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RESUMO 
 

HAUT, L. H. Estudo da resposta imune contra o antígeno Gag de 
HIV-1 no trato genital feminino murino induzida pela 
administração de adenovírus recombinantes. 2010. 145 p. Tese 
(Doutorado) – Programa de Pós-graduação em Biotecnologia, 
Universidade Federal de Santa Catarina, Santa Catarina. 

 
AIDS é um dos principais problemas de saúde pública atuais e 

acredita-se que a epidemia somente será controlada com uma vacina capaz de 
impedir ou controlar a infecção causada pelo HIV. Inúmeras estratégias vacinais 
têm sido investigadas experimentalmente, dentre elas o uso de vírus 
recombinantes como vetores vacinais, para indução de resposta imune no trato 
genital, uma das mais importantes portas de entrada do HIV. Neste estudo 
avaliou-se a indução de células T no trato genital feminino de camundongos 
BALB/c mediante a administração de vetores adenovirais expressando a 
proteína Gag de HIV-1. Diferentes protocolos de imunização utilizando vetores 
adenovirais símios foram avaliados quanto à indução de resposta imune celular 
Gag-específica em tecidos sistêmicos e de mucosas. A imunização por via 
intranasal induziu baixa frequência de células T CD8+ Gag-específicas no trato 
genital e em tecidos sistêmicos. A imunização por via intramuscular foi capaz 
de induzir frequência de células T CD8+ Gag-específicas de maior magnitude do 
que a administração por vias de mucosa, sendo esta resposta detectada em 
diversos tecidos, inclusive no trato genital feminino, por ao menos um ano após 
a administração da vacina. As células T CD8+ Gag-específicas de origem genital 
apresentaram elevada expressão de diversos marcadores de ativação celular e 
secretaram IFN-γ. A administração intramuscular do vetor adenoviral alterou 
também a frequência e o fenótipo de células T CD4+ e CD8+ de origem genital. 
Foi observado que apesar de anticorpos neutralizantes representarem a principal 
forma de interferência da imunidade pré-existente ao vetor vacinal na indução 
de células transgene-específicas em tecidos sistêmicos e sangue, no tecido 
mucoso esta situação é provavelmente também mediada por mecanismos 
celulares. Em conjunto, estes resultados sugerem que a administração 
intramuscular de vetores adenovirais símios expressando a proteína Gag de 
HIV-1 induz resposta imune celular transgene-específica capaz de residir no 
trato genital feminino por longos períodos, sendo que esta resposta pode ser 
alterada pela presença de imunidade pré-existente contra o vetor vacinal.  
 
Descritores: Vacinas; HIV-1; Adenovírus recombinante; Imunidade celular; 
Imunidade de mucosas; Trato genital.  
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ABSTRACT 
 
HAUT, L. H. Immune responses against HIV-1 Gag at the murine 
female genital tract upon administration of recombinant adenoviral 
vectors. 2010. 145 p. Tese (Doutorado) – Programa de Pós-graduação 
em Biotecnologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Santa 
Catarina. 
 

AIDS is a major public health concern worldwide and it is presently 
understood that only a vaccine capable of controlling or clearing the initial 
infection could control the HIV epidemic. Several strategies have been 
developed in order to obtain a vaccine against HIV, including the use of 
recombinant viral vectors. Most studies have focused on the induction of 
systemic immunity although it is believed that immune responses against HIV 
should reside at the mucosal ports of entry. In the present study, we evaluated 
the induction of HIV-specific T cells at the genital tract upon administration of 
adenoviral vectors expressing the Gag protein of HIV-1. Prime-boost regimens 
using vectors based on simian serotypes of adenovirus were evaluated for the 
induction of Gag-specific cellular immune responses in systemic and mucosal 
tissues. Intranasal or intravaginal immunization induced only low frequencies of 
Gag-specific CD8+ T cells in the genital tract as well as systemic compartments. 
Conversely, intramuscular immunization induced higher and more sustained 
frequencies of Gag-specific CD8+ T cells than mucosal routes, with frequencies 
of these cells being detected at least one year after immunization. Gag-specific 
CD8+ T cells of genital origin showed expression of cellular activation markers 
and secreted IFN-γ. Viral vectors given through the intramuscular route also 
altered the frequency and phenotype of genital CD4+ and CD8 T+ cells. It was 
observed that AdHu5-specific antibodies interfere with the induction of 
transgene product-specific CD8+ T cell responses in systemic compartments, 
while mechanisms other than antibodies seem to affect those that home to the 
genital tract. Results presented here suggest that intramuscular immunization 
with adenoviral vectors expressing HIV-1 Gag induces transgene-specific 
cellular immune responses that reside long-term in the murine female genital 
tract, and that this response can be influenced by pre-existing immunity to the 
vaccine carrier.      
 
Keywords: Vaccines; HIV-1; Recombinant adenovirus; Cellular immunity; 
Mucosal immunity; Genital tract.   
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1 INTRODUÇÃO 
 
Logo após a identificação, em 1983, do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) como agente causador da Síndrome de 
Imunodeficiência Adquirida (AIDS), a secretária do Serviço de Saúde 
Humana dos Estados Unidos Margaret Heckler anunciou que uma 
vacina preventiva contra o vírus estaria disponível em cerca de 2 anos 
(WALKER; BURTON, 2008). Entretanto, até o presente momento, 
várias formulações vacinais contra HIV-1 foram avaliadas em ensaios 
clínicos de fase I mas poucas progrediram para ensaios de larga escala. 

Apesar da pandemia de HIV-1 apresentar tendência de 
estabilização, estima-se que 33.4 milhões de indivíduos estejam 
atualmente infectados com o vírus (UNAIDS, 2009). Em 2008, foram 
registrados 2,7 milhões de novas infecções, sendo que mais de 70% dos 
casos ocorreram na África Sub-saariana (UNAIDS, 2009). Segundo o 
Ministério da Saúde, o Brasil possui 630 mil soropositivos, sendo que 
35 mil novos casos foram diagnosticados em 2008 (MINISTÉRIO DA 
SAÚDE, 2009). Santa Catarina é o terceiro estado da Federação em 
casos cumulativos de infecções por HIV, sendo que Florianópolis é a 
segunda capital brasileira em número de novos casos diagnosticados por 
habitante (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009).  

A alta capacidade de mutação e recombinação que o HIV 
apresenta, principalmente nas regiões hipervariáveis dos genes que 
codificam as glicoproteínas de superfície, levou à emergência de 
diversas linhagens virais, classificadas de acordo com tipo, grupo e 
subtipo (RAMBAUT et al., 2004). Dois tipos de vírus foram 
identificados: HIV-1 e HIV-2. O vírus responsável por causar AIDS na 
maior parte da África ocidental é denominado HIV-2, encontrado quase 
que exclusivamente naquele continente, possuindo menor incidência na 
Europa e Ásia. HIV-1 tem ampla distribuição mundial, sendo 
classificado em três grupos: M, N e O. O grupo M está amplamente 
distribuído pelo mundo, sendo dividido em nove subtipos, designados de 
A-D, F-H, J e K. No Brasil, como nos Estados Unidos e Europa, o 
subtipo B é responsável pelo maior número de infecções 
(KOMNINAKIS et al., 2007). O vírus pode ainda sofrer processo de 
recombinação dando origem às formas recombinantes circulantes, 
responsáveis por pelo menos 15% das infecções em determinadas 
regiões do globo (RAMBAUT et al., 2004).  

Apesar de haver a disponibilidade de tratamento por meio da 
utilização de terapia antiretroviral altamente ativa, o custo destes 
fármacos, bem como os efeitos adversos por eles induzidos, a 
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emergência de resistência viral aos medicamentos e seus complexos 
esquemas terapêuticos dificultam sua utilização em países menos 
desenvolvidos, que são atingidos mais drasticamente pela epidemia 
(MARTINEZ-PICADO et al., 2000;  ROSENBERG et al., 2000). 
Considerando a modesta eficácia de tratamentos disponíveis e a 
manutenção de reservatórios virais, a pandemia do HIV provavelmente 
só será controlada quando for desenvolvida uma vacina eficaz, capaz de 
prevenir ou controlar a infecção viral (BHARDWAJ; WALKER, 2003) 

 
1.1 Vírus da imunodeficiência humana 

O HIV é um vírus envelopado, pertencente à família 
Retroviridae, incluído no grupo dos lentívírus devido ao curso gradual 
da doença que causa. Cada partícula viral contém duas cópias de fita 
simples de RNA, com aproximadamente 10 mil nucleotídeos 
(SLEASMAN; GOODENOW, 2003). O envelope viral, de natureza 
bilipídica e derivado da membrana plasmática da célula hospedeira, 
possui um complexo trimérico composto por duas glicoproteínas não-
covalentemente associadas: gp120, presente na porção externa do 
complexo glicoprotéico, e gp41, proteína transmembrânica, inserida no 
envelope viral. Este complexo apresenta-se como uma saliência do 
envelope viral, sendo composto por três monômeros de gp120, cada um 
associado a uma subunidade de gp41 (HARTLEY et al., 2005).  

No interior do envelope viral estão contidas três proteínas 
estruturais: p24, p16 e p9 (SLEASMAN; GOODENOW, 2003). A p16 é 
uma proteína de matriz e está ancorada à face interna do envelope, 
enquanto a p24 forma o capsídio cônico, que contém em seu interior o 
genoma viral e as enzimas virais (transcriptase reversa, integrase e 
protease). A p9 é uma proteína do capsídio não-covalentemente 
associada ao RNA viral. O genoma viral é composto por 9 genes 
ladeados por longas sequências terminais repetitivas (LTRs), necessárias 
à integração do vírus e servindo como sítios de ligação para proteínas 
regulatórias da expressão de genes virais. Os três genes principais dos 
retrovírus são gag, pol e env. O gene gag codifica as proteínas 
estruturais do capsídio, sendo condutor do processo de organização de 
novas partículas virais (FREED, 1998). O gene env contém a seqüência 
para síntese das glicoproteínas de superfície e pol é responsável pelas 
enzimas virais. O HIV possui ainda os gene acessórios tat, rev, nef, vpu, 
vpr e vif, que codificam seis proteínas regulatórias que agem em 
inúmeros processos virais, como regulação da transcrição gênica, 
transporte intracelular de componentes virais e mecanismos de escape 
viral (SLEASMAN; GOODENOW, 2003).  
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Após a entrada do HIV no hospedeiro, a infecção de células-
alvo é iniciada pela interação entre uma ou mais subunidades de gp120 
com a molécula CD4, que é expressa em linfócitos T CD4+, células 
dendríticas, macrófagos e monócitos (MOSIER, 2009). Em seguida, 
ocorre interação com os receptores de quimiocinas CCR5 ou CXCR4, os 
quais atuam como co-receptores para o vírus (MOSIER, 2009). Esta 
associação resulta em uma alteração conformacional que expõe a gp41 e 
induz sua ligação ao heparan-sulfato presente na superfície celular. A 
porção amino-terminal hidrofóbica da gp41 é então inserida na 
membrana plasmática da célula, iniciando assim a fusão do envelope 
viral à membrana celular (WYATT; SODROSKI, 1998). Após a entrada 
na célula, o capsídio libera o genoma e as enzimas virais no citoplasma. 
O RNA viral é transcrito em DNA complementar (cDNA) por ação da 
transcriptase reversa (RT), utilizando um RNA transportador de lisina 
como iniciador, enquanto a atividade da ribonuclease II associada à RT 
promove a degradação do RNA viral. O cDNA recém-sintetizado, 
juntamente com enzimas virais e fatores celulares, é transportado para o 
núcleo por processo dependente de actina e microtúbulos. O cDNA viral 
pode integrar-se à cromossomo da célula hospedeira ou sofrer 
circularização, permanecendo como complexo de pré-ativação não-
integrado no núcleo celular (WARRILOW; TACHEDJIAN; HARRICH, 
2009). 

