HIV-1 (GAG), direciona o peptideo para o
compartimentos lisossomais/endossomais e possibilita a apresenta¢do antigénica no contexto
das moléculas de classe II do MHC. Esta vacina quimérica ¢ imunogénica em camundongos
adultos por promover a ativagdo de células T CD4+ e induz resposta de longa duragdo. O
objetivo deste estudo foi avaliar a imunogenicidade da vacina de DNA quimérica
administrada por via intranasal em camundongos iniciada na fase neonatal. Os resultados
mostraram que apods trés doses das vacinas por via intranasal, somente a vacina quimérica
LAMP/gag induziu producdo de anticorpos sIgA e IgG anti-GAG e elevou a concentragdo
total de imunoglobulinas IgG no lavado intestinal, mas ambas as vacinas de DNA
estimularam a producdo de TGF-B1 detectado no lavado intestinal. Para induzir a producao de
sérica de anticorpos foi necessario associar inje¢des intradérmicas ao protocolo de imunizagao
intranasal. A associagdo das vias IN/ID possibilitou a geragdo de resposta humoral de mucosa
e sistémica, principalmente da subclasse IgG1 do que IgG2a anti-p24 no soro dos animais
vacinados com LAMP/gag. Ambas vacinas LAMP/gag e gag induziram resposta de células T
CD8+ similares no bago e ganglios mesentéricos (GM), avaliada pela frequéncia de células
secretoras de IFN- y (SFC) aos pools de peptideos da GAG, porcentagem de células T CD8+
antigeno especificas de classe I (pentamero+), resposta T citotoxica in vivo € secregao in vitro
de citocinas como TNF-a e IFN-y. Entretanto, a resposta T CD4+ foi mais pronunciada nos

animais LAMP/gag, que reconheceram o dobro do nimero de pools de peptideos da GAG e




aumento da SFC de IFN-y e IL-4 quando comparados com os animais gag. A imuniza¢ao com
LAMP/gag e gag aumentou a frequéncia de células T CD4+CD25+FoxP3+ e de IDO nos GM,
corroborando com os niveis aumentados de TGF-B1 encontrado no lavado intestinal. A
resposta imune induzida pela vacina de DNA quimérica durou por 8 meses apds a imunizagao
neonatal. A associa¢do do adjuvante oligdeoxinucleotideo CpG A as vacinas de DNA regulou
negativamente a resposta medida por células T CD4+ e na producao de anticorpos IgG2a, mas
ndo interferiu na resposta T CD8+ e na sintese de anticorpos IgGl. A imunizagdo com
LAMP/gag ou gag mostrou ser imunogénica quando iniciada em periodo neonatal de
camundongos BALB/c e capaz de induzir mecanismos reguladores. Os dados evidenciaram
que apenas a vacina quimérica LAMP/gag foi capaz de induzir resposta imune celular e
humoral e de memoria imunoldgica, por ativar mais eficazmente as células T CD4+,

sugerindo ser uma interessante estratégica vacinal no periodo neonatal.
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ABSTRACT

Goldoni AL. Immunogenicity study of the HIV LAMP/gag chimera DNA vaccine in the
mucosa sites of immunized mice during neonatal phase [thesis]. S3o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

The development of mucosal immunogenic vaccines is essential to prevent HIV infection,
since gut and vaginal mucosa are considered the main routes to HIV infection and virus
reservoir. The neonatal phase is characterized by elevated susceptibility to infectious agents
due to the immunological immaturity and high tolerance predisposition. The use of DNA
vaccine in mucosa is an immunization strategy to avoid the risk of live microorganisms or
attenuated in vaccines formulation, mainly in early phase of life. The LAMP/gag vaccine
strategy, which associates the gene that encodes LAMP protein and the fraction encoding
55kDa protein (GAG) of the HIV-1 gag gene, directs the peptide to lysosomal/endosomal
compartments and allows antigenic presentation in the context of MHC class II molecules.
This chimeric vaccine is immunogenic in adult mice promoting CD4+ T cells activation and
inducing long-term immune response. The objective of this study was to evaluate the
immunogenicity of the chimera DNA vaccine administered by intranasal route in mice
beginning in the neonatal period. The results showed that after three doses of the vaccines by
intranasal route, only the LAMP/gag chimera DNA vaccine induced anti-GAG slIgA and IgG
antibodies production and increased total IgG immunoglobulins concentration in intestinal
washes, whereas both DNA vaccines stimulated TFG-B1 synthesis as detected in intestinal
washes. Furthermore, it was necessary to associate intradermal injections to the intranasal
immunization protocol induce anti-p24 antibodies production in the serum. The association of
the IN/ID routes allowed the generation of mucosal and systemic humoral response, mainly of
anti-GAG IgG1 rather than IgG2a in the serum of LAMP/gag- immunized mice.

Both LAMP/gag and gag vaccines generated a strong CD8+ T-cell response in spleen and
mesenteric lymph nodes (MLN) compartiments, as evaluated through the frequency of IFN-
y—secreting cells (SFC) to the GAG peptide pools; percentage of antigen-specific class I
CD8+ T cells (pentamer+); CTL in vivo response and in vitro TNF-o and IFN-y secretion.
However, the CD4+ T cells response was more pronounced in LAMP/gag mice, able to
recognized twice the number of GAG peptide pools and increasing the amplitude of IFN-y
and IL-4 SFC compared to gag mice. The immunization with LAMP/gag and gag increased




the frequency of CD4+CD25+FoxP3+ T cells and mRNA IDO expression in MLN, in
accordance to the elevated levels of TGF-B1 in the intestinal washes. The immune response
induced by the chimera DNA vaccine lasting 8 months after neonatal immunization. The
association of the CpG oligodeoxynucleotide adjuvant to the DNA vaccines downregulated
the CD4+ T cells response and the IgG2a antibodies production, but did not altered the CD8+
T cells response and IgG1 antibodies synthesis. The immunization with either LAMP/gag or
gag vaccine was immunogenic when initiated in the neonatal period of BALB/c mice and
capable to induce regulatory mechanisms. The data showed that only the LAMP/gag chimera
DNA vaccine was able of inducing cellular and humoral immune responses and
immunological memory, due to adequate CD4+ T cells activation, suggesting an interesting

vaccine strategy in neonatal period.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia, caracteristicas biologicas e moleculares do HIV-1

