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"O que pensavam os filésofos a respeito de Deus?"

"Lembre-se do que eu lhe disse: muitos fil6sofos acreditavam na metafisica. eles nao
tinham medo de argumentar e discutir a respeito de Deus. A ciéncia tem medo de
debater sobre Ele por receio de pender para uma religido e perder a individualidade. N6s
nao sabemos quase nada sobre a caixa de segredos da existéncia. Milhdes de livros sao
uma gota no oceano. Lembre-se, somos uma grande pergunta procurando uma resposta
nos poucos anos dessa vida."

"Mas filésofos como Marx, Nietzche e Sartre foram ateus."

Falcdo fitou vagarosamente o amigo e, como se estivesse iluminado, disse:"Ha dois
tipos de Deus: um Deus que criou os homens, e outro que os homens criaram. Para
mim, esses fildsofos ndo acreditavam no Deus criado pelos homens. eles foram contra a
religiosidade da sua época, que dilacerava os direitos humanos, mas ndo sdo ateus
puros. Todavia ndo posso falar por eles."

O jovem pensou e inquiriu: "Quem somos nds? O que somos? Para onde vamos?"
"Frequentemente, me faco tais perguntas. Quanto mais as faco, mais me perco, e quanto
mais me perco, mais procuro me achar. Olhe as pessoas ao seu redor. O que voceé vé?"
(Falcao)

"Pessoas de ternos, mulheres bem-vestidas, jovens exibindo seus ténis, adolescentes
arrumando o cabelo, enfim, pessoas transitando." (Marco Polo)

"A maioria dessas pessoas vive porque respira. Nao perguntam mais "quem sao?", "o
que sdo?" Estao entorpecidos pelo sistema. O ser humano atual ndo ouve o grito da sua
maior crise. Cala sua angustia porque tem medo de se perder num emaranhado de
davidas sobre seu proprio ser. No comeco do século XX, a ci€ncia prometeu ser o deus
do Homo sapiens e responder a essas perguntas. Mas ela nos traiu." (Falcdo).

"Por que nos traiu?" (Marco Polo)

"Primeiro porque ndo desvendou quem somos, continuamos a ser um enigma, uma gota
que por um instante aparece e logo se dissipa no palco da existéncia. Segundo, porque,
apesar do salto na tecnologia, ela ndo resolveu os problemas humanos fundamentais. A
violéncia, a fome, a discriminacdo, a intolerancia e as misérias psiquicas ndo foram
debeladas. A ciéncia € um produto do ser humano e nao um deus do ser humano. Use-a

nao seja usado por ela."

Augusto Cury



Resumo

Rigato PO. Imunogenicidade da vacina de DNA quimérica LAMP-1/p55Gag do HIV-1
no periodo neonatal e efeito da imunizacdo materna na resposta vacinal da prole de

camundongos [tese]. Sdo Paulo. Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo; 2009.

A alta incidéncia de criancas infectadas pelo HIV-1 devido a transmissao materna do
virus salienta a necessidade de estudos que verifiquem a imunogenicidade de vacinas
anti-HIV profiléticas e/ou terapéuticas em periodo preoce de vida. O periodo neonatal é
caracterizado pela imaturidade do sistema imunoldgico associada a alta predisposi¢cdo a
tolerancia e ao efeito inibitério dos anticorpos maternos, sendos as vacinas de DNA uma
estratégia para contornar estes efeitos. A vacina de DNA quimérica LAMP/gag,
constituida pelo gene gag do HIV-1 ligado ao gene da proteina associada a membrana
lisossomal 1 murina (LAMP), direciona o antigeno enddgeno aos compartimentos
lisossomais/endossomais possibilitando a apresentacdo via moléculas de classe II do
MHC, promovendo a ativacdo de células T CD4+, evidenciada pelo aumento da
resposta imunoldgica celular e humoral a Gag em camundongos BALB/c adultos e
macacos Rhesus. Neste projeto, avaliou-se o potencial imunogénico da vacina
LAMP/gag em periodo precoce de vida em camundongos e o efeito da imunizacdo
materna na resposta vacinal da prole. Os resultados, mostram que o DNA quimérico
LAMP/gag é imunogénico no periodo neonatal, considerando a producao de anticorpos
anti-Gag e a magnitude do nimero de células produtoras de IFN-y aos peptideos da Gag
do HIV-1. A imuniza¢do iniciada em idade neonatal com a vacina LAMP/gag (1 ou
S5ug) induziu a produgdo de anticorpos IgG anti-Gag, sendo a dose de 5Sug indutora de
1s6tipos de anticorpos semelhantes a imunizacio adulta (IgG1> IgG2a> IgG2b). Além
de estimular um nimero superior de células produtoras de IFN-y para epitopos de classe
I e I do MHC comparados aos imunizados com gag. Os neonatos imunizados com
baixa dose (1pg) de LAMP/gag e reforcados com gag produziram niveis de isétipos de
anticorpos similares ao grupo imunizado com duas doses de Sug de LAMP/gag,
aumentou a porcentagem de células T CD8+ com potencial citotoxico (TNF-a, IFN-y,
granzima) e de células especificas ao epitopo imunodominante de classe I do MHC da
Gag. Além disso, a imuniza¢do neonatal com LAMP/gag foi capaz de gerar resposta
humoral e celular de longa durac@o observado até os 9 meses de idade. A imunizacao
pré-concepcional com LAMP/gag possibilitou a transferéncia preferencialmente IgG1
anti-Gag as proles pela via transplacentéria e pelo leite, os quais perduram até 60 dias na
circulacdo das proles. A vacinacdo génica diminuiu algumas citocinas/quimiocinas
transferidos a prole e o TGF-Bl no leite materno. A imunizacdo materna com
LAMP/gag inibiu a resposta humoral e diminuiu a magnitude de resposta celular aos
peptideos da Gag na prole imunizada em periodo neonatal, em paralelo a deteccdo de
elevado nivel dos anticorpos maternos IgG anti-Gag e de células CD4+CD25+FoxP3 na
prole. Entretanto, a vacina¢do materna ndo interferiu na geracdo de resposta de memoria
imunoldgica. O protocolo de imunizacdo por via intravenosa com LAMP/gag durante a
gestacdo mostrou que ha transferéncia do plasmideo aos tecidos fetais capaz de primar
o sistema imunolégico neonatal, gerando SFC de IFN-y aos peptideos da Gag, além de
primar o sistema imune materno. Os resultados mostram que a vacina de DNA
quimérica € imunogénica e necessdria para sensibilizacdo de células T e B dos
camundongos em periodo neonatal e na geracdo de resposta de memoria imunoldgica



anti-Gag. Além disso, a imunizagao pré-concepcional materna com LAMP/gag transfere
anticorpos e outros fatores para a prole, diminuindo a resposta imune ao LAMP/gag,
mas nao afeta o desenvolvimento de memdria imunoldgica na prole. A estratégia de
imunizag¢do por via intravenosa com LAMP/gag durante a gestacdo evita a transferéncia
de anticorpos inibitérios e € capaz de sensibilizar ambos os sistemas imunoldgicos,
materno e fetal .

Palavras-chave: Imunologia; Vacinas; HIV; AIDS; Neonatologia; DNA.



Abstract

Rigato, PO. Immunogenicity of LAMP-1/p55Gag of HIV-1 DNA chimeric vaccine on
neonatal period and effect of maternal immunization immune response of vaccinated

offspring [thesis]. Sdo Paulo. Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo; 2009.

The high incidence of HIV-1 infected children due to mother-to-child transmission
emphasizes the need of studies about immunogenicity of profilatics and/or therapeuctics
HIV vaccines during early stages of life. Neonatal period is characterized by immaturity
of immune system associated to the high susceptibility to tolerance and to the inhibitory
effects of the maternal antibodies, thus DNA vaccine is a strategy to overcome these
effects. The LAMP/gag DNA chimeric vaccine encoding the p55 of gag from HIV with
the lisossomal associated membrane protein 1 (LAMP-1) drive the endogen antigen to
MIIC compartment, eliciting T CD4+ cell activation, leading to a strong cellular and
humoral response in BALB/c adult mice and Rhesus’ monkeys. In the present work, we
evaluated the immunogenic potencial of LAMP/gag DNA vaccine in the early stage of
life in mice as well as the effect of the maternal immunization on the offspring
vaccination. The results showed that LAMP/gag chimeric vaccine is immunogenic in
neonatal period, considering the anti-Gag antibody production and the magnitude of
HIV-1 Gag peptide IFN-y producing cells. The LAMP/gag DNA immunization initiated
in neonatal period (1 or 5ug) induced the IgG anti-Gag antibody response, in which the
dose of 5ug elicited antibodies levels similarly to adult immunization (IgG1> IgG2a>
IgG2b). In addition, LAMP/gag DNA immunization induced higher number of IFN-y
producing cells to the class I and II epitopes compared to gag immunization. The
neonatal immunization with LAMP/gag with the lower dose (1ug) boosted with gag
generated anti-Gag antibody isotypes similar the group immunized with two doses of
Sug LAMP/gag, augmenting the T CD8+ cell percentage with cytotoxicity potential
(expression of TNF-a, IFN-y, granzyme) and MHC class I epitope specific cells.
Furthermore, the neonatal immunization with LAMP/gag was able to elicit marked
lasting humoral and cellular response until 9 months old. The LAMP/gag DNA pre-
conceptional immunization transferred mainly anti-Gag IgG1 antibodies to offspring by
transplacental and breastfeeding routes, detecting until 60 days in the offspring
circulation. Genetic mother immunization downmodulated the concentration of some
cytokines/chemokines transferred to offspring and the TGF-B1 on the milk. Maternal
LAMP/gag immunization inhibited Gag humoral response and diminished magnitude of
Gag cellular response on immunized offspring, in paralel to detection of high levels of
anti-Gag maternal antibody and increase of the percentage of CD4+CD25+FoxP3 in
offspring. Nevertheless, maternal immunization with chimeric DNA vaccine did not
affect the generation of cellular memory response. Evaluating an intravenous
LAMP/gag protocol of immunization during pregnancy it was noticed plasmide
transference to fetal tissues which primed the neonatal immune system, generating Gag
IFN-y producing cells and also priming the maternal immune system. These results
showed that chimeric DNA vaccine is immunogenic and necessary to prime T and B
cell and to develop immunologic memory on mice in neonatal period. Furthermore, the
preconceptional immunization transferred antibodies and others immune factors to
offspring and diminished the LAMP/gag immunization, whereas did not affecting the



immunologic memory development of the offspring. The strategy intravenous
immunization during pregnancy avoided antibody transference and primed both
maternal/fetal immune systems.

Key words: Immunology; Vaccines; HIV; AIDS; Neonatology; DNA.
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1 Introducao

H4 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 o 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 HIV e mais de 5479 morrem de causas relacionadas a
aids principalmente devido a falta de acesso aos servicos de prevengdo e tratamento
(UNAIDS, 2008).

A aids € a doenca infecciosa que mais desafia a saide publica, e estd associada a
mais de 25 milhdes de mortes em adultos (homens e mulheres) o que acarretou no
aumento de criancas 6rfas e na queda do desenvolvimento econdmico em alguns paises
(UNAIDS, 2008). Em 2008, globalmente mais de dois milhdes de mortes foram devidas
a aids, sendo que destas, 76% ocorreram no Sub-Sahara Africano, a regido mais afetada
no mundo. O que alarma as autoridades mundiais € a feminizacdo e infantilizacdo da
doenca, sendo que o contingente de mulheres e criancas infectadas pelo HIV aumentou
vertiginosamente durante na ultima década. Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Satde
um nudmero crescente de individuos com idade inferior a 15 anos vive com HIV/aids
(UNAIDS, 2008). No Brasil, estima-se um nimero superior a 620.000 infectados pelo
HIV (Ministério da Saide, 2008). Desde 1980 até junho de 2008 confirmou-se 506.499
casos de aids notificados ao Ministério da Satde, sendo que 5.840 sdo individuos
menores de cinco anos de idade e 2.339 menores de 12 anos. Segundo a UNAIDS
(2008), uma porcentagem alta de pessoas infectadas pelo HIV-1 ignora este fato, em
todo o globo.

A transmissdao do HIV da mae para a crianga (TMC) € um tépico que merece
atencdo e representa um agravante na sadde publica mundial. A TMC contribui com
cerca de 90% dos casos de infeccdo pelo HIV em criangas que ocorrem a cada ano
(Center of Disease Control - CDC, 2006). Sem intervenc¢ao terapéutica, hd um risco de
15-30% da mae infectada transmitir o HIV para o filho durante a gravidez e parto, além
do risco de 10-20% de transmissdo pela amamentacdo. No Brasil de 2000 a junho de
2008, foram indentificados 41.777 gestantes infectadas, sendo a TMC responsdvel por

11.607 casos de infec¢do pelo HIV em criangas (84,5%), o que representa 2,3% do
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nimero total de individuos infectados (Ministério da Sadde - MS, 2008). Apesar do
nimero de criancgas infectadas ser significante, o Brasil realizou um dos grandes avanco
no que diz respeito a diminuic¢do de casos de TMC (MS, 2005). Entretanto este tipo de
transmissdo é ainda agravante em regides da Africa e Asia. No sub-Saara africano, onde
mais de 40% das gestantes sdo infectadas pelo HIV, a pandemia HIV/aids promove
efeitos devastadores na sobrevida da crianga (CDC, 2006). Nesta regido africana, 90%
das infec¢des em individuos menores de 15 anos ocorrem por TMC (UNAIDS, 2006).

Uma alternativa para diminui¢do da TMC no mundo € a intervengdo com a
terapia antiretroviral altamente potente (Highly Active AntiRetroviral Treatment
HAART), entretanto mais de 70% de individuos infectados pelo HIV globalmente nao
tem acesso a medicacdo (UNAIDS, 2008). Durante estes 27 anos de epidemia, a aids
continua desafiando os esforcos para conté-la (UNAIDS, 2008). Nos ultimos anos,
houve um aumento do nimero de paises que sustenta o acesso universal ao tratamento
antiretroviral e servigos para previnir a transmissao materno infantil do HIV (UNAIDS,
2008). Ainda assim, existe uma necessidade crescente e emergencial para intensificar a
prevencao da infec¢do pelo HIV-1, pois segundo as autoridades em saide publica, hoje,
para cada duas pessoas que comecam a receber terapia antiretroviral, outras cinco se
infectam (UNAIDS, 2008).

A prevengdo da transmissdo vertical do HIV da méae para filho é um ponto
crucial na diminuicdo da mortalidade infantil. A transmissao perinatal € a principal via
de infeccao pelo HIV na populagdo infantil, sendo que na auséncia de procedimento
profilatico (administragdo de HAART) a estimativa da ocorréncia da infec¢do é de
25,5%, sendo que destes, 65% dos casos ocorrem no trabalho de parto (MS, 2005). Com
a profilaxia antiretroviral, a TMC foi reduzida para menos que 1% em alguns paises
(Mandelbrot et al., 2001). Entretanto, foram reportados efeitos colaterais apds a
exposicdo fetal e neonatal em criancas ndo infectadas, incluindo alteracdes
hematoldgicas e imunoldgicas (Pacheco et al., 2006, Bunders et al., 2005, Feiterna-
Sperling et al., 2007). Desta forma, uma alternativa para contornar estes efeitos é o
estudo e desenvolvimento de vacinas contra a infeccao pelo HIV, que, quando
administradas na mae possam transferir fatores de prote¢do ao recém-nascido, ou ainda,
transferir a vacina ao feto promovendo desenvolvimento de resposta anti-viral que
perdure até a idade adulta. Este fato salienta a necessidade de estudos em modelos
experimentais para obter novas formula¢des de vacinas e fornecer subsidios de

monitoramento dos pardmetros da resposta imunoldgica, sejam celulares ou humorais.
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Desta forma, torna-se necessario o estudo experimental para avaliar a imunogenicidade
em fase precoce de vida, que leve a geracdo de resposta de memodria imunoldgica que
perdure até a fase adulta.

O HIV ¢ da familia Retroviridae, caracterizada por possuir duas fitas simples de
acido ribonucléico (RNA) que sdo transcritas pela acdo da transcriptase reversa (RT)
viral em 4cido desoxirribonucléico (DNA) de fita dupla, que, por sua vez, € integrada ao
genoma celular pela agdo da integrase viral (Turners e Summers, 1999). Este
microrganismo pertence a subfamilia dos Lentivirinae, que possui morfologia singular
do virion com core cilindrico e conico e a caracteristica de promover infec¢des lentas e
latentes (Turners e Summers, 1999). O genoma do HIV € constituido por trés genes
estruturais (env, gag, pol) e trés acessorios (nef, vpr e vif) e trés adicionais (rev, tat e
vpu). A estrutura do HIV-1 consiste de glicoproteinas de superficie codificadas pelo env
(envelope viral), responsdveis pela entrada do virus na célula hospedeira; de proteinas
do core, constituido pela matriz (p24), capsideo (p17) e nucleocapsideo (p7) codificadas
pelo gag, responsdveis pela estruturagcdo do virion imaturo contendo os outros
componentes virais € ancoramento na membrana celular; de trés enzimas (transcriptase
reversa, a qual transcreve o RNA viral em DNA; integrase, responsavel por integrar o
DNA pré-viral ao genoma da células hospedeira e a protease responsavel pela clivagem
e maturacdo das sequéncias peptidicas virais) codificadas pelo pol (polimerase). Além
das proteinas acessorias e adicionais: Nef codificada pelo nef (negative factor)
responsavel por aumentar a replicacdo viral e diminuir a expressao de CD4 e moléculas
de classe I, Rev que transporta 0 RNA do nucleo para o citoplasma; Tat que inibe a
terminacao prematura da transcri¢do génica; Vif que € o fator de infectividade viral; Vpr
direciona os complexos de integracdo ao nucleo e induz a diferenciag¢do celular; Vpu
que degrada o CD4 e promove a liberagdo de novas particulas virais (Turners e
Summers, 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, CCR5 (Alkhatib et al., 1996) ou
CXCR4 (Feng et al., 1996), como por exemplo, os linfécitos T CD4+, macréfagos,
células dendriticas, entre outras células (Garzino-Demo e Gallo, 2003). O virus tem a
caracteristica de replicar-se melhor em células ativadas e, assim, os ciclos repetitivos de
infeccdo e ativagdo celular levam a destruicdo de novas células, principalmente de
células T CD4+, resultando na imunossupressao caracteristica da sindrome (Rowland-

Jones, 2003). Sem a intervensao terapéutica, esta deplecao de céulas T CD4+ ocasiona
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imunodepressdo severa e o aparecimento de sintomas constitucionais, doenca
neuroldgica e permissividade a microrganismos oportunistas e/ou neoplasias (Rowland-
Jones, 2003). A infeccdo 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 infec¢cao pedidtrica derivada da transmissao vertical
ha evidéncias de rdpida progressdo da doenca em conseqiiéncia da imaturidade
imunolégica dos conceptos (Goulder et al., 2001).

No que diz respeito ao desenvolvimento de vacinas contra o HIV-1 ha dois
enfoques principais, estudos direcionados as vacinas profildticas a serem administradas
na populacdo ndo infectada pelo HIV-1 e as vacinas terapéuticas a serem usadas na
imunoterapia em individuos infectados pelo HIV-1 objetivando a melhora da resposta
imune ao virus, visando regressdo e/ou estabilizacdo da doencga (Estcourt, McMichael e
Hanke, 2004).

Neste contexto, a utilizacdo de vacinas de DNA representa uma estratégia que
evita o risco das vacinas com microrganismos vivos ou atenuados, além de ser capaz de
estabelecer potente resposta citotéxica e humoral em modelos murinos, podendo ser
utilizada na profilaxia ou na terapia. Além disso, sdo potencialmente indutoras de
resposta Th1, essencial na geracdo de resposta de linfécitos T CD8+ citotoxicos (CTL),
e da producao de anticorpos em camundongos e humanos (Arrode et al., 2007; Martin et
al., 2007; Graham et al., 2006; Zhang et al., 2002).

A vacinagdo com 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), virus da hepatite C (Youn et al., 2003), HIV
(Asakura et al., 1999) mostrou-se eficaz em estabelecer a resposta imune antiviral em
alguns modelos animais como os roedores. Em humanos, as vacinas de DNA nao sao
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, Wang e Grimes-Serrano, 2008).

As vacinas de DNA sao vetores de expressao (plasmideo) que utilizam sinais de
transcricao e as organelas das células eucaridticas transfectadas para expressao in situ
do antigeno (Estcourt, McMichael e Hanke, 2004). As vacinas de DNA funcionam
como sistemas de entrega do antigeno que sdo capazes de promover producdo in vivo do

antigeno vacinal por vdrias semanas (Boyle e Robinson, 2000). Estas vacinas codificam
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os genes de uma por¢ao antigénica de um microrganismo, normalmente sob controle de
um promotor viral (Estcourt, McMichael e Hanke, 2004; Hobson et al., 2003).

Algumas vacinas que obtiveram sucesso em controlar a infecc¢do in vivo contém
o antigeno e componentes adjuvantes que estimulam a resposta imune inata (Medzhitov,
2007; Rulendran e Ahmed, 2006). No caso das vacinas de DNA o elemento adjuvante e
0s mecanismos intra e extracelulares de sinalizacdo que geram as respostas de células T
e B ainda ndo sdo conhecidos (Ishii et al., 2008). Pensava-se que os adjuvantes dos
plasmideos seriam os motivos CpGs (citosina-fosfo-guanina) ndo metilados que
sinalizariam via TLR-9 (Tudor et al., 2005). Entretanto, foi demonstrado que
camundongos deficientes para TLR-9 ou MyD-88 geram similar resposta humoral e
celular ao antigeno vacinal que os animais controles (Ishii et al., 2008). Recentemente,
foi descrita que a acdo adjuvante e a imunogenicidade de vacinas de DNA sao
dependente da proteina quinase TANK 1 (TBK1) (Ishii et al., 2008). A sinalizacdo via
TBK1 pela vacina de DNA € essencial para resposta de IFN tipo I e requerida para
indugdo de células T e B antigeno-especificas. Na imuniza¢do com as vacinas génicas
ocorre a transfecc@o nas células e posteriormente a traducao da proteina, seguida da sua
secrecdo ou processamento intracelular antigénico. Os antigenos sintetizados
endogenamente sdo degradados no citoplasma por proteases no proteassoma € 0s
peptideos gerados sdo transportados através do reticulo endoplasmético (RE) pelos
transportadores associados ao processamento do antigeno (TAP), depois sdo associados
a 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 via moléculas de classe II para as células
T auxiliadoras (T helper — Th ou T CD4+), por apresentacao cruzada (Howarth e Elliot,
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 ligam-se na
cadeia invaridvel que bloqueia a unido com proteinas recém sintetizadas no limen e
direciona para os endossomas acidificados contendo os peptideos antigénicos, neste
local a cadeia invaridvel € clivada e ocorre a ligacdo dos peptideos antigénicos as
moléculas de classe Il do MHC que migram para a superficie celular e sdo apresentas
para as células T CD4+.

As vacinas antivirais consideradas eficientes sdo aquelas capazes de estimular as

células T CD8+ e CD4+, por apresentacdo de antigeno por todas as células através das
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moléculas de classe I e Il do MHC, respectivamente, pelas APCs (Bennett et al., 1997),
além de induzirem producdo de anticorpos. A ativagdo de células T CD4+ por
apresentacdo de antigenos através de moléculas de classe II do MHC ¢€ vital para a
funcdo de vacinas genéticas, como demonstrado em camundongos deficientes para
moléculas de classe II do MHC ou depletados de células T CD4+ (Chan et al., 2001;
Maecker et al. 1998). Os linfécitos T auxiliares sdo cruciais para o desenvolvimento de
uma resposta imune celular eficiente e persistente. Sendo estes linfécitos T CD4+
essenciais para expansao clonal de células B antigeno especificas, mudanga de classe de
anticorpos e geracao de células T de memoria.