A forma de persistência viral mais comumente encontrada em 
indivíduos infectados é a latência viral pós-integração. O material 
genético viral é integrado no genoma da célula hospedeira, por meio do 
uso de fatores celulares como emerina (JACQUE; STEVENSON, 2006) 
e proteína LEDGF (LLANO et al., 2006) em uma reação catalisada pela 
enzima integrase (MITCHELL et al., 2004). Esta reação envolve a 
ligação covalente entre os LTRs que flanqueiam o cDNA viral e o 
cromossomo da célula hospedeira. Após integração, a porção 5’LTR age 
como promotor eucariótico, enquanto a porção 3’LTR atua como sítio 
de terminação e poliadenilação (GUNTAKA, 1993). Por estar integrado 
ao genoma celular, o cDNA viral é estável e o ciclo de replicação viral é 
iniciado quando a célula hospedeira é ativada (COIRAS et al., 2009).  

Mediante ativação da célula hospedeira, fatores transcricionais 
celulares e virais são capazes de iniciar a transcrição do cDNA viral, 
produzindo várias cópias de RNA mensageiro (mRNA) (RAMIREZ DE 
ARELLANO; SORIANO; HOLGUIN, 2005). Estes transcritos dirigem 
a síntese das proteínas regulatórias necessárias à replicação viral. A 
proteína viral Tat liga-se ao terminal 5’ da sequência de DNA, 
aumentando a taxa de transcrição do material genético viral, enquanto a 
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proteína Rev exporta para o citoplasma tanto o mRNA parcialmente 
processado para a síntese de polipeptídeos, quanto o mRNA não-
segmentado que constitui o material genético das novas partículas virais. 
Os polipeptídeos sintetizados são posteriormente clivados pela enzima 
protease dando origem às proteínas virais. Após este processo, há 
tráfego de componentes virais para organização e posterior liberação de 
novas partículas virais, processo este coordenado e regulado por 
interações entre proteínas virais e fatores celulares. Novas partículas 
virais brotam da célula hospedeira em processo dependente de energia 
que envolve fatores celulares não identificados (BENAROCH et al., 
2010). 
 
1.2 Infecção de mucosas por HIV-1 

A transmissão do HIV pode ocorrer através de relação sexual 
desprotegida, uso de hemoderivados, compartilhamento de seringas e 
pela via materno-fetal durante o parto ou amamentação. A infecção por 
mucosas, atualmente responsável por mais de 80% dos contágios, ocorre 
pela mucosa cervicovaginal e retal (KOZLOWSKI; NEUTRA, 2003) e 
prepúcio e/ou epitélio uretral (GIRARD; HABEL; CHANEL, 1999).  

Superfícies mucosas são os locais de entrada do vírus, de 
replicação e amplificação inicial, bem como de início da depleção de 
células T CD4+ (VEAZEY et al., 1998). O HIV pode ser transmitido 
como vírion ou associado à células provenientes de indivíduos 
infectados. Partículas virais livres ou liberadas por células infectadas 
interagem com células epiteliais e alcançam o tecido submucoso por 
diferentes mecanismos, incluindo endocitose, transcitose, infecção 
produtiva ou penetração através de espaços entre células que formam a 
barreira epitelial (HLADIK; MCELRATH, 2008). No caso de partículas 
virais associadas à células, é possível que o vírus seja transportado para 
linfonodos do hospedeiro por células infectadas de origem do doador 
(PHILLIPS et al., 1998). 

Na ausência de ruptura da mucosa devido a trauma, as rotas 
propostas para a entrada do HIV na lâmina própria são as células M, 
células dendríticas e células epiteliais (STAHL-HENNIG et al., 1999). 
Acredita-se que as células M, células epiteliais especializadas da mucosa 
intestinal, capturem e transportem o vírus para o tecido linfóide 
associado à mucosa. Alternativamente, células dendríticas podem 
auxiliar na disseminação do vírus pela sua capacidade de trafegar entre 
células epiteliais. As partículas virais podem se fixar através da gp120 à 
DC-SIGN, uma molécula de adesão específica de células dendríticas, 
sendo o vírus então transportado na superfície celular e sendo a infecção 
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de células susceptíveis promovida através do contato célula-célula 
(GEIJTENBEEK et al., 2000). Células epiteliais possuem o receptor 
galactosilceramida, o qual pode ser utilizado pelo vírus para realizar 
transcitose e assim alcançar a lâmina própria (BELYAKOV; 
BERZOFSKY, 2004).  

Células de langerhans presentes na mucosa genital expressam 
as moléculas CD4 e CCR5 e estão acessíveis ao vírus (SAIDI et al., 
2007). Apesar destas células apresentarem dendritos que podem 
estender e retrair entre espaços celulares, atingindo o epitélio e 
possibilitando interação com partícula de HIV na superficie mucosa, 
ainda é controverso se este tipo celular é realmente infectado pelo HIV. 
Curiosamente, o vírus escapa do reconhecimento por langerina em 
células de Langerhans vaginais, resultando na localização do vírus em 
compartimentos endocíticos e aumentando assim a taxa de disseminação 
viral  (DE WITTE et al., 2007).  

Independente da via de entrada, partículas virais cruzam a 
barreira mucosa em 2-6 horas e a infecção é disseminada localmente nos 
primeiros três a seis dias, quando células dendríticas, macrófagos e 
células T CD4+ contendo partículas virais migram para tecidos linfóides 
regionais (POPE; HAASE, 2003). Este processo pode ocorrer mais 
rapidamente se houver ulceração, trauma ou inflamação do tecido 
mucoso, infeccções adicionais ou exposição a altas cargas virais. O 
contato entre células carreadoras de partículas virais e células 
susceptíveis à infecção nos centros germinativos de tecidos linfóides 
leva a uma taxa de replicação viral expressiva nos quatorze dias após a 
exposição. A primeira linha de defesa é constituída por componentes do 
sistema imune inato e mecanismos antivirais, como a liberação de 
interferon (IFN). A resposta inflamatória local provocada pela infecção 
auxilia na replicação viral, levando à disseminação da infecção para 
órgãos e tecidos linfóides distais do local de infecção inicial 
(SLEASMAN; GOODENOW, 2003). Disseminação sistêmica ocorre de 
seis a vinte e cinco dias, com dispersão viral ocorrendo provavelmente 
pelo transporte do vírus pelas APCs para tecidos linfóides, onde células 
T CD4+ são infectadas (HU; GARDNER; MILLER, 2000). 

As células T CD4+ do trato gastrointestinal são o alvo primário 
de HIV, sendo o local onde ocorre depleção inicial de células T CD4+ 
(SANKARAN et al., 2005). Este processo talvez se deva a interações 
entre gp120 da partícula viral e integrina α4β7 presente nas células-alvo, 
molécula esta responsável pela migração e retenção de células T na 
mucosa intestinal (CICALA et al., 2009). Esta interação resulta na 
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formação de sinapses célula-célula, aumentando a taxa de distribuição 
do vírus (ARTHOS et al., 2008). Estudos em primatas não-humanos 
(NHP) demonstram que a depleção de células T CD4+ no trato 
gastrointestinal e linfonodos associados resulta em disrupção da barreira 
protetora do intestino, possibilitando a penetração de antígenos 
bacterianos no organismo e posterior distribuição por meio da corrente 
sanguínea (BRENCHLEY; DOUEK, 2008b). Este processo resulta em 
ativação generalizada de células T CD4+, o que promove a disseminação 
do vírus observada na fase aguda por disponibilidade de células-alvo 
ativadas (BRENCHLEY; DOUEK, 2008a). Acredita-se que a prevenção 
da depleção inicial de células T CD4+ no intestino possa preservar a 
barreira mucosa, previnindo a elevada viremia e posterior progressão 
para AIDS (SILVESTRI, 2008). De fato, a velocidade de progressão 
para AIDS tem sido relacionada com a perda de células T CD4+ no trato 
gastrointestinal durante fase aguda, onde a depleção de grandes números 
de linfócitos leva à redução do tempo de incubação viral 
(BRENCHLEY; DOUEK, 2008b). 
 
1.2.1 Trato genital feminino 

HIV é geralmente transmitido pelas vias de mucosa, sendo que 
indivíduos do sexo feminino estão em maior risco de aquisição de 
infecção por exposição do trato genital (TG) ao vírus que indivíduos do 
sexo masculino. Atualmente, mulheres compreendem 60% dos 
indivíduos HIV-positivos, sendo que 30-40% das novas infecções 
ocorrem neste grupo (WIRA; FAHEY, 2008;  UNAIDS, 2009). Este 
fato é de grande importância, visto que o vírus pode ser facilmente 
transmitido por mulheres infectadas para a prole durante gestação, parto 
ou amamentação (MOFENSON, 2010). De fato, estima-se que mais de 
2,2 milhões de infantes tenham sido infectados com HIV devido à 
transmissão vertical (UNAIDS, 2009).  

O TG feminino é um microambiente exposto a uma grande 
variedade de estímulos antigênicos e inflamatórios, associados ao ato 
sexual e à presença constante de microorganismos. Este sistema de 
órgãos é composto externamente pela vulva e cavidade vaginal, 
conectadas sequencialmente ao cérvix uterino, cavidade uterina 
revestida por endométrio, tubas uterinas e ovários (NASU; 
NARAHARA, 2010). O TG inferior, formado pela vagina e ectocérvix, 
é revestido por epitélio escamoso, enquanto epitélio colunar constitui o 
revestimento do TG genital superior, que abrange a região 
compreendida entre o endocérvix e as tubas uterinas.  
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Ao contrário do observado em outros tecidos mucosos, o TG 
feminino não possui tecido linfóide organizado a ele associado (NASU; 
NARAHARA, 2010). Entretanto, é sabido que este aparelho possui 
defesas tanto físicas, como epitélio escamoso ou colunar, movimento 
ciliar e produção de muco, como aquelas conferidas pelo sistema imune 
inato, pela ação de células natural killer e liberação de proteínas, 
citocinas e quimiocinas (WIRA et al., 2005). A resposta imune celular 
na mucosa do TG é mediada por linfócitos intraepiteliais (IELs) que 
estão presentes em grande quantidade nas mucosas, apresentando perfis 
variados e capacidade citolítica e imunorregulatória (HAYDAY et al., 
2001). Acredita-se que estas células estejam envolvidas na proteção 
contra infecções variadas, bem como na manutenção da integridade dos 
tecidos epiteliais. IELs podem ser ativados no próprio epitélio por 
células apresentadoras de antígeno (APCs) ou por células epiteliais 
vizinhas, bem como nos linfonodos ilíacos (LNI), drenantes da cavidade 
vaginal (HAYDAY et al., 2001).  

