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RESUMO 

TEIXEIRA, F.M.E. Avaliação da resposta à vacina de DNA LAMP-1/p55Gag 

do HIV-1  e da geração de células T foliculares na imunização de 
camundongos neonatos. 2018.131p Dissertação (Mestrado em Imunologia) - 

Instituto de Ciências Biomédicas. Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018 

O número de jovens infectados por HIV vem aumentando nas últimas décadas, 

o que salienta a necessidade de estratégias vacinais que sejam imunogênicas 

em fase precoce de vida capazes de induzir resposta de longa duração.A 

vacina quimérica LAMP-1/p55Gag, associa o gene que codifica a LAMP-1 

(proteína de associação da membrana lisossomal) e o gene da gag do HIV-1, 

direciona o tráfego da proteína viralpara os compartimentos MIIC, 

possibilitando a apresentação dos peptídeos virais pela classe II do Complexo 

Principal de Histocompatibilidade (MHC II). Esta vacina quimérica é 

imunogênica em camundongos BALB/c adultos e neonatos e crucial para 

induzir resposta T e B de longa duração, com produção de elevados níveis de 

anticorpos. Contudo, os mecanismos imunológicos envolvidos na indução da 

resposta humoral da vacina LAMP/Gag, como a geração de células T auxi liares 

foliculares (TFH), ainda não são conhecidos no período neonatal. O  objetivo do 

estudo foi avaliar a geração de células TFH, T citotóxicos e B foliculares em 

camundongos neonatos submetidos à imunização com as vacinas LAMP/Gag 

(LG) e Gag (G). Inicialmente,avaliamos a imunogenicidade das vacinas gênicas 

na imunização neonatal aos sete dias de idade em camundongos de linhagem 

C57BL/6. Os resultados mostram que a imunização neonatal com a vacina LG 

é capaz de aumentara frequência de células secretoras de IFN-γ aos peptídeos 

imunodominantes da região gag do HIV-1 e de células T CD8+IFN-γ+ 

comparadas a vacina Gag. A imunização neonatal com a vacina LG também 

levou a produção de títulos elevados de anticorpos IgG1 anti-p24 e aumento da 

porcentagem de células secretoras de IgG1 Gag-específicas. O priming 

neonatal com LG é capaz de promover resposta celular e humoral anti -Gag de 

longa duração. Além disto, a imunização neonatal (ip) com LG foi capaz de 

induzir células TFH (CD4+CXCR5+PD-1+Bcl-6+), linfócitos T CD8+ foliculares 

(TFC) (CD8+CXCR5+) e formação de centro germinativo (CG) nos linfonodos 

mesentéricos, contudo, ambas as vacinas induziram células B foliculares 

(CD19+CXCR5+). Apesar da menor frequência de TFHdos neonatos em relação 



 
 

a adultos na imunização com LG, houve frequência similar de células TFC. A 

imunização intradérmica convencional induziu aumento do número de células 

TFH nos linfonodos inguinais já ao terceiro dia após o reforço vacinal, embora 

frequência similar de células TFH, TFC e B foliculares. Neste período foi possível 

observar que a vacina LG  também induziu a geração de células B de CG. 

Outra peculiaridade da vacina LG neonatal foi o aumento da expressão gênica 

da enzima citidina deaminase (AID). Os resultados mostram que a vacina 

LAMP/Gag é imunogênica na fase neonatal de camundongos C57BL/6 quanto 

à geração de resposta celular e humoral antígeno-específica e resposta de 

longa duração, similarmente aos camundongos BALB/c. Os dados mostraram 

que a vacina LG é eficaz na indução de células T foliculares, na maturação de 

tecidos linfoides com formação de CGs e na indução de de transcritos para 

AID. No conjunto, os achados evidenciam que a estratégia da vacina quimérica 

LAMP/Gag é eficaz neste período da vida, e possui importante papel adjuvante 

na maturação da resposta humoral. 

Palavras-chaves: HIV. Vacina de DNA. Neonatos. Imunogenicidade. Células T 

foliculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

TEIXEIRA, F. M. E. Evaluation of response to the DNA vaccine LAMP-

1/p55Gag of HIV-1 and generation of follicular T cells in the neonatal mice 
immunization 2018. 131p. Master Thesis (Immunology) - Instituto de Ciências 

Biomédicas. Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018 

The number of young people infected with HIV has been increasing in recent 

decades, which highlights the need for vaccine strategies that are immunogenic 

at early phase of life able of inducing long-term response. The chimeric LAMP-

1/p55Gag vaccine, associates the gene encoding LAMP-1 (lysosomal 

associated membrane protein) and the HIV-1 gag gene, directs the traffic of 

viral protein to MIIC compartments, leading to presentation of the viral peptides 

through class II of the Major Histocompatibility Complex (MHC II). This chimeric 

vaccine is immunogenic in adult and neonatal BALB/c mice and crucial to 

induce long-term T and B responses, producing high levels of antibodies. 

However, the immunological mechanisms involved in the induction of the 

humoral response of the LAMP/Gag vaccine, such as the generation of T 

follicular helper cells (TFH), are unknown in the neonatal period. The objective of 

this study was to evaluate the generation of TFH, and follicular cytotoxic T cells 

and B cells in neonates submitted to immunization with the LAMP/Gag (LG) and 

Gag (G) vaccines. The results show that neonatal immunization at seven days-

old in C57BL/6 mice strain with the LG vaccine is able to increasing the 

frequency of IFN-γ-secreting cells to the immunodominant peptides of the HIV-1 

gag region and of CD8+IFN-γ+ T cells compared to the Gag vaccine. Neonatal 

immunization with the LG vaccine led to the production of high titers of anti -p24 

IgG1 antibodies and the increased percentage of Gag-specific IgG1 secreting 

cells. Neonatal priming with LG is able to promote long-lasting anti-Gag humoral 

and cellular response. Moreover, neonatal (ip) immunization with LG was able 

to induce TFH cells (CD4+CXCR5+PD-1+Bcl-6 +), follicular CD8 + T cells (TFC) 

(CD8+CXCR5+) and germinal center (GC) formation in the mesenteric lymph 

nodes, whereas both vaccines induced follicular B cells (CD19+CXCR5+). 

Despite the lower frequency of TFH in neonates in relation to adult counterpartin 

the immunization with LG, a similar percentage of TFC cells was observed. 