Virias construcdes de vacinas de DNA para potencializar a imunogenicidade
foram documentadas e, entre elas, as que possibilitam a apresentacdo do antigeno
enddégeno através de moléculas de classe II do MHC. Neste sentido, foram realizados
estudos de vacinas quiméricas de DNA que codificam proteinas de microrganismos
patogénicos conjugadas a proteina associada a membrana lisossomal 1 (LAMP-1 -
lysosome-associated membrane protein 1), capazes de direcionar o trifego de antigeno
enddgeno para os compartimentos de classe Il do MHC (Chen et al., 2000; Rowell et
al., 1995; Ruff et al., 1997). Alguns estudos foram realizados com vacinas quiméricas
de DNA, constituidas pelo gene que codifica a LAMP-1, que direciona o trifego do
antigeno para os compartimentos de classe II do MHC, conjugado aos genes de
microrganismos como do Plasmodium sp (Dobaiio et al., 2007); virus da dengue (Lu et
al., 2003), do virus do papiloma humano (Peng et al., 2005; Chen et al., 2000; Wu et al.,
1995) e do HIV-1 (Rowell et al., 1995; Ruff et al., 1997; Marques et al., 2003; De
Arruda et al., 2004; Chikhlikar et al., 2004; De Arruda et al., 2006; Chikhlikar et al.,
2006).

As moléculas LAMP s3o proteinas transmembranicas tipo I que contém 24
dominios de aminodcidos transmembranicos e 11 dominios de aminoécidos
citoplasmaticos com seqii€ncias carboxiterminais YQTI, necessdrios para levar algumas
proteinas recombinantes através do compartimento vesicular aos lisossomos (Guarnieri
et al., 1993). A proteina LAMP-1 entra em compartimentos vesiculares especializados
denominados MIIC, sitios associados com a formagdo do complexo peptideo:molécula
de classe I do MHC. Em estudos de microscopia eletronica foi observada a co-
localizagdo da LAMP com as moléculas de classe II do MHC (Ruff et al., 1997). Este

compartimento endocitico MIIC estd envolvido com o transporte do peptideo antigénico
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associado as moléculas de classe II do MHC para a superficie celular das APC (Ruff et
al., 1997; Kleijmeer et al., 1995).

No caso do HIV-1, o direcionamento do antigeno sintetizado endogenamente
pelo trafego da LAMP-1 as moléculas de classe Il do MHC aumentou a resposta de
células T CD4+ e a imunidade humoral em camundongos imunizados com a vacina
quimérica de DNA que codifica a gpl60 do HIV conjugada a LAMP-1 (Ruff et al.,
1997). Contudo, vacinas que contém a gpl60 do HIV-1 precisam ser constituidas por
diversos genes do envelope que cubram toda heterogeneidade desta regido viral, sendo
este um obstaculo no uso das glicoproteinas do envelope do HIV-1 em construcio de
vacinas eficazes que impecam a infeccdo por este virus. A resposta imune contra
proteinas do envelope do HIV € relativamente menos eficiente em reduzir as populagdes
virais que infectam os individuos (Walker, 2007). A busca por uma vacina efetiva
contra o HIV foi direcionada a produtos que geram resposta imunoldgica as proteinas
do envelope viral, entretanto este direcionamento pode favorecer o crescimento do virus
(Walker, 2007).

Atualmente, muitos estudos t€ém abordado a resposta de células T CD4+ e CD8+
aos peptideos da Gag do HIV, considerando que a intensa resposta a Gag esta associada
com protecao (Betts et al., 2005; Price et al., 2009) e com o controle da viremia durante
a infeccdo (Rolland et al., 2008; Huang et al., 2008; Serwanga et al., 2009). Outros
fatores corroboram com a sele¢do da proteina Gag na composi¢do da vacina como por
exemplo, a caracteristica de ser um gene relativamente conservado entre as diversas
classes e subclasses do HIV-1, além do fato de promover ampla resposta cruzada anti-
Gag entre pacientes infectados por subclasses diferentes de HIV-1 (Bertoletti et al.,
1997; Norris et al., 2004). Recentemente foi demonstrado que a Gag é o primeiro
antigeno a ser exposto na membrana das células infectadas (Sacha et al., 2007). Propde-
se entdo, que vacinas que induzam respostas contra proteinas conservadas do HIV,
como a Gag, expressas precocemente antes do ciclo replicativo do virus terminar, sejam
ideais, pois as células T CD8+ reconheceriam as células infectadas antes dos novos
virus serem liberados (Sacha et al., 2007), ressalta-se que o ciclo replicativo do HIV
ocorre em torno de 24 horas (Kim et al., 1989).

Desta forma, Marques et al. (2003) desenvolveram a vacina quimérica de DNA
denominada LAMP/gag, que contém a seqiiéncia génica que codifica a proteina de 55
kDa do gag do HIV-1 (p55gag) inserida entre os segmentos que codificam o dominio

luminal e o citoplasméatico/transmembranico da LAMP-1 murina. A transfeccdo de
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células de linhagem com o plasmideo LAMP/gag promove co-localizagdo da Gag com
as moléculas de classe II do MHC (Marques et al., 2003). A imunizacdo de
camundongos adultos BALB/c com a vacina LAMP/gag foi capaz de induzir potente
resposta celular CD4+, CD8+, produgcdo de anticorpos e estabelecer resposta de
memoria de longa duracdo em camundongos imunizados com esta vacina em relagao
aos animais que receberam apenas o pS5-gag nativo (Marques et al., 2003, Chikhlikar et
al., 2004, De Arruda et al., 2004). Foi demonstrado que a deple¢do de células CD4+
estimuladas com p55Gag de camundongos adultos imunizados com LAMP/gag diminui
a producdo de IFN-y (Marques et al., 2003). De Arruda et al. (2006) demonstraram que
a vacina LAMP/gag promove aumento na diversidade de epitopos que sdo reconhecidos
pelas células T de camundongos imunizados com a vacina quimérica provavelmente
devido ao direcionamento distinto que as proteinas LAMP/gag e Gag seguem no interior
das células transfectadas (De Arruda et al., 2006). Ainda, foi observado que a vacina de
DNA LAMP/gag aumenta o nimero de epitopos reconhecidos por células B por um
provavel aumento na produgdo da proteina que € produzida e/ou pela alteracdo da
conformacgdo da proteina Gag quando quimerizada com a LAMP-1 (De Arruda et al.,
2006). Chikhlikar et al. (2006) imunizaram macacos Rhesus com a vacina LAMP/gag
(contendo o gene LAMP humano) e detectaram resposta de células T e B aos peptideos
da Gag.

O fato desta vacina quimérica apresentar importante imunogenicidade em
camundongos adultos e macacos chama a atenc@o para evoluir o estudo desta vacina em
fase precoce de vida e posteriormente verificar sua capacidade de promover resposta de
longa duragdo. A construgdo estratégica da vacina de DNA quimérica com a LAMP-1 e
o gene gag do HIV podera contribuir para a inducdo de resposta imune nos neonatos,
possibilitando um adequado processamento antigénico pelas APCs e desenvolvimento
de resposta adaptativa mediada pelas células Th e CTL.

Os neonatos sdo mais suceptiveis a vdrios agentes infecciosos devido a
imaturidade imunoldgica e pela auséncia de experiéncia antigénica. As infec¢des virais
ou bacterianas no trato respiratério e/ou intestinal representam um problema de satide
publica nos paises em desenvolvimento (Siegrist, 2007). Dentre os agentes infecciosos
relacionados com a morbidade e mortalidade neonatal/infantil vale citar os
Streptococcus do grupo B, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, virus da herpes

simples (HSV), citomegalovirus (CMV), virus Esptein-Barr (EBV), varicella-zoster,
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virus sincicial respiratério (RSV) e o HIV-1(Marchant et al., 2001; Goulder et al.,
2001).

Este periodo precoce de vida geralmente € caracterizado pelas diferencas
qualitativas e quantitativas em relacdo ao sistema imunoldgico do adulto, o que reflete
na alta susceptibilidade neonatal aos agentes infecciosos (Siegrist, 2007; Adkins,
Leclerc e Marshall-Clarke, 2004). Esta imaturidade imunoldgica relativa, caracterizada
por um periodo de hipogamaglobulinemia transitoria pode gerar uma limita¢do na
eficdcia de vacinas em induzir resposta imune protetora, como observado em neonatos e
criancas e também em vdrias espécies de animais, incluindo os camundongos (Nahmias
e Kourtis, 1997; Siegrist, 2001).

No periodo neonatal, hd elevada predisposicio a tolerdncia, um efeito
indesejavel nos testes de vacinas. Além disso, em periodo precoce de vida ha auséncia
de memoria, somada a inabilidade na apresentacdo antigénica, da qualidade funcional
das células T helper, da resposta T citotéxica e da producdo de anticorpos (Siegrist,
2007; Adkins, Leclerc e Marshall-Clarke, 2004). Estas caracteristicas salientam a
necessidade de utilizacdo de vacinas que possibilitem adequada apresentacdo de
antigeno via classe II do MHC para as células Th para favorecer o desenvolvimento da

resposta adaptativa.

Muitas particularidades imunolégicas sd@o observadas no perido neonatal, como a
diminui¢do da reserva de fatores da medula dssea, acarretando na reduc¢do da aderéncia
e quimiotaxia celular, baixa atividade enzimatica e menor nimero de células em relagao
a medula dssea adulta (Kovarik e Siegrist, 1998; Adkins, Bu e Guevara, 1999). Ainda
na fase neonatal existe a falta de um microambiente anatomico apropriado para a
interacdo entre as DCs e as células T e B, caracterizado por separac¢do indefinida entre
os linfaticos periarteriolar, as zonas marginais, os foliculos de células B e centros
germinais. Estas caracterisiticas podem gerar diferencas fenotipicas e funcionais das
células B, que refletem na baixa producdo de anticorpos, contribuindo para uma
resposta humoral neonatal mais tardia, de menor intensidade e duracao (Adkins, Leclerc
e Marshall-Clarke, 2004; Pihlgren et al., 2001).

A falha na expressao de moléculas acessorias em APCs e nas células T também
€ um dos fatores que contribui para a disfun¢do imunolégica neonatal (Lu, Calamai e
Unanue, 1979; Durandy et al., 1995; Min et al., 2001; Simpson, Woods e Muller, 2003).

As DCs de camundongos neonatos expressam um nimero menor de moléculas de classe
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I do MHC (Major Histocompatibility Complex — Complexo Principal de
Histocompatibilidade), CD40, CD80 e CD86, desta maneira a interacio com o CD28
nas células T € ineficiente (Marshall-Clarke, Tasker e Parkhouse, 2000; Muthukkumar,
Goldstein e Stein, 2000; Simpson, Woods e Muller, 2003).

Além disso, as células apresentadoras de antigenos de neonatos sdao imaturas
quanto a fungdo, e estdo em numero reduzido em relagdo aos adultos promovendo
inabilidade no desenvolvimento das respostas imunes contra patégenos. Porém, quando
as dreas esplénicas se tornam organizadas, o nimero de APCs atingem valores similares
aos adultos (Stockinger, 1996; Marshall-Clarke, Tasker e Parkhouse, 2000; Adkins,
Leclerc e Marshall-Clarke, 2004). Apesar do nimero reduzido de DCs, as células
CD11c+ de camundongos BALB/c de 7 dias de idade estimuladas com LPS sdo capazes
de processar e apresentar o antigeno as células T, in vitro, e induzir resposta CTL in
vivo (Dadaglio et al., 2002). Por outro lado, DCs humanas de corddo estimuladas com
LPS nao apresentam fenétipo completamente maduro na indug¢do da producao de IFN-y
pelas células T CD4+ (Langrish et al., 2002).

No bago neonatal de camundongos, a maioria dos linfécitos B apresenta fen6tipo
imaturo IgM+IgDlow/- (Marshall-Clarke, Tasker e Parkhouse, 2000). A auséncia da
expressao de IgD de superficie associada com a interagdo inapropriada entre as células,
altera a sinalizacdo e a ativag¢do de linfécitos B, diminuindo a produ¢do de anticorpos
(Adkins, 1999; Bot e Bona, 2002). A resposta humoral em neonatos € em criangas €
lenta, de curta duracdo e apresenta afinidade diminuida. Além disso, as células B
expressam baixos niveis de CD40, que juntamente com a baixa expressao de CD40L
nas células T, contribui para a sintese diminuida de anticorpos IgG, IgA e IgE (Bot e
Bona, 2002; Adkins, Leclerc e Marshall-Clarke, 2004; Pihlgren et al., 2001). Os
neonatos apresentam deficiéncia na producdo de anticorpos aos antigenos T
independentes tipo II, como os polissacarideos da capsula bacteriana (Adkins, Leclerc e
Marshall-Clarke, 2004; Siegrist, 2007), consequentemente sio mais suceptiveis a
infeccdes por Neisseria meningitides, Streptococcus pneumoniae € Haemophilus
influenzae. Em adultos, a expressdo de TACI (transmembrane activator and calcium-
modulator and cyclophilin ligand interactor), uma molécula da familia de receptores de
TNF, é fundamental na resposta humoral contra vacinas composta por polissacarideos
(Kanswal et al., 2008). A expressdo de TACI estd dramaticamente reduzida em

neonatos murinos comparados aos adultos, além dos seus ligantes BARR ou APRIL nao
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induzirem anticorpos IgA, IgG e IgM pelos linfécitos neste periodo inicial de vida
(Kanswal et al., 2008).

Outra caracteristica do periodo neonatal € a deficiéncia relativa na inducao de
proliferacao das células plasmaticas da medula éssea que colabora com a baixa indugao
de anticorpos na idade neonatal e com o rdpido declinio na produgdo de anticorpos as
vacinas (Pihlgren et al., 2001). Outra caracteristica das células estromais da medula
Ossea neonatal € o fato destas ndo proporcionarem sinais que promovam a sobrevivéncia
e diferenciacdo de plasmablastos em células de longa duragdo (Pihlgren et al., 2006).
Quando o compartimento de células B neonatal € estimulado de maneira apropriada,
com o uso de imundgenos potentes, como proteinas complexas ou vetores virais, que
ativam adequadamente as APCs, hd inducdo de anticorpos de avidez semelhante aos
adultos (Schallert et al., 2002, Kovarik et al., 2001).

Outro fator que influencia a susceptibilidade neonatal as infec¢des € a auséncia
de memdria imunoldgica, que pode ser compensada pela rapidez com que as células T e
B entram em ciclo celular apds ativagdo (Adkins et al., 2003) permitindo a rdpida
mobilizacdo dos mecanismos efetores contra uma ampla gama de patégenos que sao
apresentandos pela primeira vez ao sistema imune neonatal.

E bem documentado que a gestagio estd associada com mudangas da resposta
imune periférica (Faas et al., 2005) e as citocinas/quimiocinas/fatores de crescimento
estdo envolvidos em varios processos como implantagdo do embrido, desenvolvimento
da placenta, desenvolvimento do embrido e parto, desta forma oscilando quanto a sua
concentracdo dependendo do periodo analisado e influenciando o desenvolvimento da
resposta imune no recém-nascido (Bowen et al., 2002).  Na gestacdo, as citocinas
Th2 produzidas na interface materno/fetal eram relacionadas com o sucesso da gravidez,
em contraste as citocinas Thl (Wegmann, 1993). Entretanto, as citocinas Thl, como o
IFN-y, TNF-a e IL-1, sdo criticas para o processo de implantacdo do embrido no ttero
(Mitchell, Trautman e Dudley, 1993). Ainda, a IL-18 mostrou estar em concentracdo
superior na decidua e na placenta de modelos de gestacdo nao abortivos (Chaouat et al.,
2002). Imediatamente apds a implantacdo do feto, as células NK secretoras de 1L-18
povoam o ttero (Chaouat et al., 2002). As células NK uterinas sio fontes de IFN-y no
inicio da gravidez e sdo necessdrias para o remodelamento vascular uterino e para
ocorréncia da implantacdo do embrido e gravidez ocorrer, estas células se expandem na
presenca de IL-15 e sdo ativadas por sinais dependentes de células T (Anne Croy et al.,

2006). A IL-4 e IL-10 estimulam a liberacdo de prostaglandinas por alguns tecidos

28



gestacionais e oscilam durante o processo gestacional (Bowen et al., 2002). O GM-CSF
e o G-CSF estdo relacionados com o desenvolvimento/crescimento do embrido
(Contramaestre et al., 2008) e estimulam a producio da gonadotrofina coridnica (Bowen
et al., 2002). A IL-7 estd associada com a diminui¢do da linfopoiese de células B
durante a gestacdo (Bosco et al., 2006). J4 a quimiocina IP-10 (interferon-inducible
protein 10 ou CXCL10) € induzida por estimulos pré-inflamatorios como por infecgdes
virais e produtos microbianos, além de estar aumentada em gestantes com pré-eclampsia
(Gotsch et al., 2007). De fato, o sucesso da gestacdo estd relacionado com o balango
entre as citocinas Th1/Th2.

Supde-se que a vacinacdo gé€nica pré-concepcdo possa alterar os niveis das
citocinas/quimiocinas e outros fatores durante a gestacdo, por induzir ativagdo de fatores
pré-inflamatérios pela TBK1 mimetizando uma infeccdo por virus de DNA. As
quimiocinas MIP-1a, MIP-13 e RANTES sdo induzidas no processo inflamatério
gerado durante a infecc¢do viral e sdo importantes na inibicdo da infeccdo pelo HIV-1
(Cocchi et al., 1995). Estas quimiocinas sdo ligantes naturais do CCRS, que € um co-
receptor utilizado junto a molécula CD4, para o HIV-1 entrar nas células. A MCP-1 é a
quimiocina ligante de CCR2, outro co-receptor utilizado pelo HIV-1, desta forma € mais
um neutralizante natural da infec¢dao (Berger, Murphy e Faber, 1999).

A imunidade caracterizada durante a gestacdo exerce impacto fundamental na
inducdo da resposta imune no neonato (Morein et al., 2002; Morein et al., 2007).
Fisiologicamente em camundongos neonatos, existe uma polarizagao de produgdo de
citocinas do padrao Th2, com secrecao de altos niveis de IL-4 e baixos de IFN-y em
relacdo aos adultos (Barrios et al., 1996; Kovarik e Siegrist, 1998; Adkins, 1999;
Adkins, Leclerc e Marshall-Clarke, 2004; Siegrist, 2007). Esta polarizacio se relaciona
com a secre¢do diminuida de IL-12 pelas APCs neonatais (Lee et al., 1996). Em
modelos experimentais e em humanos, a presenca de IL-4 durante a sensibiliza¢do
antigéncia inibe a expressdo da cadeia B2 da IL-12 (IL-12B2) em linfécitos virgens,
direcionando a secrecdo de citocinas do padrdo Th2 e inibindo o desenvolvimento da
resposta Th1l (Adkins, Bu e Guevara, 2001). Apds reestimulagdo com o mesmo antigeno
o camundongo neonato desenvolve uma resposta Th2 (Adkins, Du, 1998).

Depois da ativacdo, uma pequena populagcdo de as células T CD4+ de neonatos
que ndo entra em ciclo celular produz IL-4 e IL-13 (Rose et al., 2007). Estas células
apresentam-se em estdgio hipometilado na regido genética regulatéria de expressdo de

citocinas Th2, o que facilita a rdpida e a alta expressao de IL-4 e IL-13. Em contraste,
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em camundongos adultos a transi¢do para o padrdo Th2 demora vérios dias e envolve
processos diferentes, como a proliferacdo celular e demetilacio do DNA (Rose et al.,
2007). Foi demonstrado em modelo de transferéncia de células DOI11.10 em
camundongos, que linfécitos Th1l de neonatos, por apresentarem uma alta expressao
do receptor IL-13R1, s@o susceptiveis a apoptose induzida por IL-4 (Li et al., 2004).
Além disso, as células T CD4+ apresentam niveis reduzidos de STAT4 e regulacdo
epigenética do promotor de IFN-y prevenindo sua diferenciagdo em Th1 (Adkins, 2007).
Outro achado que corrobora com a polarizacdo da resposta Th2 em neonatos relaciona-
se com a maturacdo tardia de um subgrupo de DCs que produz IL-12, permitindo a
expressdo aumentada da IL-13Ral e sua associacao com a IL-4Ral (Lee et al., 2008).
Aos seis dias de vida os neonatos apresentam acimulo de DCs CD8a+CD4- produtoras
de IL-12 no baco. A IL-12 promove regulacdo negativa do IL-13Ral na célula Thl,
diminuindo a sua apoptose e restaurando a produgdo de IFN-y apds re-estimulagcdo
antigénica (Lee et al., 2008). Estratégias que consigam balancear as respostas Th1/Th2
podem facilitar o desenvolvimento de vacinas contras infec¢des (Siegrist, 2001).

O direcionamento para o padrdo Th2 na resposta imune neonatal pode ser um
dos fatores que influencia a geracao de resposta CTL nesta fase de vida. Entretanto, em
circunstancias especificas, células T CD8+ de humanos e camundongos conseguem
desenvolver uma resposta citotoxica madura paralelamente ao desenvolvimento de
resposta Thl (Adkins, Leclerc e Marshall-Clarke, 2004). A imunizacdo de
camundongos neonatos com virus da leucemia murina promoveu maior expansdo de
células T CD8+ produtoras de IFN-y comparada a imunizagao de camundongos adultos
(Fadel, Ozaki e Sarzotti, 2002). A funcao efetora de células CD8+ de memoria in vivo
ap6s priming neonatal foi equivalente a gerada apds priming de adultos (Fadel et al.,
2006).

Ainda no periodo neonatal, foi demonstrado que aos sete dias de idade ocorre
supressdo da resposta efetora a infeccao pelo HSV mediada pelas células T regulatérias
(T regs) (Fernandes et al., 2008). A deplecdo das células T regs nos neonatos antes da
infec¢do por HSV aumentou a resposta citotoxica de células T CD8+ in vivo detectada
pela expressdo de granzima e IFN-y (Fernandes et al., 2008). As células (T regs)
suprimem as células T auto-reativas evitando o desenvolvimento de doengas auto-
imunes e limitam a amplificagdo da resposta a antigenos como de microrganismos,

limitando a imunopatologia (Sakaguchi et al., 2005; Suffia et al., 2006). De fato, em
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neonatos murinos infectados por rotavirus ocorre expansao de células Treg que interfere
na sobrevida de células T e B (Kim et al., 2008). Em humanos a deplecdo de células
Tregs no corddo umbelical aumenta a funcdo efetora de células T em criancas expostas
a maldria (Brustoski et al., 2006). Da mesma maneira, a deplecdo de células Treg em
criangas expostas ao HIV-1 e ndo infectados revelou intensa resposta de células T
comparada a infantis ndo expostos ao virus (Legrand et al., 2006). Além disso, o
acimulo de células Treg em 6rgaos linféides associa-se com a progressdao da infecg¢ao
pelo HIV-1 para aids, contribuindo com a inabiliadde do sistema imune no controle da
replicacdo viral (Nilsson et al., 2006).

A necessidade do amadurecimento e melhora da magnitude da resposta
adaptativa neonatal salienta a importancia dos anticorpos maternos (AcMats) na
protecao contra as infec¢gdes durante este periodo, mas estes AcMats podem interferir na
vacinagdo infantil. A vacinac@o materna se mostra eficaz em conferir protecao a varias
doencas infecciosas através da transferéncia passiva de anticorpos, prevenindo ou
atenuando o risco de infecc¢do a crianga (Siegrist et al., 1998). Os anticorpos maternos
exercem fung¢do crucial na prevengao de algumas doencas no periodo neonatal até que o
esquema de vacinacdo infantil seja completado (Rigato et al., 2009). Entretanto, os
anticorpos maternos podem interferir na eficiéncia da imunizacdo das criancas, como
observado nas condi¢des de altos niveis de anticorpos maternos que sdo capazes de
inibir as vacinas compostas por virus atenuados (Siegrist, 1998). Um dos mecanismos
mais provaveis de influéncia dos AcMats na resposta do neonato é a neutralizacdo do
antigeno vacinal devido a formagdo de imunocomplexos ou pela acdo inibitdria
decorrente da interacdo do imunocomplexo de antigeno-anticorpo ao receptor FcyRIIB
expresso nas células B (Siegrist, 2003). Uma estratégia para escapar do efeito inibit6rio
dos AcMats na vacinagdo neonatal € a utilizacdo de vacinas de DNA, considerando que
a producdo intracelular das proteinas vacinais impediria a acdo destes anticorpos, visto
que parte da proteina produzida apds transfeccdo celular permanece no interior da
célula.