Apesar do TG feminino não possuir tecido linfóide organizado 
a ele associado, foi demonstrado que a região de transição entre o 
sistema reprodutivo inferior e o superior é um tecido linfóide induzível. 
Durante infecção crônica por algum patógeno ou após administrações 
repetitivas de um mesmo antígeno, é observado acúmulo de IELs 
específicos no epitélio do TG (ARSTILA et al., 2000), formando um 
agregado denso celular que se assemelha a centros germinativos de 
linfonodos (KOBAYASHI et al., 2002). Apesar da retenção de tais 
células no tecido epitelial decair continuamente após a imunização, 
muitas delas são mantidas na lâmina própria e apresentam capacidade de 
retornar rapidamente ao epitélio e desempenhar atividade citolítica em 
resposta à infecções locais (MASOPUST et al., 2001).  

Tem sido proposto que a flutuação hormonal observada durante 
o ciclo menstrual pode tornar o TG feminino especialmente vulnerável à 
infecção por HIV. Fatores envolvendo resposta imune inata e adaptativa 
são suprimidos em torno de dez dias após ovulação, favorecendo a 
infecção de células susceptíveis ao HIV neste período (WIRA; FAHEY, 
2008). As moléculas CD4, CCR5 e CXCR4 são constitutivamente 
expressas na face apical das células epiteliais que revestem a cavidade 
vaginal, sendo expressas de maneira elevada durante a ovulação 
(YEAMAN et al., 2003). A formação de agregados linfóides associados 
ao endométrio durante a fase secretora do ciclo menstrual, associada à 
supressão da atividade de linfócitos citotóxicos no útero e tubas uterinas 
neste mesmo período (WHITE et al., 1997), torna o TG feminino 
especialmente vulnerável ao HIV pela presença aumentada de células-
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alvo concomitante com a diminuição de resposta imune específica 
contra o vírus.   

Apesar do tecido vaginal e ectocérvix serem mais resistentes à 
infecção por possuírem diversas camadas de epitélio escamoso em 
comparação à camada única de epitélio colunar do endocérvix, a maior 
área de contato e possível microabrasão causada pelo ato sexual torna 
aquela região particularmente susceptível à infecção pelo HIV 
(SHACKLETT, 2009). Embora células-alvo para HIV serem abundantes 
e igualmente distribuídas no TG feminino, ainda é necessária uma 
caracterização minuciosa dos outros tipos celulares e processos 
relacionados à resposta imune neste tecido mucoso (SHACKLETT, 
2009). 
 
1.3 Estratégias vacinais contra HIV-1 

Desde a identificação do HIV como agente etiológico da AIDS, 
muitos progressos foram alcançados no entendimento das interações 
entre o vírus e o sistema imune do hospedeiro, o que possibilitou o 
desenvolvimento de terapias antiretrovirais cada vez mais eficazes e 
direcionou a pesquisa de vacinas. Entretanto, os processos envolvidos 
no controle da infecção pelo HIV ainda não foram completamente 
desvendados e até o presente momento, vacinas experimentais testadas 
falharam na indução de proteção contra infecção. 

Relatos sugerem a presença de imunidade protetora natural em 
indivíduos expostos ao vírus e acredita-se que a chave para entender este 
processo está em examinar a pequena parcela de indivíduos resistente à 
infecção ou às suas manifestações (MARMOR et al., 2006). A ausência 
de infecção pelo HIV, apesar de repetidas exposições ao vírus, foi 
observada em profissionais do sexo africanas (FOWKE et al., 1996), 
indivíduos que mantém relações sexuais sem proteção com parceiros 
soropositivos (GOH et al., 1999), infantes nascidos de mães infectadas 
(KUHN et al., 2001), profissionais da saúde com exposição acidental ao 
vírus (PINTO et al., 1995), usuários de drogas injetáveis que 
compartilham agulhas (MAKEDONAS et al., 2002) e hemofílicos 
expostos a sangue contaminado (BARRETINA et al., 2000). Por fim, 
uma pequena proporção (cerca de 5%) de indivíduos soropositivos 
permanece assintomática e mantêm contagens estáveis de células T 
CD4+ por mais de 15 anos após o contágio (WAGNER et al., 1999). 
Estes indivíduos, denominados progressores lentos (LTNP) ou 
controladores de elite, mantêm a competência imunológica no combate à 
viremia por períodos prolongados, apresentando resposta imune celular 
e humoral contra o vírus. 
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Em modelos experimentais, anticorpos contra HIV 
administrados por transferência passiva protegeram NHP contra 
infecção (RUPRECHT et al., 2001) e por este motivo o 
desenvolvimento de vacinas contra o vírus foi inicialmente focado na 
indução de anticorpos contra o proteína viral Env (HOXIE, 2010). 
Entretanto, tem sido infrutífera a indução de anticorpos neutralizantes 
(AcN) por meio de vacinas. Vacinas contendo gp120 recombinante 
foram exaustivamente testadas, mas este tipo de imunógeno demonstrou 
limitada eficácia na indução de imunidade vírus-específica mesmo 
quando administrado em presença de adjuvantes, tanto em chimpanzés 
(BERMAN et al., 1988) quanto em ensaios clínicos de fase III 
(COHEN, 2003). Esforços recentes no desenvolvimento de vacinas 
indutoras de AcN têm se concentrado no desenvolvimento de 
imunógenos que induzem resposta humoral neutralizante semelhante à 
observada em alguns indivíduos infectados, capaz de neutralizar 
variados isolados virais de diferentes subtipos (MASCOLA; 
MONTEFIORI, 2010). Entretanto, as vacinas atuais ainda induzem 
anticorpos com diversidade de reconhecimento limitada, não tendo sido 
possível o desenvolvimento de imunógeno que fosse capaz de 
neutralizar o HIV, impedindo sua entrada na célula.  

Há evidências de que células T são cruciais para o controle da 
infecção pelo HIV e acredita-se que a resistência à infecção observada 
em alguns indivíduos expostos não-infectados ou LTNP seja resultado 
da ação de células T específicas contra o vírus (NORRIS; 
ROSENBERG, 2001). Além disso, o controle da replicação viral e 
soroconversão observadas na fase aguda da infecção por HIV possui 
correlação temporal com o aparecimento de resposta de células T CD8+ 
contra o vírus (PANTALEO; FAUCI, 1995). Considerando o fracasso 
das vacinas tradicionais e o papel da resposta imune celular antiviral no 
controle da replicação de HIV, têm-se pesquisado vacinas que induzam 
a ativação de células T capazes de reconhecer regiões internas, 
conservadas entre isolados virais. Vacinas de DNA e vacinas baseadas 
em vetores virais têm sido extensivamente estudadas com o intuito de 
induzir resposta imune celular contra o HIV. 

A manipulação genética permitiu a modificação de vírus para 
sua utilização como vetores virais recombinantes, método no qual o 
gene de interesse é inserido em um vetor viral, deletado ou não de 
algumas regiões do seu genoma. Inúmeros vírus têm sido 
exaustivamente estudados como vetores virais, incluindo Adenovírus 
(Ad), poxvírus, alphavírus, poliovírus e herpesvírus (SOUZA et al., 
2005). Os vetores com maior sucesso pré-clínico foram vírus da 
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vaccínia Ankara modificado (MVA) e adenovírus humano sorotipo 5 
(AdHu5), sendo que ambos conferiram proteção em NHP desafiados 
com uma quimera SIV/HIV altamente patogênica, denominada 
SHIV89.6 (BAROUCH et al., 2001;  SHIVER et al., 2002). Vários 
estudos utilizam regimes de dose-reforço, possibilitando a utilização de 
menores doses individuais, assim reduzindo a toxicidade relacionada ao 
vetor viral. Estes protocolos geralmente combinam vacinas de DNA ou 
de subunidades com outras modalidades (LIU et al., 2008;  YU et al., 
2008) ou diferentes sorotipos de um mesmo vírus (HAGLUND et al., 
2002;  PINTO et al., 2003).  

 
1.3.1 Adenovírus como vetor vacinal 

Ad têm sido utilizados para vacinação desde a década de 70, 
empregando-se Ad humano sorotipos 4 e 7 atenuados na imunização de 
recrutas norte-americanos contra doença respiratória aguda (TOP et al., 
1971). Como conseqüência dos resultados satisfatórios alcançados neste 
procedimento, bem como por atenderem os requisitos de segurança e 
estabilidade, Ad foram posteriormente considerados na construção de 
vetores virais recombinantes. Desde a década de 80, inúmeros sorotipos 
de Ad, humanos e de outras espécies, têm sido extensivamente avaliados 
tanto como vetores vacinais quanto em terapia gênica para diversas 
enfermidades (VIIALA; LARSEN; RASKO, 2009;  LIU et al., 2010). 
Ad transduzem APCs de forma eficiente e induzem potente resposta 
imune inata (ZHANG et al., 2001;  LANZA et al., 2010), o que 
potencializa a resposta imune adaptativa subsequente. Seu material 
genético não se integra aos cromossomos da célula hospedeira, 
eliminando o risco de mutagênese por inserção, e quando deletados das 
regiões E1 ou E4 não há temores quanto à transmissão horizontal 
(BANGARI; MITTAL, 2006). 

Ad pertencem à família Adenoviridae e têm sido isolados de 
grande variedade de espécies animais. Atualmente, são agrupados em 
quatro gêneros de acordo com sua organização genômica, propriedades 
sorológicas e crescimento em cultura celular (BANGARI; MITTAL, 
2006). O gênero Mastadenovirus é responsável pela infecção de 
diversos mamíferos, sendo que Ad que infectam seres humanos são 
classificados em 6 subgrupos de A a F. Membros do gênero 
Aviadenovirus infectam aves, enquanto o gênero Atadenovirus consiste 
de um grupo de vírus isolados de ovinos, bovinos e algumas aves 
(BANGARI; MITTAL, 2006). Recentemente foi proposto um quarto 
gênero, denominado Siadenovirus, que engloba vírus isolados de 
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anfíbios e outros invertebrados (DAVISON; BENKO; HARRACH, 
2003). 