Conventional immunization by intradermal immunization induced an increased 

number of TFH cells in inguinal lymph nodes on the third day after booster 



 
 

vaccination, despite the similar frequency of follicular TFH, TFC and B cells. In 

this period the LG vaccine also induced generation of CG B cells. Another 

peculiarity of the LG neonatal vaccine was the increase in the gene expression 

of the enzyme activation-induced cytidine deaminase (AID).The results show 

that the LAMP/Gag vaccine is immunogenic in the neonatal phase of C57BL/6 

mice for the generation of antigen-specific humoral and cellular response and 

long-term response, similar to BALB/c mice. The findings showed effective 

induction of follicular T cells, maturation of lymphoid tissues with formation of 

GCs and up-regulation oftranscripts for AID. Taken together, our findings 

demonstrate that the LAMP/Gag chimeric vaccine strategy is effective at this 

time in life, and has an important adjuvant role in the maturation of the humoral 

response. 

Keywords: HIV. DNA vaccine. Neonates. Immunogenicity. Follicular T cells. 
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1. INTRODUÇÃO 

 A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (Aids) foi reconhecida pela 

primeira vez como uma nova doença em 1981, quando um número crescente 

de homens jovens homossexuais passou a apresentar infecções oportunistas 

incomuns e malignidades raras ((Cdc), 1981; Greene, 2007). 

 Um retrovírus foi identificado como agente causador da doença, 

posteriormente denominado como vírus da imunodeficiência humana (HIV - 

human immunodeficiency virus) (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1984). 

 A infecção pelo HIV se caracteriza principalmente por uma depleção 

progressiva de linfócitos T CD4+, levando ao quadro de imunodeficiência 

característico da Aids (Cohen et al., 2011). Embora o tratamento antiretroviral 

tenha reduzido o número de mortes relacionadas à Aids, o acesso à terapia 

não é universal, e as perspectivas de tratamentos que promovam a cura e uma 

vacina eficaz ainda são incertos (Richman et al., 2009).  

  

1.1 Epidemiologia, características biológicas e moleculares do HIV 

 

 A epidemia promovida pela infecção do HIV é um problema de saúde 

pública mundial, representando altas taxas de morbidade, com perda da 

qualidade de vida, e mortalidade. Atualmente, 36,7 milhões de pessoas vivem 

com HIV/Aids em todo o mundo e cerca de 5000 novas infecções ocorrem a 

cada dia (Unaids, 2017).  

 No Brasil, foram notificados 882.810 casos de infecção pelo HIV e 123 

mil óbitos decorrente de Aids até junho de 2017, com uma média estimada de 

40 mil casos de Aids nos últimos cinco anos (Ministério Da Saúde, 2017). No 

período de 2007 a 2016, em relação às faixas etárias, observou-se que a 

maioria dos casos de infecção pelo HIV encontra-se nas faixas de 20 a 34 

anos, com percentual de 52,5% dos casos (Ministério Da Saúde, 2017). 

 A Aids ainda é um grande desafio à saúde pública, e está associada a 1 

milhão de mortes em todo o mundo, sendo que 120.000 correspondem à 

crianças menores de 15 anos, cuja infecção ocorre quase que exclusivamente 

por transmissão vertical (Unaids, 2017). 
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 Com o advento da terapia antiretroviral altamente ativa  (HAART -highly 

active antiretroviral therapy), mesmo em países em desenvolvimento, 

observou-se uma diminuição na taxa de transmissão vertical e redução no 

número de crianças infectadas por HIV na última década. No entanto, 

aumentou o número de crianças expostas ao HIV -1 e não infectadas na África 

Subsaariana, que é considerada uma população mais vulnerável, com maior 

mortalidade já nos primeiros anos de vida (Afran et al., 2014).  

 O HIV é um retrovírus pertencente à família Retroviridae, composto por 

duas fitas simples de ácido ribonucleico (RNA), o qual é transcrito em ácido 

desoxirribonucleico (DNA) e integrado no genoma celular do hospedeiro 

(Turner e Summers, 1999). O HIV pode ser dividido em HIV-1 e HIV-2, que 

diferem quanto à estrutura genômica e distribuição geográfica. 

Filogeneticamente o HIV-1 é subdividido em três grupos: M (major), O (outlier) 

e N (não M/ não O) (Korber et al., 2000; Keele et al., 2006). O grupo M é a 

forma predominante circulante, responsável pela epidemia mundial e está 

dividido nos subtipos A, B, C, D, F, G, H, J e K (Robertson et al., 2000; 

Hemelaar et al., 2006). 

 O genoma do HIV é constituído por três genes estruturais (env, gag, pol) 

e seis genes acessórios/reguladores (vif, vpu, vpr, tat, rev, nef). Dentre os 

genes estruturais, o gene env codifica a estrutura do envelope viral, composta 

pelas glicoproteínas gp120 e gp41, que permitem a entrada do vírus na célula 

hospedeira; o gene gag codifica as proteínas do core, constituída pela 

poliproteína p55 precursora das proteínas da matriz (p17), capsídeo (p24) e 

nucleocapsídeo (p7), responsáveis pela estrutura do virion; e o gene pol 

codifica as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease, responsáveis 

pela transcrição do RNA em DNA, integração do DNA pró-viral ao genoma da 

célula hospedeira e clivagem das sequências peptídicas virais, 

respectivamente (figura 1) (Turner e Summers, 1999; HIV Sequence 

Compendium, 2014).  

 O HIV infecta as células que expressam concomitantemente a moléculas 

CD4+ e os receptores de quimiocinas CCR5 ou CXCR4 (Fanales-Belasio et al., 

2010). O vírus tem a característica de replicar-se melhor em células ativadas e, 

assim os ciclos repetitivos da infecção e ativação celular levam à destruição 

das células, principalmente os linfócitos T CD4+ (Rowland-Jones, 2003). 
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Figura 1. Organização estrutural e genômica do HIV. (A) Esquema representativo 

do HIV-1, representados pelas proteínas de envelope (gp120 / gp41), capsídeo (p24) e 
matriz (p17), RNA de fita dupla e a enzima transcriptase reversa. (B). Representação 
do genoma do HIV, composto pelos genes estruturais (caixa cinza), reguladores  
(caixas azuis) e acessórios caixas vermelhas. (Adaptado,(Ayinde et al., 2010). 
 
 

 A infecção pelo HIV em adultos pode reduzir a viremia plasmática 

durante a infecção aguda, em paralelo ao aparecimento de uma vigorosa 

resposta citotóxica específica. Entretanto, na infecção pediátrica derivada da 

transmissão vertical, há evidências de rápida progressão da  doença em 

consequência da imaturidade imunológica dos neonatos (Goulder et al., 2001). 

 

1.2 Vacinas contra o HIV-1 

 

 Ao longo de três décadas após a descoberta do HIV, uma vacina ainda 

permanece ilusiva. Em países onde há adesão variável à ART, disponibilidade 

limitada de medicamentos e infra-estrutura deficiente, o desenvolvimento de 

uma vacina contra HIV-1 ainda é necessária (Stephenson et al., 2016). 

Considerando ainda o aumento na incidência de jovens, como também de 

indivíduos acima de 60 anos infectados por HIV-1 no país. 