A imunizagdo com a vacina de DNA que codifica a proteina do HSV ou com o
virus inativado em camundongos de um dia de idade induz eficaz resposta imune
humoral e celular (Manickan et al., 1997). Contudo, somente os neonatos de maes
imunizadas que foram imunizados com a vacina de DNA foram capazes de desenvolver
resposta imune efetiva. Estas evidéncias indicam que as vacinas de DNA, em contraste

com outras formas de vacinagdo, parecem ser capazes de induzir imunidade mesmo em
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presenca de anticorpos maternos neutralizantes. Sedegah et al. (2003) demonstraram
que camundongos imunizados com vacina de DNA contra maléria, nascidos de maes
imunizadas com a mesma vacina foram protegidos e desenvolveram eficiente resposta
de células T. A imunizacdo materna com plasmideo contendo genes do HIV-1 com
posterior reforco com peptideos é capaz de aumentar a amplitude da resposta imune
humoral na prole imunizada com DNA (Brave A et al., 2008).

Os anticorpos maternos gerados apds infec¢do ndo alteram o desenvolvimento
de resposta imune as vacinas de DNA e a protecdo neonatal contra desafio utilizando
virus da coriomeningite linfocitica ou HSV em modelo murino (Hasset, Zhang e
Whitton, 1997). A vacina¢do materna com DNA gera anticorpos neutralizantes que sio
transferidos para a prole de camundongos protegendo-os contra o desafio letal com
virus influenza (Zhang et al., 2005; Chen et al., 2007). Os anticorpos maternos sao mais
eficientes na neutralizagdo do virus do que os anticorpos produzidos pelos neonatos
ap6s imunizacdo com DNA, provavelmente este fato se relacione com o fato da vacina
ndo ser processada e traduzida em proteina estruturalmente complexa que promova a
maturagdo de afinidade dos anticorpos no periodo neonatal.

A relacdo entre o sistema imune materno/fetal e materno/neonatal durante a
gravidez e amamentacdo € assunto de intensa investigacdo e relevancia para
entendimento da induc¢io de imunogenicidade as vacinas no periodo neonatal (Rigato et
al.,, 2009). Alguns mecanismos sdo propostos em relacdo aos fatores imunoldgicos
maternos que possam influenciar a imunizacdo da prole como: a neutralizacdo do
antigeno vacinal pelos anticorpos maternos; as interagdes idiotipicas entre os anticorpos
maternos € os receptores de células B e/ou T nos neonatos, que podem regular a
proliferacdo clonal das células e a transferéncia materna de citocinas/quimiocinas e,
fatores tréficos que podem controlar a expansao clonal de células T e B do neonato

(Rigato et al., 2009).

Uma outra abordagem na tentativa de imunizar a mae, durante a gravidez,
visando sensibilizar o sistema imune fetal in utero foi documentada. A imunizagao
materna de camundongos, por via intravenosa primou o sistema imune fetal (Xin et al.,
2002; Okuda et al.,, 2001). A injecdo de vacina de DNA via intravenosa em
camundongos gestantes, nove dias apds o coito transfere a vacina de DNA ao feto, gera
resposta de células T e producdo de anticorpos, protegendo o recém-nato apds desafio

com virus influenza (Okuda et al., 2002). Enquanto que a vacina de DNA contendo
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gene do envelope firal do HIV-1 administrada em camundongos na semana final da
gestacdo gerou resposta celular e humoral quando a prole recebeu uma dose da mesma

vacina (Xin et al., 2001).

A compreensao dos mecanismos efetores envolvidos na vacina¢ao neonatal com
a vacina LAMP/gag, aspecto ainda pouco conhecido, oferece a oportunidade de
melhorar a magnitude da resposta do neonato e na geracdo de resposta imune de longa
duracdo que podera refletir na prevencdo da doenca até a fase adulta. Desta forma, as
vacinas LAMP-1/p55Gag, p55Gag e LAMP-1 foram investigadas quanto a
imunogenicidade em modelo experimental neonatal e para avaliar a influéncia da
imunizacdo materna, seja na pré-concepcdo ou durante a gestacdo, na resposta a
vacinacdo da prole. Os achados experimentais sobre inducdo de imunidade utilizando
vacina de DNA anti-HIV em modelo experimental neonatal, com a abordagem materno-
fetal, poderdo fornecer subsidios aplicdveis a vacinacdo que beneficiardo gestantes e

criancas até a fase adulta.
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2 Objetivos

A proposta do projeto foi avaliar a imunogenicidade da vacina de DNA
quimérica contendo a seqiiéncia que codifica a p5S5Gag do HIV-1 ligada a seqiiéncia
que codifica a proteina associada a membrana lisossomal 1 (LAMP-1) em camundongos
BALB/c no periodo neonatal. A partir do estabelecimento dos protocolos de imunizagao
neonatal, avaliar a duragdo da resposta e a influéncia da imunizacio materna pré-

concep¢do e durante a gestacdo na resposta vacinal da prole.

35



2.1 Objetivos especificos

1. Avaliar a imunogenicidade das vacinas génicas (LAMP/gag, gag e LAMP)
iniciando a imunizag¢do em periodo neonatal em camundongos pela producdo de
anticorpos anti-Gag, nimero de células produtoras de IFN-y de aos pools de
peptideos da Gag, produgdo de citocinas ao peptideo imunodominante da Gag
restrito ao reconhecimento por moléculas de classe I do MHC, potencial citotéxico
de células T CD8+ e a resposta de memodria imunoldgica apds imunizacdo

neonatal;

2. Avaliar o efeito da imunizacdo materna com as vacinas génicas, antes da
concepcdo, na transferéncia de citocinas e anticorpos anti-Gag pela via
transplacentdria e pela amamenta¢do a prole e na resposta humoral e celular da

prole vacinada em periodo neonatal;
3. Avaliar se a imunizagdo intravenosa com as vacinas génicas durante a gestacdo é

capaz de induzir a expressdo do RNAm de Gag nos tecidos da prole e sensibilizar

a prole de camundongos.
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3 Material e métodos

3.1 Animais

Camundongos isogénicos BALB/c, fémeas e machos, de aproximadamente 6-8
semanas de idade, mantidos em condi¢des livre de patdgenos especificos (SPF —
specific pathogen free) foram adquiridos do Biotério do Centro Multidisciplinar para a
Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade de Campinas (UNICAMP). As
proles, de ambos os sexos, obtidas dos acasalamentos foram utilizadas em idade

variavel.

3.2 Plasmideos

O plasmideo utilizado foi o pITR que é um vetor de expressdo de proteinas de
mamiferos que contém a regido promotora do citomegalovirus (CMV) e regides
terminais invertidas (ITR) do virus adeno-associado (AAV) que flanqueam os
elementos de expressdo (Marques et al., 2003). O plasmideo denominado gag (p55gag)
foi construido através da clonagem da seqiiéncia da proteina de 55 Kd do gene gag da
cepa HXB2 do HIV-1 (nucleotideos 1 ao 1503 de acordo com GenBank KO3455; HIV
sequence Database, 1997, Los Alamos National Laboratory Theoretical Biology and
Biophysics, Los Alamos, NM) no vetor pITR. O plasmideo quimera LAMP/gag foi
construido através da inserc¢do da seqii€éncia pS5Gag entre o dominio luminal e a por¢do
citoplasmadtica e transmembranica da LAMP-1 (Marques et al., 2003), vide Figura 1. As
seqiiencias da LAMP-1 (GenBank JO3881) também foram clonadas e inseridas no pITR
(De Arruda et al., 2004). Os plasmideos foram obtidos através da transformacao da cepa
DHS5a de Escherichia coli (Invitrogen, Calsbad, CA) e purificados de acordo com
recomendacdes do fabricante das colunas livre de endotoxina (Qiagen Inc., Valencia,

CA). Os plasmideos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Ernesto Marques Jr do

38



Departamento de Farmacologia e Ciéncias Moleculares da Escola de Medicina da

Universidade Johns Hopkins, Baltimore, Maryland, EUA.

ITR p55-gag ITR
Plasmideo p55gag :@
ITR DL p55-gag DTM/Cit  ITR
Plasmideo Lampl/p55gag :@ [ m:@:
ITR DL  DTM/(Cit ITR
Plasmideo Lamp :@ | R @:

Figura 1 — Representacdo esquemdtica dos plasmideos a serem utilizados neste estudo. Os
vetores de plasmideo contém regides terminais invertidas de repeticio (ITR —
inverted terminal repeats) do virus adenoassociado flanqueando os elementos de
expressdo. A caixa cinza representa a regido de inicio de leitura (ORF — open
reading frame) do dominio luminal da proteina associada 2 membrana lisossomal 1
(LAMP-1), a caixa cinza listrada representa as ORFs do dominio transmembranico
(TM) e citoplasmatico (cit) da LAMP-1. A caixa preta representa a ORF da
proteina de 55 Kd codificada pelo gene gag do HIV-1 (p55Gag) (Marques et al.,
2003).

3.3 Expressao das proteinas LAMP/gag e Gag

As células HEK-293 foram transfectadas com os plasmideos pITR-LAMP/gag,
pITR-gag e pITR-LAMP com o reagente de transfeccdo Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen, CA, EUA). Resumidamente, células da linhagem HEK-293 (células renais
humanas transformadas com DNA adenovirus 5) foram distribuidas ( 1x10°
células/poco) em placas de 6 orificios (Nunc, Roskilde, Denmark) e incubadas por 24
horas a 37 °C e 5% CO,. Ap6s confluéncia de 90% das culturas, as células foram
lavadas com meio RPMI e incubadas com o reagente Lipofectamine™™ 2000 e com 4 pg
de DNA por 48 horas a 37 °C e 5% CO,. Posteriormente, as células foram incubadas a 4
°C por 15 minutos com tampao de lise e inibidor de protease (Calbiochem Corporation,
CA, EUA) e a concentracdo protéica do pellet celular determinada pelo método de
Bradford. O controle negativo utilizado foi célula HEK-293 ndo transfectada. A
identificac¢do das proteinas das células transfectadas com os plasmideos foi realizada por

eletroforese em gel de poliacrilamida e imunotransferéncia. As amostras e padrao de
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peso molecular (10 a 220kDa; Invitrogen) foram submetidas a eletroforese gel de
poliacrilamida a 10% e transferidos para membranas de polivinilidene fluoride (PVDF,
Immobilon Millipore, Bedford, MA, EUA). As membranas foram bloqueadas por 2
horas com PBS contendo 5% de leite desnatado em p6 (Molico, Nestlé, SP, Brasil).
Ap6s lavagem com PBS 0,05% Tween, foi acrescentado o anticorpo monoclonal de
camundongo IgG anti-Gag ou anticorpo monoclonal de rato anti-LAMP (cedido por Dr.
Ernesto Marques, Johns Hopkins, Baltimore, MD) e incubado por 2 horas a temperatura
ambiente. Apds lavagens, anticorpos anti-camundongo ou anti-rato conjugado a
peroxidase (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc, West Grove, PA) foram
incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi revelada
com substrato quimioluminescente SuperSignal (Pierce, Rockford, IL, EUA), exposta
em filme de raio-X em cassete e revelado em processador (X-OMAT 450RA Processor,
Kodak, Fotodyne, Hartland, WI, EUA). As bandas de peso molecular referentes as
proteinas Gag (55Kd), LAMP/gag (220Kd) foram avaliadas.

3.4 Protocolo de imunizacio neonatal

A imunizacdo dos camundongos foi realizada com 1pug ou 5Sug de DNA
plasmideal que contém as seqii€éncias génicas LAMP/gag; gag nativa ou Lamp. Os
camundongos neonatos receberam a primeira dose aos sete dias de idade pela via
subcutanea (sc) com os plasmideos em 20 UL de salina estéril e a segunda dose no 25°
dia apds imunizagdo (dai) pela via intradérmica (id). Os animais foram sangrados pelo
plexo retro-orbital no 20° ou 35° dai, o soro estocado a -70 °C e os respectivos bagos
foram coletados no 35° dia de idade para execugdo dos ensaios funcionais. Para avaliar a
resposta de memoéria imunoldgica, alguns grupos apds imunizacdo neonatal, foram
sangrados a cada 30 dias e refor¢ados por via id com 25ug da vacina aos 260 dias de

idade (di) e avaliados ap6s 10 dias.
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® Grupo de Imunizagcdo Neonatal (proveniente de mde nao imunizada)

A) Grupo LAMP/gag+LAMP/gag (LG+LG): proles submetidas a imuniza¢do neonatal
com 1 ou Sug de LAMP/gag aos sete dias de idade e no 25° dia de idade;

B) Grupo gag+gag (G+QG): proles submetidas a imuniza¢do neonatal com 1 ou 5ug de
pS5Gag nativo aos sete dias de idade e no 25° dia de idade;

C) Grupo LAMP/gag+gag (LG+QG): proles submetidas a imunizacdo neonatal com 1pg
de Lamp /gag aos sete dias de idade e com 1ug de gag no 25° dia de idade;

D) Grupo gag+ Lamp /gag (G+LG): proles submetidas a imunizacao neonatal com 1ug
de gag aos sete dias de idade e com 1ug de LAMP/gag no 25° dia de idade;

E) Grupo Lamp + Lamp (L+L): proles submetidas a imuniza¢do neonatal com Lamp
aos sete dias de idade e no 25° de idade.
Alguns grupos adicionais foram imunizados com as vacinas LAMP/gag e gag

apenas no 25° de idade.
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Protocolo de Imunizagdo neonatal

1-5 pg(sc) analise 1-5pg(id) analise

£20 R
gestacao/ nascimento
0 7 24 25 35 dias de idade (di)

\L andlise: coleta de sangue e/ou de baco para os ensaios
sc: subcutanea / id: intradérmica

Protocolo de Imunizagdo neonatal e andlise de memoria aos 6 meses de idade

1-5 pg(sc) 1-5 pg(id) 25 pg(id) Analise
exd l l l J/
gestacao/
nascimento 0 7 25 170 180

\l/ andlise: coleta de sangue e/ou de baco para os ensaios
sc: subcutanea / id: intradérmica

Protocolo de Imunizagdo neonatal e andlise de memoria aos 9 meses de idade

1-5pg(sc) 1-5pg(id) 25 pg(id) Analise
o Voo N A A A A A A A
gestacio/
nascimento 0 7 25 30 60 90 120 150 180 210 240 260 270 di

\l/ andlise: coleta de sangue e/ou de baco para os ensaios
sc: subcutanea / id: intradérmica
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3.5 Protocolo de imunizacao adulta e/ou materna

Camundongos BALB/c fémeas de 8-10 semanas foram imunizados de acordo
com o protocolo de imunizacdo descrito por De Arruda e colaboradores (2004). As
fémeas receberam pela via id 50 pg de plasmideo (plasmideo LAMP/gag; gag ou Lamp)
em 50 uL de solucgdo salina estéril e apds 20 dias, foram submetidas a um refor¢o pela
mesma via com 50 pg do respectivo plasmideo, e analisadas 10 dias apds o reforco
(protocolo de imunizacdo na idade adulta). Outros grupos de fémeas foram acasalados
no 21° dia apds a imunizacdo com camundongos machos BALB/c ndo imunizados e

permaneceram com o macho por um periodo de 13 dias (imunizagdo materna).

® Grupo de Imunizagcdo Adulta/Materna

A) Grupo LAMP/gag+ LAMP/gag (LG+LGQG): fémeas imunizadas e reforcadas com 50
ng de LAMP/gag foram acasaladas no 21° dia apds imunizag¢do ou analisadas apos
30 dias da imunizacao;

B) Grupo gag+gag (G+G): fémeas imunizadas e reforcadas com 50 ug de gag,
acasaladas ou analisadas conforme item A;

C) Grupo controle Lamp+Lamp (L+L): fémeas imunizadas e reforcadas com 50 pug de

Lamp, acasaladas ou analisadas conforme item A.
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¢ Grupo de Imunizagcdo Neonatal (proveniente de mde imunizada)

D) Grupo LAMP/gag+LAMP/gag (LG+LG): proles de mdes imunizadas com
LAMP/gag foram submetidas a imunizacdo neonatal com 1 ou 5 ug de LAMP/gag
aos sete dias de idade e aos 25 dias de idade;

E) Grupo gag+gag (G+QG): proles de maes imunizadas com gag foram submetidas a
imunizagdo neonatal com 1 ou 5 ug de p5S5Gag nativo aos sete dias de idade e aos
25 dias;

F) Grupo gag+gag (G+G): proles de maes imunizadas com LAMP/gag foram
submetidas a imunizagao neonatal com 1 ou 5 pg de pS5Gag nativo aos sete dias de
idade e aos 25 dias;

G) Grupo Lamp + Lamp (L+L): proles submetidas a imuniza¢do neonatal com Lamp

aos sete dias de idade e aos 25 dias.
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Protocolo de Imunizagdo Adulta/Materna (via id)

50 pg(id) 50 pg(id) Analise
?
0 20 30

\l?nélise: coleta de sangue e/ou de bago para os ensaios

Protocolo de Imunizagcdo Materna (via id)

50 pg(id) 50 pg(id) cesarea *
Q l l xJd gestacdo \1, prole(F1) amamentacio (5 dias)
0 20 21 .ceovreeeeeecnnns 42dai nascimento 0 5 di (coleta do leite)

x &1 acasalamento com BALB/c macho nio imunizado

daf: dia apds a imunizagdo

cesdrea*: na gestacdo a termo (21 dias de gestacdo ) foi coletado o soro fetal, liquido amniético, soro
materno

prole (F1): coleta de leite materno do estdmago de neonato de 5 dias de idade (di)

Protocolo de Imunizacdo Materna para andlise de transferéncia de anticorpo para

prole

50 pg(id) 50 pg(id)
l l xJ gestacio prole(F1)

9 NN NN NN NN NN NN NN NN NN EEEEEEEEEEEEEE

0 20 21........... 42dai nascimento 0 30 60 90 120di

\l/anélise: sangria

X' & acasalamento com BALB/c macho nio imunizado

dai: dias apds a imunizacdo

prole (F1) ndo imunizada: coleta de sangue aos 30, 60, 90 e 120 dias de idade (di)
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Protocolo de Imunizacdo Materna e de Imunizacdo neonatal

50 pg@id) 50 pg(id) 1 ou 5 pg(sub) 1 ou 5 pg(id) analise
l l x4 gestacdo prole(F1) l l \L \l/
9 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
1 20 21........ 42dai nascimento 7 25 35 60di

x &1 acasalamento com BALB/c macho nio imunizado

dai: dias apds a imunizacdo

prole (F1) imunizadas: andlise aos 35 dias de idade (di) (sangria e coleta de bago), alguns camundongos
imunizados na idade neonatal foram deixados para analisar resposta de memdria imunoldgica e foram
sangrados no 60° di.

\l/anélise: coleta de sangue e de bago para os ensaios

Protocolo de Imunizacdo Materna e Imunizacdo neonatal para andlise de resposta

de memoria aos 6 meses de idade

50 pg@id) 50 pg (id) 5 pg(sub) 5 pg(id) 25 pg analise
l lx d gestacdo prole(F1) l l \l/ \L
9 EEEEEEE SN NN NN NN NN NN NN NN EEEEEEEEEEEEE
1 20 21........ 42dai nascimento 7 25 170 180 di

x &: acasalamento com BALB/c macho ndo imunizado

dai: dias apds a imunizagdo

prole (F1) imunizadas: andlise aos 180 dias de idade (di) (sangria e coleta de bago).
\l/anélise: coleta de sangue e de bago para os ensaios
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3.6 Protocolo de imunizacao intravenosa materna no periodo gestacional

Camundongos BALB/c fémeas de 8-10 semanas foram acasalados e imunizados
intravenosamente pelo plexo retro-orbital na terceira semana do periodo gestacional
com 100ug de plasmideo (LAMP/gag; gag ou LAMP) em 300 uL de salina estéril.
Proles de 1 dia de idade foram sacrificadas para coleta de tecidos fetais (baco, timo,
coracdo, pulmio, figado) para andlise da presenca do RNA mensageiro do DNA
vacinal. Outras fémeas permaneceram com a prole pelo periodo de 35 dias. Algumas

proles foram imunizadas com 5 ug aos 7 dias de idade e analisadas aos 35 dias de idade.

Protocolo de Imunizacdao Materna por via iv

100 pg(iv)
x4 gestacio l nascimento — 1 dia de idade (coleta dos o6rgaos fetais)
?
1 17 21 dias de gestacio

Protocolo de Imunizacao Materna via iv e Imunizagdo neonatal

100 pg(iv) 5 pg(sc) analise
x4 gestacio i nascimento l \L
9 EEEEEEEEEEEEEE NN NN NN NN NN EEEEEEEEEE
1 17 21 21 dias de gestaciao 7 35 dias de idade

x &1 acasalamento com BALB/c macho nio imunizado
prole (F1) imunizadas: andlise aos 35 dias de idade (di) (sangria e coleta de bago),
\l/anélise: coleta de sangue e de bago para os ensaios
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3.7 Obtencao de células esplénicas

O bago dos camundongos foi obtido assepticamente e macerado em peneiras de
nylon de 0,40um (Cell strainer, BD&Pharmingen, San Diego, CA, EUA) sob uma placa
de petri contendo meio de cultura RPMI 1640. A suspensdo de células mononucleares
foi obtida por centrifugacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque, densidade de 1096. A
suspensdo de células foi lavada por duas vezes em meio de cultura RPMI 1640 e a
concentracao celular obtida em contador automatico (Cell Dyn 1400, Abbott) e ajustada
de acordo com o ensaio a ser realizado. A viabilidade celular foi observada com auxilio

do corante Azul de Tripan.

3.8 Freqiiéncia de células esplénicas produtoras de IFN-y (ELISpot)

Para avaliacdo de células esplénicas secretoras de IFN-y por ELISpot, foi
utilizado o kit (BD&Pharmingen, San Diego, CA, EUA), como descrito por De Arruda
e colaboradores (2004). Microplacas de 96 pocos com suporte de membrana de
nitrocelulose (Millipore, Bedford, MA, EUA), foram previamente incubadas com 5
pg/mL de anticorpos anti- IFN-y (clone RA-6A2) durante 18 a 20 horas a 4 °C.
Posteriormente, as placas foram lavadas com tampao PBS, bloqueadas com PBS
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, Hyclone I1I, Lotan CT, EUA) durante 2 horas
a temperatura ambiente. As placas foram lavadas novamente e células esplénicas
(O.5x106céls/0rificio) em meio RPMI 1640 suplementado (RPMI-S) com 1% de SFB
foram distribuidas nos pocos e incubadas na presenca ou nao de 10 pug/ml de 25
conjuntos (pools) de peptideos de 15 aminodcidos (com sobreposi¢ao de 11 residuos)
representantes da proteina gag do subtipo B do HIV-1, [HIV-1 Consensus Subtype B
Gag (15-mer) Peptides - Complete Set/NIH AIDS Research and Reference Reagent
Program] ou com 1pug/mL de anticorpo anti-CD3 NA/Le (BD&Pharmingen, San Diego,
CA, EUA) durante 18 hrs a 37 °C e 5% de CO,. Lavagens com PBS-Tween 0,1% foram
procedidas e posteriormente as microplacas foram incubadas com 2pg/mL de anticorpo

monoclonal biotinilado anti-mouse-IFN-y (PharMingen, San Diego, CA) durante 2
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horas a temperatura ambiente. Uma nova série de lavagens em PBS-Tween 0,1% foi
realizada seguida de uma incubacgdo por 1 hora a 37° C com avidina-HRP (Pharmingen)
diluida 1:100. As placas foram lavadas com PBS-Tween 0,1%, incubadas por 15 — 30
minutos a 37 °C com o substrato AEC (Calbiochem, San Diego, EUA), em seguida
foram lavadas com dgua destilada e, uma vez secas, os spots foram quantificados em
contador automdtico C.T.L. (Cellular Technology, OH, EUA) e referidos como nimero
de células formadoras de spot (Spot foming cell — SFC) por 0,5x10° células. Os dados
foram avaliados pelo nimero de células formadoras de spor /0.5x10° obtidas por cada
estimulo subtraida do niumero de SFC sem estimulo, contados no contador automatico
CTL ImmunoSpot ® S4 Analyzer utilizando o software ImmunoSpot 3.2 (C.T.L.,
Cleaveland, OH, EUA). Foi considerado positivo quando o nimero de SFC foi superior

ouigual a 10 SFECx0.5x10° células.