Ad são vírus líticos, não-envelopados, icosaédricos, com 70 nm 
de diâmetro (PINTO; ERTL, 2002). O capsídeo de Ad consiste em três 
proteínas principais, denominadas hexon, penton e fibra, além de cinco 
proteínas adicionais (PARKS, 2005). Um total de 240 hexons formam a 
maior parte da estrutura do capsídeo, enquanto 12 vértices consistem em 
bases penton ligadas a fibras (SUMIDA et al., 2005). O genoma viral é 
constituído por DNA linear dupla-fita, com cerca de 35 mil nucleotídeos 
divididos em dois grupos. Regiões early (E) do genoma codificam os 
chamados eventos precoces, que podem ocorrer antes da replicação do 
material genético e atuam regulando a transcrição. Regiões late (L) são 
responsáveis pelos eventos que ocorrem durante ou após a replicação do 
genoma viral e sintetizam a maior parte das proteínas estruturais. Três 
regiões do genoma, consideradas não-essenciais para a viabilidade viral, 
são utilizadas para a inserção de material genético exógeno. Ad 
recombinantes do gênero Mastadenovirus podem ser obtidos pela 
deleção das regiões E1, E3 ou E4, ou através de dupla deleção para 
grandes insertos (SOUZA et al., 2005). Uma vez que as regiões E1 e E4 
são necessárias para a replicação viral, mutantes destes genes resultam 
em partículas replicantes-incompetentes, consideradas seguras para 
administração e expressão de genes in vivo. Vírus E1-deletados são 
facilmente propagados em cultura celular, pela utilização de células 
complementares que expressam o produto do gene deletado E1 (PINTO; 
ERTL, 2002). 

Na via clássica de infecção, Ad interagem com receptor na 
superficie celular e induzem endocitose mediada por vesículas de 
clatrina (ZIELLO; HUANG; JOVIN, 2010). Este processo pode ocorrer 
por duas vias: interação de alta afinidade do hexon com receptor de 
Coxsackie e Adenovirus ou por ligação de penton à integrina na célula 
hospedeira. Após endocitose, o baixo pH do endossomo induz alterações 
no capsídeo viral que resultam na lise da bicamada lipídica e escape 
viral para o citosol (MUDHAKIR; HARASHIMA, 2009). Através de 
interação entre o capsídeo viral e dineína celular, a partícula viral é 
translocada para o núcleo por meio da rede de microtúbulos, onde o 
capsídeo é liberado por associação estável com proteínas nucleares 
(LEOPOLD; CRYSTAL, 2007). O material genético viral então 
permanece como DNA circular não-integrado ao genoma da célula 
hospedeira.  

AdHu5 recombinante, deletado da região E1, induz potente 
resposta imune celular e humoral e por este motivo tem sido 
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considerado como um dos principais candidatos para uma vacina contra 
grande quantidade de patógenos, incluindo HIV-1 (SOUZA et al., 2005;  
LASARO; ERTL, 2009). A maioria dos Ad recombinantes utilizados 
como vacina anti-HIV tem sido construída com o gene codificador da 
proteína Gag, pois esta é um alvo primário de células T CD8+ em 
indivíduos não-progressores (LETVIN, 2005). Dada a relativa 
conservação das proteínas estruturais internas, tais como Gag, estes 
antígenos representam um conjunto de prováveis alvos de 
reconhecimento para células T, além de terem sido associados à relatos 
de imunidade cruzada entre os diferentes subtipos de HIV. Por este 
motivo, tem-se dado bastante atenção ao desenvolvimento de vacinas 
visando a indução de células T capazes de reconhecer proteínas internas 
do HIV. Uma vacina baseada em AdHu5 contendo o gene gag do SIV 
foi capaz de induzir proteção em NHP contra desafio de uma cepa de 
SHIV virulenta, bem como proporcionou controle mais eficiente da 
carga viral e manutenção das contagens de células T CD4+ quando 
comparada com vacinas de DNA ou vetores poxvirus (SHIVER et al., 
2002). O ensaio clínico STEP, que utilizou o vetor AdHu5 expressando 
gag, pol e nef de HIV-1, foi a primeira vacina indutora de resposta 
imune celular a ser submetida à ensaio clínico de eficácia contra HIV 
(BUCHBINDER et al., 2008). 

Entretanto, humanos são infectados por sorotipos comuns de Ad 
desde o início da vida e possuem AcN contra este vírus. Esta imunidade 
pré-existente contra o vetor é capaz de reduzir a expressão do transgene 
em NHP, limitando a eficácia da imunização em animais que possuem 
anticorpos contra o vetor (ZAISS et al., 2009). Acredita-se que 40% a 
75% da população mundial possua AcN contra AdHu5 (CHIRMULE et 
al., 1999;  VOGELS et al., 2003). No Brasil, a soroprevalência de AcN 
contra AdHu5 é de 70% (ERSCHING et al., 2010), sendo que na África 
Sub-sahaariana, região com maior índice de infecções pelo HIV, a 
população com altos títulos destes anticorpos chega a cerca de 90% 
(SUMIDA et al., 2005). Na presença de anticorpos contra o vetor, há 
aumento de sequestramento do complexo vírus-anticorpo por APCs por 
interações de seus receptores para a porção constante de anticorpos 
(ZAISS et al., 2009). Apesar da presença aumentada de partículas virais 
no interior celular, este processo resulta na destruição da partícula viral e 
menor taxa de expressão do transgene devido à ativação e maturação de 
APCs por estimulação de mecanismos intracelulares (MERCIER et al., 
2004;  ZAISS et al., 2009). 

Para evitar esta interferência e preservar as vantagens da 
utilização de Ad recombinantes, diferentes abordagens têm sido 
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empregadas. Uma delas consiste na modificação de epítopos de 
superfície reconhecidos por AcN, através da substituição das regiões 
hipervariáveis do hexon de AdHu5, onde reside a maioria das diferenças 
entre sorotipos (CRAWFORD-MIKSZA; SCHNURR, 1996), por 
correspondentes provenientes de  sorotipos que pouco circulam nas 
populações humanas (ROBERTS et al., 2006). Esta modificação permite 
a substituição das regiões reconhecidas por AcN sem perturbação da 
estrutura do capsídeo, preservando assim a estabilidade da partícula 
viral. Uma segunda abordagem consiste na construção de vetores a 
partir de novos sorotipos de Ad, entre eles sorotipos humanos de baixa 
prevalência como AdHu11 e AdHu35 (THORNER et al., 2006;  LIU et 
al., 2008), ou adenovírus símios (AdC), que não circulam em 
populações humanas e não compartilham epítopos com sorotipos 
humanos (XIANG et al., 2002).  

Nosso grupo tem desenvolvido vetores adenovirais baseados em 
sorotipos isolados de chimpanzés (FARINA et al., 2001). Estes AdC são 
classificados filogeneticamente dentro dos sorotipos humanos (RUX; 
KUSER; BURNETT, 2003), possuindo similar organização genética e 
funcional (TATSIS; ERTL, 2004;  HENSLEY et al., 2005). Apesar 
destas similaridades, a taxa de neutralização de AdC por AcN gerados 
em infecção com Ad humanos é baixa. Nove sorotipos de AdC são 
conhecidos, os quais transduzem de forma eficiente células humanas em 
cultura (BANGARI; MITTAL, 2006). Foram construídos vetores 
derivados de 5 isolados: AdC1, AdC5, AdC6, AdC7 e AdC68 
(FITZGERALD et al., 2003;  PINTO et al., 2003;  TATSIS; ERTL, 
2004;  TATSIS et al., 2007a). Estes Ad estão agrupados em 3 sorotipos 
distintos e estão incluídos no subgrupo E por homologia de sequência ao 
sorotipo humano 4, com exceção de AdC1, pertencente ao subgrupo B 
(HAUT; ERTL, 2009). AdC5 e AdC7 pertencem ao mesmo sorotipo e 
possuem neutralização cruzada; AdC7 e AdC68 são intimamente 
relacionados e possuem neutralização cruzada parcial quando em 
presença de altos títulos de AcN.  

Os vetores AdC foram desenvolvidos por meio de deleção da 
região E1 de seus genomas e posterior inserção do gene que codifica a 
forma truncada da proteína p37 de Gag (p16 e p24) do HIV-1, sob 
controle de promotor viral proveniente de citomegalovírus. Os vetores 
resultantes, denominados AdC6gag e AdC68gag, foram capazes de 
induzir resposta imune celular quando administrados em camundongos 
por via intramuscular (i.m.) (FITZGERALD et al., 2003;  PINTO et al., 
2003), via oral (PINTO et al., 2004) e via intravaginal (i.vag.) (DE 
SOUZA et al., 2007). Ensaios em NHP também demonstraram a 
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habilidade de vetores símios na indução de resposta imune celular 
(REYES-SANDOVAL et al., 2004;  TATSIS et al., 2009). A resposta 
imune induzida por AdC pode ser aumentada com a utilização de 
reforço com sorotipo distinto, vacinas de DNA ou vetores virais 
preparados a partir de diferentes vírus (FITZGERALD et al., 2003;  
PINTO et al., 2003;  REYES-SANDOVAL et al., 2004;  MCCOY et al., 
2007). 

Ensaios de imunogenicidade em roedores, NHP e seres 
humanos demonstraram que Ad induzem frequências de células T CD8+ 
e que essa resposta é sustentada (FEINBERG; MOORE, 2002;  
SHIVER; EMINI, 2004), possivelmente pela persistência do vetor em 
baixos níveis (TATSIS et al., 2007b). Durante persistência, Ad 
permanecem transcricionalmente ativos, resultando em ativação 
constante de células T e assim diminuindo a contração da população de 
células específicas observada ao final da fase efetora. Esta situação pode 
apresentar vantagens por manter células efetoras circulantes; entretanto, 
a presença constante de células T ativadas pode retardar o 
desenvolvimento de células T de memória (HAUT; ERTL, 2009).  
 
1.3.2 Protocolos vacinais de dose-reforço 

Diferentes estratégias têm sido avaliadas com o objetivo de 
induzir resposta imune celular contra HIV-1. Muitas pesquisas foram 
realizadas com o intuito de melhorar a eficácia das vacinas existentes; 
atualmente, é realizada administração combinada de iguais ou distintas 
classes de vacinas. Estes protocolos, denominados prime-boost ou dose-
reforço, consistem na administração de uma dose inicial de vacina 
seguida por dose de reforço, sendo capazes de induzir resposta imune de 
forma mais eficiente quando comparados à regimes de aplicação única 
(LI et al., 1993). Nestes protocolos de dose-reforço podem ser 
empregadas combinações de diferentes sistemas de expressão 
codificantes para os mesmos epítopos de um determinado antígeno, 
possibilitando o desenvolvimento de resposta imune celular e/ou 
humoral contra um determinado patógeno (FALKENSAMMER et al., 
2009;  TATSIS et al., 2009). 