Hé4 mais de vinte e seis anos foram descritos os primeiros casos de sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e, posteriormente, o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) foi identificado e denominado como agente causador desta sindrome. Desde entdo, a
AIDS se tornou uma pandemia que hoje atinge 33 milhdes de pessoas (United Nations
Programme on HIV/AIDS - UNAIDS, 2008). Estima-se que a cada dia mais de 7397 pessoas
se infectam com o virus HIV e mais de 5479 morrem de causas relacionadas a AIDS,
principalmente devido a falta de acesso aos servigos de prevengdo e tratamento (UNAIDS,
2008).

A AIDS ¢ a doenca infecciosa que mais desafia a saude publica e esta associada a mais
de 25 milhdes de mortes em adultos (homens e mulheres), acarretando no aumento de
criangas Orfas e na queda do desenvolvimento econdmico em alguns paises (UNAIDS, 2008).
Em 2008, mais de dois milhdes de mortes foram devido a AIDS, sendo que 76% ocorreram
no Sub-Sahara Africano, a regiio mais afetada no mundo. E importante destacar a
feminizacdo e infantilizacdo da doenca, sendo que o contingente de mulheres e criancas
infectadas pelo HIV aumentou vertiginosamente durante a ultima década. Segundo a
Organizacao Mundial da Saude, um ntimero crescente de individuos com idade inferior a 15
anos vive com HIV/AIDS (UNAIDS, 2008). No Brasil, estima-se um numero superior a
620.000 infectados pelo HIV (Ministério da Saude, 2008). Desde 1980 até junho de 2008
confirmou-se 506.499 casos de AIDS notificados ao Ministério da Saude, sendo que 8.179
sdo individuos menores de 12 anos de idade.

O HIV ¢ um retrovirus membro da familia Retroviridae, caracterizado por possuir duas
fitas simples de 4cido ribonucléico (RNA) que sdo transcritas em acido desoxirribonucléico
(DNA) de fita dupla e que, entdo, ¢ integrado ao genoma celular (Wyatt et al., 1998; Turners
et al., 1999). O HIV que pode ser subdivido em HIV-1 e HIV-2, que diferem quanto a
estrutura gendmica e distribui¢ao geografica. Ambos causam sindromes semelhantes, embora
o HIV-2 possua menor potencial patogénico (Wyatt et al, 1998). Variantes gendmicas
(subtipos) do HIV-1 e do HIV-2, tém sido descritos em pacientes infectados procedentes de
diferentes regides geograficas (Janssens et al., 1994; Korber et al., 1995). Filogeneticamente o

HIV-1 ¢ classificado em trés grupos: M (major), O (outlier), N (ndo M/ndao O) com
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variabilidade genética de até 30%. Os grupos O e N sdo mais raros e restritos a regioes
menores, o grupo M € o responsavel pela epidemia no mundo. No grupo M identificam-se os
subtipos A, B, C, D, E, F, G, H, I e J e no grupo O apenas um subtipo. Em relacdo ao HIV-2
descrevem-se os subtipos A, B, C, D, e E.

O HIV, membro da subfamilia dos Lentivirinae, possui morfologia singular do virion
com core cilindrico e conico e tem como caracteristica promover infecgoes lentas e latentes
(Turners et al., 1999). O genoma ¢ constituido por trés genes estruturais (env, gag, pol), trés
acessorios (nef, vpr e vif) e trés adicionais (rev, tat e vpu). Dentre os genes estruturais, o gene
env codifica a estrutura do HIV-1 composta de glicoproteinas de superficie, a gp 120 e gp 41,
que estao agrupadas em um complexo trimérico € sao responsaveis pela entrada do virus na
célula hospedeira. O gene gag codifica as proteinas do core, constituida pela matriz (p24),
capsideo (pl7) e nucleocapsideo (p7), responsaveis pela estruturagdo do virion imaturo
contendo os outros componentes virais e ancoramento na membrana celular. O gene pol
codifica trés enzimas: a transcriptase reversa, que transcreve o RNA viral em DNA, a
integrase, responsavel por integrar o DNA pro-viral ao genoma das células hospedeira e a
protease, responsavel pela clivagem e maturacido das sequéncias peptidicas virais. Os genes
acessoOrios e adicionais codificam proteinas como a NEF, responsavel por aumentar a
replicagdo viral e diminuir a expressao de CD4 e moléculas de classe I; a REV, que transporta
o RNA do nticleo para o citoplasma; a TAT que inibe a terminagdo prematura da transcri¢ao
génica; VIF que ¢ o fator de infectividade viral; VPR direciona os complexos de integracdo ao
nucleo e induz a diferenciacdo celular e a VPU que degrada o CD4 e promove a liberagdo de
novas particulas virais (Wyatt et al., 1998; Turners et al., 1999; HIV Sequence Compendium,
2008).

O HIV infecta as células que expressam concomitantemente a molécula CD4"
(Dalgleish et al., 1984) e os receptores de quimiocinas, CCRS (Alkhatib et al, 1996) ou
CXCR4 (Feng et al., 1996), como por exemplo, os linfocitos T CD4", macrofagos, células
dendriticas (DCs), entre outras células (Garzino-Demo et al., 2003). A expressdo destes co-
receptores indica o tropismo apresentado pelo HIV, o que permite caracteriza-lo como M-
tropico ou T-tropico (Berger et al.,, 1999). O virus tem a caracteristica de replicar-se melhor
em células ativadas e, assim, os ciclos repetitivos de infec¢do e ativacdo celular levam a
destruicdo de células, principalmente de células T CD4+, resultando na imunossupressao
caracteristica da AIDS (Rowland-Jones, 2003). Sem a intervengdo terapéutica, esta deple¢ao

de células T CD4+ acarreta em imunodepressdo grave e o aparecimento de sintomas
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constitucionais, doenga neurologica e permissividade a microrganismos oportunistas e/ou
neoplasias (Rowland-Jones, 2003). A infec¢do pelo HIV-1 em adultos pode reduzir a viremia
plasmatica durante a infec¢do aguda, concomitante ao aparecimento de uma vigorosa resposta
citotoxica especifica. Entretanto, na infeccdo pediatrica derivada da transmissdo vertical ha
evidéncias de rapida progressdo da doenga em conseqiiéncia da imaturidade imunologica dos
neonatos (Goulder et al., 2001).