Peptideos da Gag do HIV-1 consenso subtipo B (15aa) - os pools de peptideos foram
organizados conforme seguem:

1—-aal-31;2—-aa?21-51;3 -aa41-67;4—-aa61-91; 5—-aa 81-111; 6 —aa 101-131; 7 —
aa 121-151; 8 — 141-171; 9 — aa 161-191; 10 — aa 181-211; 11 — aa 201-231; 12 — aa
221-251; 13 —aa 241-271; 14 — aa 261-291; 15 —aa 281-311; 16 —aa 301-331; 17 —
aa 321-351; 18 —aa 341-371; 19 —aa 361-391; 20 —aa 381-411; ; 21 —aa 401-431; 22
—aa421-451;23 —aa441-471; 24 — aa 461-491; 25 — aa 481-503. (aa: aminoacidos)

3.9 Cultura de células para obtencao de sobrenadantes

A suspensao de células esplénicas (4x10° células/mL) em meio RPMI contendo
10% de SFB foi distribuida em 100 puL/pogo de microplacas de 96 orificios e incubadas
com 100 uL. de meio RPMI-10% SFB ou 10 pg/ml de epitopo do gene gag
AMQMLKETINNAAEE restrito a classe 1 do MHC (NIH AIDS Research and
Reference Reagent Program, EUA) ou com anticorpo monoclonal de hamster anti-CD3
de camundongo (1 pg/mL, PharMingen) a 37 °C e 5% de CO,. Os sobrenadantes das

culturas foram coletados apds incubagdes de 72 horas, centrifugados a 1000rpm por 5
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minutos a 10 °C, aliquotados e congelados a —70 °C para posterior dosagem das

citocinas.

3.10 Determinacao da concentracao de citocinas pro-inflamatérias por citometria

de fluxo

A dosagem de citocinas de IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF-a e IL-12p70 no
sobrenadante de culturas de esplendcitos foi realizada por citometria de fluxo utilizando
o Kit Mouse Inflamation Kit Cytometric Bead Array (CBA, BD Pharmingen, CA,
EUA). As amostras de sobrenadantes e a curva de concentracao padrdo foram incubadas
com microesferas de captura recobertas com anticorpos especificos para as respectivas
citocinas e com o anticorpo de detec¢io marcado com ficoeritrina (PE). Apds as
incubacoes, foi acrescentado 1mL da solugao de lavagem e centrifugado por 10 minutos
a 1100 rpm. Retirou-se o sobrenadante e com 300 ul. da solugdo de lavagem
ressuspendeu-se as amostras para as aquisicdes no citdmetro de fluxo. As aquisi¢des das
amostras foram realizadas no citobmetro BD FACS Calibur (BD&Bioscience) e os
resultados foram gerados em formato grafico e tabular utilizando BD CBA Analysis
Software (BD&Bioscience). O limite de deteccdo fornecido pelo fabricante é de 5
pg/mL (IL-6), 17.5 pg/mL (IL-10), 52.7 pg/mL (MCP-1), 2.5 pg/mL (IFN-Y), 7.3 pg/mL
(TNF-a) e 10.7 pg/mL (IL-12p70).

3.11 Deteccao de anticorpos por ELISA

Anticorpos anti-Gag foram detectados por ensaio imunoenzimatico (ELISA)
modificado de Marques e colaboradores (2003). Os orificios de microplacas MaxiSorp
de 96 pogos (Greiner, Alemanha) foram sensibilizados com 5 pg/mL do lisado de HIV
(ABI, Rockville, MD, EUA) em tampao carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 9.5) por 18
horas a 4 °C. A solucio foi retirada e as microplacas lavadas por seis vezes em PBS. As
microplacas foram bloqueadas com PBS- 0.5% de gelatina (Oetker, Sao Paulo, Brasil),

por 1 hora a 37 °C. Em seguida, as placas foram lavadas por trés vezes com PBS e
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incubadas com dilui¢des seriadas do soro em PBS contendo 0.25% de gelatina (IgG a
partir de: 1:100; IgG1,IgG2a, 1gG2b, IgG3: a partir de 1:50) por 18 hrs a 4 °C. Apés
esta etapa, foram lavadas novamente em PBS-T contendo 0.1% de Tween 20 (PBS-T) e
incubadas com anticorpo biotinilado anti-y, anti-yl, anti-y2a, anti-y2b e anti-y3
(SouthernBiotech, Birmingham, Alabama, EUA) por 1 hora a 37 °C. Em seguida,
depois de novas lavagens, foi adicionado as placas estreptoavidina peroxidase (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA) e incubada por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, a
atividade enzimatica foi detectada pela adicao de 100 ul de tetrametilbenzidina (TMB,
Calbiochem, Darmstadt, Germany) aproximadamente de 15-20 minutos a temperatura
ambiente. A reacdo foi neutralizada pela adicdo de 4cido sulfdrico 1M. A leitura foi

realizada a 450 nm em leitor de microplaca de Elisa (Molecular Devices, CA, EUA).

3.12 Dosagem de TGF-1

A determinacdo de TGF-B1 no leite materno foi realizada por ELISA seguindo
as recomendacdes do fabricante (Promega Corporation, Madison, WI, EUA). Os
orificios das microplacas de 96 pocos (Costar) foram sensibilizados com anticorpo
monoclonal anti-TGF-f1 na diluicdo 1:100 em tampao carbonato-bicarbonato 0,1 M
(pH 9,5) e incubadas a 4° C por um periodo de 20 horas. As microplacas foram
decantadas e bloqueadas com uma solu¢do de bloqueio (Promega, Kit TGF-) na
diluicdo 1:5 por 35 minutos a temperatura ambiente. Apds este procedimento, diluicdes
das amostras e da respectiva citocina recombinante foram incubadas por 1 hora e 30
minutos a temperatura ambiente sob agitacdo constante. Ao término deste periodo, as
placas foram lavadas com tampao Tris-HCI/NaCl/0,05%-Tween 20 (pH 7,6) e o
anticorpo secunddrio anti-TGF-B1 na dilui¢do 1:10 foi adicionado e incubado por 2
horas a temperatura ambiente sob agitacdo constante. Apds novas lavagens foi
adicionado anti-TGF-B1/HRP e as placas foram incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente sob agitacdo constante. A reacdo foi desenvolvida com a adi¢ao de TMB e

bloqueada com é&cido fosférico 1,0 M. A leitura foi realizada a 450 nm em leitor de

microplaca de ELISA (Biorad, EUA). As concentracdes foram obtidas pela interpolacao
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dos valores de densidade 6ptica (DO) das amostras na curva padrdo. O limite de

deteccdo de TGF-B1 foi de 32 pg/ml.

3.13 Quantificacao de células CD8+ antigeno especificas

Animais imunizados no periodo neonatal receberam uma injecao contendo 20
pg/mL do peptideo da Gag restrito ao MHC de classe | AMQMLKETIss.73 em 50 L. de
adjuvante (Titermax® gold, TiterMax, EUA) por via intraperitoneal (ip). Cinco dias
ap6s a segunda injecdo ip, as células do bago foram coletadas e incubadas com
pentamero H-2K/AMQMLKETI conjugado a PE e com anti-CD8 conjugado a FITC
(ProImmune, USA) por 30 minutos. Apds lavagens, as células foram analisadas por
citometria de fluxo (250000 eventos no citometro Coulter Epics XL) e o resultado

expresso por porcentagem de células CD8+pentamero+.

3.14 Fenotipagem das células CD8+

Para determinagcdo da populagdo de memoria efetora as células esplénicas
foram incubadas com o peptideo 10 pg/ml do peptideo imunodominante restrito a classe
I (AMQMLKETI) por 4 dias com adi¢do de 5 U/mL de IL-2 murina recombinante
(BD&Pharmingen), 5 ng/mL de IL-15 murina recombinante (Peprotech, New Jersey,
EUA) e 2ng/mL de IL-7 murina recombinante (Peprotech). Anticorpos monoclonais
anti-CD8, anti-CD44, anti-CD127, anti-CD69 conjugados a FITC, PE ou PC5 foram
utilizados com seus respectivos controles isotipicos (BD&PharMingen). Células (5,0 x
10° ) foram incubadas com anticorpos anti-CD16/32 (Fc block) por 5 minutos a 4 °C e
posteriormente por 30 minutos a 4 °C com os anticorpos monoclonais marcados diluidos
em PBS contendo 1,0% SAB e 0,1% de azida sédica. O nimero relativo de cada
populacdo foi adquirido utilizando 10.000 eventos em aparelho de citometria de fluxo

(Coulter- Epics XL).
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3.15 Analise de células CD8+ secretoras de IFN-y, TNF-q., IL-2, Perforina e

Granzima

Para determinagdo intracelular de citocinas as células esplénicas foram
incubadas com o peptideco AMQMLKETI (10 pg/ml) e Brefeldina A (10 pg/Ml,
Sigma) em meio RPMI-S por 14 hrs a 37 °C e 5% de CO,. Ap6s a incubagdo, as células
foram coletadas e lavadas com solu¢gdo PBS contendo 0,1% de azida sddica.
Posteriormente, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD8
conjugado a PCS5 ou anti-CD8 PC5 e anti-LAMP-1 FITC por 30 minutos a 4 °C. Em
seguida, as células foram lavadas com PBS-SAB e fixadas com PBS contendo 4% de
formaldeido (Merck). Apds mais uma lavagem, as células foram permeabilizadas com
PBS-SAB (Sigma) contendo 0,5% de saponina (Sigma) e anticorpos monoclonais anti-
TNF-o FITC e anti-IFN-y PE ou anti-IFN-y PE e anti-IL-2 FITC, ou com anti-perforina
PE ou anti-granzima PE ou anticorpos isotipicos (PharMingen) por 40 minutos/escuro/4
°C. As células foram lavadas e ressuspendidas em PBS-SAB. Foram utilizados
anticorpos conjugados ao isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) ou
ficoeritrina-cianina 5.1 (PC5) com seus respectivos controles isotipicos (PharMingen).
Foram adquiridos 25.000 eventos por amostra em citometro de fluxo (Coulter- Epics
XL). Os resultados foram expresssos pela porcentagem de células CD8+ que co-
expressam IFN-y/TNF-a ou IFN-y/IL-2. E quanto a porcentagem de células CD8+ que

co-expressam LAMP+/Perforina ou Granzima.

3.16 Quantificacao de células T CD4+CD25+FoxP3+

Esplendcitos (1x10°) foram incubados com os anticorpos monoclonais anti-
CD4 conjugado a PerCP (Pharmingen), anti-CD25 conjuntado ao PE (Pharmingen), ou
com seus respectivos controles isotipicos, por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, as
células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos a 4° C e lavadas com
tampao PBS 1% SAB. Posteriormente, as células foram incubadas com anti-FoxP3-

FITC (e-Bioscience) em tampao PBS/0,5%Saponina (Sigma) por 30 minutos a 4° C.
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Apdés nova lavagem, as células foram ressuspendidas em solucdo isotOnica e a
porcentagem da populagdo CD254+FOXp3+ no bago foi determinada apds aquisi¢do de
10.000 eventos dentro da regido de células T CD4+ por citometria de fluxo (BD
FACSC Calibur, Cell Quest PRO).

3.17 Dosagem das citocinas e quimiocinas por microesferas recobertas com
anticorpos (multiplexed bead-based immunoassay - xXMAP™) em citémetro de

fluxo

Microesferas de captura recobertas com anticorpos monoclonais para as
citocinas e quimiocinas: IL-4, IL-7, IL-10, IL-15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, TNF-q, IP-
10, MCP-1, MIP-1a e RANTES foram incubadas com as amostras bioldgicas de acordo
com as especificacoes do fabricante. O método Lincoplex foi realizado pela empresa
Genese, Sdo Paulo. Brevemente, microplacas de 96 pocos com membrana de filtro
(Millipore, Bedford, MA, EUA) foram bloqueadas por 10 minutos com SFB. As
amostras e padroes utilizados foram incubados com a mistura das beads por uma hora a
temperatura ambiente sob agitacdo. Apos série de lavagens a placa foi incubada com
estreptoavidina conjugada a ficoeritrina (SAPE) durante 45 minutos no escuro, a
temperatura ambiente e em constante agitacdo. A placa foi submetida entdo a outra série
de lavagens e ressuspendidas em tampao de lavagem para leitura em citometro de fluxo
Luminex100 IS System (Luminex Corporation, Austin, EUA). O limite de detec¢do foi

de 3.2 pg/mL para todos os analitos.

3.18 Coleta dos 6rgaos de neonato

Os 6rgaos (timo, bago, coragdo, pulmao e figado) dos camundongos de 1 dia de
idade foram coletados assepticamente e macerados em tela de nylon (BD&Pharmingen,
San Diego, CA, EUA) em placa de petri contendo meio de cultura RPMI 1640. A
suspensdo de células foi centrifugada e lavada por duas vezes em RPMI 1640 e

armazenadas a -70 °C até a extragdo do RNA.
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3.19 Extracao de RNA, obtencao do cDNA e reacao semi-quantitativa de PCR em
tempo real (Real-Time PCR)

O RNA total dos tecidos de neonatos de maes imunizadas por via intravenosa
com as vacinas foi extraido com kit QIAmp RNA blood (Qiagen, Valencia, CA, EUA)
seguindo as orientagdes fornecidas pelo fabricante. Para obtencdo de cDNA partiu-se do
RNA total purificado utilizando a metodologia do kit Sensiscript Reverse Transcriptase
(Qiagen). A reacdo de amplificagdo em tempo real foi realizada com 1 a 10 pg amostra
de cDNA, 25 pL da solucdo Platinum SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen), 1 pLL de ROX Reference Dye, 12 pL de dgua destilada estéril e 10 uM dos
primers. A sintese dos primers para Gag FS-AGGAGCCACCCCACAAGATTTA-3";
R5-TGGCCGGGTCCTCCTACTC-3" (Chikhlikar et al., 2004) foi realizada pela
Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). As amostras foram incubadas durante 10 minutos a
95°C e 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C e 30 segundos a 72 °C
cada, em termociclador iCycler (BioRad, EUA). Os dados obtidos foram interpretados
com o programa iCycler iQ Program (BioRad). Os resultados representam o CT (cycle

threshold) do gene de interesse.
3.20 Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste estatistico Mann-Whitney quando
comparados dois grupos e pelo teste Kruskall-Wallis com pés-teste de Dunn’s quando

foram comparados trés ou mais grupos. Os resultados foram considerados

estatisticamente diferentes quando *P<0.05; **P<0.01 e ***P<0.001.
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4 Resultados

4.1 Expressao da proteina Gag em células HEK-293 transfectadas com as vacinas

génicas

Para procedermos a imuniza¢do de camundongos neonatos com as vacinas
LAMP/gag e gag, avaliamos inicialmente a expressdo da proteina por western blot apds
a transfeccdo de células HEK-293 com os plasmideos pela técnica de lipofecgdo
utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Detectamos a proteina Gag com anticorpos
IgG anti-Gag pela identificagdo da banda de 55 kDa e a quimera LAMP/gag em bandas
protéicas de aproximadamente 220 kDa ou superiores (Figura 2). Estas bandas sdo
atribuidas a multimerizacdo de Gag em altas concentragdes, ja as bandas abaixo de 200
kDa sdo atribuidas a protedlise da proteina quimérica (Marques et al., 2003). A
transfeccao das células com LAMP/gag resultou em uma banda mais intensa de proteina
em relacdo as células transfectadas com gag. Vale ressaltar que as transfec¢des foram
realizadas em condi¢Ges similares quanto a concentracdo de plasmideo, numero de
células nas transfec¢des e na concentracdo das proteinas provenientes da lise das células

transfectadas submetida a eletroforese.
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Figura 2 — Expressao de Gag por células HEK-293 transfectadas com os plasmideos pITR-
gag e pITR-LAMP/gag. As células HEK 293 foram transfectadas utilizando
Lipofectamine 2000 com os plasmideos contendo os genes gag nativo e LAMP/gag
e as proteinas sintetizadas por estas células foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida e imunotransferéncia para membrana de PVDF e reveladas com
IgG anti-Gag através da técnica de Western Blot. Coluna (1): lisado viral de HIV-1;
(2): 20 g de proteina de lisado de células HEK ndo transfectadas com plasmideos;
(3) e (4): 20u g de proteina de lisado de células HEK transfectadas com plasmideos
gag nativo provenientes de diferentes extragdes; (5) e (6): 20 pg de proteina de
lisado de células HEK transfectadas com plasmideos LAMP/gag provenientes de
diferentes extracdes.
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4.2 Imunogenicidade neonatal as vacinas de DNA

4.2.1 Produciao de anticorpos as vacinas de DNA

Camundongos BALB/c neonatos (sete dias de idade) e adultos (dois meses)
foram imunizados com duas doses das vacinas com intervalo de 18-20 dias. A
reatividade de anticorpos IgG anti-Gag dos animais imunizados com as vacinas
LAMP/gag, gag ou LAMP foi determinada em dois momentos, antes da segunda dose
(18-20 dias ap6s imunizagdo) e dez dias ap6s o reforco, por reacdao de ELISA utilizando
lisado viral de HIV-1 (Cepa IIIB). Observamos que uma unica dose das vacinas em
neonatos e adultos, tanto com LAMP/gag ou gag, nao induz titulos detectaveis de
anticorpos IgG anti-Gag (Figura 3A e 3B). No entanto, apds o refor¢o, os neonatos
imunizados com 1 pg e 5 ug de LAMP/gag apresentaram producao de IgG anti-Gag em
nivel superior comparados ao grupo imunizado com gag (Figura 3C). Perfis similares de
producdo de anticorpos foram observados em neonatos imunizados com as doses de 1 e
5 ng (Figura 3C) e em animais adultos imunizados com a mesma vacina (Figuras 3D).

Para avaliar se a produgdo de anticorpos foi decorrente da sensibiliza¢cdo no
periodo neonatal, foi testado um grupo de camundongos que recebeu dose tnica aos 25
dias de idade (Figura 4). Comparando os niveis de anticorpos anti-Gag aos 35 dias de
idade dos grupos testados, verificamos que somente a imuniza¢do com duas doses foi
capaz de gerar resposta IgG anti-Gag. Além disso, houve o priming no periodo neonatal,
considerando que os animais que receberam a vacina LAMP/gag somente aos 25 dias de
idade ndo produziram anticorpos.

Posteriormente, analisamos a constituicdo das subclasses de anticorpos IgG anti-
Gag promovida pela imunizacdo neonatal e adulta com as vacinas de DNA.
Observamos que a imunizagdo com dose baixa de DNA (lug) de LAMP/gag em
neonatos induz preferencialmente anticorpos IgG1, enquanto a imuniza¢do com Sug de
LAMP/gag induz anticorpos IgGl, IgG2a e IgG2b (Figura 5). O aumento da dose da
vacina em neonatos para 5 pug de LAMP/gag mostrou perfil de subclasses de 1gG

N

semelhante a imunizagdo adulta com 50 pg, exceto para anticorpos IgG3 anti-Gag

(Figura 5). Entretanto, no grupo de neonatos vacinados com gag (1 ou 5 pg) ndo foi
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detectado producdo de anticorpos, o que salienta que para produgdo de anticorpos no
periodo neonatal € necessério a utilizacao da vacina quimérica LAMP/gag.

Um protocolo de imunizacdo em que os camundongos receberam 1 ug de
LAMP/gag aos sete dias e foram reforcados com 1 pug de gag aos 25 dias de idade foi
avaliado. Este protocolo foi realizado para verificar se apenas o priming com LAMP/gag
seria capaz de sensibilizar os animais. O priming com LAMP/gag seguido do refor¢co
com gag foi mais eficiente para promover a producdo de anticorpos IgGl, IgG2a e
IgG2b (Figura 6) do que os grupos de animais que receberam as duas doses de
LAMP/gag ou gag. Os resultados mostram que a imunizagdo primdria com LAMP/gag é
eficiente para induzir a produg@o de anticorpos e que o refor¢co com gag potencializa a

producdo de anticorpos IgG2a e IgG2b anti-Gag.
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Figura 3 — Vacinacdo neonatal com LAMP/gag induz producio de anticorpos IgG anti-
Gag. Camundongos neonatos foram imunizados subcutaneamente (sc) com 1 pug
ou 5 ug das vacinas LAMP/gag (LG), gag (G) e LAMP (L) no sétimo dia de idade
(di) e refor¢ados intradermicamente (id) no 25° di. Os animais adultos foram
imunizados com 50 pg e refor¢ados apds 20 dias. As amostras de soro (3-8
animais/grupo) foram coletadas apds a primeira dose (18-20 dias apds imunizacgao:
A e B) e 10 dias ap6s o refor¢o (C e D). Os niveis de IgG anti-Gag foram avaliados
por ELISA e representados por média + EP, na dilui¢do 1:100. *P<0.05; **P<0.01
quando comparado ao grupo imunizado com gag. DO = densidade 6ptica.
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Figura 4 — Priming com LAMP/gag no periodo neonatal é necessario para producio de
IgG anti-Gag. Camundongos neonatos foram imunizados ou ndo com 1ug ou Sug
de vacina de LAMP/gag, gag ou Lamp no sétimo dia de idade (di) e no 25° di. As
amostras de soro (3-5 animais/grupo) foram coletadas aos 35 di e testados (1:100)
por ELISA.**P<0.01 quando comparado ao grupo imunizado com gag.
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Figura 5 - Vacinacdo neonatal com LAMP/gag induz perfil de subclasses de IgG
semelhante a imunizacdo em camundongos adultos. Camundongos neonatos
foram imunizados e amostras de soro processadas em pool (3-6 animais/grupo)
foram testadas por ELISA para determinacdo dos niveis de IgG, IgGl, IgG2a,
IgG2b e 1gG3. Os grupos analisados foram neonatos imunizados e reforgados
com 1 ou 5 ug e adultos (50 ng) de LAMP/gag, gag ou Lamp. Os resultados sdo
referentes a DO na dilui¢do de 1:50 (neonatos e adultos), com exce¢ao para IgG
em adultos (1:1350). DO = densidade 6ptica (450 nm).
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Figura 6 — Uma dose de LAMP/gag (1 pg) seguido do reforco com gag é mais eficiente para
induzir a producao de subclasses de IgG do que a imunizacao com duas doses
da vacina quimérica. Camundongos neonatos foram imunizados e amostras de
pool de soro (3-6 animais/grupo) testadas por ELISA (dilui¢do do soro 1:50) para
determinacgdo dos niveis de IgG, IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3. Os grupos analisados
foram camundongos neonatos imunizados e reforcados com 1 ug de
LAMP/gag+LAMP/gag (LG+LG), gag+gag (GAG+GAG), LAMP+LAMP (L+L) e
LAMP/gag+gag (LG+GAG).
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4.2.2 Resposta celular neonatal as vacinas de DNA

4.2.2.1 Perfil da resposta de IFN-y aos peptideos da Gag do HIV-1 ap6s imunizacao

neonatal

Grupos de camundongos neonatos foram imunizados aos sete dias e reforcados
aos 25 dias de idade com os plasmideos: LAMP/gag, gag nativo e LAMP. Grupos de
camundongos adultos também foram imunizados e avaliados para comparacdo dos
resultados. O perfil de reatividade aos peptideos da Gag do HIV foi avaliado por
ELISPQOT, para detectar o nimero de células secretoras de IFN-y para 123 peptideos (15
aminoécidos com sobreposicao de 11aa) compreendendo toda a proteina Gag do HIV-1.
Estes foram agrupados em 25 conjuntos (pools), cada um contendo 5 peptideos. O
reconhecimento dos peptideos da Gag foi considerado positivo quando o nimero de
células formadoras de spot (SFC) foi superior a 10 IFN-y SEC por 0.5x10° esplendcitos
(cut-off).