Apesar de muitas classes de vacinas serem capazes de induzir 
resposta imune, nem todas são efetivas como dose de reforço. Resposta 
primária ao antígeno requer indução de células T que persistam como 
células de memória e determina a habilidade da segunda dose em 
recrutar a resposta imune adaptativa. Em geral, vacinas de DNA, 
proteínas e lipopeptídeos são eficientes na primeira dose, mas ineficazes 
como agentes de reforço. Vírus recombinantes e atenuados são capazes 
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de induzir resposta imune específica em qualquer das duas doses se 
utilizados em protocolos heterólogos. Acredita-se que este perfil distinto 
de resposta à vacina seja efeito de imunodominância do transgene em 
relação às proteínas do vetor viral (DUNACHIE; HILL, 2003). A dose 
de reforço utilizando vetor viral distinto da primeira dose de vacina pode 
resultar em aumento da resposta imune adaptativa contra o transgene, 
enquanto induz resposta primária às proteínas do vetor viral. Desta 
forma, a utilização de um carreador altamente imunogênico e heterólogo 
na dose de reforço favorece a amplificação da resposta imune transgene-
específica em detrimento da resposta imune contra o carreador 
(DUNACHIE; HILL, 2003). 

Considerando vetores virais, a administração do vetor na dose 
inicial leva ao desenvolvimento de imunidade não só contra o transgene, 
mas também contra componentes protéicos da partícula viral (NAYAK; 
HERZOG, 2010). Acredita-se que mediante utilização de uma segunda 
dose do mesmo vetor, ou seja, dose-reforço homólogo, a imunidade 
gerada na primeira administração poderia neutralizar a partícula viral 
antes da expressão da proteína de interesse. Protocolos de dose-reforço 
utilizando administração de diferentes vetores seriam capazes de 
amplificar a resposta gerada contra o trangene na primeira aplicação, 
sem a interferência da imunidade pré-existente contra o vetor. Essa 
abordagem de imunização sequencial empregando diferentes vetores é 
conhecida como dose-reforço heterólogo, sendo capaz de induzir 
frequências superiores de células transgene-específicas quando 
comparada à protocolos utilizando duas doses do mesmo vetor vacinal. 
Um estudo em camundongos utilizando AdC6gag, AdC68gag e 
AdHu5gag em regimes homólogos ou heterólogos demonstrou que 
imunizações consecutivas, utilizando diferentes vetores pela via oral e 
i.m., induzem maior frequência de resposta imune celular que duas 
administrações do mesmo vetor (PINTO et al., 2004). AdC6gag, 
AdC7gag e AdHu5gag foram utilizados em NHP em um regime de 
vacinação i.m. de dose-reforço heterólogo de três doses, demonstrando 
que esses vetores são capazes de induzir células transgene-específicas 
quando administrados por via i.m., ultrapassando as barreiras de 
imunidade pré-existente contra AdHu5 (REYES-SANDOVAL et al., 
2004). 

A vantagem da utilização de protocolos de dose-reforço na 
indução de resposta imune específica contra HIV foi observada em um 
ensaio clínico recente (RERKS-NGARM et al., 2009). Neste ensaio, 
foram empregadas duas classes de vacinas que falharam previamente em 
regime de administração única: vetor viral canarypox expressando gag, 
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pol e nef (ALVAC-HIV), seguido de reforço com gp120 bivalente 
(AIDSVAX). Neste estudo, o protocolo vacinal demonstrou eficácia 
modesta, sendo insuficiente para o licenciamento da vacina, porém 
sugerindo que o desenvolvimento de uma vacina contra infecção por 
HIV pode ser possível (RERKS-NGARM et al., 2009). Este estudo é 
interessante por demonstrar que duas classes de vacinas que falharam 
em ensaios de eficácia quando administradas individualmente podem 
conferir resultados promissores quando consideradas dentro de um 
mesmo regime vacinal, demonstrando o efeito sinérgico de resposta 
imune humoral e celular no combate à infecção. 
 
1.3.3 Imunização por vias mucosas 

O sistema imune de mucosas é responsável pela mediação da 
relação entre o hospedeiro e microorganismos, tais como bactérias e 
fungos, e forma a primeira linha de defesa física e imunológica contra 
patógenos invasores (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). O tecido 
linfóide associado à mucosa compreende os linfócitos do epitélio e da 
lâmina própria, sendo não só o alvo primário na maioria das infecções 
virais ou bacterianas, mas também um grande reservatório para a 
persistência de alguns vírus (DOUEK; PICKER; KOUP, 2003). O 
tecido linfóide associado à mucosa nasal (NALT) é o principal tecido 
linfóide associado à mucosa do trato respiratório de roedores, sendo 
drenado por linfonodos cervicais. É composto por células linfóides e 
apresenta pequenos folículos, altamente irrigados por vasos linfáticos e 
vênulas endoteliais, além de células dendríticas e macrófagos 
(ASANUMA et al., 1997). Além do seu papel na defesa do trato 
respiratório superior e inferior, o sistema linfóide nasal coopera com o 
sistema imune sistêmico e influencia a resposta imune em sítios de 
mucosa distais, como intestino, ouvidos, cavidade oral, trato 
gastrointestinal e urogenital. Desta forma, é compreensível que o NALT 
também possua um papel crucial na defesa destes tecidos adjacentes. De 
fato, a mesma subpopulação de células CD3lowCD45R/B220low têm sido 
identificada como reguladora de funções efetoras tanto no NALT 
(ASANUMA et al., 1997) como no trato gastrointestinal (BARRETT et 
al., 1992) e TG (JOHANSSON; LYCKE, 2003).  

O sistema imune de mucosa possui desenvolvimento 
independente do sistema imune sistêmico. Como maior conseqüência 
deste fato, é tradicionalmente postulado que somente a resposta imune 
iniciada em sítios de mucosa pode levar à imunidade efetiva nestes 
tecidos (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). Sendo assim, estratégias 
vacinais baseadas na administração de antígenos por vias de mucosa têm 
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sido desenvolvidas para prevenir doenças causadas por agentes 
infecciosos que utilizam sítios mucosos como porta de entrada. Como a 
grande parte das novas infecções com HIV ocorre pela mucosa do trato 
reprodutivo ou intestinal, acredita-se que vacinas capazes de proteger 
contra HIV devam induzir imunidade persistente em tecidos mucosos 
(BELYAKOV; BERZOFSKY, 2004). A aplicação de antígenos no 
tecido mucoso foi capaz de induzir resposta de células T CD8+ contra 
HIV-1 em tecidos linfóides sistêmicos e de mucosa em camundongos, 
enquanto imunizações por via parenteral estimularam 
predominantemente resposta imune celular em tecidos sistêmicos 
(BELYAKOV et al., 1998;  BERZOFSKY; AHLERS; BELYAKOV, 
2001). Com o intuito de induzir imunidade nas mucosas contra diversa 
gama de patógenos, grande variedade de vias de administração têm sido 
testadas, tais como imunização intra-retal (BELYAKOV et al., 1998), 
oral (PINTO et al., 2004), intranasal (i.n.) (PORGADOR et al., 1997) e 
i.vag. (KWANT; ROSENTHAL, 2004). 

A imunização i.n. é capaz de induzir não somente imunidade 
local no trato respiratório, mas também em sítios de mucosa distais, tais 
como trato reprodutivo feminino (MESTECKY; RUSSELL, 2000). 
Diversos estudos demonstram a indução de resposta imune no TG contra 
diversos antígenos após imunização i.n. (RUSSELL, 2002;  
YOSHIZAWA et al., 2003;  BURKE; WEN; KING, 2004;  MILLIGAN 
et al., 2004;  JIANG et al., 2005). Entretanto, a situação contrária não é 
observada; imunização i.vag. induz imunidade no trato reprodutivo 
feminino, mas falha na indução de resposta em tecidos adjacentes 
(HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). Embora a dispersão da resposta 
imune celular induzida pela aplicação de antígenos na mucosa vaginal 
seja restrita, a presença de células T HIV-específicas neste tecido é 
crucial para o controle inicial da maior parte das novas infecções por 
HIV.  

Um grande número de estudos têm sido realizados em NHP 
para avaliar a indução de resposta imune específica contra HIV-1 
mediante imunização por vias de mucosa. Estes estudos fazem uso de 
diferentes classes de vacinas em protocolos de dose-reforço, na sua 
maioria utilizando vetores virais conjuntamente com vacinas de DNA ou 
proteínas recombinantes, comumente administrados por via i.n., 
oral/intra-traqueal ou retal (JIANG et al., 2005;  FALKENSAMMER et 
al., 2009;  VAGENAS et al., 2009). Recentemente, a imunização i.n. 
tem sido a via de mucosa preferencialmente utilizada em ensaios de 
vacinas profiláticas contra HIV, por si só ou em combinação com outras 
vias de administração. A administração de vetores adenovirais por vias 
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de mucosa em combinação com vacinas de subunidades resultou na 
indução tanto de resposta imune celular (ZHOU et al., 2007;  HIDAJAT 
et al., 2009) quanto humoral (FALKENSAMMER et al., 2009) contra o 
transgene, sendo que a resposta imune adaptativa detectada apresentou 
correlação com a redução da carga viral após desafio com SIV. Em 
contraste, a administração de AdHu5 recombinante e vacina de DNA 
por via i.m., seguidos de reforço com proteína recombinante pela via 
i.n., não conferiu proteção após desafio com SIV por via retal 
(DEMBERG et al., 2008). Imunização por vias de mucosa foram 
também utilizadas para a avaliação da eficácia de vacinas baseadas em 
vírus atenuados (VAGENAS et al., 2009), vacinas de DNA seguidas de 
reforço com vetor MVA (MANRIQUE et al., 2008;  STOLTE-LEEB et 
al., 2008;  MANRIQUE et al., 2009) ou vacinas de subunidades 
(BARNETT et al., 2008;  WANG et al., 2009), resultando na diminuição 
da carga viral pós-infecção com SIV por via de mucosa. Porém, nestes 
estudos de proteção foram administrados desafios homólogos e por este 
motivo não fornecem informação quanto à proteção contra distintos 
isolados virais.  

   Considerando que a maioria das infecções por HIV e a 
depleção inicial de células T ocorrem em tecidos mucosos, a 
distribuição anatômica da resposta induzida por uma vacina contra HIV 
é crítica. Desta maneira, acredita-se que uma vacina contra HIV deva 
induzir AcN na superficie mucosa, com o intuito de prevenir a infecção, 
e resposta celular na área submucosa, caso o vírus escape da 
neutralização e ultrapasse a camada epitelial. A resposta imune celular 
de memória deve residir na mucosa ou em seus linfonodos drenantes, 
agindo dentro de horas após a infecção. Resposta específica contra HIV, 
presente na porta de entrada do vírus, pode ser decisiva no controle da 
infecção primária, previnindo o estabelecimento de reservatório viral em 
tecidos linfóides e no trato gastrointestinal e consequentemente 
impedindo o estabelecimento da infecção persistente. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 

Avaliar em camundongos BALB/c a indução e estado de ativação de 
células T CD8+ efetoras e de memória Gag-específicas, induzidas pela 
administração intramuscular ou por vias de mucosas de adenovírus 
recombinantes expressando o gene gag de HIV-1. 
 