 Há dois enfoques principais na questão de delineamento de vacinas: i) 

vacinas profiláticas, capazes de prevenir a infecção (induzir imunidade 

esterilizante) pela geração de anticorpos altamente neutralizantes e ii) vacinas 
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terapêuticas capazes de reduzir a viremia e progressão da doença pela 

indução de imunidade celular (Estcourt et al., 2004; Barouch e Korber, 2010). 

Apesar da necessidade emergente no desenvolvimento de uma vacina contra o 

HIV, até o momento existem apenas seis candidatos vacinais que completaram 

os testes clínicos de eficácia (Stephenson et al., 2016). 

 As vacinas candidatas AIDSVAX B/B e AIDSVAX B/E, desenhadas para 

a indução de anticorpos à gp120 do envelope do HIV-1, foram usadas nos 

primeiros ensaios clínicos de fase III, conduzidos nos Estados Unidos (VAX004 

trial) e Tailândia (VAX003 trial), ambas as vacinas falharam em gerar proteção 

contra a infecção (Flynn et al., 2005; Pitisuttithum et al., 2006). 

 Outras estratégias vacinais foram delineadas para induzir respostas 

celulares, considerando o papel dos linfócitos T CD8+ (Allen et al., 2000; 

Buchbinder et al., 2008; Emu et al., 2008). O protocolo clínico STEP (HVTN 

502) de fase IIb foi o primeiro teste de eficácia pela indução de imunidade 

celular de uma vacina trivalente composta por um adenovírus sorotipo 5 (Ad5) 

codificando para Gag, Pol e Nef do HIV-1. Este ensaio foi encerrado em 2007, 

por ausência de eficácia (Buchbinder et al., 2008; Duerr et al., 2012). Um braço 

deste estudo foi conduzido na África, (Teste de Phambili - HVTN 503) e 

também apresentou ausência de eficácia (Gray et al., 2010; Gray et al., 2011).  

 Outro ensaio clínico, HVTN 505, testou a combinação de duas vacinas 

candidatas em regime de imunização inicial (“prime”) com uma vacina de DNA 

codificando para diferentes proteínas do HIV-1 dos subtipos A, B e C e reforço 

(“boost”) com Ad5 recombinante (DNA/rAd5), projetadas para gerar resposta 

humoral e celular, porém não mostrou eficácia (Hammer et al., 2013). 

 O estudo clínico RV144, conduzido na Tailândia, utilizou esquema de 

prime com o vetor recombinante Canarypox codificando a gp120, Gag e 

protease do HIV-1 (ALVAC) e boost com a vacina AIDSVAX/BE, o qual 

demonstrou eficácia de 31% na aquisição da infecção (Rerks-Ngarm et al., 

2009). Os participantes vacinados apresentaram proliferação de linfócitos T 

CD4+ e anticorpos anti-gp120, além de citotoxicidade celular dependente de 

anticorpo (ADCC -antibody-dependent cellular cytotoxicity) (Mcelrath e Haynes, 

2010). Estudos subsequentes mostraram que os anticorpos não neutralizantes 

das regiões variáveis 1 e 2 (V1/V2) do envelope do HIV-1 foram associados a 

um risco reduzido de aquisição da infecção (Rolland et al., 2012). 



22 
 

 No que se refere à vacinação pediátrica, o primeiro teste clínico (HPTN 

027) foi conduzido na Uganda em crianças nascidas de mãe soropositivas que 

receberam a vacina ALVAC. Entretanto, os bebês expostos ao HIV-1 geraram 

baixa resposta celular à vacina ALVAC, semelhante ao observado em adultos 

(Kaleebu et al., 2014). 

 Em primatas-não humanos, algumas vacinas foram eficazes na proteção 

ou controle da infecção pelo vírus da imunodeficiência símia (SIV - simian 

immunodeficiency virus) (Hansen et al., 2009; Wilson et al., 2009; Barouch et 

al., 2015). 

 Apesar do amplo conhecimento do HIV e da resposta imune na infecção, 

até o momento nenhuma vacina foi capaz de gerar cobertura populacional 

adequada, o que salienta a necessidade de desenvolvimento de novas 

estratégias que ampliem as oportunidades para uma vacina candidata eficaz.  

 

1.3 Vacinas gênicas 

 

 A tecnologia de vacina de DNA geralmente é baseada em plasmídeos 

bacterianos que codificam sequências polipeptídicas de antígenos candidatos 

(Rajcáni  et al., 2005). Esses plasmídeos são geralmente produzidos em cultura 

bacteriana, purificados e depois utilizados para inoculação no hospedeiro 

(Suschak et al., 2017). A clonagem ou síntese de ácidos nucleicos evita a 

necessidade de purificar proteínas de agentes patogênicos e seu uso na 

fabricação de vacinas (Li e Petrovsky, 2016). Além disso, não há risco de 

patogenicidade, devido ao vírus incompletamente inativado ou por um vírus 

atenuado parcialmente revertido (Rajcáni et al., 2005). Evitando, assim, o risco 

das vacinas com organismos vivos ou atenuados, especialmente quando 

utilizados em fase precoce de vida. 

 A vacinação com DNA provou ser bem sucedida em modelos animais 

para prevenir ou tratar algumas doenças infecciosas, alergias, câncer ou auto-

imunidade (Abdulhaqq e Weiner, 2008). Adicionalmente, a tecnologia de DNA 

recombinante permite quase qualquer tipo de manipulação molecular no DNA 

do plasmídeo, que garante o redesenho rápido de antígenos para agentes 

patogênicos, como por exemplo, ao vírus da influenza que exibe uma deriva 

antigênica constante (Li e Petrovsky, 2016).   
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 As vacinas de DNA podem ser administradas por rotas intramuscular, 

subcutânea, mucosa ou intradérmica. De modo que é necessário ganhar 

entrada no citoplasma das células no local da injeção, de modo a induzir a 

expressão do antígeno  in vivo, permitindo a apresentação antigênica vias as 

moléculas de classe I ou II do complexo principal de histocompatibilidade (MHC 

– major hystocompatibility complex) (Li e Petrovsky, 2016).  

 Na imunização com as vacinas gênicas ocorre a transfecção nas células 

e tradução proteica, seguida da sua secreção ou processamento celular 

antigênico. Assim, os antígenos podem ser gerados endogenamente, 

processados no citoplasma e apresentados via classe I do MHC ou podem ser 

secretados, endocitados e posteriormente degradados no endossomo, sendo 

apresentado pelo MHC de classe II, também conhecido como apresentação 

cruzada (figura 2) (Howarth e Elliott, 2004; Stevenson, 2004).  