Na Figura 7, observamos que os animais imunizados com 1 pug de LAMP/gag
reconheceram 11 pools de peptideos enquanto os imunizados com gag reconheceram 6
pools. Um aumento no nimero de pools reconhecidos foi observado nos neonatos
imunizados com 5 ug de LAMP/gag e gag, com o reconhecimento de 17 e 12 pools,
respectivamente. A vacinagdo com LAMP/gag em camundongos adultos promoveu o
reconhecimento de 18 pools de peptideos da proteina Gag do HIV enquanto que com
gag de 16 pools.

Um nimero maior de células produtoras de IFN-y foi observado para o pool 10
nos camundongos imunizados com 1ug de LAMP/gag em relacdo aos imunizados com
gag (Figura 7). Neste pool de peptideos estd localizado o peptideo imunodominante
(AMQMLKETTI) reconhecido pelas moléculas de classe I do MHC H-2K¢, haplétipo
dos camundongos BALB/c. O peptideo imunodominante possui 15 aminodcidos de
comprimento (AMQMLKETINNAAEE), e foi descrito por ser reconhecido apenas por
clones de células T CD8+ (De Arruda et al., 2006). Ja a imunizacao neonatal com 5 ug

de LAMP/gag promoveu aumento significante no nimero de SFC para oito pools (10,
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13,16, 17, 18, 19, 20 e 22) quando comparado com a vacina¢do com gag (Figura 7). Na
idade adulta a imunizagdo com LAMP/gag gerou um numero superior de SFC apenas
para os pools 13 e 15 em relagdo a vacinacao com gag (figura 7). As médias do nimero
de SFC de IFN-y para cada grupo vacinado encontram-se no Anexos A, B e C. No
grupo controle composto por camundongos imunizados com a vacina contendo o gene
LAMP niao houve producao de IFN-y aos pools de peptideos da Gag, exceto para o pool
7 (Anexo A). Entretanto, ndo houve reconhecimento deste pool na imunizacdo com
LAMP/gag ou gag.

A Figura 8 ilustra o nimero SFC de IFN-y ao peptideo imunodominante de
classe I de neonatos imunizados (1 ug ou 5 ug de DNA) e de adultos imunizados (50
ug). E possivel observar que a dose de 5 pg de LAMP/gag induz um nimero de SFC de
IFN-y superior em relacdo a imunizacdo adulta, enquanto que a imuniza¢do com gag
tanto na idade neonatal como adulta gera uma freqiiéncia de SFC de IFN-y similar. A
vacina¢do com LAMP/gag induziu nimero superior de SFC nos neonatos e adultos em
relacdo a imunizagdo com gag.

Na andlise da resposta 1gG anti-Gag dos protocolos de imunizacdo neonatal foi
observado que o priming com a vacina quimérica LAMP/gag (1 ng ) seguido de reforco
com gag (1 png) foi mais eficaz (Figura 6). Desta forma, avaliamos o nimero de células
secretoras de IFN-y aos peptideos da Gag de camundongos imunizados com duas doses
de 1 ug de LAMP/gag, animais imunizados com uma dose de LAMP/gag e reforcados
com gag (grupo LG+G), e animais imunizados com 1 pg de gag e reforcados com 1ug
de LAMP/gag (grupo G + LG). A figura 9 mostra que o grupo imunizado com LG+G
apresenta numero de SFC de IFN-y semelhante em relagdo ao grupo LG+LG, porém
superior para os pools 6 € 9. Ja o grupo G+LG mostrou um menor reconhecimento € um
nimero reduzido de SFC aos pools de peptideos, enfatizando a importancia do priming
com a vacina quimérica no periodo neonatal.

Os resultados evidenciam que a imunizacdo com o plasmideo quimérico
LAMP/gag € imunogénico no periodo neonatal considerando o amplo reconhecimento e
a magnitude de células produtoras de IFN-y aos peptideos da regido gag do HIV em

relacdo a imunizag@o com gag.
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Figura 7 — Perfil de resposta de IFN-Y aos peptideos da Gag de camundongos neonatos e
adultos imunizados com as vacinas de DNA. Camundongos neonatos e adultos
foram imunizados com as vacinas de DNA LAMP/gag ou gag e sacrificados 10 dias
apos o reforco para obtencdo dos esplendcitos e andlise de células secretoras de
IFN-v aos peptideos da Gag por ELISPOT. A barra ilustra a média = EP de 2-5
experimentos  utilizando um pool de células esplénicas de (2-3
animais/experimento) por grupo. A linha tracejada representa o cut-off. *P<0.05,
**P<0.01 quando comparado com o grupo imunizado com gag.
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Figura 8 — Nimero de SFC de IFN-yY ao peptideo imunodominante de classe I em
camundongos neonatos e adultos imunizados com LAMP/gag (LG+LG) e gag
(G+G). Esplendcitos produtores de IFN-Y ao epitopo imunodominante restrito a
classe I do MHC (AMQMLKETINNEEAA) foram determinados por ELISPOT.
Camundongos foram imunizados em idade neonatal ou adulta e sacrificados 10
dias apds o reforco para coleta das células esplénicas. A figura ilustra a média *
EP de 2-5 experimentos (2-3 animais/experimento) por grupo. *P<0.05,
*#P<0.001, quando comparado com o grupo gag; # quando comparado com
camundongos adultos imunizados com LAMP/gag
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Figura 9 — Efeito do priming neonatal com a vacina quimérica LAMP/gag na resposta de

IFN-y aos pools de peptideos da Gag. Camundongos neonatos foram imunizados
intradermicamente (id) com 1 g de DNA no 7° di e reforcados no 25° di conforme
os seguintes protocolos: LAMP/gag + LAMP/gag; LAMP/gag + gag e gag +
LAMP/gag e analisados quanto ao nimero de células secretoras de IFN-Y aos
peptideos da Gag por ELISPOT 10 dias apds o refor¢co. A barra ilustra a média +
EP de 2-5 experimentos utilizando um pool de células esplénicas de (2-3
animais/experimento) por grupo. A linha tracejada representa o cut-off. *P<0.05,
quando comparado com o grupo LAMP/gag.
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4.2.2.2 Producao de citocinas ao peptideo imunodominante de classe I do MHC em

neonatos e adultos imunizados com as vacinas de DNA

Para avaliar a producdo de citocinas de camundongos neonatos e adultos
vacinados, os esplendcitos foram coletados dez dias ap6s o reforco e cultivados com 10
pg/mL do peptideo imunodominante AMQMLKETINNAAEE (restrito a classe I do
MHC) por 72 horas. As citocinas (IL12-p70, TNF-a, IFN-y , MCP-1, IL-10 e IL-6)
foram dosadas no sobrenadante por citometria de fluxo. Foram analisados grupos de
animais neonatos (1 e 5 ng) e adultos (50 png) imunizados com os seguintes protocolos:
(1) LAMP/gag e reforco com LAMP/gag (LG +LG 1 pg, 5 ug e 50 ug); (2) gag e
reforco com gag (GAG+GAG 1ug; 5 pug e 50 ug); (3) LAMP e refor¢co com LAMP
(L+L 1 ng); (4) LAMP/gag e refor¢co com gag (LG+G 1 ug) e (5) gag e reforco com
LAMP/gag (G+LG 1 pg).

A produgdo espontanea de IFN-y , TNF-o,, MCP-1 e de IL-6 foram similares
entre os grupos, com excecdo do controle L+L que ndo produziu citocinas detectaveis
(Figura 10). Quando as células foram estimuladas com o peptideo imunodominante
observamos um aumento de producdo de IFN-y de animais imunizados com 5 ug de
LG+LG em relacdo ao grupo imunizado com G+G (Figura 11). Ja no grupo imunizado
na idade neonatal com 1 pug de LG+LG observamos niveis superiores de TNF-a
comparado ao grupo G+G. Os niveis de secrecio de IL-12p70 e IL-10 foram
indetectaveis (abaixo de 10 pg/mL).
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Figura 10 - Producdo espontinea de citocinas de camundongos imunizados com
LAMP/gag e gag no periodo neonatal. Camundongos neonatos foram
imunizados com as doses 1 ou 5 g, recebendo os plasmideos LAMP/gag (LG),
gag (G) e LAMP (L) reforcados com o mesmo plasmideo, ou recebendo primeiro
LAMP/gag ou gag e reforcados com gag ou LAMP/gag, e foram analisados 10
dias apds o reforco. Os esplendcitos de camundongos imunizados (5-6
animais/grupo) foram cultivados por 72 horas com meio de cultura e o

sobrenadante foi analisado quanto a presenca de citocinas por citometria de

fluxo. A linha tracejada é o limite de deteccdo de cada citocina/quimiocina.

*P<0.05 quando comparado com gag.
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Figura 11 - Producio de citocinas apés estimulo com o peptideo imunodominante de
camundongos imunizados com LAMP/gag e gag no periodo neonatal.
Camundongos neonatos foram imunizados com as doses 1 ou 5 pg, recebendo os
plasmideos LAMP/gag (LG), gag (G) e Lamp (L) reforcados com o mesmo
plasmideo, ou recebendo primeiro LAMP/gag ou gag e reforcados com gag ou
LAMP/, e foram analisados 10 dias apds o reforco. Os esplendcitos de
camundongos imunizados (5-6 animais/grupo) foram cultivados por 72 horas
com 10 pg/mL do peptideo AMQMLKETINNAAEE e o sobrenadante foi
analisado quanto a presenca de citocinas por citometria de fluxo. O resultado
representa a diferenca entre os niveis das citocinas produzidas apds estimulacdo
com a produgdo espontanea. *P<(0.05 quando comparado com gag.
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4.2.2.3 Resposta de células com potencial citotéxico apés imunizacio neonatal com

as vacinas de DNA

A resposta de células T CD8+ foi avaliada apds imunizagdo neonatal
(protocolo de 5 pg de DNA) e desafio com o peptideo imudominante de classe I do
MHC da Gag do HIV-1 aos 35 dias de idade emulsionado em adjuvante. Apds cinco
dias os camundongos receberam por via iv o mesmo peptideo e apds duas horas foram
avaliados quanto a porcentagem de células T CD8+ especificas ao epitopo de classe I da
Gag (AMQMLKETI), por citometria de fluxo. Neonatos que receberam a primeira dose
de LAMP/gag e a segunda de gag mostraram maior porcentagem de células T CD8+
positivas para o pentametro (2.8%) comparados aos camundongos imunizados com duas
doses de LAMP/gag (1.8%) ou gag (1.7%) (Fig. 12A). Além disso, no grupo imunizado
LAMP/gag + gag foi detectado uma porcentagem superior de células T CD8+
expressando granzima B (Figura 12B) e IFN-y (Figura 12C) comparado aos
camundongos imunizados com gag. A eficicia na estimulac¢do de células T CD8+ com
potencial citotéxico do protocolo utilizando LAMP/gag no priming neonatal também foi
verificado pela porcentagem superior de células T CD8 expressando TNF-a comparada

ao protocolo no qual os neonatos receberam as duas doses de LAMP/gag (Figura 12D).
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Figura 12 - Inducdo de resposta de células T CD8+ apoés vacinacdo neonatal com
LAMP/gag. Camundongos neonatos foram imunizados com 5 pg de DNA com
os protocolos: LAMP/gag + gag (LG+G); LAMP/gag + LAMP/gag (LG+LG)
e; gag+gag (G+G). Aos 35 dias de idade receberam 20ug do peptideo
imunodominate da Gag restrito ao reconhecimento por moléculas de classe I do
MHC emulsificados com adjuvante e cinco dias depois foram submetidos a
injecdo intravenosa com 10ug do mesmo peptideo. Apés 2 horas avaliou-se:
(A) Porcentagem de células T CD8+pentdmero+ por citometria de fluxo. Os
esplendcitos foram incubados com o peptideo imunodominante de classe I e
brefeldina A por 14 horas para avaliagcdo da expressdo intracelular de Granzima
(B), IFN-y (C) e TNF-a (D) em células T CD8+ por da citometria de fluxo.
*P<0.05, **P<0.01 quando comparado com gag; # P<0.05 quando comparado
com duas doses de LAMP/gag
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4.3 Memoria imunolégica ap6s imunizacio neonatal com as vacinas de DNA

4.3.1 Resposta humoral e celular

A cinética da producdo de anticorpos anti-Gag de animais imunizados no
periodo neonatal com 1 pg das vacinas de DNA LAMP/gag (LG), gag (G) ou LAMP (L)
foi avaliada aos nove meses de idade. Aos 260 dias de idade (di) os animais foram
reforcados com 25 nug de DNA e avaliados ap6s dez dias. Foi observado que os niveis
de IgG anti-Gag dos animais imunizados com a vacina quimérica e posterior refor¢o
com gag ou com duas doses de LAMP/gag no periodo neonatal sdo superiores em
relagc@o aos animais imunizados com gag e se mantiveram elevados até 270 di. Como os
niveis de anticorpos aos 180 e 270 dias de idade foram similares, evidencia-se que o
refor¢o realizado nao promoveu mudanca na producdo de anticorpos (Figura 13A).
Quanto a resposta celular, os animais que receberam LAMP/gag na idade neonatal (7 e
25 di) e o refor¢o apds 8 meses da mesma vacina responderam com um ntimero de SFC
de IFN-y superior a 7 pools de peptideos comparado aos animais que receberam a
vacina gag ou que recebeu LG+G (Figura 14). Para o peptideo imunodominante de
classe I o nimero de células produtoras de IFN-y foi de 501 (£18) , 162 (£8) e 254 (£3)
SFC/0.5x10° esplendcitos, para os grupos LG+LG, G+G e LG+G, respectivamente
(Anexox D e E). Os resultados mostram que a imunizacdo neonatal com a vacina
quimérica induz resposta humoral e celular de longa duracdo, sendo eficiente na
resposta humoral com apenas uma dose da vacina quimérica e, na resposta de IFN-y aos
peptideos da Gag, principalmente para os vacinados com duas doses de LAMP/gag.

Com o objetivo de verificar se s6 a imunizagdo neonatal é capaz de gerar
clones de células de memoria, um grupo experimental recebeu as vacinas de DNA (1ug)
aos sete dias de idade e receberam um reforco somente aos 170 di (Figura 13A, 15,
Tabela V). Apenas os animais imunizados com LAMP/gag foram capazes de produzir
niveis detectaveis de IgG anti-Gag e células produtoras de IFN-y aos peptideos da Gag
(Figura 15). Paralelamente a este grupo, foram imunizados camundongos aos 170 dias
de idade com uma dose de 25 ug de LAMP/gag ou gag e evidenciou-se que a

imunizacdo com LAMP/gag gerou clones de células produtoras de IFN-y que
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reconhecem os peptideos de classe I e II da Gag, porém, em menor nimero comparado
aos que foram imunizados aos sete dias de idade (Figura 16), evidenciando a inducao de
células de memoria no periodo neonatal com a vacina LAMP/gag.

Na tentativa de caracterizar fenotipicamente as células de longa duracdo que
respondem ao epitopo imunodominante de classe I, foram avaliadas a expressdo de
CD127, CD44 e CD69, bem como a expressao intracelular de citocinas IL-2, IFN-y e
TNF-a e a desgranulacdo (CD107a/granzima ou perfornina). Grupos de neonatos
imunizados com 5 pg de LAMP/gag ou gag também foram avaliados em relacdo a
duracdo da resposta celular e observou-se, aos seis meses de idade, que a vacinagao
neonatal com uma ou duas doses de LAMP/gag é capaz de gerar aumento na frequéncia
de células CD8 que expressam granzima € com uma dose de LAMP/gag detectou-se
porcentagem superior de células CD8+/CD69+ em relacdo a gag. A polifuncionalidade
das células CD4+ e CD8+ estimuladas com p24 e peptideo imunodominante de classe I
da Gag, respectivamente, foram analisadas pela co-expressao de IFN-y e TNF-a ou IFN-
Y e TNF-a néo diferiu entre os grupos analisados (dados ndo demonstrados).

Os resultados evidenciam desta maneira que a associagdo do antigeno viral ao
gene LAMP € necessdria para ativar células T CD4+ e gerar resposta de memoria

antigeno-especifica.
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Figura 13 - Cinética da producao de anticorpos IgG anti-Gag ap6s imunizaciao
neonatal com a vacina quimérica. (A) Camundongos foram imunizados
aos sete e 25 dias de idade com lug de DNA (LAMP/gag, gag e LAMP) e
reforcados com 25 g de DNA aos 260 dias de idade. As amostras de soro
foram coletadas aos 30, 90, 180 e 270 dias de idade. Os niveis de IgG anti-Gag
foram determinados em amostras de soro (4-6 animais/grupo) por ELISA
(1:50). *P<0.05, **P<0.01 quando comparado com gag;
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Figura 14 — Vacinacao neonatal com LAMP/gag induz potente resposta de células

T apés nove meses da imuniza¢do. Camundongos foram imunizados aos
sete e 25 dias de idade com 1 pug de DNA (LAMP/gag, gag e LAMP) e
reforcados com 25 pg de DNA aos 260 dias de idade. Os esplendcitos coletados
dez dias apdés o reforco (2-3 animais por experimento) foram cultivados com
10ug/mL dos 25 pools de peptideos por 18 horas e analisados quanto ao nimero
de células secretoras de IFN-Y aos peptideos da Gag por ELISPOT. A figura é
representativa de 1 experimento/grupo (2-3 animais/experimento). As barras
ilustram a média + EP..
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Figura 15 — Uma dose de LAMP/gag no periodo neonatal é capaz de induzir potente
resposta a peptideos da Gag ap6s 6 meses da imunizacdo. Camundongos
foram imunizados aos sete dias com 1pug de DNA (LAMP/gag e gag) e
reforcados com 25ug de DNA aos 170 (di). A) Os esplendcitos coletados dez
dias apds o refor¢o (2-3 animais por experimento) foram cultivados com 10
pg/mL dos 25 pools de peptideos por 18 horas e analisados quanto ao nimero de

células secretoras de IFN-Y aos peptideos da Gag por ELISPOT. A figura é
representativa de 2 experimentos/grupo (2-3 animais/experimento). B) As
amostras de soro foram coletadas apds dez dias. Os niveis de IgG anti-Gag
foram determinados em amostras de soro (3-6 animais/grupo) por ELISA (1:50).
As barras ilustram a média + EP. *P<0.05 quando comparado com Gag..
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Figura 16 — Apenas uma dose de LAMP/gag no periodo neonatal induz resposta de
memoria aos peptideos de classe I e II da Gag do HIV-1. Camundongos
foram imunizados ou ndo aos sete dias de idade (di) com 1 pug de DNA
(LAMP/gag e gag) e refor¢cados com 25 ng de DNA aos 170 di. Os esplendcitos
coletados dez dias apds o reforco (2-3 animais/experimento) foram cultivados
com 10 pg/mL de peptideos da Gag restritos a classe I e II do MHC por 18 horas
e analisados quanto ao nimero de células secretoras de IFN-Y aos peptideos da
Gag por ELISPOT. A figura € representativa de 2-3 experimentos/grupo (2-3
animais/experimento). As barras ilustram a média e erro padrdo. *P<0.05
quando comparado com gag, #P<0.05 quando comparado com o grupo que nio
recebeu a vacina na idade neonatal.
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Figure 17. Resposta de longa duracio de células T CD8+ apoés imunizacao neonatal com a
vacina de DNA quimérica LAMP/gag. Camundongos neonatos foram imunizados
com 5 pg das vacinas de DNA aos sete e 25 dias de idade seguindo os protocolos:
LAMP/gag + gag (LG+G); LAMP/gag + LAMP/gag (LG+LG), gag+gag (G+G) e
analisados aos seis meses de idade. Os esplendcitos foram cultivados com peptideo
da Gag imunodominante de classe I e brefeldina A por 14 horas para avaliacio
intracelular de expressao de granzima B (A) e expressdo extracelular de CD69 (B)
por citometria de fluxo. Os resultados representam a média = EP de 5-6 animais.
*P<0.05 quando comparado com os camundongos imunizados com gag.
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4.4 Efeito da imunizacio materna na prole nao imunizada

4.4.1 Transferéncia de anticorpos maternos e permanéncia no soro da prole

Para avaliarmos a contribuicdo das via transplacentéria e pelo leite materno na
transferéncia de anticorpos a prole, as fémeas adultas foram imunizadas com as vacinas
génicas e na gestacao a termo, o soro da mae foi coletado e a ceséarea foi realizada para
obtencdo de soro fetal (placentdrio). O leite foi diretamente coletado do estdbmago das
proles de 5 dias de idade. A Figura 18 mostra que no soro de maes imunizadas com
LAMP/gag héa predominio de anticorpos IgG1 anti-Gag os quais sdo transferidos via
placenta para os fetos. Como esperado, niveis mais baixos de anticorpos IgG1 foram
transferidos pelas maes vacinadas com gag. Posteriormente, avaliamos o tempo de
permanéncia dos anticorpos maternos nos soros de proles que foram sangradas a cada
trinta dias (Figura 19). Observamos que a imuniza¢ao materna com LAMP/gag transfere
preferencialmente anticorpos IgG1 anti-Gag, os quais permanecem na prole até os 60
dias de idade (Figura 19). Enquanto que anticorpos IgG2a anti-Gag foram detectados
apenas até os 30 dias de idade (Figura 19). Nao h4 alteracdo nos niveis de anticorpos
IgA anti-Gag nas amostras de leite de maes imunizadas com as vacinas de DNA,
ocorrendo predominantemente transferéncia de IgG. Detectamos os niveis de IgGl,
IgG2a e IgA no soro materno apds 5 dias do nascimento da prole, e observamos que
IgG1 anti-Gag estd aumentado nas maes imunizadas com LAMP/gag em relagdo a
imunizacdo com gag (dados ndao demonstrados). Os resultados mostram que a
imunizac¢do materna com a vacina quimérica, possibilita intensa transferéncia passiva de
anticorpos anti-Gag nos periodos pré e pds-natal, ou seja, pelas vias placentdria e pela

amamentacgao.
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Figura 18 — Transferéncia transplacentaria e pela amamentacao de anticorpos maternos.
Camundongos fémeas adultos (2 meses) foram imunizados duas vezes com
intervalo de 20 dias com 50 ug de DNA (LAMP/gag , gag ou Lamp) e acasalados.
A cesarea a termo foi procedida e os soros maternos (A e B) e placentérios foram
coletados (C e D). O leite foi coletado diretamente do estbmago de neonatos de
cinco dias de idade (E, F e G) A presenca de IgG1, IgG2a e IgA anti-Gag foi
determinada por ELISA. Os resultados de 4-6 e 8-12 animais por grupo estdo
expressos com média + EP, para os soros (1:50) e leite (1:20), respectivamente.
*P<0.05 ***P<0.001 comparado com gag.
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Figura 19 — Permanéncia de anticorpos maternos na prole. Camundongos fémeas adultos (2
meses) foram imunizados duas vezes com intervalo de 20 dias com 50 pg de DNA
(LAMP/gag , gag ou Lamp) e acasalados. O soro das proles foram coletados a cada
trinta dias ap6s o nascimento (1:50). A presenca de IgG1 (A) e IgG2a (B) anti-Gag
foi determinada por ELISA. Os resultados de 4-6 animais por grupo estdo expressos
com média + EP. *P<0.05 ***P<0.001 comparado com gag
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4.4.2 Presenca de citocinas e quimiocinas em fluidos de maes imunizadas com as

vacinas de DNA

Para avaliar a contribuicdo da gestacdo, apds imunizacdo com as vacinas
génicas, na transferéncia de citocinas e quimiocinas a prole, foram analisadas a presenca
de: IL-4, IL-7, IL-10, IL-15, IFN-y, TNF-a, G-CSF, GM-CSF, IP-10, MCP-1, MIP-1a e
RANTES no soro materno, placentdrio e no liquido amnidtico, coletados no momento
da cesdrea a termo. A Tabela 1 mostra a dosagem de G-CSF, GM-CSF, IP-10, MCP-1 e
MIP-1a nas amostras de soro materno, soro placentdrio e liquido amniético de maes
imunizadas ou ndo com as vacinas de DNA antes da concepcao. Outras
citocinas/quimiocinas como IL-4, IL-7, IL-10, IL-15, IFN-y, TNF-a ¢ RANTES nao
foram mostradas considerando os niveis indetectdveis ou muito baixos encontrados nos
fluidos. A imunizacdo com LAMP/gag promoveu aumento de MIP-a no liquido
amnidtico em relacdo a imunizacdo com gag, vale lembrar que MIP-la é um
bloqueador natural da infeccdo pelo HIV-1. A imuniza¢do com gag, diminuiu os niveis
de IL-15 e MIP-1a no soro materno em relacdo as maes ndo imunizadas. Quanto a
dosagem de citocinas/quimiocinas no leite materno, coletado no 5° dia de vida
diretamente do estdbmago da prole, observou-se que os niveis de TGF-B1 apés
imunizacdo com LAMP/gag ou gag apresentaram-se diminuidos em relacdo aos niveis
encontrados nas amostras de prole de maes nao imunizadas (Figura 20).