2.2 Objetivos Específicos 

 Determinar a dose ideal de adenovírus símios recombinantes e a 
cinética de indução de resposta imune celular Gag-específica sistêmica 
e de mucosas, bem como de resposta imune humoral, através da 
administração intranasal do vetor AdC6gag; 

 Avaliar a indução de células T CD8+ Gag-específicas em tecidos 
mucosos e sistêmicos por administração de AdC6gag e AdC68gag 
pelas vias intranasal e intravaginal em esquema de imunização dose-
reforço heterólogo; 

 Determinar a cinética de produção e isotipos de anticorpos contra os 
vetores adenovirais e proteína Gag de HIV-1 após administração de 
vetores adenovirais por vias de mucosa; 

 Avaliar a indução de células T CD8+ Gag-específicas em tecidos 
mucosos e sistêmicos através da administração de AdC6gag e 
AdC68gag pela via intramuscular em esquema de imunização dose-
reforço heterólogo; 

 Determinar o fenótipo de linfócitos T CD8+ Gag-específicos 
provenientes do trato genital feminino após imunização intramuscular 
ou por vias de mucosas; 

 Avaliar a presença e o fenótipo de linfócitos T CD8+ de memória no 
trato genital feminino 1 ano após administração intramuscular de 
vetores adenovirais símios; 

 Avaliar o efeito da imunização intramuscular com AdHu5gag em 
populações totais de células T CD4+ e CD8+, ou linfócitos T CD8+ 
Gag-específicos residentes no trato genital feminino, em presença de 
imunidade pré-existente contra o vetor adenoviral; 

 Analisar o efeito de imunidade pré-existente contra o vetor vacinal 
sobre a expressão de marcadores fenotípicos relacionados à ativação e 
proliferação celular em linfócitos T CD8+ Gag-específicas de origem 
genital após administração de AdHu5gag; 

 Determinar se células T residentes na mucosa genital possuem origem 
distinta de linfócitos presentes em órgão linfóide secundário; 
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 Determinar a relevância de anticorpos neutralizantes na interferência 
da indução de resposta imune celular ao produto do transgene após 
imunização intramuscular com AdHu5gag na presença de resposta 
imune adaptativa contra o vetor viral.  
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3 METODOLOGIA 
 
3.1 Considerações éticas 

Este projeto foi aprovado pela Comissão Interna de 
Biossegurança (CIBio – Protocolo 250/03) e pelo Comitê de Ética de 
Uso de Animais (PP00068/CEUA) da Universidade Federal de Santa 
Catarina. Aprovação adicional foi obtida junto ao Comitê Institucional 
de Uso e Cuidado Animal do Instituto Wistar (Filadélfia, PA, EUA). 
 
3.2 Modelo animal 

Nos ensaios de imunização foram utilizados camundongos Mus 
musculus, linhagem BALB/c, fêmeas, isogênicos, haplótipo H-2kd. Para 
ensaios de transferência adotiva de linfócitos foram utilizados 
camundongos Mus musculus, fêmeas, linhagem Thy1.1 (CD90.1). Os 
animais, de 6 a 8 semanas de idade, foram mantidos com água e 
alimento ad libitum no Biotério Setorial do Departamento de 
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, sob padrão sanitário 
convencional, ou no Biotério Central do Instituto Wistar, sob padrão 
sanitário com barreiras e livre de patógenos específicos. 
 
3.3 Linhagens celulares 

Células HEK293 (ATCC número CRL-1573), fibroblastos 
humanos embrionários isolados de epitélio renal, aderentes, 
transfectados com a região E1 de adenovírus humano sorotipo 5, e 
células 143B TK- (ATCC número CRL-8303), osteosarcoma humano, 
aderentes, foram utilizadas neste estudo. As células foram mantidas em 
meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Cellgro 
Mediatech), tamponado com 3,6 g de bicarbonato de sódio (Merck), 
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco) e 100 
U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina e 0,25 µg/ml de 
anfotericina B (PSA) (Sigma), e mantidas a 37oC em atmosfera de 95% 
de umidade e 5% de CO2.  
 
3.4 Vírus Recombinantes 

Neste estudo foram utilizados vetores adenovirais deletados da 
região E1 e expressando a forma truncada do gene gag do HIV-1 
subtipo B (PINTO et al., 2004). Nos ensaios de cinética e dose-reforço, 
foram utilizados adenovírus símio sorotipos 6 e 68 (AdC6gag e 
AdC68gag, respectivamente). Nos ensaios de desafio, adenovírus símios 
expressando glicoproteína do vírus rábico (AdC6rab.gp e AdC68rab.gp) 
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(ZHOU et al., 2006) foram utilizados como controle. Para a indução de 
imunidade pré-existente ao vetor vacinal e posterior avaliação de 
resposta imune celular e humoral, foram utilizados adenovírus humano 
sorotipo 5 (AdHu5) expressando a forma truncada do gene gag do HIV-
1 subtipo B (AdHu5gag), a glicoproteína do vírus rábico (AdHu5rab.gp) 
(XIANG et al., 2003) ou proteína verde fluorescente (GFP) 
(AdHu5GFP) (PICHLA-GOLLON et al., 2007). Vírus da vaccínia 
recombinante que expressa a forma truncada do gene gag do HIV-1 
subtipo B (Vacgag) (PINTO et al., 2004), expressando a proteína 
repórter LacZ,  foi utilizado no ensaio de desafio. 

Os vetores adenovirais foram propagados em células HEK293, 
purificados por gradiente de cloreto de césio e o número de partículas 
virais (p.v.) foi determinado por espectrofotometria. Os lotes virais 
continham aproximadamente 1013 p.v./ml, com razão de multiplicidade 
de infecção (MOI) : p.v. de 1:50-200 e foram armazenados a –80oC. 
Vírus da vaccínia recombinante foi propagado e tutilado em células 
143B TK–. Estoques virais continham aproximadamente 108 unidades 
formadoras de placas (pfu)/ml e foram armazenados a –80oC. Para 
ensaios de imunização, os estoques foram descongelados e diluídos em 
solução salina tamponada de  fosfato com pH 7,4 (PBS) (Cellgro 
Mediatech) estéril. Os lotes de vetores virais foram regularmente 
submetidos a controle de qualidade para MOI, presença de transgene e 
ausência de contaminantes (PINTO et al., 2003;  ROY et al., 2004). 
 
3.5 Peptídeo 
 O peptídeo AMQMLKETI, que contém o epítopo 
imunodominante da proteína Gag do HIV-1 subtipo B para MHC de 
classe I de camundongos BALB/c (DOE; WALKER, 1996), foi 
utilizado neste estudo. O peptídeo foi sintetizado, purificado por 
cromatografia líquida de alta eficiência e sua seqüência foi verificada 
por espectrofotometria de massa (Anaspec). Para utilização nos ensaios 
posteriormente descritos, o peptídeo foi suspenso em dimetilsulfóxido 
(Sigma) na concentração de 1 mg/ml e mantido a -20oC. 
 
3.6 Imunização de camundongos 

Grupos de 5 a 20 camundongos BALB/c foram imunizados 
por via i.m. ou através de mucosas com vetores virais recombinantes. A 
imunização i.m. foi aplicada no músculo quadríceps, inoculando-se de 
1010 a 1011 p.v. num volume de 100 µl (PINTO et al., 2003). A 
imunização i.n. ou i.vag. foi realizada através da administração, 
utilizando pipeta automática, de 10 µl contendo 108 a 1010 p.v. (DE 
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SOUZA et al., 2007). Para administração pelas vias de mucosa, os 
animais foram primeiramente anestesiados com 2,78 mg de cloridrato de 
cetamina (Phoenix Pharmaceutical) e 0,12 mg de cloridrato de xilazina 
(Vedco) administrados intraperitonealmente. Cinco dias antes de 
imunização pela via i.vag., animais receberam 3 mg de acetato de 
medroxiprogesterona (Sigma) pela via intraperitonial (i.p.) para 
sincronização do ciclo estral. Em ensaios de dose-reforço, os animais 
receberam a segunda dose do mesmo ou distinto vetor adenoviral 6 
semanas após a dose inicial.  
 
3.7 Obtenção e purificação de células 

Os animais foram sacrificados em câmara de dióxido de 
carbono. O sangue foi coletado através de punção cardíaca em presença 
de citrato de sódio 4% e posteriormente submetido a gradiente de 
densidade utilizando Histopaque (Sigma) por 20 minutos a 600 xg. Após 
centrifugação, a camada celular na interface foi recolhida, adicionada a 
5 ml de meio L-15 (Cellgro Mediatech) contendo 2mM de EDTA 
(Gibco) e centrifugada por 5 minutos a 350 xg. O processo foi repetido, 
o sobrenadante descartado e o precipitado foi suspenso em meio L-15.  

Baço e LNI foram removidos cirurgicamente e submetidos à 
dissociação mecânica para liberação de células. Alternativamente, 
amostras de sangue foram coletadas na presença de heparina (Wallcur). 
As amostras foram então submetidas à lise de hemácias com solução de 
lise ACK (Invitrogen). A suspensão celular proveniente deste 
procedimento foi submetida a três centrifugações a 350 xg por 5 
minutos em meio L-15. Após a centrifugação, os sobrenadantes foram 
descartados e o precipitado suspenso em meio L-15.  

A remoção do NALT foi realizada conforme descrito por 
Heritage e colaboradores (HERITAGE et al., 1997). Após sacrifício e 
exsanguinação dos animais, foi realizada decapitação e remoção da pele, 
língua e mandíbula. Em seguida, a região contendo os dentes incisivos e 
nostrilas foi removida, sendo realizada nova incisão na linha dos olhos. 
O fragmento restante foi acomodado dorsalmente em placa de Petri e o 
palato então removido, revelando o NALT bilateralmente, envolto por 
tecido colagenoso. A estrutura foi removida com pinças de 
microcirurgia e mantida em meio L-15, sendo realizada etapa de 
dissociação mecânica, como previamente descrito para baço e 
linfonodos. 

Para obtenção de IELs da mucosa vaginal, o trato reprodutivo 
feminino foi removido cirurgicamente e fragmentado em pedaços de 0,5 
cm. Os fragmentos foram submetidos à agitação constante de 130 rpm 
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por 1 hora em meio RPMI-1640 (Cellgro Mediatech) suplementado com 
5% SFB e 1% PSA. O sobrenadante foi coletado e a amostra então 
submetida à dissociação enzimática com 1,4 mg/ml de colagenase tipo I 
(Gibco) em meio RPMI 1640 suplementado 5% SFB e 1% PSA por 15 
minutos, sob agitação a 37oC. O sobrenadante proveniente da 
dissociação enzimática foi adicionado ao resultante do primeiro ciclo de 
agitação e a amostra centrifugada por 10 minutos a 350 xg. Os linfócitos 
foram então purificados por centrifugação em gradiente de Percoll 
(Sigma) a 600 xg por 20 minutos, sendo suspensos em fração 40% 
Percoll e adicionados sobre fração 70% Percoll. Após centrifugação, a 
camada resultante na interface foi recolhida e lavada em meio RPMI-
1640. As células obtidas a partir de diferentes tecidos e orgãos foram 
contadas utilizando-se corante vital azul de tripan a 0,2% (Sigma), sendo 
suspensas em densidade e meio adequados para os ensaios subsequentes. 
 