A grande maioria das infecgdes pelo HIV ocorre apds exposi¢do viral das mucosas
como a vaginal, retal, peniana e oral, mesmo estas estando integras (Milush et al., 2004).
Estes sitios de mucosas sdo considerados reservatorios do virus. Quando a mucosa esta
integra, as possiveis rotas de entrada do HIV-1 na lamina prépria da mucosa sao mediadas
pelas DCs, células epiteliais e células M (microfold) (Neutra et al., 1996). As células M sao
especializadas na captura de antigenos e patdgenos presentes no limen intestinal. Dentre os
diversos mecanismos de entrada do HIV, algumas moléculas estdo relacionadas com a
susceptibilidade para entrada do virus, como a lecitina tipo C DC-SIGN, a Syndecan-3 ¢ a
DCIR. Estas moléculas sdo expressas em DCs que capturam o HIV-1 em decorréncia da sua
alta afinidade com as moléculas de gp120 presentes no envelope do virus (Geijtenbeek et al.,
2003; de Witte et al., 2007; Lambert et al, 2008), e a0 migrarem para o6rgdos linfoides
secundarios contribuem para disseminagao viral (Kozlowski et al, 2003; de Witte et al.,
2007). Este mecanismo de entrada do virus pode ser importante na mucosa genital, pois este
ndo possui células M. H4 outros componentes do sistema imune que facilitam a disseminagdo
do virus, foi demonstrado que a gp120 do envelope do HIV-1 pode se ligar a moléculas de
integrina a4f7, que é expressa nos linfocitos e medeia a migra¢do destes para o tecido
linféide associado ao intestino (GALT) (Arthos ef al., 2008). O engajamento da integrina com
o HIV induz a ativagdo de LFA-1, envolvida na sinapse viroldgica, facilitando assim a
disseminagdo do virus HIV-1 (Arthos ef al., 2008).

Devido a proximidade da mucosa com o ambiente externo ¢ a constante exposi¢do a
uma variedade de antigenos, tanto patdogenos como alimentares, um grande numero de células
T CD4" da mucosa gastrintestinal estdo ativadas e diferenciadas em células de memoria que
expressam o receptor de quimiocina CCR5 (Mehandru et al., 2004). Este fato favorece que,
durante a fase aguda da infec¢@o pelo HIV ou virus da imunodeficiéncia simia (SIV), além da
disseminacdo do HIV ocorra deplecio macica dos linfocitos T CD4" de memoria nas
mucosas, contribuindo para o desequilibrio imunoldgico (Mehandru et al., 2004; Jiang et al.,

2005; Grossman et al., 2006). Da mesma forma, na infeccdo de macacos Rhesus adultos e
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neonatos com SIV, independente da via de infec¢do, foi mostrado um acimulo precoce de
linfécitos infectados pelo virus, com alta carga viral na mucosa intestinal e deple¢ao macica
dos linfécitos T CD4" de meméria na infecco primaria (Veazey et al., 1998; Wang et al.,
2007). Além disto, a infec¢do de macacos pelo SIV por via oral mostrou rapida disseminagao
do virus, podendo ser detectado em diferentes tecidos um dia apos contaminagao (Milush et
al., 2004).

Essa replicagdo viral intensa durante a infec¢do primaria ou aguda do HIV acarreta em
um importante aumento da carga viral seguido por um declinio relativo na viremia, devido a
uma forte resposta de células T citotdxicas especificas para o HIV-1. Com a resolugdo da fase
aguda, ocorre a estabilizagdo da viremia em niveis variaveis (set points), definidos pela
velocidade da replicagdo e clareamento viral, iniciando deste modo a fase assintomatica da
sindrome (Davey et al., 1999).

A infecgdo cronica pelo HIV ¢ caracterizada por uma persistente ativagdo imunologica e
pelo escape do virus da resposta imunoldgica. A ativagdo cronica das células
imunocompetentes pode levar a apoptose dessas células e evolucdo para a depressio do
sistema imune, sendo que este processo diminui rapidamente com o inicio da terapia
antiretroviral. Quando ndo ocorre o uso de antiretrovirais, pode ter inicio a fase sintomatica da
doenca, manifestando-se os sintomas da AIDS.

A infec¢do aguda em criancas pelo HIV caracteriza-se por elevada carga viral, que pode
permanecer acima de 100.000 copias/ mL no primeiro ano de idade, e diminue vagarosamente
em 2 a 3 anos nas criangas sobreviventes (Richardson et al., 2003). O set-point viral é mais
elevado nas criancas do que em adultos, consistente com progressao mais rapida da doenca.
Na auséncia de uma terapia eficaz, aproximadamente 10-15% dos infectados morrem no
primeiro ano de vida (Pliner et al, 1998). Ha dois tipos de perfis de progressdo clinica na
infec¢do vertical, algumas criangas progridem rapidamente desenvolvendo um rapido curso da
doencga nos primeiros meses de idade (Blanche et al., 1990), embora a maioria apresente um
curso cronico com varios padrdes da doenga (Mayaux et al., 1996). Os progressores lentos
podem desenvolver sinais clinicos e alteracdes imunoldgicas apds 2-3 anos de idade, e
incluem os que sobrevivem mais do que 8 anos apos a transmissdo vertical. Alteragdes
estruturais e funcionais nos genes nef do HIV tém sido correlacionado com criangas nao
progressoras por longo prazo (Geffin et al., 2000), bem como com defeito no alelo de CCRS