A imunizacdo materna pré-concepcdo com as vacinas génicas alterou a
concentracdo de algumas citocinas e quimiocinas transferidas durante o

desenvolvimento fetal e no periodo pds-natal pelo leite materno.
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Tabela 1 - Efeito da imuniza¢io materna com as vacinas de DNA na concentracio de citocinas em fluidos
biologicos na gestacio.

G-CSF GM-CSF 1IP-10 MCP-1 MIP-1a

pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

n | medianaa EP | mediana EP | mediana EP | mediana EP | mediana EP

Soro Materno

LAMP/gag 5 980 520 3 9 5515 981 20 3 19 6
Gag 5 1330 247 9 54 | 7573 864 25 4 10# 6
Nao imunizado 4 2048 888 6 3 7154 1417 11 2 30 15

Liquido Amniotico

LAMP/gag 7 1601 611 58 58 3028 347 1918 407 185% 53
Gag 5 2944 754 70 37 3165 544 | 4692 1712 27 12
Nio imunizado 4 2754 1334 181 220 2644 363 2261 469 58 22

Soro Placentario

LAMP/gag 7 344 796 52% 19 7583 1074 131 40 26 23
Gag 5 186# 826 23# 9 6825 488 118# 27 17 5
Nio imunizado 4 547 3130 132 31 | 11350 1088 364 51 50 3

Camundongos fémeas foram imunizados com 50ug de DNA (LAMP/gag ou gag) e acasalados. Os
soros materno, placentdrio e liquido amniético foram coletados no dia da cesdrea. As
concentragdes de citocinas foram avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados foram expressos
como mediana = EP. ¥*P<0.05 quando comparado com gag; #P<0.05 quando comparado com o
ndo imunizad.
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Figura 20 - TGF-B1 no leite de maes imunizadas. Fémeas foram imunizadas com as vacinas de
DNA (LAMP/gag (LG), gag (G) e LAMP (L), reforcadas e acasaladas. Apds o
nascimento da prole, o leite foi coletado diretamente do estdmago de neonatos de cinco
dias de idade. Os niveis de TGF-1 foram determinados por ELISA. A barra indica a

média,* P<0.05 e **P<0.01 quando comparado com amostras de leite de mdes ndo
imunizadas.
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4.4.3 Efeito da imunizacao génica na porcentagem de células T CD4+CD25+FoxP3+ dos

neonatos aos sete dias de idade

Analisamos a porcentagem de células T CD4+CD25+FoxP3+ em camundongos
neonatos de sete dias de idade provenientes de maes imunizadas com LAMP/gag, gag e
LAMP e maes ndo imunizadas. As proles provenientes de maes imunizadas com LAMP/gag
apresentaram um aumento na porcentagem de esplendcitos CD4+ que expressam CD25 e

FoxP3.
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Figura 21 - Porcentagem de células CD4+ que expressam CD25+/FoxP3 em neonatos de 7 dias
de idade provenientes de maes imunizadas com as vacinas de DNA. Esplendcitos
CD4+ de camundongos de sete dias de idade provenientes de maes imunizadas com 50ug
de LAMP/gag, gag, LAMP ou nao imunizada (NI) foram analisados quanto a expressao de
CD25 extracelular e FoxP3 intracelular através da citometria de fluxo. *P<0.05
comparado a gag; #P<0.05comparado a ndo imunizado (NI)
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4.5 Efeito da imunizacio materna na resposta vacinal da prole

4.5.1 Efeito da imunizacao materna na producao de IgG anti-Gag na prole imunizada

A influéncia da imuniza¢do materna na produgdo de anticorpos da prole imunizada
foi avaliada. Neonatos de maes imunizadas foram vacinados com LAMP/gag ou gag e
comparados com neonatos vacinados de maes ndo imunizadas (controles). Os niveis de
anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a anti-Gag transferidos as proles aprsentou-se diminuido quando
estas foram imunizadas, evidenciando diminui¢do da produc¢do de anticorpos com a
imunizacdo materna (Figura 22). Efeito similar, porém em menor intensidade, para IgG e
IgG1 foi observado com a imuniza¢do materna com gag. O efeito inibitério da imunizacdo
materna foi mais pronunciado na producdo de IgG1 da prole, considerando ser a subclasse
predominante na imunizagao neonatal.

A Figura 23 mostra que mesmo aos 60 dias de idade, periodo no qual ocorre queda
dos niveis de anticorpos maternos na circulacdo da prole representados pelo grupo mae LG e
prole NI, ainda visualiza-se intensa diminui¢do da produc¢do de anticorpos quando as proles
sdo imunizadas com a mesma vacina materna. Os resultados mostram que a imunizacdo
materna interfere na resposta humoral da prole vacinada, entretanto € necessario ainda avaliar

se este efeito € transitdrio, ou se interfere na sensibilizagdo da prole na resposta vacinal.
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Figura 22 — Efeito da imunizacao materna com as vacinas de DNA na producao anticorpos anti-
Gag aos 30 dias de idade da prole imunizada. Maes imunizadas ou nfo com as vacinas
de DNA LAMP/gag, gag e Lamp (protocolo de imunizacio adulta — 50 ng de DNA com
intervalo de duas semanas) foram acasaladas e as proles foram vacinadas em periodo
neonatal (protocolo de imunizac¢do neonatal com 5ug de DNA). O soro dos neonatos foi
coletado aos 30 dias de idade (3-8 animais/grupo). IgG (A), IgG1 (B) e IgG2a (C) anti-
Gag foram avaliados por ELISA utilizando lisado viral de HIV-1 (diluicdo 1:50). As
barras ilustram a média e erro padrdo. *p<0.05 quando comparado com o respectivo
grupo controle (neonatos imunizados de maes NI X neonatos imunizados de maes
imunizadas). LG = LAMP/gag +LAMP/gag; Gag = gag+gag; L = Lamp+Lamp; NI = ndo
imunizada.
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Figura 23 — Efeito da imunizacio materna com as vacinas de DNA na producio de anticorpos
anti-Gag aos 60 dias de idade da prole imunizada com a vacina de DNA quimérica
LAMP/gag. Maes imunizadas ou ndo com as vacinas de DNA LAMP/gag, gag e Lamp,
foram acasaladas e as proles foram vacinadas em periodo neonatal (protocolo de 5 pg
de DNA). O soro dos neonatos foi coletado aos 60 dias de idade (3-8 animais/grupo).
IgG1 e IgG2a anti-Gag foram avaliados por ELISA utilizando lisado viral de HIV-1
(diluicdo 1:50 ou em dilui¢des seriadas). As barras ilustram a média e erro padrdo.
*#p<0.01 e ***p<0.001 quando comparados grupo controle (neonatos imunizados de
maes NI x neonatos imunizados de maes imunizadas). LG = LAMP/gag +LAMP/gag;
Gag = gag+gag; L = Lamp+Lamp; NI = ndo imunizada.
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4.5.2 Efeito da imunizacao materna com LAMP/gag na resposta celular da prole

imunizada no periodo neonatal

Procedemos a andlise de SFC de IFN-y de proles imunizadas com LAMP/gag ou gag
provenientes de maes imunizadas ou ndo. Assim, observamos que as proles imunizadas com 1
ng de LAMP/gag provenientes de maes imunizadas apresentaram diminui¢do no nimero de
células produtoras de IFN-y para o pool 10 que contém o peptideo imunodominante e para o
pool 15 comparada as proles imunizadas de maes nao imunizadas (Figura 24A). O efeito
inibitério da imunizacdo materna foi mais evidente nos neonatos imunizados com 5 Ug
(Figura 24B), na qual houve diminui¢ao significante do nimero de células produtoras de IFN-
Y para seis pools de peptideos (pools: 8, 10, 13, 15, 16 e 19). Ja a imunizacdo materna com
gag nao interfere na resposta da prole imunizada seja com 1 pg ou 5 ug de gag (Figura 25A e
B), enfatizando que na escassez de anticorpos maternos nao ocorre inibi¢do da resposta
vacinal da prole. Em contraste, quando as proles imunizadas com gag (5 1g) de maes
imunizadas com as vacinas quiméricas houve importante reducdo do nimero de células
secretoras de IFN-y para para os pools 4, 10, 13, 14 e 15 quando comparado com o grupo
controle (Figura 25B). Os resultados mostram que a imuniza¢do materna com o plasmideo
contendo o gene quimérico LAMP/gag reduz a resposta imunoldgica vacinal da prole,
principalmente para a imuniza¢do com LAMP/gag, em ambos os parametros, producdo de

anticorpos anti-Gag e freqiiéncia de células produtoras de IFN-y aos peptideos da Gag.
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Figura 24 — Efeito da imunizacdo materna com a vacina quimérica LAMP/gag na producao
de IFN-y pela prole imunizada. Camundongos neonatos de maes imunizadas e ndo
imunizadas foram vacinados (protocolo 1 e 5 ng de LAMP/gag). Células esplénicas
foram estimuladas com 25 pools de peptideos da Gag do HIV-1 e analisadas quanto as
células produtoras de IFN-y por ELISPOT. A figura representa 4 ou 5
experimentos/grupo (1-3 animais/experimento). As barras ilustram a média e erro

padrdo. *p<0.05 e **p<0.01, quando comparado com a prole imunizada de mae ndo
imunizada. LG = LAMP/gag +LAMP/gag; NI = ndo imunizada.

94



IFN-y SFC por 0,5x10° de
células

IFN-y SFC por 0,5x10° de
células

Figura 25 -

A) Imunizacao neonatal (1png)

600
500+
400+
300+
200+
100-

100
75+
50+

25+

B) Imunizacao neonatal (5.9)

600
500
400
300
200 E
100—

100
75+

50

2s] ||
-
|

neonato G+G de mae NI
neonato G+G de mae G+G
EZR neonato G + G de mae LG+LG

Efeito da imunizacdo materna com a vacina gag na producio de IFN-y da prole
imunizada. Camundongos neonatos de maes imunizadas com gag ou LAMP/gag ou
ndo imunizadas foram vacinados (protocolo de 1 e 5ug). As células esplénicas foram
estimuladas com 25 pools de peptideos da Gag do HIV-1 e analisadas quanto a
producdo de IFN-y por ELISPOT. A figura representa 1 a 5 experimentos/grupo (2-3
animais/experimento). As barras ilustram a média e erro padrdo, *P<0.05; **p<0.01 e
*#*#%P<0.001 quando comparado com o grupo imunizado com gag de mae ndo
imunizada. G = gag +gag; G = LAMP/gag +LAMP/gag; NI = ndo imunizada.

95



4.5.3 Efeito da imunizaciao materna com LAMP/gag na producio de IFN-y da prole

imunizada apés seis meses de idade

Com a finalidade de avaliar se a diminuicdo da resposta imune dos neonatos
imunizados com LAMP/gag de maes imunizadas interfere na geracdo de resposta
imunoldgica, os neonatos imunizados com 5 pug foram analisados aos seis meses de idade
apo6s reforco ou ndo com 25ug de LAMP/gag aos 170 dias de idade e comparados com os
neonatos imunizados de mées ndo imunizadas. A producdo de IFN-y aos pools de peptideos
da Gag restrito a classe I (pool 10) e classe II (pool 13) ou peptideos de classe I e II isolados
foi avaliada. Observamos que a prole imunizada com LAMP/gag de maes imunizadas com
LAMP/gag apresenta SFC de IFN-y que reconhecem pools de peptideos que contém epitopos
de classe I e classe II, recebendo ou nio o reforco de 25 pg (Figura 25A). E interessante notar
que a imuniza¢do materna com gag aumenta o nimero de células de memoria produtoras de
IFN-y para o peptideo de classe I apds o refor¢co quando comparada com a prole imunizada
com gag proveniente de mae ndo imunizada (Figura 25B). Os resultados mostram que a
diminui¢@o da resposta celular observada com a imunizagao da prole com LAMP/gag de maes
imunizadas com a mesma vacina é transitéria € que ndo interferem na geracao de resposta de
memoria imunolégica no periodo neonatal. A producdo de anticorpos IgG anti-Gag ¢é

parcialmente detectdvel ap6s o reforco aos 170 dias de idade (Figura 26).
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Figure 25 — Efeito da imunizacdo materna na resposta immune as vacinas de DNA da prole aos
seis meses de idade. Camundongos neonatos de maes imunizadas com LAMP/gag (A) ou
gag (G) e ndo imunizadas foram vacinados (protocolo de 5 pg) e receberam ou nio
reforco aos 170 dias de idade com 25 pg das mesmas vacinas. Células esplénicas foram
estimuladas com os pools 10,13 e 15 e com os peptideos imunodominantes de classe I e 1I
da Gag do HIV-1 e analisadas quanto a producdo de IFN-y por ELISPOT. A figura
representa 1 a 3 experimentos/grupo (2-3 animais/experimento). As barras ilustram a
média e erro padrdo, *p<0.05 quando comparado com o grupo imunizado com o
respectivo grupo controle. s/ = sem; ¢/ = com; G = gag +gag, G = LAMP/gag
+LAMP/gag; NI = ndo imunizada.
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Figure 26— Efeito da imunizacio materna na producio de anticorpos da prole imunizada
avaliada aos seis meses de idade. Camundongos neonatos de méaes imunizadas com
LAMP/gag ou gag e ndo imunizadas foram vacinados (protocolo de 5 pg), e receberam
ou nao refor¢o de 25 ug de DNA aos 170 dias de idade com as mesmas vacinas. O soro
da prole foi coletado aos 6 meses de idade. A figura representa de 3-6 animais por
grupo. As barras representam a média + EP. *P<0.05 quando comparado com a prole
com o respectivo grupo imunizado com gag. LG= LAMP/gag; G = gag; NI = nio
imunizada. s/r = sem refor¢o; c/r = com reforco.
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4.6 Imunogenicidade materno-fetal das vacinas de DNA por via intravenosa

Objetivando imunizar a mae durante a gestacdo para primar o feto e evitar a
trasnferéncia de anticorpos maternos inibitdrio, avaliamos um protocolo de imunizacdo em
fémeas na dltima semana da gestagdao com 100 pug das vacinas génicas administradas por via

intravenosa.

4.6.1 Deteccao de RNAm de gag nos tecidos da prole de maes imunizadas com as vacinas

de DNA por via intravenosa (iv)

Inicialmente foi avaliada a possivel expressdo de Gag no neonato de maes
imunizadas com as vacinas génicas por via iv. As proles de maes imunizadas foram
sacrificadas no 1° dia de vida e os 6rgdos retirados (timo, bago, figado, pulmao e coragdo)
para andlise da presenca de RNA mensageiro de Gag por PCR em tempo real. A presenca de
RNAm de Gag foi detectdvel no baco, pulmdo, coracdo e timo da prole proveniente de mae
imunizada com LAMP/gag e na de mae imunizada com gag apenas nao foi detectado no
pulmao (Tabela 2). Os resultados mostram que ha transferéncia do plasmideo para o feto e
que estes plasmideos sdo processados em RNA mensageiro em variados 6rgdos, inclusive

orgaos linfoides.
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Tabela 2 — Distribuicao de RNA nos tecidos de proles provenientes de maes imunizadas com as
vacinas de DNA intravenosamente.

Expressdo de RNA de gag
BACO FIGADO PULMAO CORACAO TIMO
Nao imune
LAMP/gag + - + + +
gag + + - + +

Camundongos fémeas foram imunizados na terceira semana da gestacdo por via
intravenosa com 100 ug de DNA (LAMP/gag ou gag) na ultima semana da gestacdo. Os
tecidos das proles de 1 dia de idade foram obtidas assepticamente. O RNA foi detectado
através da transcrigdo reversa do RNA em cDNA e este foi amplificado por PCR em tempo
real.
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4.6.2 Efeito da imunizacao materna via intravenosa com as vacinas de DNA durante a

gestacio na resposta imune celular e humoral da prole

As proles de maes imunizadas durante a gestacdo por via iv com LAMP/gag que nao
foram imunizadas aos 7 dias de idade reconheceram a proteina de 24 quilodaltons (p24) da
Gag do HIV-1 mas ndo responderam aos epitopos imunodominantes de classe I e Il de Gag,
demonstrando que houve sensibilizacio in utero. J4 com a imunizacao das proles aos sete dias
houve nimero significante de células produtoras de IFN-y aos epitopos de classe I e II da
Gag, mostrando que a imunizagdo aos 7 dias funcionou como o refor¢o da sensibiliza¢do que
ocorreu durante o desenvolvimento fetal (Figura 27). A imuniza¢do materna iv com gag gerou
clones de esplendcitos nas proles imunizadas que reconheceram os epitopos de classe I e II de
e para p24 da Gag. Além disso, a imunizacdo materna por via intravenosa com as vacinas de
DNA ¢ capaz de promover a sensibiliza¢ao do sistema imune materno, induzindo um baixo
nimero de SFC de IFN-y a p24 em ntimero inferior ao observado nas proles (Figura 27). A
sensibilizacdo intrauterina com LAMP/gag fica evidente quando detectamos anticorpos IgG
anti-Gag na prole imunizada aos sete dias (Figura 28), vale relembrar que a imunizagdo
neonatal de apenas uma dose nao promove producdo de anticorpos detectavel (Figura 3A). Os
resultados mostram que € possivel sensibilizar o sistema imune materno e fetal as vacinas
génicas, evitando assim a presenca de anticorpos inibitérios e geracdo de resposta especifica

em periodo precoce de vida.

101



A) Prole

+++

300+ *k
n
S 250
P
)
= +++
8-0, 200+ t‘:“‘ Hokk
e |
— 1 -
£g
)
© 100+ .
o *kk
LL
(%] 504 I
0# - 7 ﬂ -
pool 10 pool 13 classe | classe Il
I prole LG de mae LG
CJprole NI de mae LG
prole Gde mae G
B) Mae
60
n
o
-
>
)
L
[
Q.
25
2=
[T
[)
°
(&)
LL
(72}

pool 10 pool 13 classe | classe Il p24

I mae LG mae GAG

Figure 27 — Imunizacio por via intravenosa durante a gestacio é capaz de sensibilizar o sistema
imune fetal e materno. Camundongos fémeas foram imunizados na dltima semana da
gestacdo com 100 ug de LAMP/gag ou gag e as proles foram ou nio imunizadas aos sete
dias de idade com 5 pg da respectiva vacina materna. O nimero de esplendcitos
produtores de IFN-y aos de peptideos e a proteina p24 da Gag do HIV-1 foi avaliado por
ELISPOT de proles de 35 dias de idade e mdes apds 35 dias do nascimento. A figura
representa 2-3 experimentos por grupo (2-3 animais/grupo). A barra representa a média e
EP. **P<0.01 e ***P<(0.001, quando comparado ao grupo gag e +++P<0.001 quando
comparado com o grupo LG. LG = LAMP/gag +LAMP/gag; G = gag +gag; NI = ndo
imunizada.
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Figura 28 — Producao de IgG anti-Gag de maes e proles de camudongos de maes imunizadas
com as vacinas de DNA por via intravenosa (iv). Camundongos fémeas foram
imunizados por iv na ultima semana da gestagdo com 100 ug de LAMP/gag ou gag e as
proles foram ou nio imunizadas aos sete dias de idade com 5 pg da respectiva vacina
recebida pela mae. O soro da méde e da prole foi coletado 35 dias apds o nascimento da
prole. A presenca de IgG anti-Gag foi avaliada por ELISA utilizando lisado viral do
HIV-1. A figura representa experimentos utilizando 4-5 animais por grupo. As barras
ilustram a média e EP. *P<0.05, quando comparado a prole imunizada de mae
imunizada. ##P<0.01, quando comparado a prole NI LG = LAMP/gag +LAMP/gag; G =
gag +gag; NI = ndo imunizada; IM = imunizada.
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5 Discussao

O aumento do nimero de mulheres infectadas pelo HIV e consequentemente a
transmissdo da mae para crianca (TMC) leva ao aumento do ndmero de criangas infectadas. O
uso de HAART nas gestantes HIV soropositivas, a substituicdo do leite de mae infectadas e a
op¢ao pelo parto eletivo sao medidas eficazes na reducdo da TMC. Entretanto, em regides da
Africa, atingidas pela pobreza, desnutricio e falta de acesso 2 HAART entre outros
medicamentos, o nimero de criangas infectadas é alarmante (UNAIDS, 2008). A progressao
da infeccdo pelo HIV para AIDS em criangas € mais rapida, e apesar da HAART aumentar a
expectativa destas, aproximadamente 70% dos infectados pelo HIV-1 ndo tem acesso ao
tratamento (OMS, 2007), além promover vérios efeitos colaterais nas criangas. Salienta-se
entdo a importancia de estudos de formulagdes vacinais que induzam imunidade de longa
duracdo (profilatica) ou melhores a resposta ao HIV-1 (terapéutica) em periodo precoce de
vida ou que transfiram imunidade da mae para a crianca, o que enfatiza o papel de vacinacdo
jovens/adultos na preven¢do da transmissdo vertical deste virus. Deste modo, estudamos o
potencial imunogénico da vacina quimérica de DNA LAMP/gag em camundongos BALB/c
em periodo neonatal, bem como a duracdo desta resposta e o efeito da imunizacdo materna na
resposta vacinal da prole.

Inicialmente, avaliamos a expressdo da proteina Gag em células HEK-293 humanas
transfectadas com as vacinas LAMP/gag e gag e observamos que a expressao da proteina Gag
¢ maior semi-quantitativamente usando o plasmideo LAMP/gag. A transfeccdo com
LAMP/gag gera a proteina Gag nativa (55 Kd), além de proteinas com peso molecular

superiores e inferiores a p55 pela provavel multimerizagdo e protedlise destas proteinas

(€N

(Chikhlikar et al., 2004). A maior expressao da Gag na transfec¢do com LAMP/gag nao

devida a concentracdes diferentes de células transfectadas ou proteinas submetidas a

(@

eletroforese, visto que as condi¢des das técnicas foram similares. A expressdo da Gag
conhecida por ser limitada na auséncia da proteina Rev do HIV-1 devido a seqiiéncias
inibitérias que atuam em cis no RNA mensageiro (Maldarelli et al., 1991). Assim, a maior
expressdo de Gag com a quimera LAMP/gag também pode ser atribuida a elementos de
transcricao da Lamp que sobrepde os efeitos de regulacdo negativa na auséncia da Rev do
HIV-1 (Chikhlikar et al., 2004), e também pelo plasmideo pITR que regula a expressdo génica

através dos elementos ITR (Xin et al., 2003). Este aumento in vitro da expressdo da proteina
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Gag com LAMP/gag pode influenciar, in vivo, na maior producao da proteina intracelular para
direcionar aos compartimentos ricos em moléculas de classe II do MHC. Isto pode favorecer a
apresentacao antigénica para as células T CD4+ e consequente ativacdo destas com o aumento
de citocinas que amplificardo a resposta mediada por células antigeno-especificas.