3.8 Coleta de amostras de soro, saliva, lavado vaginal e fezes para 
ensaios de neutralização e ELISA  

Sangue foi coletado individualmente através de punção 
mandibular e incubado à temperatura ambiente por 2 horas. Os lavados 
vaginais foram obtidos individualmente mediante lavagem da cavidade 
vaginal com volume total de 150 µl de PBS (Cellgro Mediatech) estéril, 
utilizando pipeta automática. As amostras foram centrifugadas a 300 xg 
por 10 minutos, o sobrenadante recolhido e submetido a nova 
centrifugação a 16.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante resultante do 
segundo ciclo de centrifugação foi utilizado nos ensaios de neutralização 
ou ELISA. 

Amostras de saliva e fezes foram obtidas de 5 animais 
pertencentes ao mesmo grupo. Fezes frescas foram coletadas, pesadas e 
incubadas por 12 horas em PBS contendo 0,3% de azida de sódio. Após 
maceração, a solução resultante foi centrifugada a 16.000 xg por 20 
minutos. Para coleta de saliva, camundongos foram inoculados i.p. com 
100 µg de cloridrato de pilocarpina (Sigma). A saliva foi coletada e 
centrifugada por 20 minutos a 16.000 xg. Nas amostras de saliva e fezes, 
o precipitado foi descartado e o sobrenadante utilizado nos ensaios 
ELISA. Amostras foram mantidas a -20oC até a realização dos 
experimentos abaixo descritos. 
 
3.9 Ensaio de dose-resposta para imunização por vias de mucosa 
 Ensaios de dose-resposta foram realizados para determinação da 
dose mais adequada de AdC68gag a ser utilizada nos ensaios de 
imunização. Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados i.n. 
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com duas concentrações do vetor viral (108 e 1010 p.v.). Os animais 
foram sacrificados 14 dias após a imunização para análise da resposta 
imune celular Gag-específica presente no NALT, TG, LNI, sangue e 
baço através de ensaios de tetrâmero e ELISpot abaixo descritos.  
 
3.10 Avaliação do protocolo de dose-reforço heterólogo 
 A fim de avaliar a resposta imune celular induzida pelo 
protocolo de dose-reforço heterólogo, grupos de animais foram 
imunizados com AdC6gag e AdC68gag por diferentes vias e em 
combinações distintas. Grupos de 5 camundongos BALB/c foram 
imunizados pela via i.m. ou através da mucosa com 1010 p.v. de 
AdC6gag. Após 6 semanas, administrou-se reforço com vetor viral 
distinto da primeira dose, através de diferente ou de mesma via de 
imunização. Para análise do fenótipo de células T CD8+ Gag-
específicas, grupos de 20 camundongos BALB/c foram imunizados com 
o mesmo protocolo. Duas e 4 semanas após imunização, sangue, baço, 
LNI e TG foram analisados quanto à presença de resposta imune 
utilizando-se ensaio de tetrâmero e ELISpot, abaixo descritos, para 
determinar o melhor esquema de imunização.  
 
3.11 Avaliação da resposta imune celular de memória 

Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados por via 
i.m. com 1010 p.v. de AdC6gag e receberam reforço i.m. com 1010 p.v. 
de AdC68gag 6 semanas após a primeira imunização. Doze meses após 
o reforço, os animais foram sacrificados e baço, sangue, LNI e TG 
foram removidos e analisados quanto à presença de células T CD8+ 
Gag-específicas através do ensaio de tetrâmero e fenotipagem abaixo 
descrito. 
 
3.12 Ensaio de proteção 

Grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados com 1010 
p.v. de AdC6gag pela via i.n., seguido de reforço i.vag. com 1010 p.v. de 
AdC68gag 6 semanas após a primeira imunização. Quatro semanas após 
o reforço, os animais foram desafiados com 106 pfu de Vacgag pela via 
i.vag. Neste ensaio foram incluídos grupos-controle recebedores do 
mesmo regime de imunização, entretanto utilizando vetores expressando 
glicoproteína do vírus rábico (AdC6rab.gp e AdC68rab.gp), bem como 
animais que receberam somente uma dose da vacina por diferentes vias 
(i.n. ou i.m.) ou de AdC6rab.gp pela via i.n.. Cinco dias após o desafio, 
os ovários foram removidos de forma cirúrgica e tratados 
individualmente. A estrutura foi dissociada mecanicamente e o 
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sobrenadante livre de células foi titulado em monocamada confluente de 
células 143B TK-. Após 18 horas de incubação, as células foram 
recobertas com agarose de baixo ponto de fusão 2% em meio Minimum 
Essential Eagle’s Medium (Gibco) contendo X-galactose (Roche). As 
placas foram examinadas 24 horas após, sendo as placas azuis contadas 
em microscópio estereoscópico para determinação do título viral 
presente em cada par de ovários.  
 
3.13 Avaliação do padrão migratório de células T CD8+ Gag-
específicas de origem sistêmica  

Grupos de 10 camundongos BALB/c foram imunizados com 
1010 p.v. de AdC6gag e após 6 semanas receberam reforço com 1010 p.v. 
de AdC68gag por via i.m. Esplenócitos foram isolados 14 dias após o 
reforço, sendo 5x107 células transferidas por via endovenosa para 
camundongos Thy1.1 naïve. Diferentes compartimentos foram 
analisados 7 dias após a transferência quanto à presença de células T 
CD8+ Gag-específicas provenientes do grupo doador utilizando-se o 
ensaio de tetrâmero abaixo descrito. 
 
3.14 Avaliação de resposta imune HIV-específica induzida por 
AdHu5gag na presença de imunidade pré-existente contra o vetor 
adenoviral 

Para a indução de imunidade pré-existente ao vetor vacinal, 
1011 p.v. de AdHu5rab.gp foram administradas por via i.n. ou i.m. em 
grupos de 5 camundongos BALB/c, sendo amostras de sangue coletadas 
2 semanas após a administração do vetor viral a fim de determinar o 
título de AcN. Animais com títulos de AcN contra o vetor AdHu5 ≥20 
(i.n.) ou ≥40 (i.m.) foram imunizados com 1010 p.v. de AdHu5gag pela 
via i.m. 3 semanas após a pré-exposição ao vetor vacinal. Grupos 
controle consistiram em animais naïve ou imunizados com o vetor 
AdHu5gag na ausência de imunidade pré-existente. A resposta imune 
induzida foi avaliada em diversos intervalos de tempo utilizando-se 
ensaio de tetrâmero e fenotipagem abaixo descrito. 
 
3.15 Avaliação da interferência de AcN na indução de resposta 
imune Gag-específica 

Grupos de 10 camundongos BALB/c foram inoculados com 
1011 p.v. de AdHu5rab.gp por via i.m., recebendo adicionalmente uma 
dose deste mesmo vetor com 6 semanas de intervalo. Duas semanas 
após o reforço, o sangue foi coletado por punção mandibular e uma 
alíquota de soro foi utilizada para determinar o título de AcN contra 
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AdHu5. O restante do soro foi transferido por via endovenosa para 
camundongos naïve (500 µl por animal). Uma semana após a 
transferência do soro, foi coletado sangue para confirmar a presença de 
AcN, sendo então que os animais que possuíam anticorpos anti-AdHu5 
foram imunizados com AdHu5gag por via i.m. Duas semanas após a 
imunização os animais foram sacrificados e a presença de células T 
CD8+ Gag-específicas em diversos tecidos foi avaliada através do ensaio 
de tetrâmero abaixo descrito.     
 
3.16 Ensaio de neutralização viral 

Soro proveniente de animais imunizados com AdHu5rab.gp foi 
coletado individualmente e inativado a 56oC por 30 minutos em banho-
maria. O ensaio de neutralização fez uso de vetores adenovirais 
expressando GFP, na concentração de 500 p.v. por célula. Alíquotas de 
soro foram diluídas de forma seriada, na razão 2, a partir da diluição 
1:10 até 1:1.280 em volume de 50 µl de meio de cultura e incubadas 
com 1 volume do vetor AdHu5GFP (totalizando 100 µl de volume de 
reação) por 1 hora à temperatura ambiente. Monocamadas de células 
HEK293 foram tripsinizadas e 3x104 células foram adicionadas à 
mistura soro-vetor, totalizando 200 µl. As amostras foram então 
incubadas em placas de 96 cavidades (Nunc) por 24 horas a 37oC em 
presença de 5% CO2. Controle viral consistiu no uso de soro proveniente 
de animais naïve, enquanto células incubadas com meio de cultura, sem 
adição da solução viral, foram utilizadas como controle celular. Cinco 
campos escolhidos aleatoriamente foram analisados quanto à presença 
de células positivas para GFP em microscópio de fluorescência 
(Olympus IX71) e comparados ao número de células fluorescentes no 
controle viral. Amostras foram consideradas positivas para AcN 
mediante a redução de 50% no número de células expressando GFP. Os 
resultados foram expressos em título de AcN, que corresponde à 
recíproca da última diluição que apresentou positividade. Amostras com 
título maior que 20 foram consideradas positivas.  
 
3.17 Ensaio imunoenzimático (ELISA) para detecção de anticorpos 
contra vetor vacinal e proteína Gag do HIV-1 

Placas de 96 cavidades (Nunc) foram revestidas com antígeno 
(5x108 p.v. de vetor viral expressando transgene não-relacionado ou 0,1 
µg de proteína Gag p24 purificada (ImmunoDiagnostic) por cavidade) 
por 12 horas a 4oC. Após lavagem e bloqueio com albumina bovina 
sérica (BSA) a 3% em PBS (Cellgro Mediatech) por 12 horas a 4oC, 
soro, lavados vaginais, saliva ou fezes coletadas de animais imunizados 
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foram diluídas serialmente em BSA 3% em PBS e testadas em duplicata. 
Amostras de soro foram avaliadas em diluições entre 1:100 e 1:12.800, 
enquanto lavados vaginais, saliva e fezes foram avaliados puros ou 
diluídos entre 1:2 e 1:128. Placas com saliva, fezes ou lavados vaginais 
foram incubadas por 12 horas a 4oC, enquanto placas contendo amostras 
de soro foram incubadas por 1 hora à temperatura ambiente. Após 
lavagem com BSA 3% em PBS, adicionou-se anticorpo secundário anti-
imunoglobulina murina conjugado com fosfatase alcalina (ICC Cappel) 
por 1 hora à temperatura ambiente. Após adição de substrato para a 
enzima (Sigma) seguido de solução de parada da reação (Sigma), a 
leitura foi realizada em espectrofotômetro a 405 ηm (Biotek EL-
311SX).  
 