(CCR5delta32) (Rousseau et al., 1997).
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Estudos vacinais possuem grande importancia para os recém-nascidos até os pré-
adolescentes que ainda ndo sdo sexualmente ativos, uma vez que ha dificil acesso a terapia
antiretroviral nos paises em desenvolvimento com conseqiiente aumento do nimero de
criangas e adolescentes infectados pelo HIV-1. Além disso, o fato de que a principal via de
transmissdo do virus HIV ser pelas mucosas, um sitio de replicacdo e reservatério viral e de
intensa deplegdo dos linfocitos T CD4", ressalta a importancia do desenvolvimento de estudos
de vacinas para o HIV que induzam resposta imune de mucosa e sistémica em particular de
resposta celular T CD8+ (CTL). Com o proposito de controlar a replicagdo viral local e
prevenir assim, a disseminagdo sist€émica do virus, e que sejam capazes de estabeler resposta

protetora de longa duracao.

1.2 Vacinas de DNA

No que diz respeito ao desenvolvimento de vacinas contra o HIV-1 ha dois enfoques
principais: vacinas profilaticas a serem administradas na populacao ndo infectada pelo HIV-1
e vacinas terapéuticas a serem usadas na imunoterapia em individuos infectados pelo HIV-1
para a melhora da resposta imune ao virus, com conseqiiente regressao e/ou estabilizacdo da
doenca (Estcourt et al., 2004).

Neste contexto, a utilizagdo de vacinas de DNA em mucosas ¢ uma estratégia de
imunizacdo que poderia evitar o risco das vacinas que utilizam microrganismos vivos ou
atenuados. A construgdo da vacina deve ser capaz de estabelecer resposta humoral e celular,
principalmente com inducao de resposta Thl, crucial para o desenvolvimento de uma resposta
imune celular eficiente e persistente com geragao de resposta CTL de memoria e producdo de
anticorpos (Brazolot Millan et al., 1998; Zhang et al., 2002; Vatakis et al., 2005; Arrode et
al., 2007).

A imunizacdo com vacina de DNA contendo genes do virus influenza (Bot et al., 1998;
Ulmer et al., 1998), virus do sarampo e virus Sendai (Martinez et al., 1997), virus da leucemia
murina (Sarzotti et al., 1996) e virus da hepatite C (Youn ef al., 2003) mostrou-se eficaz em
estabelecer a resposta imune antiviral em alguns modelos murinos. Em humanos, as vacinas
de DNA nao sdo tdo eficazes, quando administradas como naked DNA pelas vias
intramuscular ou intradérmica, entretanto t€ém mostrado resultados promissores quando

combinadas com outras formas de vacina, como os vetores virais (Lu et al., 2008).
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As vacinas de DNA sao vetores de expressdo eucarioticos (plasmideo) que utilizam
sinais de transcricao e as organelas das células eucarioticas transfectadas para expressao in
situ do antigeno (Estcourt er al., 2004). Estas vacinas codificam os genes de uma porg¢ao
antigénica de um virus, normalmente sob controle de um promotor viral (Hobson et al., 2003;
Estcourt et al., 2004). Alguns plasmideos possuem motivos CpG nao metilados que podem
atuar como adjuvantes (Tudor et al., 2005). As vacinas de DNA sdo caracterizadas pela baixa
expressao de antigeno, apesar de prolongada, capazes de estimular a resposta de células T e B
antigeno especifica (Mor, 1998; Howarth et al., 2004). A acdo adjuvante e a imunogenicidade
de vacinas de DNA tem sido descrita ser dependente da proteina quinase TANK 1 (TBK1)
(Ishii et al., 2008). A sinalizagdao via TBK1 pela vacina de DNA ¢ essencial para resposta de
IFN tipo I e necessaria para inducao de células T e B antigeno-especificas.

Na imunizagdo com as vacinas génicas ocorre a transfec¢do das células e traducdo
protéica, seguida da sua secrecdo ou processamento intracelular antigénico. A traducdo da
proteina ¢ realizada utilizando as organelas da propria célula que foi transfectada. A proteina ¢
degradada no citoplasma por proteases no proteassoma e os peptideos gerados sdo
transportados através do reticulo endoplasmatico (RE) pelos transportadores associados ao
processamento do antigeno (TAP). Em seguida, estes peptideos sdo associados,
principalmente, as moléculas de classe I do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC — major histocompatibility complex) e transportados a superficie celular através do
complexo de Golgi para apresentagdo as células T CD8+ ou, em menor grau, apresentados
para as células T CD4+ associadas a moléculas de classe II por apresentagdo cruzada
(Howarth et al., 2004; Stevenson, 2004). As proteinas derivadas da vacina génica podem
também ser secretadas, endocitadas e posteriormente degradadas no endossoma por proteases.
Em paralelo, as moléculas de classe II do MHC que sdo sintetizadas no RE estdo ligadas a
cadeia invaridvel que bloqueia a unido com proteinas enddgenas presentes no limen do RE.
As moléculas de classe I do MHC sao direcionadas para os endossomas acidificados
contendo os peptideos antigénicos derivados da clivagem da proteina exdgena. Neste local, a
cadeia invariavel ¢ clivada, ocorre a ligacdo dos peptideos antigénicos as moléculas de classe
IT do MHC e, entdo, estas vesiculas sdo direcionados para a superficie celular e os complexos
antigeno:molécula de classe II do MHC sao apresentados para as células T CD4+.