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 2. Mecanismos de ação das vacinas de DNA. (A) As sequências gênicas são 
inseridas em um plasmídeo e depois são entregues ao hospedeiro (Ex: injeção 
intramuscular ou intradérmica). O plasmídeo entra no núcleo das células somáticas 
(Ex: miócitos ou queratinócitos) e células apresentadoras de antígeno (APCs). 
Utilizando a maquinaria da célula hospedeira, o antígeno (Ag) é produzido. (B) Os Ag 
endógenos derivados da vacina são apresentados em moléculas de MHC I. (C) Ag 
secretado ou liberado de células apoptóticas é capturado e processado pelas APCs e 
apresentado via MHC II. (D) APC migra para o linfonodo drenante e estimula as 
populações de linfócitos T CD4 + CD8 +. (E) O Ag secretado também pode ser 
reconhecido pelo receptor de célula B e apresentado ao T CD4+, conduzindo as 
respostas de anticorpos (Adaptado, (Xu et al., 2014). 
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 As vacinas de DNA utilizam os sinais de transcrição e as organelas das 

células eucarióticas transfectadas para expressão do antígeno in situ (Estcourt 

et al., 2004). Estas vacinas codificam os genes de uma porção antigênica de 

um microrganismo, conduzidos por promotores eficientes, normalmente um 

promotor viral (Hobson et al., 2003; Estcourt et al., 2004).    

 Apesar das inúmeras vantagens das vacinas gênicas, estas são pouco 

imunogênicas, comparando com as demais vacinas, necessitando de 

estratégias, ou de adjuvantes moleculares. A imunização com plasmídeos que 

codificam epítopos de classe I do MHC geralmente induz baixa resposta de 

linfócitos T CD8+ citotóxicos (CTL - cytotoxic T lymphocytes) e, somente as 

construções com epítopos de classe II do MHC podem melhorar a amplitude da 

resposta CTL (Vatakis et al., 2005). Camundongos adultos imunizados com 

vacinas de DNA que expressam epítopos de c lasse I da gp120 do HIV e 

epítopos de classe II da ovalbumina mostraram que o não direcionamento às 

moléculas de MHC II ou baixa afinidade dos epítopos de classe II resulta em 

uma deficiente resposta CTL à gp120 (Vatakis et al., 2005).  

 As vacinas gênicas que possibilitam o direcionamento de antígenos às 

moléculas de MHC II são vitais para a ativação de linfócitos T auxiliares (Th - T 

helper). Como consequência da ativação das células Th, há expansão clonal 

de células B antígeno-específicas secretoras de anticorpos, geração de células 

T de memória, aumento da expressão de sinais coestimuladores e produção de 

citocinas, bem como contribui para a geração de respostas CTL, algo que 

permanece evasivo na maioria das vacinas não vivas.  

 As vacinas de DNA também demonstraram a capacidade de gerar 

populações de células T auxi liares foliculares (TFH – T follicular helper cells), 

que são essenciais para a indução de respostas eficazes de células B 

antígeno-específicas (Hollister et al., 2014). Assim, novas abordagens, como a 

inclusão de adjuvantes moleculares capazes de ativar resposta Th, parecem 

ser promissoras no desenvolvimento de uma vacina de DNA eficiente.  

 

1.4 Vacina de DNA quimérica LAMP-1/p55Gag 

 

 Construções vacinais de DNA com o intuito de potencializar a 

imunogenicidade vacinal, favorecendo a apresentação do antígeno endógeno 
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pelas moléculas de MHC II, são capazes de potencializar a resposta CTL, 

produção de anticorpos, geração de resposta efetora e de memória.  

 Neste sentido, o Dr. Thomas August, do Departamento de Farmacologia 

e Ciências Moleculares, da Escola de Medicina da Universidade John Hopkins, 

realizou estudos com vacinas quiméricas de DNA, constituídas pela proteína de 

associação à membrana lisossomal 1 (LAMP-1 – lysossomal associated 

membrane protein 1), que direcionam o tráfego do antígeno para os 

compartimentos de classe II do MHC conjugada à genes virais, como da 

dengue (Lu et al., 2003), do vírus do papiloma humano (Wu et al., 1995; Chen 

et al., 2000), do HIV-1 (Rowell et al., 1995; Ruff et al., 1997; Marques et al., 

2003) e do vírus da febre amarela (Maciel et al., 2015). Outros estudos 

independentes também utilizaram vacinas quiméricas de DNA com a proteína 

LAMP-1 conjugada à genes de microrganismos como do Plasmodium sp 

(Dobaño et al., 2007) e do Hantavirus Gn (Jiang et al., 2017). 

 As moléculas LAMP (LAMP-1 e LAMP-2) são proteínas 

transmembrânicas do tipo I e os principais componentes proteicos da 

membrana lisossomal. A estrutura da LAMP-1 consiste em um domínio luminal 

fortemente glicosilado, um domínio transmembranar e uma cauda 

citoplasmática de 11 resíduos, cuja sequências carboxiterminais YQTI são 

necessárias e suficientes para levar algumas proteínas recombinantes através 

do compartimento vesicular aos lisossomos (Chen et al., 1988; Fukuda et al., 

1988; Guarnieri et al., 1993). 

  A proteína LAMP atinge compartimentos endossômicos especializados, 

denominados MIIC ( endosomal MHC class II compartment), os quais 

correspondem a sítios relacionados com a formação do complexo 

peptídeo:MHC II e estão envolvidos com o transporte desse complexo até a 

superfície celular das células apresentadoras de antígenos (APCs - antigen-

presenting cells) (Kleijmeer et al., 1995; Ruff et al., 1997).  

 Com relação ao HIV, a vacina de DNA quimérica que codifica a gp160 

do HIV e a proteína LAMP-1 promoveu uma maior amplitude da resposta 

humoral e celular em camundongos imunizados, decorrente do direcionamento 

do antígeno sintetizado endogenamente pelo tráfego via LAMP (Ruff et al., 

1997). Contudo, o uso de glicoproteínas do envelope consiste em um obstáculo 

na construção de vacinas eficazes que impeçam a infecção pelo HIV-1 uma 
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vez que precisam ser constituídas por diversos genes do envelope capazes de 

cobrirtoda heterogeneidade desta região viral. 

 A construção de uma vacina de HIV-1 com o gene gag é um atrativo, 

pois é uma das proteínas virais mais conservadas entre os diversos grupos e 

subtipos de HIV, capaz de promover resposta cruzada anti-Gag em pacientes 

infectados por diferentes subclasses do vírus (Norris et al., 2004). Diversos 

estudos mostram que a resposta de linfócitos T CD4+ e CD8+ aos peptídeos 

da Gag do HIV, está associada à proteção e controle da viremia. Os linfócitos T 

citotóxicos Gag-específicos em indivíduos infectados pelo HIV-1 também são 

importantes no controle da replicação viral tardia, promovendo uma progressão 

lenta da doença (Zhang et al., 2004). 