Na imunizacdo dos camundongos BALB/c em periodo neonatal utilizamos 1 e S5ug
de DNA por via intradérmica, doses relativamente baixas comparadas aos protocolos de
imunizacdo com vacinas de DNA em camundongos neonatos administradas por via
intramuscular (Zhang et al., 2002; Xin et al., 2002; Capozzo et al., 2006). Os neonatos foram
imunizados aos sete dias de idade, fase descrita em murinos como correspondente ao estagio
de imaturidade imunoldgica encontrada em recém-nascidos humanos (Siegrist, 2000).
Evidenciamos que foi preciso o uso da construcdo quimérica LAMP/gag na geraracdo da
resposta imune no periodo neonatal, sugerindo sua eficicia para estimular células T CD4+,
sua cooperacdo com os linfocitos B e producdo de anticorpos. Os niveis de producao de IgG,
independente da dose da vacina LAMP/gag utilizada na imuniza¢ao neonatal, foram inferiores
ao observado em camundongos adultos. Este fato evidencia que apesar da imunizacdo
neonatal com a vacina de DNA quimérica propiciar a produ¢do de anticorpos, a imaturidade
imunoldgica encontrada neste periodo proporciona menor produgao de anticorpos em relacao
a imunizacdo em adultos. Provavelmente, devido a maior propor¢dao de células B imaturas
(IgM+IgD""") no bago de neonatos, falha na regulacio de moléculas co-estimulatérias
(CD80/CD86) e de classe Il do MHC que resultam na intera¢do inadequada com as células T
(Adkins, Leclerc e Marshall-Clarck, 2004). Contudo, a vacina quimérica parece transpor, em
parte, esta imaturidade neonatal, j4 que a vacinagdo com gag nativa ndo € imunogénica nesta
fase de vida.

O perfil das subclasses de IgG do grupo imunizado em idade neonatal com 5ug de
LAMP/gag foi semelhante ao encontrado em animais adultos imunizados, enquanto que a
imuniza¢do em periodo neonatal com 1pg de DNA quimérico induz preferencialmente IgG1.
A produgdo de anticorpos IgGl e IgG2a, isétipos dependentes de citocinas Thl e Th2,
respectivamente, sugere a participacdo de IFN-y e IL-4 produzidas por linfécitos CD4+
ativados nos animais imunizados com Sug de LAMP/gag. Previamente foi demonstrado que a
imunizacdo com a vacina LAMP/gag em camundongos adultos induz a producao de IFN-y e
IL-4 e de anticorpos IgG2a e IgG1, respectivamente (Marques et al., 2003; De Arruda et al.,
2006). Nao ha descricdes quanto a capacidade neutralizante do HIV-1 pelos anticorpos anti-

Gag, sendo a Gag uma proteina estrutural viral interna, apenas anticorpos contra as
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glicoproteinas do envelope do HIV-1 (gpl120 e gp41) foram descritos como neutralizantes
(Zolla-Pazner, 2004). Sugerimos que estes anticorpos possam estar envolvidos no clearence
de células infectadas pelo HIV-1, por ADCC (antibody dependent cell mediated citotoxity),
cuja expressao da Gag acontece duas horas apds infeccao como citado anteriormente.

O protocolo com uma dose inicial de LAMP/gag (1ug) em camundongos neonatos
seguido a um refor¢co com gag promoveu niveis similares de anticorpos ao grupo imunizado
com duas doses de S5ug de LAMP/gag. Este resultado mostra que o priming neonatal com a
vacina quimérica em baixa concentracdo seguido do plasmideo contendo gag nativo é capaz
de estimular células T CD4+ antigeno especificas, que secretam citocinas do padrdo Th2 e
Th1, proporcionando a producdo de anticorpos IgG1 e IgG2a, respectivamente, em contraste
com os animais imunizados com duas doses da vacina quimérica (lug), que produz
essencialmente anticorpos IgGl. E provdvel que o direcionamento da proteina Gag pela
proteina LAMP-1 aos compartimentos ricos em moléculas de classe II do MHC seja
importante apenas na imunizacdo primdria para a geracdo de células de memdria em idade
precoce de vida. Visto que o mesmo efeito ndo é observado no protocolo de imunizagdo
realizada apenas com gag.

As vacinas de DNA sdo ferramentas interessantes na indu¢do de imunidade contra
infec¢des virais, devido a capacidade de induc¢do de CTLs, necessdrias para o controle ou
erradicacdo viral (Estcourt, McMichael e Hanke, 2004). A vacinacdo com LAMP/gag em
camundongos neonatos desenvolveu um padrao de resposta de IFN-y aos peptideos da Gag do
HIV em magnitude superior a imunizacdo com gag, além de ampliar o nimero de pools de
peptideos reconhecidos pelas células T. Efeito observado principalmente nos camundongos
neonatos que receberam uma dose de LAMP/gag e reforco com gag. O numero de células
secretoras de IFN-y apés imunizacdo neonatal mostrou-se similar ou superior para alguns
peptideos comparado aos camundongos adultos imunizados com LAMP/gag. Desta maneira, a
imunizacdo com LAMP/gag em neonatos é capaz de estabelecer resposta imune celular anti-
Gag equivalente ou até melhor que aos animais adultos para alguns epitopos de Gag, como
observado ao peptideo imunodominante de classe I do MHC da Gag.

A maior amplitude de reconhecimento de pools de peptideos da Gag utilizando a
vacina LAMP/gag no periodo neonatal, em relacdo a imunizacdo com gag, se deve
provavelmente ao direcionamento da proteina quimérica aos compartimentos
lisossomal/endossomal contendo moléculas de classe II do MHC que possui processamento

antigénico diferente das proteinas citosOlicas no proteassoma. As proteinas derivadas das
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vacinas LAMP/gag e gag localizam-se em compartimentos intracelulares distintos, sendo que
o direcionamento da proteina Gag aos compartimentos MIIC devido ao trafego pela LAMP,
possibilita o reconhecimento dos epitopos por células T CD4+ (Marques et al., 2003; De
Arruda et al., 20006).

De Arruda et al. (2006) demonstraram que camundongos adultos imunizados com
LAMP/gag desenvolvem um repertério de células T que reconhecem tanto epitopos em
comum aos reconhecidos pelos animais imunizados com gag, como epitopos adicionais. Os
autores mapearam os epitopos da Gag restritos a apresentacao pelas moléculas de classe I e 11
do MHC, por células CD4+ e células CD8+ isoladas de camundongos imunizados com os
plasmideos contendo LAMP/gag e gag. Baseado neste estudo, verificamos que os peptideos
reconhecidos por moléculas de classe I do MHC estao localizados nos pools 3, 10 e 11 e os de
classe II nos pools 4,7, 13, 14, 15, 16 e 20, utilizados neste projeto. Assim, foi observado que
a imunizagdo neonatal com LAMP/gag promove o reconhecimento de epitopos de classe I e 11
do MHC, pelos esplendcitos secretores de IFN-y. A imuniza¢do neonatal com LAMP/gag
aumentou significantemente o ndmero de T CD8+ secretoras de IFN-y ao peptideo
imunodominante restrito a classe I do MHC em relacdo aos imunizados com gag nativo, mais
uma vez sugerindo a participacdo das células T CD4+ no aumento da resposta de células T
CD8+.

Na imunizagdo com duas doses de Sug de LAMP/gag em idade neonatal foi
observado uma resposta superior de células secretoras de IFN-y para oito pools de peptideos
em relacdo ao plasmideo contendo o gag nativo. Enquanto que a imuniza¢do em idade adulta
realizada com duas doses de 50 pg com LAMP/gag promoveu aumento apenas para dois pools
de peptideos em relagdo a vacinacdo com gag. Este fato enfatiza a flexibilidade da resposta
imunoldgica na fase neonatal, que, quando apropriadamente estimulada, pode induzir ampla e
eficaz resposta de células T (Siegrist, 2001; Adkins, Leclerc e Marshall-Clarke, 2004).

Em determinadas condi¢des de vacinagdo, os neonatos murinos sdo capazes de
estabelecer vigorosa resposta de células T CD8+ citotéxicas, por exemplo, quando utilizada a
dose ideal de vacinas (Marchant et al., 2003; Sedegah et al., 2003; Capozzo et al., 2006).
Provavelmente pelas APCs serem competentes no processamento de antigenos e apresentagao
via moléculas de classe I do MHC (Gold et al., 2007). Desta forma, evidenciamos que
camundongos neonatos imunizados com LAMP/gag em resposta ao peptideo imunodominante
restrito ao reconhecimento por moléculas de classe I do MHC de haplétipo H-2K?, ou seja,

mediado por células CD8+, produzem significantes niveis de IFN-y (protocolo de 5ug) e
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TNF-a (protocolo 1ug) em relagdo aos imunizados com gag. Estas citocinas estdo envolvidas
na citotoxidade anti-HIV mediada por células T CD8+ em individuos infectados pelo HIV-1
(Lichterfeld et al., 2004). Além disto, os animais que receberam o plasmideo LAMP/gag aos
sete dias de idade responderam com maior propor¢ao de células T CD8+ antigeno-especificas,
producdo de granzima, IFN-y e TNF-a, mais uma vez confirmando que o priming em idade
neonatal com LAMP/gag € mais eficiente do que com o plasmideo contendo gag.

Como tentativa de analisar a citotoxidade, foi avaliada a expressdo de granzima e
perforina em células T CD8+ que expressam CD107a (LAMP-1). A habilidade de analisar a
funcdo de células T in vitro pela desgranulacao de células T pela exposi¢cao de CD107a vem
sendo extensivamente utilizada (Suni, Maino e Maecker, 2005). Entretanto, a porcentagem de
T CD8+CD107+ foi semelhante entre os grupos imunizados em idade neonatal com
LAMP/gag ou gag (dados ndo demonstrados), provavelmente esta similaridade entre os
resultados se deva a falta de um desafio potente como o uso de vetores virais que expressem a
Gag do HIV-1. Além disto, em nosso laboratério tem sido avaliado o potencial imunogénico
das vacinas génicas em induzir imunidade de mucosa e sistémica em camundongos neonatos.
Para tal, os animais sdo imunizados por via nasal e intra-dérmica, simultaneamente. Os
camundongos foram avaliados quanto a resposta CTL e foi observado que hd uma similar
resposta citotoxica ao peptideo imunodominante de classe I do MHC entre os imunizados
LAMP/gag e gag (Goldoni, 2009, tese de doutorado).

Para avaliar a duracdo da resposta imunoldgica apés imunizacdo neonatal com 1pg
das vacinas de DNA LAMP/gag e gag, a cinética de producdo de anticorpos foi avaliada até
oito meses de idade. Apenas os animais que receberam o priming com a vacina quimérica
(LAMP/gag) aos sete dias, independente de receber o reforco com a vacina quimérica ou com
gag nativo, produziram anticorpos detectdveis até 260 dias de idade. Além disso, o grupo que
recebeu uma dose de LAMP/gag aos sete dias de idade e reforco aos 150 dias com o mesmo
plasmideo produziu considerdvel nivel de anticorpos IgG anti-Gag, evidenciando o provével
potencial deste plasmideo de gerar plasmdcitos de longa duracao e/ou células B de memodria.
Como esperado, no primeiro protocolo, os animais primados com LAMP/gag e reforcados
com gag apresentaram niveis superiores de anticorpos em relagdo aos que receberam as duas
doses de LAMP/gag. Este achado enfatiza a vantagem do direcionamento do antigeno
derivado da vacina genética ao compartimento contendo moléculas de classe II do MHC para
possibilitar a ativagdo das células T CD4+ aos 7 dias de idade. A presenga dos anticorpos

anti-Gag apds longo periodo de vacinagdo neonatal, corrobora com os achados de
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camundongos adultos infectados com o virus da estomatite vesicular que produzem anticorpos
até 300 dias pds infeccdo, anticorpos derivados de plasmocitos de vida curta e/ou de
plasmdcitos de vida longa (Dorner e Radbruch, 2007). Da mesma maneira, em humanos
vacinados contra o poxvirus os anticorpos podem ser detectdveis até 75 anos apds imunizagao
(Dorner e Radbruch, 2007). A geracdo de plasmocitos de longa duracdo e de células T de
memoria € dependente da ativacdo de células T CD4+, embora a manutencdo destes
plasmdcitos independam da presenga destes linfocitos e do antigeno (Dorner e Radbruch,
2007; Chan et al., 2001; Maecker et al., 1998). Os mecanismos de manutencao das células B
de memoria e plasmdcitos de longa duracdo ainda ndo foram elucidados, entretanto alguns
fatores sao requeridos (CXCL12, IL-6, BAFF, CD44), mas ndo sdo essenciais para
sobrevivéncia e manutencao de plasmdcitos (Cassese et al., 2003). As células B de memoria
podem também ser mantidas por ativacao via receptores associados a padrdes moleculares ou
ainda via receptores de citocinas (Bernasconi et al., 2002).

A resposta celular de memoria apdés imunizagdo neonatal com o plasmideo
LAMP/gag foi avaliada em dois protocolos, um no qual os neonatos receberam duas doses das
vacinas de DNA (1 pg) aos 7 e 25 dias de idade, e posteriormente foram reforcados aos 260
dias de idade e outro no qual os animais foram imunizados aos sete dias de idade (1 pg) e
apenas receberam o refor¢co vacinal aos 170 dias de idade. Os resultados mostram que o
priming neonatal com LAMP/gag € mais eficiente para promover o reconhecimento de
peptideos da Gag, até oito meses de idade. O segundo protocolo confirma eficiente resposta
de IFN-y para os epitopos de classe I do MHC, ou seja, pelas células de meméria T CD8+
(pool 10) e aos epitopos de classe II pelas células CD4+ (pools 13, 14, 15, 16 e 20). A
resposta de memoria foi decorrente ao priming neonatal (1ug), considerando que o grupo
controle que recebeu uma dose de plasmideos aos 170 dias de idade gerou baixo nimero de
células secretoras de IFN-y a Gag.

Avaliamos ainda, as caracteristicas fenotipicas das células que respondem ao epitopo
imunodominante de classe I apds seis meses da imunizagdo neonatal, pela expressdo de
CD127, CD44 e CD69, bem como a expressao intracelular de citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a e
a desgranulacdo (CD107a/granzima ou CD107a/perforina) e observou-se que a imunizagdo
neonatal com LAMP/gag promoveu aumento de células T CD8+ que expressam CD69 ou
granzima. Provavelmente a baixa dose da vacina administrada na idade neonatal ndo permita
visualizagdo das mudancas fenotipicas que caracterizem as populacdes de memdria aos 6

meses de idade entre os grupos imunizados com LAMP/gag ou gag, provavelmente devido ao
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fato de que neste periodo ocorra contracdo das popula¢des de memoria, como evidenciado
ap6s imunizacdo com DNA em camundongos adultos (Arrode et al., 2007). Foi evidenciado
em camundongos adultos imunizados com alta dose de DNA a existéncia de ondas de
expansdo de células T que comegam na 2* semana apds imunizagdo, sofrem contragdo a partir
da 10 semana e voltam a se expandir perto da 63* semana de idade (Arrode et al., 2007).

Assim, foi possivel mostrar que a estratégia de imunizacao neonatal com LAMP/gag
gera resposta de memoria de células T e B de longa duracdo, evidenciada pela produgdo de
anticorpos e IFN-y, granzima e marcador de ativacdo de células T aos peptideos da Gag do
HIV-1. Vale lembrar que para expansao e manutencao de células T de memoria sao
necessdrias as citocinas Thl e Th2 como o IFN-y, a IL-4 e a IL-2 (Schuluns e Lefrancois,
2003) que sao elicitadas com a vacinac¢do usando LAMP/gag (Marques et al., 2003, De Arruda
et al., 2006). Entretanto, outras citocinas podem estar envolvidas na manuten¢do de células de
memoria como a IL-15, IL-7 que ndo foram avaliadas neste modelo experimental. Em
camundongos adultos uma tnica dose (100ug) de vacina de DNA anti-HIV promove resposta
de células T produtoras de IFN-y com manuten¢do da populacdo de memoria até 63 semanas
ap6s a imunizacio (Arrode et al., 2007). Células T CD4+ e CD8+ de memodria persistem na
auséncia do antigeno e proliferam para manter a homeostase imunoldgica (Amanna et al.,
2006).

Outra abordagem do Projeto foi verificar o efeito da imuniza¢do materna na resposta
vacinal da prole, ou seja, avaliar se a vacinacdo génica pode realmente transpor os efeitos
inibitérios mediados pelos anticorpos maternos, possibilitando a sensibiliza¢do da prole em
resposta a imuniza¢do neonatal. A vacinacdo com antigenos protéicos em periodo neonatal
pode ser influenciada pelos anticorpos maternos, entre outros fatores, inibindo a resposta
imunoldgica apds a imunizagao (Siegrist et al., 1998; Fusaro et al., 2002; Victor et al., 2003;
Fusaro et al., 2007; Siegrist, 2007; Rigato et al., 2009). A imunizacdo pré-concep¢cdo com
LAMP/gag transfere por via placentdria e pelo leite materno altos niveis de anticorpos IgGl
anti-Gag para o feto e recém—nato, respectivamente, detectaveis na circulagdao da prole até os
60 dias de idade. Em roedores, o leite materno € outra importante via de transferéncia passiva
de imunidade, com predominancia de IgG em relagdo a IgA (Ghetie e Waard, 1997). Os
anticorpos presentes no leite sdo transferidos a circulacdo do neonato através dos receptores
FcRn expressos pelas células do epitélio intestinal (Ghetie e Waard, 1997).

O fato de nao detectarmos anticorpos IgA anti-Gag no leite de maes imunizadas com

LAMP/gag pode se relacionar com os baixos niveis de TGF-1, considerando que as vacinas
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génicas LAMP/gag, gag e o controle LAMP, mostraram efeito modulatério neste
compartimento de mucosa, diminuindo os niveis de TGF-1 em relacdo ao leite das maes nao
imunizadas. O TGF-B é uma citocina imunomodulatéria responsavel pela mudanga de classe
de isétipos de imunoglobulina nas células B para IgA (Kramer et al., 1995) e amplamente
encontrada no fluidos corporais como no leite materno (Altman et al., 1990 e Lang e Searle,
1994). Entretanto, ndo foi avaliada se a queda de TGF-B1 influenciou nos niveis totais de IgA
no leite .

Ainda foi avaliado se as vacinas g€nicas exercem efeito imunomodulatério ou
mudam o perfil de citocinas nos fluidos maternos, como soro placentario e liquido amnidtico.
Foram detectadas alteracdes de alguns fatores dentre as doze citocinas analisadas, entretanto,
grande parte destes fatores apresentaram-se em niveis indetectiveis ou muito baixos. E
interessante ressaltar que as alteracdes na transferéncia de fatores ao feto foram evidenciadas
nas maes imunizadas com gag em relacdo as maes ndo imunes. Como verificado pela menor
concentracdo de G-CSF, GM-CSF e MCP-1 encontrado no soro placentario/fetal. J4 com a
constru¢do quimérica LAMP/gag estas modificagdes que ocorreram com o gag nativo foram
atenuadas, apesar da intensa passagem de anticorpos. Este fato sugere que a interferéncia da
imunizacdo materna na resposta vacinal da prole parece ser mediado pelos anticorpos
maternos. Além disto, a diminuicdo dos fatores de crescimento, envolvidos no
desenvolvimento fetal, transferidos com a vacinacdo com gag ndo parece ter interferido no
sucesso/falha na gestacdo ou na quantidade de neonatos/prole, que foi semelhante com o
obtido com as mées imunizadas com o plasmideo controle (LAMP).

De fato, a imuniza¢do materna com LAMP/gag inibiu significantemente a producio
de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-Gag das proles imunizadas em relacao as proles imunizadas
de maes nao imunizadas (controles). Este efeito inibitdrio da resposta primdria se mantém em
periodo posterior como aos 6 meses de idade da prole, sendo que o declinio dos niveis de
anticorpos maternos ocorre aos 2 meses de idade, sugerindo que apds a imuniza¢do da prole
possa ocorrer neutralizacdo do antigeno produzido pelas células dos neonatos. Da mesma
forma, a imunizacdo materna com LAMP/gag diminuiu a magnitude da resposta celular,
avaliada pelo nimero de células produtoras de IFN-y da prole imunizada. Enfatizando o papel
inibitério dos anticorpos maternos no momento da vacinacdo da prole, enquanto que a
vacinag¢do materna com gag nao interfere na resposta celular/humoral da prole imunizada com
gag ou mesmo quando a prole € imunizada com LAMP/gag, o que se relaciona com 0s baixos

niveis de anticorpos transferidos quando as maes s3o imunizadas com gag.
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Conseqilientemente, a imunizagdo materna com LAMP/gag e da prole com gag reduz o
reconhecimento de epitopos pelas células T CD8+ (pool 10) e promove quase completa
inibicdo dos epitopos reconhecidos pelas células T CD4+ (pools 13,14 e 15) da prole
imunizada. Deste modo, observamos que a imunizagdo materna com o plasmideo LAMP/gag
interferiu na magnitude da resposta humoral e celular da prole vacinada, embora nio tenha
influenciado a geracdo de células T de memoria.

O cardter inibitério dos anticorpos maternos na resposta vacinal na prole de
camundongos € descrito tanto para as vacinas convencionais ou de DNA contra o sarampo
(Siegrist et al., 1998), e esta influéncia depende do nivel de anticorpos maternos. A
imuniza¢cdo neonatal em camundongos com vacina de DNA contra o virus da leucemia
murina ou virus da herpes promove resposta celular e de anticorpos especificos mesmo na
presenca de anticorpos maternos. Entretanto, os anticorpos maternos sao gerados apos
infec¢cdo com os virus € ndo com a vacina de DNA utilizada na imunizagdo da prole (Hassett
et al., 1997). E possivel, neste caso, que os anticorpos maternos sejam direcionados a epitopos
que ndo sdo evidenciados na estrutura da proteina que € expressa apds a transcricao do
antigeno presente na vacina, sugerindo que para uma vacinagao eficaz materna pré-concepcao
contra a infeccdo pelo HIV-1, esta deva ser realizada com um composto vacinal diferente ao
que serd administrado no recém-nascido, ou também podem indicar que o0s anticorpos
maternos de maes infectadas pelo HIV-1 ndo inibam a geracdo de resposta a uma vacina de
DNA nos recém-nascidos.

Algumas hipéteses sugerem que os antigenos sintetizados apds transfeccdo com
vacinas de DNA permanecam no interior das células transfectadas, favorecendo um escape
dos anticorpos maternos inibitérios e assim, possibilitando a apresentagdo antigénica para as
células T (Pertmer et al., 2000; Manickan et al., 1997; Premenko-Lanier et al., 2003; Siegrist
et al., 1998). Entretanto, a proteina Gag é detectada em niveis superiores no sobrenadante de
células transfectadas com LAMP/gag em relagdo ao plasmideo contendo gag (Marques et al.,
2003; Chikhilikar et al., 2004). Desta maneira, além da apresentagdo direta da proteina recém-
sintetizada no contexto de moléculas de classe Il do MHC e cruzadamente pelas de classe I,
ocorre a secrecao da proteina Gag que poderia ser captada pelas células dendriticas e células
B. Reforca que possa ocorre o reconhecimento do antigeno e ativagdo das células T CD4+
além da sensibilizacdo direta de linfécitos B especificos. E provével que a forma secretada da
Gag seja passivel a neutralizagdo via anticorpos maternos decorrente da imunizacdo com
LAMP/gag. Contudo, mesmo na presenca dos anticorpos maternos, ressalta-se que ocorre

sensibilizacdo antigénica no compartimento de células T com a vacina LAMP/gag na prole,
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mesmo que em menor magnitude, evidenciada pela presenca de células produtoras de IFN-y
aos petideos da Gag.