A transfeccdo com o plasmideo pode ocorrer em diferentes tipos celulares: 1) células
somaticas que produzem e expressam os antigenos codificados pelo gene presente no

plasmideo, mas como ndo expressam moléculas coestimulatorias, atuam gerando antigenos
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que serdao endocitados por células apresentadoras de antigenos (APCs) profissionais; 2) DCs
imaturas podem ser transfectadas diretamente e, apoés maturacao, podem ativar linfécitos T
CD4", linfocitos T CD8+ e linfocitos B; 3) DCs imaturas podem adquirir o antigeno
indiretamente apds a fagocitose de células somaticas transfectadas em apoptose e apresentar o
antigeno para linfocitos T CD4+ ¢ CD8+; 4) DCs imaturas e linfocitos B, que apds endocitose
de antigenos soluveis secretados podem apresenta-los aos linfocitos T CD4+ e CD8+ . Além
disto, quando as vacinas sdo incorporadas pelas APC, os antigenos também podem ser
apresentados de modo cruzado, ou seja, apresentacdo de antigenos enddégenos no contexto de
moléculas de classe II do MHC para os linfocitos T CD4+ (Stevenson et al., 2004; Giri et al.,
2004; Garmory et al., 2005).

A imunizag¢do com plasmideos que codificam epitopos de classe I do MHC geralmente
induz baixa resposta CTL e somente as constru¢des com epitopos classe II do MHC podem
melhorar a amplitude da resposta CTL. Os linfocitos Th sdo cruciais para o desenvolvimento
de uma resposta imune celular eficiente e persistente com geragdao de resposta CTL de
memoria e produgdo de anticorpos (Vatakis et al, 2005). Evidéncias em camundongos
adultos imunizados com vacinas que expressam epitopos de classe I da gp120 do HIV e
epitopos de classe II da ovalbumina mostram que quando ndo ha direcionamento para as
moléculas de classe II do MHC ou por baixa afinidade aos epitopos de classe II resulta em
uma deficiente resposta CTL a gp120 (Vatakis et al., 2005). Além do mais, os camundongos
imunizados com plasmideo que codifica epitopos de baixa afinidade de classe II desenvolvem
menor nimero de células T CD4" e CD8" secretoras de IFN-y. Por isso, as vacinas génicas
que possibilitam o direcionamento de antigenos as moléculas de classe II do MHC sao vitais
para a ativagdo de linfocitos Th, com conseqiiente expansdo clonal de células B antigeno
especificas, mudanga de classe de anticorpos, geragdao de células T de memoria, aumento da
expressao de sinais coestimulatdrios e produgdo de citocinas.

Em camundongos, o uso da vacina de DNA gagp37 do HIV-1 por via intranasal
mostrou ser imunogénica, com detec¢do de resposta imune celular e humoral anti-GAG
sistémica e humoral nas mucosas nasal e vaginal (Hinkula et al., 2008). A combinagdo das
vias intranasal e parenteral na imuniza¢ao de macacos Rhesus com vacina de DNA seguido da
proteina GAG foi capaz de induzir resposta imune sistémica e na mucosa vaginal, além de
resposta anti-HIV de memoéria (Vajdy et al., 2004).

Virias construgdes de vacinas de DNA foram delineadas para potencializar a

imunogenicidade, incluindo as que possibilitam a apresentacdo do antigeno endogeno pelas
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moléculas de classe 11 do MHC. Vacinas quiméricas de DNA, constituidas pela proteina
associada @ membrana lisossomal 1 (LAMP-1 - lysossomal associated membrane protein 1),
que direciona o trafego do antigeno para os compartimentos de classe II do MHC conjugada a
genes virais, tem sido formulada para a dengue (Lu et al., 2003), o virus do papiloma humano
(Wu et al., 1995; Chen et al., 2000) e para o HIV-1 (Rowell et al., 1995; Ruff et al., 1997,
Marques et al., 2003).

As moléculas LAMP sdo proteinas transmembranicas tipo I que contém 24 dominios de
aminoacidos transmembranicos e 11 dominios de aminoacidos citoplasmaticos com
seqiiéncias carboxiterminais YQTI (Guarnieri et al., 1993). No contexto do dominio
citoplasmatico, sdo suficientes e necessarias para levar algumas proteinas recombinantes do
compartimento vesicular aos lisossomos. A proteina LAMP entra em compartimentos
vesiculares especializados denominados MIIC, sitios associados com a formag¢ao do complexo
peptideo:molécula de classe II do MHC. Em estudos de microscopia eletronica foi observada
a co-localizagdo da LAMP com as moléculas de classe II do MHC (Ruff ef al., 1997). O
compartimento endocitico MIIC estd envolvido com o transporte do peptideo antigénico
associado as moléculas de classe II do MHC para a superficie celular das APC (Kleijmeer et
al., 1995; Ruff et al., 1997). O direcionamento do antigeno sintetizado endogenamente pelo
trafego da LAMP as moléculas de classe II do MHC leva ao aumento da resposta humoral e
celular em camundongos imunizados com a vacina quimérica de DNA que codifica a gp160
do HIV e a LAMP (Ruff et al., 1997).

Estudos de infec¢do por HIV tém relatado que a resposta de células T CD4+ ¢ CD8+
aos peptideos da GAG do HIV esta associada com protecao (Betts et al., 2005; Price et al.,
2009) e o controle da viremia durante a infec¢dao (Rolland et al., 2008; Huang et al., 2008;
Serwanga et al., 2009). Outros fatores que reforcam a escolha da proteina GAG na
composicao da vacina ¢ por se tratar de um gene relativamente conservado entre as diversas
classes e subclasses do HIV-1, permitindo resposta anti-GAG mesmo entre pacientes
infectados por diferentes subclasses de HIV-1 (Notris et al., 2004).