 A Gag é o primeiro antígeno a ser exposto na membrana de células 

infectadas e linfócitos T CD8+ Gag-específicos reconhecem células T CD4+ 

infectadas logo na segunda hora após a infecção, antes mesmo da integração 

do DNA pró viral, síntese de proteínas virais e regulação negativa do  MHC I 

mediada pelo Nef (Sacha et al., 2007). Propõe-se que estratégias vacinais 

direcionadas a antígenos conservados como a Gag, a qual é expressa 

precocemente antes do ciclo viral replicativo terminar, sejam ideais, pois os 

linfócitos T CD8+ reconheceriam as células infectadas antes da liberação de 

novos vírus (Sacha et al., 2007), uma vez que o ciclo replicativo do HIV é 

concluído em aproximadamente 24 horas (Kim et al., 1989). 

 Em contrapartida, o uso da Gag como antígeno vacinal não permite a 

geração de anticorpos neutralizantes, os quais são desenvolvidos em resposta 

aos antígenos de superfícies. Os anticorpos específicos direcionados as 

proteínas de superfícies são capazes de neutralizar o vírus, impedindo assim 

sua entrada na célula hospedeira, promovendo uma imunidade esterilizante.  

 Marques e colaboradores desenvolveram a vacina quimérica constituída 

pela LAMP-1 e os nucleotídeos 1-1503 do gene p55gag do HIV-1 da cepa 

selvagem HXB2 (GenBankKO3455) inseridos no plasmídeo pITR, denominada 

LAMP-1/p55Gag (Marques et al., 2003). Proteínas estruturais do HIV são 

pobremente translocadas ao citoplasma e a expressão da gag requer a 

atividade da proteína viral Rev (Pollard e Malim, 1998). A sequência p55gag 

está inserida estrategicamente entre os domínios luminal e transmembrana da 

LAMP-1, a qual promove o direcionamento adequado da Gag aos 
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compartimentos MIIC, levando a uma resposta imune Gag-específica mais 

potente e prolongada (Marques et al., 2003). A associação ao domínio luminal 

é essencial para mediar a expressão gênica da Gag e seu direcionamento aos 

compartimentos lisossomais, além de culminar na secreção da quimera 

LAMP/Gag parcialmente em associação à vesículas semelhantes a exossomas 

(Godinho et al., 2014). 

 A imunização de camundongos BALB/c adultos com a quimera 

LAMP/gag demonstrou ser mais eficiente na indução da resposta humoral e 

celular específica quando comparado à vacina de DNA que codifica a proteína 

p55 do gag nativo, sendo capaz de aumentar 10 vezes a resposta das células 

T CD4+, 4 a 5 vezes a resposta das células T CD8+ e de elevar 50 a 100 vezes 

os títulos de anticorpos (Marques et al., 2003). Além disto, é capaz de gerar 

resposta de memória de linfócitos T e B de longa duração  (De Arruda et al., 

2004). A estratégia vacinal LAMP/Gag (contendo o gene LAMP humano) 

também foi imunogênica em primatas não-humanos, capaz de induzir aumento 

na resposta de células T e B aos epítopos da Gag (Chikhlikar et al., 2006). 

 Outra estratégia do grupo é a vacina DC-LAMP/Gag, que faz um 

direcionamento da Gag para as células dendríticas (DCs - dendritic cells) 

(Arruda et al., 2006). O DC-LAMP (Dendritic cell – lysossomal associated 

membrane protein), conhecido também como LAMP-3, é uma molécula da 

família LAMP evidenciada no compartimento lisossomal/endossomal de DCs 

humanas e em pneumócitos tipo II (De Saint-Vis et al., 1998; Akasaki et al., 

2004). O DC-LAMP no compartimento MIIC em DC deve exercer função no 

processamento de antígenos exógenos, em especial aos antígenos crípticos, 

aumentando a magnitude da resposta vacinal. A imunização de camundongos 

adultos com as vacinas DC-LAMP/Gag e LAMP/Gag promove aumento na 

diversidade de epítopos reconhecidos por células T e B (Arruda et al., 2006).  

 Nosso grupo de pesquisa, em colaboração com os Professores Ernesto 

Marques e Thomas August, avaliou a imunogenicidade da vacina quimérica 

LAMP/Gag no período neonatal. A imunização de camundongos BALB/c 

neonatos (7 dias de idade) com LAMP/Gag em duas doses, ou uma dose 

seguido de Gag,  foi capaz de gerar intensa resposta celular e humoral anti-

Gag e de induzir resposta de memória de células T CD4+ e CD8+ de longa 

duração comparado com a vacina nativa Gag (Rigato et al., 2010).  Houve 
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indução de resposta de células T citotóxicas in vivo, CTL Gag-específica, bem 

como níveis de anticorpos anti-Gag que permaneceram elevados até nove 

meses após imunização neonatal com LAMP/Gag (Rigato et al., 2010).  

 A imunização materna pré-concepção com LAMP/Gag também foi capaz 

de transferir elevados níveis de anticorpos, principalmente IgG1, por via 

placentária e pela amamentação à prole, os quais inibiram a geração de células 

efetoras na prole ao desafio com LAMP/Gag comparado aos neonatos de mães 

não vacinadas. Apesar desta inibição transitória da resposta vacinal, a vacina 

foi capaz de sensibilizar a prole, vista pela geração de resposta de memória de 

longa duração das células B e T na prole (Rigato et al., 2012). 

Alternativamente, mães imunizadas com LAMP/Gag nos últimos dias da 

gestação com uma única dose por via intravenosa, foi capaz de sensibilizar a 

mãe e a prole simultaneamente (Rigato et al., 2012) (figura 3). Assim, a 

vacinação com LAMP/Gag é capaz de primar os neonatos in utero como 

também no período pós-natal gerando resposta de memória de longa duração  

(Rigato et al., 2010; Rigato et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3. Efeitos da imunização materna na resposta imunológica da prole. (A) 

Imunização pré-concepção com alérgenos permite a transferência placentária de 
anticorpos maternos (MatAb - maternal antibody) ao feto. (B) Imunização pós-natal 
com alérgenos e MatAb transferidos à prole via amamentação. Ambos evitam a 
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sensibilização neonatal com alérgeno. (C) Vacinação materna convencional contra 
patógenos permite a transferência (pré ou pós-natal) de MatAb aos neonatos, capaz 
de inibir a resposta vacinal na prole. (D) Vacinação gênica materna promove a 
transferência de MatAb  sem interferir na resposta celular da prole. (E). Estratégia de 
vacinação com DNA in utero, por via intravenosa, pode primar o feto e permitir o 
desenvolvimento de resposta imunológica antígeno-específica na prole contra o 
desafio com o respectivo patógeno. (Adaptado,(Rigato et al., 2009). 
 