Para averiguar a duracdo deste efeito inibitério, apds o clearence natural dos
anticorpos maternos na prole, avaliou-se a resposta apés 6 meses da imuniza¢do neonatal, e
evidenciou-se entdo que a imuniza¢do materna com LAMP/gag ndo interferiu na geracio de
resposta de memodria imunoldgica nestas proles em relacdo a resposta observada em
camundongos imunizados no periodo neonatal de maes ndo imunizadas. Evidenciou-se
células produtoras de IFN-y aos petideos da Gag nas proles imunizadas com LAMP/gag de
maes imunizadas com a mesma vacina, aos seis meses de idade, mostrando que ocorreu o
priming de células T no periodo neonatal, a despeito dos anticorpos maternos.

Os possiveis mecanismos inibitérios mediados pelos anticorpos maternos podem nao
sO ser reflexo da neutralizagdo da proteina secretada na vacinagdo da prole, impedindo
adequada sensibilizacdo das células B e diminuindo a sensibilizacdo de linfécitos T, como
também, ser derivada de outros fatores regulatérios gerados pela imunizagdo materna. De
fato, nos neonatos de maes imunizadas com LAMP/gag foi evidenciado um percentual
elevado de células CD4+CD25+FoxP3+ no baco, com fenétipo regulador. Embora ensaios
funcionais para constatacdo da fun¢do regulatéria ndo tenham sido realizados, € possivel que
estas células estejam relacionadas ao controle da ativacdo da resposta imune gerada pela
imunizacdo com a vacina LAMP/gag, que direciona o antigeno via classe II do MHC pela
LAMP-1, promovendo melhor/maior ativacdo das células T CD4+. Além disto, ndo se sabe se
a presenca de anticorpos maternos promova interagdo idiotipica com os receptores de células
T favorecendo a diferenciacdo destas em células com fenétipo CD4+CD25+FoxP3+. Alguns
estudos comegaram a ser feitos no sentido de entender o papel regulatério das Tregs em
infeccdes na infancia, a deplecdo de Tregs em corddo umbilical antes ou depois do
nascimento mostram que hd um aumento na atividade das células T especificas em criancas
expostas a malédria (Brustoski et al., 2006). As Tregs regulam a inflamagdo no caso de
infec¢des, porém, quando em ndmero aumentado pode suprimir a resposta antiviral.
Recentemente foi demonstrado que a infec¢do de células T CD4+CD25+ pelo HIV-1
promove aumento da funcao regulatéria destas células e direcionamento destas para os tecidos
linféides contribuindo com a imunossupressdo caracteristica na infec¢ao cronica (Ji e Cloyd,
2009). Por outro lado, o aumento das células Treg em criancas expostas e nao infectadas pelo
HIV-1 pode diminuir a ativagdo de células T CD4+, reduzindo o potencial de células alvos

que poderiam ser infectadas (Legrand et al., 2006).
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Nosso grupo tem estudado a interacdo materno-fetal em modelo murino de
hipersensibilidade tipo I através da imunizagdo materna pré e/ou pds concepcional com
alérgenos, como dcaros ou ovalbumina. A imunizacdo materna com alérgenos realizada antes
do acasalamento € capaz de proteger a prole imunizada pela inibi¢ao da resposta IgE, através
da transferéncia de anticorpos maternos inibitdrios (Fusaro et al., 2006; Victor et al., 2003;
Fusaro et al., 2002). Os mecanismos envolvidos na regulacdo mediada pelos anticorpos
maternos estdo em andlise, seja quanto sua interferéncia em células dendriticas ou pelos
receptores inibitérios de células B. Propde-se outros mecanismos quanto a inibi¢do da
resposta imune em prole imunizada de maes imunizadas como: a interacdo entre os anticorpos
anti-idiotipos maternos que podem interagir com o0 BCR ou TCR nas células B e T da prole,
promovendo um sinal negativo (Hiernaux, Bona e Barker, 1981; Vakil et al., 1986), inibindo-
as; a ligagcao dos anticorpos maternos em receptores inibitorios dos linfécitos B, como FcRIIb,
CD22 ou CD72 (Rigato et al., 2009) e a transferéncia de citocinas como observado em proles
que apresentaram resposta alérgica diminuida quando as maes sensibilizadas com OVA foram
imunomoduladas para desenvolver resposta Thl frente ao antigeno (Matson, et al., 2007;
Lima et al., 2005). A estratégia vacinal das maes com alérgenos previne o desenvolvimento da
resposta alérgica da prole, sendo portanto, oportuna se a inibi¢do for mediada pelos anticorpos
maternos. Em contraste, a vacinagdo materna com LAMP/gag, no caso do HIV-1, por um lado
transfere anticorpos, que no caso nao sao neutralizantes, porém pode diminuir, mas nao inibir
a resposta celular ao antigeno no infante, quando comparada com a resposta que pode ser
gerada quando a mae ndo é imunizada.

Desta forma, foi avaliada uma estratégia vacinal com LAMP/gag durante a gestacgao,
na tentativa de escapar do efeito dos anticorpos maternos anti-Gag. A imunizacao intra-utero
tem sido bem sucedida em modelos murinos e outros mamiferos (Rinaldi et al., 2006; Xin et
al., 2002; Okuda et al., 2001; Gerdts et al., 2000). Ap6s imunizagdo com LAMP/gag e gag por
via intravenosa de fémeas na udltima semana da gestacdo, houve senibilizacdo in utero,
evidenciada expressdao de RNA de Gag nos tecidos fetais. Este RNA é provavelmente
traduzido em proteina e que entdo primou o sistema imune fetal in utero, pois apds ao
nascimento, uma unica dose aos 7 dias de vida promove producio de anticorpos anti-Gag aos
30 dias de idade. Vale lembrar que para induzir producao de anticorpos ou resposta celular em
neonatos ou adultos foram necessérias duas doses do plasmideo LAMP/gag.

A imunizagao transplacentdria com plasmideo de DNA mostrou geragao de resposta
imune humoral e celular, protetora ao virus influenza em camundongos (Okuda et al., 2001).

Quanto mais préximo ao nascimento acontece a administragdo das vacinas nas maes, melhor
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o potencial para desenvolver resposta imune na prole (Okuda et al., 2001). A transferéncia de
plasmideos pela placenta e fluido amnidtico aos fetos € questionada quanto a indugdo de
tolerancia ao produto gé€nico na prole, porém observamos que ocorre a geragao da resposta
imune anti-Gag nas proles imunizadas, corroborando com os dados de outros estudos (Rinaldi
et al., 2006; Xin et al., 2002; Okuda et al., 2001; Gerdts et al., 2000).

A imuniza¢do materna com ambas as vacinas génicas por via intravenosa mostrou
que ocorre distribuicdo do plasmideo em o6rgaos linféides primérios (timo) e secunddrios
(bago), além de outros 6rgdos como pulmao, coracdo e figado. Entretanto, somente a
imunizacao materna com LAMP/gag foi capaz de primar o sistema imune fetal, que respondeu
com ndmero considerdvel de células produtoras de IFN-y quando a prole foi vacinada com o
mesmo plasmideo aos 7 dias de idade. Estes dados sugerem que uma unica dose por via
intravenosa durante a gestacdo sensibiliza a prole, porém necessita de uma dose de reforco
apds o nascimento para gerar resposta imunoldgica humoral e celular na prole.

Em conjunto, os resultados evidenciam que a vacina quimérica LAMP/gag é
imunogénica em periodo neonatal, sendo eficaz na geracdo de resposta humoral e celular anti-
Gag de longa duracdo até a fase adulta. Além disso, a imuniza¢cdo materna com a vacina
LAMP/gag promove transferéncia de anticorpos anti-Gag por via placentdria e pela
amamentagdo a prole, os quais, provavelmente, sdo responsaveis pela inibicdo da resposta
humoral e diminui¢io da magnitude da resposta celular aos peptideos da Gag na prole
imunizada, e interferem na geracdo de células de memoria imunoldgica. J4 a estratégia de
imunizar as maes durante a gestacdo com LAMP/gag por via intravenosa, ndo promoveu
producdo de anticorpos, € a resposta neonatal aos antigenos Gag se desenvolveu em
magnitude superior a imuniza¢do com o plasmideo que codifica o gag nativo, contornando o

possivel efeito inibitério dos anticorpos maternos.
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Conclusoes



6 Conclusoes

Baseados nas evidéncias deste trabalho € possivel concluir que:

1. A vacina de DNA quimérica LAMP/gag ¢é potencialmente imunogénica quando
administrada em periodo neonatal em relacdo a vacina gag promovendo resposta
humoral e celular anti-Gag do HIV-1 de longa duragdo, que persiste até a idade adulta
em camundongos, sugerindo que a vacina de DNA quimérica proporciona adequada

ativacao das células T CD4+ antigeno-especifica para gerar resposta de memoria;

2. A imunizag¢do materna pré-concepcional com a vacina quimérica de DNA transfere
por via amnidtica, placentdria e leite materno anticorpos especificos e
citocinas/quimiocinas que podem estar relacionados com a diminui¢do transitdria da
resposta vacinal da prole, sem contanto interferir no desenvolvimento de memoria

imunoldgica;

3. Uma unica dose de LAMP/gag administrada por via intravenosa no periodo
gestacional induz a expressdo de RNAm da Gag nos tecidos fetais e propicia a
sensibilizacdo tanto do sistema imune neonatal como do materno, sugerindo ser um

protocolo que evita a agdo de anticorpos maternos inibitdrios.
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Anexos

Anexo A - Células formadoras de spot (SFC) de IFN-y de camundongos neonatos

imunizados com 1ug das vacinas de DNA.

LG+LG G+G L+L LG+G G+LG

média média média média média
SEC EP N SFC EP N SEC EP N SFC EP N SFC DP N
basal 2 1 10 1 1 8 0 0 2 1 0 4 15 15 2
anti-CD3 346 40 10 382 10 8 486 8 2 96 30 4 53 2 2
(1 131 5 3 10 0 0 8 0 0 2 68 49 4 0 0 2
2) 21-51 0 0 10 1 0 8 0 0 2 26 25 4 0 0 2
3) 41-71 3 2 10 1 1 8 2 0 2 9 9 4 0 0 2
@) 6191 14 3 10 7 2 8 0 0 2 21 15 4 0 0o 2
5) 81-111 9 4 10 1 1 8 0 0 2 7 6 4 0 0o 2
(6) 101-131 3 2 10 6 5 8 2 1 2 21 15 4 34 34 2
(7) 121-151 3 1 10 5 1 8 23 4 2 8 3 4 7 2
8) 141-171 7 5 10 7 2 8 0 0 2 3 4 0 0 2
) 161-191 1 0 10 2 1 8 2 2 2 21 13 4 0 0 2
(10) 181-211 237 40 10 95 15 8 6 1 2 337 34 4 19 19 2
(11) 201-231 2 2 10 5 4 8 4 4 2 30 16 4 0 0 2
(12) 221-251 0 0 10 4 4 8 0 0 2 29 17 4 0 0o 2
(13) 241-271 54 17 10 23 4 8 1 1 2 45 31 4 1 1 2
(14) 261-291 45 12 10 24 5 8 0 0 2 55 28 4 0 0o 2
(15) 281-311 63 13 10 42 7 8 6 6 2 62 30 4 32 32 2
(16) 301-331 42 11 10 34 11 8 4 4 2 108 44 4 34 11 2
(17) 321-351 15 4 10 12 4 8 2 2 2 69 39 4 1 1 2
(18) 341-371 13 5 10 6 2 8 0 0 2 39 16 4 21 21 2
(19) 361-391 22 7 10 7 2 8 2 2 2 68 36 4 23 23 2
(20) 381-411 28 10 10 6 2 8 0 0 2 74 41 4 0 0o 2
(21) 401-431 2 2 10 4 2 8 2 2 2 39 37 4 0 0o 2
(22) 421-451 7 3 10 3 2 8 0 0 2 33 28 4 11 11 2
(23) 441-471 14 10 10 1 1 8 1 1 2 28 16 4 0 0 2
(24) 461-491 3 3 8 1 0 8 1 1 2 0 0 4 0 0 2
(25) 481-500 0 0 8 1 0 8 0 0 2 1 1 4 0 0 2
PEP 7921 246 39 10 95 14 8 0 0 2 334 30 4 0 0 2

Notas: Camundongos neonatos foram imunizados aos sete dias e refor¢ados no 25° dia de idade com lug as
vacinas LAMP/gag (LG), gag (G), Lamp (1) em cinco grupos experimentais (LAMP/gag+LAMP/gag=LG+LG;
gag+gag (G+G), Lamp+Lamp (L+L), LAMP/gag+gag (LG+G) e gag+LAMP/gag (G+LG). Os esplendcitos
coletados dez dias apds o reforco (2-3 animais por experimento) foram cultivados com 10pg/mL de cada um dos
25 pools de peptideos (1-25). A numeragdo ao lado do nimero dos pools corresponde a posicdo inicial dos
aminodcidos da proteina Gag do primeiro peptideo e a final do dltimo de cada pool. Peptideo 7921 se refere ao
peptideo imunodominante (AMQMLKETINNAAEE) de classe I testado separadamente do pool 10. A Tabela
mostra a média do nimero de SFC (por 0.5x10° células) dos experimentos (1-5/grupo), representando N o
nimero de duplicatas (uma por experimento) e o erro padrao (EP). Em cinza estdo representados os pools que
foram considerados positivos considerando SFC>10.
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Anexo B - Células formadoras de spot (SFC) de IFN-y de camundongos neonatos

imunizados com Sug das vacinas de DNA.

LG+LG G+G

média média

SFC EP N SFC EP N
basal 2 1 10 0 0 8
anti-CD3 494 27 10 365 63 8
(H 1-31 1 1 10 1 0 8
2) 21-51 2 2 10 4 2 8
3) 41-71 3 3 10 7 3 8
@) 6191 46 14 10 25 9 8
(5) 81-111 14 7 10 19 6 8
(6) 101-131 1 0 10 17 9 8
(7) 121-151 42 15 10 18 4 8
(8) 141-171 50 18 10 12 8 8
9 161-191 20 9 10 12 6 8
(10) 181-211 355 43 10 169 30 8
(11) 201-231 17 11 10 7 3 8
(12) 221-251 15 13 10 7 3 8
(13) 241-271 85 16 10 35 8 8
(14) 261-291 63 16 10 33 13 8
(15) 281-311 106 23 10 44 14 8
(16) 301-331 97 19 10 34 10 8
(17) 321-351 39 7 10 6 2 8
(18) 341-371 42 11 10 7 3 8
(19) 361-391 48 14 10 9 4 8
(20) 381-411 31 13 10 6 2 8
(21) 401-431 34 16 10 8 5 8
(22) 421-451 2 2 10 12 6 8
(23) 441-471 7 5 10 5 2 8
(24) 461-491 2 1 10 18 13 8
(25) 481-500 2 1 10 10 7 8
Peptideo 7921 365 46 10 154 33 8

Notas: Camundongos neonatos foram imunizados aos sete dias e refor¢cados no 25° dia de idade com 5ug as
vacinas LAMP/gag (LG) e gag (G) em dois grupos experimentais (LAMP/gag+LAMP/gag=LG+LG;
gag+gag=G+G). Os esplendcitos coletados dez dias apés o reforgo (2-3 animais por experimento) foram
cultivados com 10ug/mL de cada um dos 25 pools de peptideos (1-25). A numeragdo ao lado do nimero dos
pools corresponde a posicdo inicial dos aminodcidos da proteina Gag do primeiro peptideo e a final do tltimo de
cada pool. Peptideo 7921 se refere ao peptideo imunodominante (AMQMLKETINNAAEE) de classe I testado
separadamente do pool 10. A Tabela mostra a média do nimero de SFC (por 0.5x10° células) dos experimentos
(1-5/grupo), representando N o niimero de duplicatas (uma por experimento) e o erro padrdo (EP). Em cinza
estdo representados os pools que foram considerados positivos considerando SFC>10.
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Anexo C - Células formadoras de spot (SFC) de IFN-y de camundongos adultos

imunizados com 50 pg das vacinas de DNA.

LG+LG G+G
média média
SFC EP N SFC EP
basal 3 8 10 2 4
anti-CD3 408 123 10 434 154
(1) 1-31 6 20 10 2 4
2) 21-51 5 10 10 0 0
3) 41-71 16 24 10 6 15
4 6191 19 28 10 14 27
5) 81-111 4 9 10 2 3
(6) 101-131 4 9 10 31 86
(7) 121-151 2 3 10 80 144
(8) 141-171 3 4 10 48 123
9) 161-191 18 46 10 21 55
(10) 181-211 153 86 10 148 77
(11) 201-231 17 22 10 24 45
(12) 221-251 16 27 10 15 24

(13) 241271 76 49 10 32 20
(14) 261-291 53 41 10 27 20
(15) 281-311 8 57 10 33 17
(16) 301-331 31 41 10 31 37
(17) 321-351 13 29 10 28 72
(18) 341-371 31 34 10 11 4
(19) 361-391 23 35 10 29 59
(20) 381-411 23 35 10 10 17

(21) 401-431 15 42 10 7 16
(22) 421-451 0 0 10 0 0
(23) 441-471 16 30 10 0 0
(24) 461-491 21 35 10 15 39
(25) 481-500 9 16 10 3 9

O 00 00 OO0 CO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO OO0 OO0 o0 |2

Peptideo 7921 180 76 10 106 55

Notas: Camundongos adultos (2 meses) foram imunizados e refor¢cados 20 dias depois com 50ug as vacinas
LAMP/gag (LG) e gag (G) em dois grupos experimentais (LAMP/gag+LAMP/gag=LG+LG; gag+gag=G+G).
Os esplendcitos coletados dez dias ap6s o reforco (2-3 animais por experimento) foram cultivados com 10pg/mL
de cada um dos 25 pools de peptideos (1-25). A numeracio ao lado do nimero dos pools corresponde a posicio
inicial dos aminoécidos da proteina Gag do primeiro peptideo e a final do tltimo de cada pool. Peptideo 7921 se
refere ao peptideo imunodominante (AMQMLKETINNAAEE) de classe I testado separadamente do pool 10. A
Tabela mostra a média do nimero de SFC (por 0.5x10° células) dos experimentos (1-5/grupo), representando N
o nimero de duplicatas (uma por experimento) e o erro padrdao (EP). Em cinza estdo representados os pools que
foram considerados positivos considerando SFC>10.
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Anexo D - Resposta de células produtoras de IFN-y (SFC/0.5x10° esplenécitos) 9 meses

apoés imunizacao neonatal.

(LG+LG) + LG G+G)+ G (LG+G) + LG
média média

SFEC EP N médiaSFC EP N SFC EP N
basal 4 4 2 2 2 2 0 0o 2
anti-CD3 600 0 2 600 0o 2 497 0o 2
(1) 1-31 20 20 2 8 8 2 0 0o 2
2) 21-51 21 6 2 6 1 2 0 0o 2
3) 41-71 0 0 2 13 5 2 0 0o 2
4 6191 4 4 2 24 6 2 3 3 2
5) 81-111 2 0 2 0 0o 2 0 0o 2
(6) 101-131 25 16 2 0 0o 2 0 0o 2
(7) 121-151 33 1 2 0 0o 2 0 0o 2
(8) 141-171 5 5 2 0 0o 2 0 0o 2
9) 161-191 29 13 2 11 11 2 0 0o 2
(10) 181-211 557 30 2 221 38 2 213 14 2
(11) 201-231 14 14 2 0 0o 2 0 0o 2
(12) 221-251 37 14 2 0 0o 2 11 11 2
(13) 241-271 140 15 2 38 11 2 0 0o 2
(14) 261-291 107 22 2 3 3 2 0 0o 2
(15) 281-311 254 15 2 52 11 2 32 6 2
(16) 301-331 95 25 2 5 5 2 0 0o 2
(17) 321-351 45 5 2 0 0o 2 19 19 2
(18) 341-371 54 6 2 2 2 2 0 0o 2
(19) 361-391 29 5 2 24 24 2 9 9 2
(20) 381-411 47 15 2 42 42 2 0 0o 2
(21) 401-431 28 1 2 14 14 2 0 0o 2
(22) 421-451 11 1 2 0 0o 2 0 0o 2
(23) 441-471 17 1 2 0 0o 2 0 0o 2
(24) 461-491 29 5 2 17 17 2 0 0o 2
(25) 481-500 15 4 2 0 0o 2 0 0o 2
Peptideo 7921 501 18 2 163 8 2 254 53 2

Notas: Camundongos neonatos foram imunizados com 1pg aos sete dias de idade e reforcados 25 di e na idade
adulta receberam um reforco com 25ug (260 di) com as vacinas LAMP/gag (LG) e gag (G) em trés grupos
experimentais LG+LG (LG); G+G (G) e LG+G (LG). Os esplendcitos coletados dez dias apds o reforgo (2-3
animais por experimento) foram cultivados com 10pg/mL de cada um dos 25 pools de peptideos (1-25). A
numeracdo ao lado do nimero dos pools corresponde a posi¢@o inicial dos aminodcidos da proteina Gag do
primeiro peptideo e a final do ultimo de cada pool. Peptideo 7921 se refere ao peptideo imunodominante
(AMQMLKETINNAAEE) de classe I testado separadamente do pool 10. A Tabela mostra a média do nimero
de SFC (por 0.5x10° células) dos experimentos (1-5/grupo), representando N o niimero de duplicatas (uma por
experimento) e o erro padrdo (EP). Em cinza estdo representados os pools que foram considerados positivos

considerando SFC>10.
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Anexo E — Resposta de células produtoras de IFN-y (SFC/0.5x10° esplenécitos) 6 meses

apoés imunizacao neonatal.

(LG+LG) + LG G+G)+ G
média média

SFC EP N SFEC EP N
basal 0 0 4 1 0 4
anti-CD3 344 18 4 209 60 4
() 1-31 1 1 4 1 0 4
2) 21-51 0 0 4 2 1 4
3) 41-71 0 0 4 1 1 4
4) 61-91 8 2 4 3 1 4
(5) 81-111 19 13 4 1 1 4
(6) 101-131 2 2 4 0 0 4
(7) 121-151 3 0 4 8 7 4
®) 141-171 4 1 4 2 2 4
9 161-191 1 4 2 2 4
(10) 181-211 418 27 4 3 2 4
(11) 201-231 2 1 4 4 3 4
(12) 221-251 2 1 4 3 3 4
(13) 241-271 202 52 4 1 1 4
(14) 261-291 94 11 4 0 0 4
(15) 281-311 116 47 4 3 2 4
(16) 301-331 102 41 4 7 3 4
(17) 321-351 79 41 4 4 3 4
(18) 341-371 27 1 4 3 2 4
(19) 361-391 41 6 4 4 2 4
(20) 381-411 92 22 4 1 1 4
(21) 401-431 10 8 4 2 1 4
(22) 421-451 5 3 4 0 0 4
(23) 441-471 3 1 4 1 0 4
(24) 461-491 1 0 4 2 1 4
(25) 481-500 2 2 4 2 1 4
Peptideo 7921 402 26 4 3 3 4

Notas: Camundongos neonatos foram imunizados aos sete dias de idade e reforcados 170 di com 25ug (260 di)
com as vacinas LAMP/gag (LG) e gag (G) em dois grupos experimentais LG+LG e G+G . Os esplendcitos
coletados dez dias apds o reforco (2-3 animais por experimento) foram cultivados com 10pg/mL de cada um dos
25 pools de peptideos (1-25). A numeragdo ao lado do nimero dos pools corresponde a posicdo inicial dos
aminodcidos da proteina Gag do primeiro peptideo e a final do dltimo de cada pool. Peptideo 7921 se refere ao
peptideo imunodominante (AMQMLKETINNAAEE) de classe I testado separadamente do pool 10. A Tabela
mostra a média do nimero de SFC (por 0.5x10° células) dos experimentos (1-5/grupo), representando N o
nimero de duplicatas (uma por experimento) e o erro padrdao (EP). Em cinza estdo representados os pools que
foram considerados positivos considerando SFC>10.
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