Desta forma, o Dr. Ernerto Marques do Departamento de Farmacologia e Ciéncias
Moleculares, da Escola de Medicina da Universidade Johns Hopkins, construiu uma vacina
quimérica de DNA que contém a fracdo que codifica a proteina de 55 kDa do gene gag do
HIV-1 (GAG) associada ao gene que codifica a proteina LAMP-1. Esta vacina quimérica
LAMP/gag ¢ apos transfecgdo ¢ fortemente expressa em células de simios, humanas e murinas

e apresenta um direcionamento antigénico para o compartimento MIIC (Marques et al., 2003).
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A 1imunizagao de camundongos BALB/c adultos com a quimera LAMP/gag mostrou ser mais
eficiente na indugdo da resposta humoral e celular especifica quando comparada com a
resposta para vacina de DNA que codifica a proteina GAG, capaz de aumentar 10 vezes a
resposta das células T CD4", 4 a 5 vezes a resposta das células T CD8" e de elevar 50 a 100
vezes os titulos de anticorpos (Marques et al., 2003), capaz de gerar resposta de memoria de
células B e T de longa duragdo (Arruda et al.,, 2004). A vacina quimérica promove aumento
na diversidade de epitopos que sdo reconhecidos pelas células T de camundongos imunizados
e também o niimero de epitopos reconhecidos por células B (Arruda et al., 2006). Chikhlikar
e colaboradores (2006) imunizaram macacos Rhesus com a vacina LAMP/gag (contendo o
gene LAMP humano) e detectaram intensa resposta de células T e B aos peptideos da GAG.
Até o momento, ndo foi realizado um estudo relacionado com a imunogenicidade da vacina
LAMP/gag na mucosa de camundongos e para averiguar se a vacina¢do em mucosa de
neonatos ¢ capaz de induzir resposta de longa duragao.

Neste sentido, ha grande interesse em estudar a imunogenicidade desta vacina de DNA
em fase precoce de vida, periodo caracterizado por imaturidade imunologica e averiguar sua
capacidade de promover resposta de longa duracdo. Assim como em adultos, a mucosa do
trato gastrintestinal de macacos Rhesus neonatos infectados com SIV tem deplecdo maciga

dos linfocitos T CD4" de memoria na infecgdo primaria (Wang et al., 2007).

1.3 Adjuvantes vacinais: oligodeoxinucleotideo CpG

Existem diversas maneiras para potencializar a resposta imune gerada pelas vacinas de
DNA as proteinas virais como a inclusdo de adjuvantes genéticos como citocinas, quimiocinas
e moléculas co-estimulatorias (Sasaki et al, 2003). A imunizagdo de camundongos com a
vacina de DNA contendo o gene de interleucinas (GM-CSF, TNF-a e TNF-f) associada as
porcdes genéticas do HIV-1 pode aumentar a produgdo de anticorpos especificos e a resposta
Th e citotéxica (Kim et al., 2000). Desta maneira, a conjuga¢do de peptideos virais a genes
que estimulem a resposta imune ou direcionem a resposta celular para uma resposta adequada
e eficiente tem aperfeicoado a imunogenicidade das vacinas genéticas. O uso de adjuvantes
contendo motivos CpG tem sido uma opg¢do para estimular resposta Thl em diferentes
modelos experimentais.

Os oligodeoxinucleotideos CpG (ODN-CpG) sdo candidatos em potencial para serem

utilizados como adjuvantes de vacinas, porque sdao capazes de estimular
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macrofagos/monocitos, células dendriticas, linfocitos B, células NK e, consequentemente,
induzir uma vigorosa resposta do tipo Thl em camundongos (Dumais et al, 2002; Krieg,
2002). O CpG ¢ um dinucleotideo citosina-guanina (CG) ligado por ponte de fosforo que esta
presente no DNA de bactérias, virus e retrovirus na forma ndo metilada e em propor¢do vinte
vezes maior que nos vertebrados (Krieg, 2002). O DNA que contém motivos CpG nao
metilados € um potente indutor de producdo de citocinas anti-virais do tipo Thl. Esses
motivos CpG constituem padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPs), que sdo
reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), como por exemplo os
receptores Toll-like (TLR) (Guzylack-Piriou et al., 2004; Tudor et al., 2005). O receptor de
oligonucleotideos contendo motivos CpG ¢ Toll-like 9 (TLR-9), um receptor intracelular,
expresso em linfocitos B e DCs plasmocitoides (pDC) em humanos e nos camundongos nas
células mieloides, linfocitos B e pDCs (Hartmann et al., 2005; Bauer et al., 2002).

Ha diversos padrdes e cinéticas de ativacdo imune dependentes das diferentes
seqliéncias, tipos de ligagdes e bases que flanqueiam o dinucleotideo CpG. Entre os varios
CpG descritos, o tipo A possui modificacdes fosforotioato nas extremidades 5" e 3" e a
porc¢do central ¢ fosfodiéster, contendo seqiiéncias poli-G nas extremidades e uma seqiiéncia
central palindrome que contém dinucleotideos CG (Krieg, 2002; Guzylack-Piriou et al.,
2004). A sinalizagdo via TLR-9 pelo CpG induz as DCs, macréfagos e as células NK a
produzir e secretar [FN-y, TNF-a e interleucina (IL) 12 (Hartmann et al., 2005). O
reconhecimento do CpG pelas pDCs induz ativagdo e maturagdo, aumento da expressao de
moléculas de classe I do MHC e de CD80 e CD86 e da produ¢ao de IFN do tipo I (IFN-a e
IFN-B) (Dumais et al., 2002; Guzylack-Piriou et al, 2004). A producao de IL-12 e IFN-y
auxilia no desenvolvimento da imunidade mediada por células, incluindo linfécitos T
citotoxicos.

Apoés imunizagdo intranasal em camundongos adultos, ODN CpG resulta em forte
resposta imune de mucosa e sistémica quando administrada com antigeno de superficie de
hepatite B (McCluskie et al, 1998), virus influenza (Moldoveanu et al, 1998) e
glicoproteinas recombinantes do envelope do virus herpes simplex (Gallichan et al., 2001).

A imunizagdo de camundongos com a vacina de DNA que codifica os genes env e gag
do HIV-1 subtipo C associado ao CpG aumenta a resposta humoral e celular e induz longa
duracdo da producdo de IFN-y (Aggarwal et al., 2005). Estudo realizado com macacos
imunizados com vacinas contendo plasmideos que expressam seqiiéncias do HIV-1 do tipo B

(pHIS-HIV-B) e motivos CpG seguido de refor¢o com vacina recombinante (rFPV) que
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expressam o gene gag e pol do HIV-1 tipo B mostra um aumento da sintese de IFN-y pelas
células T especificas, aumento da linfoproliferacao de células T CD4+ e aumento da sintese
de anticorpos (Dale ef al., 2004).