 Além disto, a vacina quimérica LAMP/Gag foi imunogênica nas mucosas 

no período neonatal. A imunização por via intranasal com três doses da vacina 

induziu resposta efetora celular e humoral, de IgA e IgG nas mucosas dos 

camundongos BALB/c (Goldoni et al., 2011). O efeito sistêmico foi observado 

quando associado ao reforço por via intradérmica, com aumento nos níveis 

séricos de anticorpos anti-Gag e resposta de linfócitos T CD4+ e CD8+ 

(Goldoni et al., 2011). 

 Em conjunto, os dados enfatizam que é necessária a formulação 

quimérica com LAMP-1 para a vacina ser imunogênica no período neonatal, 

seja por induzir imunidade em mucosas ou sistêmicas, ou in utero. Contudo, 

ainda não se conhece os mecanismos envolvidos na indução de uma resposta 

humoral robusta no contexto de imunização em fase neonatal, considerando as 

peculiaridades do sistema imunológico adaptativo neste período. Uma hipótese seria o 

desenvolvimento adequado de células T auxiliares foliculares mediado pelo 

direcionamento antigênico via LAMP e ativação eficiente de células T CD4+. 

 Além disso, atualmente há um aumento do número de novas infecções 

por HIV na população de faixa etária de jovens. Assim, o estudo de estratégias 

vacinais capazes de serem imunogênicas para neonatos/crianças e de induzir 

resposta de longa duração, seria essencial, considerando não só a iniciação 

precoce do sexo, como também a gravidez na adolescência. A questão de 

formulações vacinais que sejam imunogênicas em fase precoce de vida, há 

uma aplicação importante no contexto de vacinas pediátricas e infecções 

emergentes, não somente para a infecção por HIV-1. 

 

1.5 Imunidade no período neonatal 

  

 Neonatos possuem um sistema imunológico em desenvolvimento, 

relativamente imaturo com diferenças qualitativas e quantitativas em relação à 

adultos, além de pouca memória imunológica, o que aumenta sua 
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vulnerabilidade a agentes infecciosos (De Brito et al., 2009). A imunidade 

mediada por linfócitos T e B em neonatos requer experiência antigênica prévia 

e leva tempo para se desenvolver. Nesta fase, neonatos dependem 

principalmente da imunidade passiva via transferência materna de anticorpos.  

 Em determinadas situações in vitro, as células dos neonatos são 

capazes de responder a adjuvantes de resposta inata semelhante às células de 

adultos, evidenciando a plasticidade do sistema imunológico neonatal. Este fato 

ressalta a importância do desenvolvimento de estratégias vacinais à patógenos 

a fim de potencializar a magnitude da resposta neonatal e promover resposta 

de memória imunológica de longa duração (De Brito et al., 2009; Rigato et al., 

2009; Futata et al., 2012).   

 Após a estimulação via receptores de reconhecimento de padrão (PRR - 

pattern recognition receptor), os monócitos / macrófagos e DCs de recém-

nascidos humanos produzem um perfil de citocinas que difere de adultos  

(Kollmann et al., 2017), com menor quantidade de citocinas pró-inflamatórias 

(IL-1β e TNF-α) e citocinas promotora de Th1 (IFN-γ e IL-12p70) (Kollmann et 

al., 2009). Os monócitos de recém-nascidos e as DCs convencionais (cDC) 

também produzem mais IL-10 em comparação aos adultos (Kollmann et al., 

2017). Um dos mecanismos envolvidos inclui altos níveis monofosfato cíclico 

de adenosina (AMPc) nas células mononucleares, que atua como um 

mensageiro intracelular secundário que suprime Th1, mas aumenta a produção 

de citocinas Th2 e anti-inflamatórias (Levy et al., 2006; Kollmann et al., 2017).  

 As APCs em neonatos são imaturas quanto à função e possuem menor 

expressão de MHC II e moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86, após 

ativação, o que leva a uma capacidade limitada de promover a proliferação de 

linfócitos T antígeno-específicos (Muthukkumar et al., 2000; Lewis et al., 2006). 

Muitos desses fatores, característicos da imunidade inata neonatal, exercem 

papel importante no desenvolvimento de respostas adaptativas. 

 Quanto aos linfócitos T, em humanos são mais abundantes ao 

nascimento e diminuem a níveis adultos na primeira infância (Walker et al., 

2011). Os linfócitos T neonatais são em grande parte de fenótipo naive com 

presença marcante de células T reguladoras (Treg) supressoras funcionalmente 

ativas (Goenka e Kollmann, 2015). Em modelos experimentais, há uma menor 

https://en.wikipedia.org/wiki/Pattern_recognition_receptor
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quantidade em relação a camundongos adultos, além de desenvolverem 

preferencialmente uma resposta de memória Th2 (Adkins et al., 2001).  

 A resposta Th1 diminuída nos neonatos se dá por uma ineficiente 

resposta de APCs no eixo IL-12/IFNγ, deficiência na fosforilação de STAT1, 

desvio para a resposta Th2, alteração da regulação epigenética do promotor de 

IFN-γ e o estado hipometilado da região promotora de citocinas Th2 que 

facilitam a expressão rápida e robusta dos genes IL4 e IL13 em camundongos 

(Adkins et al., 2001; Rose et al., 2007). A IL-4 reforça uma propensão do 

neonato a resposta Th2 por também inibir o desenvolvimento de células Th17 

(Debock et al., 2012). Outro mecanismo, é a sinalização para apoptose 

mediada pela IL-4 através do receptor alternativo IL-13Rα1, o qual é expresso 

em maior quantidade nas células Th1 dos neonatos, mas que são indetectáveis 

nas células de camundongos adultos (Li et al., 2004). 

 Os recém-nascidos frequentemente apresentam respostas do tipo Th1 

limitadas a algumas vacinas e patógenos, correlacionando-se com uma menor 

capacidade de células T CD4+ em produzir IFN-γ e de APCs em produzir 

citocinas que polarizam para Th1 (Debock e Flamand, 2014). Além disso, a 

indução de resposta CTL por vacinas é reduzida em recém-nascidos em 

comparação com adultos (Siegrist, 2001). É descrito que DCs neonatais 

murinas são deficientes em promover a apresentação cruzada de antígenos 

solúveis via MHC de classe I (Kollmann et al., 2004).  

 Além da diminuição funcional das APCs e células T nos neonatos, a falta 

de um microambiente anatômico apropriado para a interação entre as DCs e as 

células T e B, pode gerar diferenças fenotípicas e funcionais das células B, que 

refletem na baixa produção de anticorpos.  