A inclusdo de motivos CpG A ou B em vetores da vacina de DNA, como no plasmideo
VR1020, é capaz de incitar, apds estimulo in vitro, as células mononucleares de sangue
periférico humano (PBMC) a produzirem IL-6 e aumentarem a expressao de CD83 e CD40
quando comparado com o plasmideo ndo modificado (Coban et al., 2005). A imunizagdo de
camundongos adultos o plasmideo VR1020 que codifica o ODN-CpG A e o antigeno de
superficie do Plasmodium falciparum Pfs25 induz niveis mais altos de anticorpos IgG2a
especificos quando comparado com o grupo imunizado com plasmideo sem a inser¢ao de
CpG ou com o CpG do tipo B; ja em PBMC, o CpG B estimulou maior producdo de IFN-y e
IFN-a (Coban et al., 2005).

Embora os TLR estejam envolvidos na resposta imune inata, os adjuvantes de TLR sdo
capazes de afetar diretamente cé€lulas T. Células T CD4+ ativadas expressam mRNA de
TLRY, assim o CpG promove diretamente sobrevivéncia das células T e permite que as
células T efetoras escapem da supressao mediada por células Treg (Gelman et al,2004; Rosa
et al., 2007).

As células Treg expressam diversos TLR em concentragdes maiores que as células T
efetoras, o que pode fazer com que haja aumento ou diminui¢do da atividade supressora
destas células, dependendo do tipo de estimulo e o TLR estimulado (Brito et al, 2009).
Estudos mostram o papel do agonistas de TLR no modelo experimental da doenga
inflamatoéria intestinal (Fukata et al., 2008) e na produgdo de auto-anticorpos modelos de
doencas auto-imunes murinos. Por outro lado, a estimulacdo de linfocitos B por ligantes de
TLR apresentam papel protetor em modelos experimentais de encefalomielite e lupus

eritematoso sistémico através da inducao de IL-10 (Fischer et al, 2008)

1.4 Imunidade neonatal

A fase neonatal ¢ caracterizada pela alta sensibilidade aos agentes infecciosos, em
conseqiliéncia da sua imaturidade imunoldgica, evidenciada por diferencas qualitativas e
quantitativas em relacdo ao sistema imune do adulto (Brito et al, 2009). A relativa
imaturidade imunoloégica na fase neonatal, alta predisposi¢do a tolerancia encontrada nesta

fase de vida e auséncia de resposta de memoria propicia um lento desenvolvimento e baixa
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magnitude da resposta imunologica que torna os neonatos susceptiveis a varias infecgdes
bacterianas e virais. Além disto, os anticorpos maternos podem interferir na resposta do
neonato através da neutralizacdo do antigeno vacinal devido a formacdo de imunocomplexos
ou pela acdo inibitdria decorrente da interagdo do anticorpo no receptor FcyRIIB expresso nas
células B (Siegrist, 2003).

Ha varias peculiaridades no periodo neonatal, como baixa reserva na medula 6ssea,
aderéncia e quimiotaxia reduzidas, baixa atividade enziméatica e menor quantidade de células
que os adultos (Kovarik et al, 1998; Adkins, 1999). Além destas -caracteristicas,
principalmente em camundongos, células T neonatal, sob condigdes neutras, diferenciam para
padrdao Th2, com alta secrecao de IL-4 e baixa secre¢ao de IFN-y pelas células Th1 (Barrios et
al., 1996; Kovarik et al., 1998; Adkins, 1999; Adkins et al., 2004; Siegrist et al., 2007), mas
também devido a baixa secre¢do de IL-12 pelas APCs (Lee ef al., 1996). A presenga de 1L-4
durante a sensibilizag¢do, tanto em animais como humanos, inibe a expressdao da cadeia IL-
1232 em linfocitos T naive, que entdo direciona para padrdo de resposta Th2 e inibe o
desenvolvimento de reposta Thl (Kovarik et al., 1998; Adkins, 2001).

Apesar do fato dos neonatos apresentam auséncia de memoria, grande parte dos
linfocitos T e B naive entram precocemente em ciclo celular, possibilitando que estas células
respondam de modo eficiente a um grande nimero de patdogenos no primeiro contato na fase
neonatal (Adkins et al., 2003). Em algumas situacdes, camundongos neonatos desenvolvem
resposta primaria do tipo Th1 equivalente a de um adulto, mas apds restimulacdo antigénica, a
resposta ¢ direcionada para padrao Th2 (Bot ef al., 1997; Adkins et al., 1998).

Linfécitos T CD4 + de camundongos neonatos, ap6s a ativacao, sao capazes de produzir
niveis elevados de IL-4 e IL-13, que sdo sintetizados por uma pequena subpopulagdo de
células que ndo precisam entrar em ciclo celular (Rose et al.,, 2007). Estas células mostram
um estado relativamente hipometilado na regido reguladora da expressdo citocinas Th2,
facilitando a expressao rapida e em alto nivel dos genes //4 e 1/13. Comparando com adultos,
estes levam vdarios dias para fazer a transi¢ao para o padrao Th2, envolvendo diferentes
processos, como a proliferacdo celular e extensa demetilacio do DNA (Rose et al., 2007).
Além disso, apos sensibilizacdo, a IL-4 secretada pelas células Th2 induz aumento na
expressao da cadeia o do IL-13R nas células Thl que, juntamente com a cadeia o do IL-4R,
induz as células entrarem em apoptose se houver reencontro com o antigeno em ambiente

contendo IL-4 (Li et al., 2004). Além do mais, as células T CD4 de neonatos sdao impedidas
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de diferenciarem em células Thl devido a diminui¢ao dos niveis de STAT4 epigenética e
regulacao do promotor de IFN-y (Adkins B, 2007).