 Os linfócitos B neonatais expressam níveis mais baixos de CD40, uma 

das principais moléculas co-estimuladora que facilitam a interação entre as 

APCs, células T e B (Goenka e Kollmann, 2015). Além de possuir baixa 

capacidade proliferativa comparados a adultos com menor produção de IgG e 

IgA em resposta ao CD40L (Kaur et al., 2007). As células B neonatais também 

apresentam baixa expressão de receptores TACI (ativador transmembrânico, 

modulador de cálcio, ligante de ciclofilina), BAFF-R (receptor do fator de 

ativação de célula B) e BCMA (antígeno de maturação de célula B), envolvidos 

na sobrevivência das células B, produção de anticorpos, mudança de isótipo e 
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interação com células T (Kaur et al., 2007). Reduzidos níveis de TACI, podem 

justificar a suscetibilidade dos neonatos a infecções por bactérias 

encapsuladas  (Katsenelson et al., 2007). E influenciar na regulação das 

respostas à antígenos T-independentes (Castigli et al., 2005), a qual está 

diminuída no período neonatal (Klein Klouwenberg e Bont, 2008).  

 A hipermutação somática das células B periféricas e da zona marginal 

começa in utero e levando à diversificação fetal do repertório de receptores de 

células B (Rechavi et al., 2015). A capacidade do recém-nascido em 

desenvolver respostas de anticorpos depende da natureza do antígeno, como 

refletido na imunogenicidade das vacinas infantis padrão (Kollmann et al., 

2017). Por exemplo, a vacina contra o vírus da hepatite B induz respostas de 

anticorpos equivalentes em neonatos e adultos, a medida que a resposta de 

anticorpos pelas vacinas orais contra poliomielite, sarampo e rubéola aumenta 

com a idade da imunização (Ota et al., 2004; Siegrist e Aspinall, 2009). 

 Há uma falha nas células estromais da medula óssea, vitais para a 

diferenciação e sobrevida de plasmablastos de longa duração, o que confere 

com o rápido declínio dos níveis de anticorpos após a imunização, em 

contraste com crianças mais velhas e adultos (Pihlgren et al., 2006). O sistema 

imunológico neonatal é caracterizado por uma limitada resposta de plasmócitos 

e células B de centro germinativo (CG) (Siegrist e Aspinall, 2009), e 

ocasionalmente pela presença de anticorpos maternos com propriedades 

imunomoduladoras (Niewiesk, 2014).  

 A resposta de células B de maneira T dependente é essencial no 

desenvolvimento da imunidade. Para isso, a microarquitetura dos tecidos 

linfoides secundários é de suma importância e requer folículos linfoides, rede 

de células dendríticas foliculares (FCDs - follicular DCs) e CGs (Goodnow et 

al., 2010). Essas estruturas estão ausentes ao nascer em camundongos e se 

desenvolvem nos primeiros dias ou semanas de vida (Fu e Chaplin, 1999). A 

falta de resposta dos precursores de FDCs aos sinais linfoides em neonatos, 

retarda a maturação de FDC e a indução de CG, limitando assim as respostas 

primárias das células secretoras de anticorpos aos antígenos dependentes de 

T em fase precoce da vida (Pihlgren et al., 2003). 

 Nesse contexto, as células TFH promovem uma resposta completa de 

células B, incluindo as reações de CG que permitem uma resposta humoral 
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eficaz e duradoura (Breitfeld et al., 2000; Schaerli et al., 2000).  Portanto, o 

desenvolvimento de formulações de vacinas capazes de melhorar as respostas 

neonatais mediadas por TFH é uma estratégia promissora para o 

estabelecimento de resposta de anticorpos efetores de alta afinidade e longa 

duração. 

 

1.6 Células T CD4+ e TCD8+ foliculares 

 

 As células TFH são essenciais para a formação do CG nos folículos de 

células B de órgãos linfoides secundários, onde ocorre a mudança de isótipo 

de imunoglobulina, hipermutação somática e seleção de células B de alta 

afinidade. Além disto, é o local de intensa capacidade de proliferação e 

diferenciação de células plasmáticas de longa duração e células B de memória 

(Goodnow et al., 2010).  Em resposta a um antígeno, as células TFH interagem 

especificamente com as células B cognatas, células T CD4+ convencionais e 

DCs promovendo as reações de CG e eficiente resposta de células B (Tangye 

e Tarlinton, 2009; Goodnow et al., 2010).  

 As células TFH expressam moléculas co-estimuladoras ICOS (Inducible 

coestimulator protein), moléculas inibidoras PD-1 (programmed death-1 

protein), ligante de CD40 (CD40L), a proteína adaptadora citoplasmática SAP 

(SLAM-associated protein), o fator de transcrição Bcl-6 (B cell lymphoma 6), 

capaz de inibir a expressão de fatores T-bet, GATA3 e ROR γt , além de 

secretarem a IL-21 (Nurieva et al., 2009; Ma et al., 2012).   

 A IL-21 é a principal citocina produzida pelas células TFH, com efeito 

autócrino e parácrino sobre os linfócitos B foliculares (Bryant et al., 2007; Ma et 

al., 2012), além de contribuir para indução de isótipos de IgG (Avery et al., 

2008). O fator de transcrição Bcl-6 é necessário para a geração, manutenção e 

função de células TFH (Nurieva et al., 2009). Em contraste, o fator de 

transcrição Blimp-1, um antagonista de Bcl6, inibe a diferenciação de células 

TFH, limitando assim as respostas de CG e de anticorpos pelas células B 

(Johnston et al., 2009). Adicionalmente, a expressão de Blimp-1 também está 

associada ao desenvolvimento de plasmócitos  (Shapiro-Shelef e Calame, 

2005). 
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 Diversos mecanismos são necessários para ativação da célula T CD4+ 

naive e polarização para TFH. As DCs interagem com células T CD4+ naive via 

ICOS/ICOS-L que induz a expressão de Bcl-6 e CXCR5, e as citocinas 

derivadas de DCs, IL-6 e IL-27, promovem a expressão de Bcl-6 e c-Maf (figura 

4). Por sua vez, c-Maf é capaz de induzir a produção de IL-21 in vivo e in vitro 

(Hiramatsu et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 
Figura 4. Diferenciação das células TFH. (A) Células T CD4+ naive são ativadas pela 

DCs na zona de células T via interações MHC-II / receptor de célula T (TCR) e ICOS / 
ICOS-L (ligante de ICOS). DCs produzem IL-6 e IL-27 que promovem a expressão de 
Bcl-6 e cMaf, e produção de IL-21 de uma maneira dependente de STAT3. A 
expressão do CXCR5 permite o direcionamento para os folículos de célula B. (B) 
Linfócitos B antígeno-específicos interagem com células TFH e fornecem sinais co-
estimuladores para manutenção do fenótipo TFH. Em paralelo, , as TFH promovem 
ativação das células B e formação dos CGs. (C) Reações de CG levam a mudança de 
isótipo de imunoglobulina e hipermutação somática, com diferenciação em plasmócitos 
de vida longa e células B de memória. (Adaptado, (Ma et al., 2012). 

 

 Camundongos neonatos submetidos à imunização com ovalbumina são 

capazes de induzir células TFH CD4+CXCR5+PD-1+, porém de lento 

desenvolvimento (Debock et al., 2013). As células TFH neonatais expressam 

menores níveis de Bcl-6 e IL-21 e mostram localização inadequada no CG, 

com predominância nas regiões interfoliculares (Mastelic et al., 2012). 

Entretanto, a vacinação contendo adjuvante CpG em camundongos neonatos é 

capaz de reverter a expansão e o desenvolvimento limitado das células TFH e 

CG (Mastelic et al., 2012). 
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 A função das células TFH no período neonatal depende de citocinas Th2, 

uma vez que a IL-4 é essencial para induzir seu desenvolvimento e localização 

nos CGs. A proporção de células TFH em neonatos deficientes de IL-4 

imunizados é significativamente reduzida. Além disso, a ausência de IL-4 afeta 

o perfil genético e a especificidade da célula B, uma vez que as células TFH 

expressaram RORγt, IL-17 e aumento de IgG2a (Debock et al., 2013). 

 As células TFH são consideradas críticas para o desenvolvimento de 

imunidade protetora induzida por infecção ou vacina (Crotty, 2014). Neste 

contexto, uma gama de estudos concentram-se na promoção das TFH para 

aumentar a eficácia vacinal. Já foi demonstrado que a imunização de 

camundongos com uma vacina de DNA que codifica gp120 do HIV-1, leva 

aumento da frequência de células TFH, células B do CG e dos títulos de 

anticorpos antígeno-específicos (Hollister et al., 2014).  

 Em resposta a infecções virais, células T CD8+ naive antígeno-

específicas são primadas nas zonas de células T dos tecidos linfoides 

secundários e se diferenciam em CTLs que atuam na eliminação de células 

infectadas (Mueller et al., 2013). No entanto, alguns mecanismos envolvidos na 

reação do CG e a função das células T CD8+ neste local não estão totalmente 

elucidados. Um subtipo de células T CD8+ que expressam marcadores de 

migração para região folicular com capacidade de entrar nessas áreas foram 

descritas em modelo de infecção viral, especialmente pelo HIV, e tem sido 

denominadas como células T CD8+ foliculares (TFC - T follicular cytotoxic cells) 

(Leong et al., 2016; Perdomo-Celis et al., 2017). 

 Células T CD8+CXCR5+CCR7- foram descritas em tonsilas humanas, a 

expressão do receptor de quimiocina CXCR5 propicia a sua localização na 

região de folículos das células B e a ausência de CCR7, é uma característica 

do fenótipo de células de memória central (Quigley et al., 2007).  

 A diferenciação das células TFC é dependente dos fatores de transcrição 

Bcl6, E2A e TCF-1 e inibida pelos reguladores transcricionais Blimp1, Id2 e Id3. 

Blimp1 e E2A regularam diretamente a expressão de CXCR5 e, em conjunto 

com Bcl6 e TCF-1, formam um circuito transcricional que direciona o 

desenvolvimento de células TFC (Leong et al., 2016). 

 As células TFC diferem das CTLs convencionais quanto ao fenótipo, perfil 

transcricional e funcional, com menor expressão dos transcritos relacionados à 
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citotoxicidade (granzima A e B, perforina e IFN-γ), e maior expressão de genes 

envolvidos no desenvolvimento de células T de memória, como receptor de IL-

7 (IL-7R) e CD62L (Quigley et al., 2007; Leong et al., 2016). 

 É reconhecido que as células TFH representam um importante 

reservatório da infecção pelo HIV, e que os CGs são sítios primários de 

replicação do vírus,   inclusive responsáveis por manter uma replicação viral 

em indivíduos não virêmicos infectados pelo HIV sob terapia antiretrovial (ART 

- antiretroviral therapy) (Banga et al., 2016).  As células TFH são altamente 

permissíveis ao HIV-1 e podem mudar o fenótipo, diminuindo a expressão de 

PD-1 e, em menor grau de CXCR5, caracterizando as TFH como principais 

produtoras de HIV-1 na infecção crônica assintomática (Kohler et al., 2016). 

 Na infecção independente por HIV ou vírus Epstein-Barr, os quais que 

causam latência em células TFH e B respectivamente, a avaliação de tecido 

linfoide dos pacientes mostrou que as células TFC foram responsáveis por 

controlar a infecção de células TFH e linfócitos B nos folículos de células B 

(Leong et al., 2016). Outro estudo mostrou que a modificação genética de 

células TCD8+ para expressar CXCR5, em macacos Rhesus foi capaz de 

direcionar estas aos folículos de células B, sugerindo ser uma interessante 

estratégia para eliminar os santuários virais, por auxiliar na eliminação dessa 

fonte persistente de vírus (Ayala et al., 2017). 

 As células TFC possuem eficiente capacidade citotolítica in vitro em 

células TFH  infectadas, através da utilização de anticorpo biespecífico, que 

combina a especificidade de um anticorpo altamente neutralizante ao HIV e um 

anticorpo anti-CD3 (anti-HIV/anti-CD3), capazes de redirecionar as T CD8+ 

foliculares para eliminar a células alvo (Petrovas et al., 2017; Ferrando-

Martinez et al., 2018).  

 Contudo, ainda não se conhece se há geração de células TFH e TFC 

induzida por vacinas gênicas no período neonatal, o que pode fornecer 

informações na elaboração de estratégias vacinais futuras em crianças. 

 A hipótese do trabalho é que, considerando que a estratégia vacinal LG 

é capaz de promover elevados títulos de anticorpos e reposta de longa 

duração, na imunização neonatal a vacina seja capaz de promover a 

maturação do tecido linfoide, a geração de células TFH e a permutação para 

IgG. 



37 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusão 

_______________________________________________________________ 



38 
 

2. CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste trabalho nos permite concluir que: 

 

 A imunização neonatal com a vacina quimérica LAMP/Gag é 

potencialmente imunogênica em relação a vacina nativa Gag, 

promovendo resposta celular e humoral de longa duração, com 

geração de plasmócitos de vida longa, evidenciando adequada 

ativação de células T CD4+ no priming neonatal; 

 

 A eficaz produção de anticorpos utilizando a estratégia 

LAMP/Gag foi decorrente da geração precoce de células TFH 

efetoras, e  consequentemente de células B de CG; 

 

 A vacina LAMP/Gag contribui para maturação dos tecidos 

linfoides no período neonatal e induz expressão da enzima AID, 

que pode ser um dos mecanismos responsáveis pela resposta 

eficiente de anticorpos  anti-Gag. 
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