O desvio do padrao de resposta Th2 observado em neonatos pode influenciar no baixo
potencial de resposta CTL. Entretanto, em circunstancias seletivas, as células T CD8+ de
neonatos humanos e murinos parecem ser capazes de desenvolver funcdo citotoxica madura.
A resposta CTL pode ser gerada em paralelo ao desenvolvimento de células Thl, isto &,
condi¢des que favorecam a resposta Thl em neonatos potencializam a fungdo CTL protetora
(Adkins et al, 1999). Os camundongos neonatos sdo capazes de desenvolver eficiente
resposta Thl antigeno especifica, quando utilizado adjuvantes promotores de resposta Thl
como a IL-12 e ODN contendo motivos CpG com as vacinas de DNA (Adkins et al., 2001). A
imunizagdo de camundongos de 3 dias de idade tratados apenas com CpG ODN torna-os
protegidos contra infec¢do por Listeria com geracdo de resposta T CD4+ e CD8+ antigeno
especificos que confere protecdo contra infec¢io subseqiiente (Ito et al., 2005). Além disso, a
vacina génica contra o virus da coriomeningite linfocitica em camundongos de 1 dia de idade
pode induzir rapida maturagao dos linfocitos T CD8+ naive para células efetoras semelhantes
as células de camundongos adultos (Zhang et al., 2002). Da mesma forma, células de cordao
umbilical humano sdo capazes de estabelecer resposta CTL quando transferidas em
camundongos ¢ desafiadas com células alogénicas irradiadas (Marcus ef al., 2002).

As APCs de neonatos sdo imaturas quanto a fungdo e estdo em nimero reduzido em
relacdo aos adultos, mas atingem valores similares quando as areas esplénicas tornam-se
organizadas (Adkins et al, 2004). As DCs imaturas, apos a estimulagdo com
lipopolissacarideos (LPS), citocinas ou outros estimulos, aumentam a expressdao de moléculas
de classe II do MHC e de moléculas co-estimulatérias, tornam-se células capazes de capturar,
processar e apresentar antigenos a células T in vitro e induzir resposta citotoxica especifica
mediada por linfécitos T in vivo (Dadaglio et al., 2002).0 estimulo de DCs de corddo humano
com LPS mostrou diminuida habilidade na maturacdo e em ativar células T CD4+ naive a
secretarem IFN-y, sugerindo que as DCs sdo pré-programadas intrinsicamente contra a
geracao de resposta imune do tipo Thl (Langrish et al., 2002).

Nos neonatos, a falta de um microambiente anatdmico apropriado para a interagdo entre
as DCs e as células T e B, pode gerar diferengas fenotipicas e funcionais das células B, que
refletem na baixa produ¢do de anticorpos. A resposta humoral neonatal ¢ mais tardia, com

niveis mais baixos e de menor duracdo. A distribuicdo das subclasses de IgG difere da de
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adultos com niveis mais baixos ¢ de menor afinidade de anticorpos IgG2a (Adkins et al.,
2004; Pihlgren et al., 2001).

low/-

Os linfocitos B imaturos, IgM" IgD sdo majoritarios no baco de camundongos
neonatos (Marshall-Clarke et al., 2000). A auséncia de IgD de superficie altera a sinalizacdo e
ativacao dos linfocitos B em resposta aos antigenos. As poucas células B maduras do neonato
expressam baixos niveis de CD40 que, somado com a deficiente expressao de seu ligante
CDA40L nas células T, contribuem para a baixa producdo de IgG, IgA e IgE (Adkins, 1999;
Bot et al.,, 2002). A expressdo de moléculas transmembrane activator and calcium modulator
and cytophilin ligand interactor (TACI) em linfécitos B de neonatos é bem reduzida quando
comparada com adultos. Deste modo, os ligantes de TACI, APRIL ou BAFF, sdo incapazes
de induzir secrecdo de IgA, IgG e IgM pelos linfocitos B de neonatos (Kanswall et al., 2008;
Yan et al., 2001). Além disso, o componente C3 do complemento, que auxilia na apresentacao
de antigenos pelos linfocitos B, encontra-se em niveis diminuidos no soro, contribuindo na
limitagdo da resposta humoral dos neonatos (Bot et al., 2002).

A falta de resposta de memoria na fase neonatal, somada a inabilidade na apresentagdo
antigénica, menor qualidade funcional das células Th, baixa resposta T citotoxica (Adkins et
al., 2004) e diminuida produ¢do de anticorpos salientam a necessidade de utilizagdo de
vacinas que possibilitem adequada apresentacdo de antigeno via classe II do MHC para as
células Th e de adjuvantes estimuladores de resposta inata para favorecer o desenvolvimento
da resposta adaptativa.

A compreensdo dos mecanismos efetores envolvidos na vacinagdo neonatal com a
vacina LAMP/gag, aspecto ainda pouco conhecido, oferece a oportunidade de melhorar a
magnitude da resposta do neonato e na geragdo de resposta imune de longa duracdo até a fase

adulta.
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6 CONCLUSOES

As vacinas sdao imunogénicas em camundongos durante fase neonatal, sendo que
a vacina quiméria LAMP/gag ¢ capaz de induzir maior amplitude de resposta

celular anti-GAG e humoral com duracao de até oito meses de idade;

A proteina LAMP ¢ essencial para a ativacdo das células T CD4+, possibilitando
o reconhecimento dos peptideos de classe II da proteina GAG e da proteina p24,
e a sintese de anticorpos na imunizagdo com LAMP/gag sem interferir na
magnitude da resposta TCD8+ e no percentual de células T

CD4+CD25+FoxP3+;

O adjuvante ODN CpG A na imunizacdo com as vacinas génicas regulou
negativamente a resposta mediada pelas células T CD4+, incluindo a expressao
da molécula reguladora IDO, por um mecanismo de controle da resposta

reguladora;

A imuniza¢do com quimérica LAMP/gag em camundongos no periodo neonatal
traz uma importante estratégia para indu¢do de resposta imune em ambos os

sitios de mucosa e sistémico.
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