3.18 Isotipagem de anticorpos contra o vetor viral e a proteína Gag 
de HIV-1 

Para isotipagem de anticorpos anti-AdC6 e anti-Gag foi 
utilizado Hybridoma Subisotyping Kit (Calbiochem). Placas de 96 
cavidades (Nunc) foram revestidas com antígeno conforme descrito no 
item anterior por 12 horas a 4oC. Após lavagem e bloqueio com BSA 
3% em PBS por 12 horas a 4oC, soro, lavados vaginais, saliva e fezes 
coletadas de animais imunizados foram adicionadas em duplicata na 
diluição previamente determinada durante titulação por ELISA. Placas 
contendo saliva, fezes ou lavados vaginais foram incubadas por 12 horas 
a 4oC, enquanto placas contendo amostras de soro foram incubadas por 
1 hora à temperatura ambiente. Após lavagem com BSA 3% em PBS, 
adicionou-se separadamente anticorpos secundários anti-imunoglobulina 
murina (anti-IgG1, -IgG2a, -IgG2b, -IgG3, -IgA, -IgM) provenientes de 
coelho por 1 hora à temperatura ambiente. Após lavagem com BSA 3% 
em PBS, foi adicionado anticorpo anti-imunoglobulina de coelho 
conjugado com peroxidase de raiz-forte por 1 hora à temperatura 
ambiente. Após adição de tetrametilbenzidina como substrato para a 
enzima e posterior utilização de solução de parada da reação (Sigma), a 
leitura foi realizada em espectrofotômetro a 450 ηm (Biotek EL-
311SX).  
 
3.19 Ensaio ELISpot para detecção de secreção de IFN-γ   

Ensaios ELISpot de captura para interferon-gamma (IFN-γ) 
foram realizados como previamente descrito (REYES-SANDOVAL et 
al., 2004). Resumidamente, placas de difluoreto de polivinilideno 
(Millipore) de 96 cavidades foram sensibilizadas com 20 µg de 
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anticorpos anti-IFN-γ de camundongo (BD Pharmingen) diluídos em 
PBS estéril e incubadas por 12 horas a 40C. As placas foram submetidas 
a 6 lavagens com PBS e bloqueadas com meio MLC 10% (DMEM 
suplementado com 10-6 M de 2-mercaptoetanol (Sigma) e 10% SFB) por 
2 horas a 37°C. Células provenientes de baço, sangue, LNI, TG e NALT 
foram plaqueadas em triplicatas (2x105 células por cavidade em meio 
MLC 10%) e estimuladas com 5 µg/ml do peptídeo AMQMLKETI, em 
presença de 0,1 µg de anticorpo anti-CD28 e 0,1 µg de anti-CD49d (BD 
Pharmingen) por 16 horas a 37°C em presença de 10% de CO2. As 
células foram então removidas, as placas lavadas com PBS/Tween 
0,01%, sendo posteriormente adicionado anticorpo anti-IFN-γ marcado 
com biotina (BD Pharmingen) por 2 horas à temperatura ambiente. Após 
lavagens com PBS Tween 0,01%, estreptavidina conjugada 
com fosfatase alcalina (MATBECH AB) foi adicionada e incubada por 1 
hora à temperatura ambiente. Focos foram revelados por adição de 
solução de 4-nitro-azul de tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato 
(NBT/BCIP) (Pierce) por 5 minutos à temperatura ambiente. A reação 
foi interrompida pela adição de água e os focos foram contados 
utilizando C.T.L. Series 3A Analyzer e ImmunoSpot 3.2 (Cellular 
Technology Ltd). Dados provenientes da incubação de células em meio 
MLC 10% na ausência de peptídeo foram utilizados como controles 
negativos e os valores subtraídos das amostras estimuladas, enquanto 
controles positivos foram estimulados com meio MLC 10% contendo 
anticorpos anti-CD28 e -CD49d, 0,1 µg de ionomicina e 25 ηg de 
formol-meristato-acetato. Os resultados dos ensaios ELISpot são 
apresentados como o número de unidades formadoras de focos (UFF) 
por 106 células, ou normalizados por 106 células CD8+. Controles 
negativos apresentaram números de UFF inferiores ou iguais a 12 
UFF/106 células. Resultados de células estimuladas compreendendo 
menos de 55 UFF/106 células foram consideradas negativas.  
 
3.20 Ensaio de tetrâmero, análise fenotípica e citometria de fluxo 

Marcação de MHC classe I foi realizada utilizando tetrâmero 
específico para haplótipo H-2Kd, conjugado com peptídeo 
AMQMLKETI e marcado com aloficocianina (APC) (NIAID Tetramer 
Facility). Para avaliação da resposta imune celular induzida pelos 
vetores adenovirais, células foram incubadas com corante aqua 
(Live/Dead Fixable Dead Cell Stain Kit, Invitrogen) para distinção de 
células viáveis, tetrâmero específico e anticorpo anti-CD8α conjugado 
com PerCP (BD Bioscience) em PBS contendo 1% SFB por 1 hora a 
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4oC. Para análise de fenótipo, as células provenientes de animais 
imunizados por vias de mucosa foram submetidas à marcação com 
anticorpos listados no apêndice A e analisadas em citômetro de fluxo 
FACScalibur (Becton-Dickinson). Para fenotipagem de células 
provenientes de animais imunizados pela via i.m., células foram 
incubadas com anticorpos listados no apêndice B. O apêndice C 
demonstra os anticorpos utilizados para a fenotipagem de células 
provenientes de animais imunizados com AdHu5gag. Nos experimentos 
nos quais foi realizada transferência adotiva de linfócitos, células 
provenientes de animais imunizados foram marcadas com anticorpo 
anti-CD90.1 conjugado com FITC em adição aos anticorpos listados no 
apêndice B. Estas análises foram realizadas no citômetro de fluxo BD 
LSRII (Becton-Dickinson).  

Os ensaios de citometria de fluxo utilizaram células purificadas 
provenientes de animais imunizados com diferentes protocolos vacinais, 
incubadas com os diferentes painéis de anticorpos listados nos 
apêndices. As células purificadas foram adicionadas ao coquetel de 
anticorpos de superfície em presença do corante aqua, diluídos em PBS 
contendo 1% SFB, por 1 hora a 4oC. Após esta etapa, as células foram 
centrifugadas 2 vezes em PBS a 350 xg e permeabilizadas com BD 
Cytofix/Cytoperm™ Fixation and Permeabilization Solution (BD 
Bioscience) por 20 minutos a 4oC. Em seguida, as células foram 
incubadas por 30 minutos a 4oC em presença de anticorpos contra 
marcadores intracelulares diluídos na solução Perm/Wash™ (BD 
Bioscience). Ao final da incubação, células foram centrifugadas 2 vezes 
em PBS a 350 xg, fixadas e mantidas em 200 µl de solução BD 
Stabilizing Fixative (BD Bioscience) até o momento da análise.  

Partículas de compensação contra IgG de rato e hamster (BD 
Bioscience) foram utilizadas para ajuste dos parâmetros da citometria de 
fluxo. Eventos contidos em 100 µl de partículas negativas foram 
adquiridos no citômetro de fluxo e utilizados para determinação de 
voltagens e populações negativas para cada fluorocromo. Para a 
determinação do pico de fluorescência dos anticorpos utilizados no 
ensaio, 20 µl de partículas positivas foram adicionadas a anticorpos 
individualmente diluídos em 80 µl de PBS contendo 1% SFB. Esta 
suspensão foi então analisada em citômetro de fluxo e resultados 
utilizados para determinação da matriz de compensação para os 
fluocromos utilizados nos experimentos. Dados provenientes destes 
experimentos foram analisados utilizando o programa FlowJo V8.8 
(Tree Star Inc.). Apêndice D demonstra a sequência de análise utilizada 
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para avaliação de células T CD4+ totais e células T CD8+ totais ou Gag-
específicas.  
 
3.21 Análise estatística 
 Os experimentos apresentados neste estudo foram repetidos no 
mínimo 2 vezes e no máximo 4 vezes, utilizando grupos de 5 a 20 
camundongos. Para ensaios utilizando vetores AdC, as diferenças entre 
os distintos grupos experimentais foram calculadas quanto à 
significância estatística utilizando-se Teste t de Student, de duas 
amostras não pareadas. Para ensaios de imunização utilizando 
AdHu5gag, as diferenças entre grupos experimentais tratados com 
diferentes protocolos de imunização foram analizadas utilizando Teste 
ANOVA Bicaudal seguido de correções de Bonferroni. Para ambos os 
testes estatísticos, valores p<0,05 ou p<0,01 foram considerados 
significantes.  
 Nos ensaios de fenotipagem celular, a mediana da intensidade 
de fluorescência (MIF) de cada marcador celular foi utilizada para 
realização de Teste t de Student de amostras não pareadas. A diferença 
em MIF de cada amostra em relação ao controle foi comparada entre 
replicatas de diferentes repetições para determinação de significância 
estatística de p<0,05. Todas as análises estatísticas foram realizadas 
utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad Software). 
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4 RESULTADOS 
 
 Este estudo foi originalmente concebido com o intuito de 
avaliar a magnitude e a qualidade da resposta imune de células T CD8+ 
específicas contra Gag de HIV-1 induzida mediante administração de 
vetores adenovirais símios expressando proteína conservada entre 
isolados virais. Os esforço foram concentrados na indução de resposta 
imune celular contra HIV-1 no TG feminino, resposta esta capaz de 
residir como células de memória e ultrapassar obstáculos associados à 
imunidade pré-existente contra sorotipos humanos de adenovírus. 
Tradicionalmente, é aceito que resposta imune residente em tecidos 
mucosos deve ser estimulada na própria mucosa; por este motivo, 
esforço iniciais se concentraram na administração dos vetores vacinais 
por vias de mucosa. Entretanto, como observado no decorrer do estudo, 
protocolos de imunização utilizando as vias i.n. e i.vag. são inferiores na 
indução de resposta imune celular específica contra HIV-1 quando 
comparados à imunização i.m. Por este motivo, os experimentos foram 
posteriormente focados no estudo da resposta induzida por 
administração i.m. 
 
4.1 Avaliação de dose-resposta e cinética da resposta imune 
adaptativa após administração intranasal de AdC6gag 

O vetor adenoviral símio AdC6gag foi avaliado quanto à sua 
capacidade de induzir resposta imune humoral, celular sistêmica e de 
mucosas após administração i.n. deste vetor. Inicialmente, foi realizado 
ensaio de dose-resposta através da imunização de grupos de cinco 
camundongos BALB/c pela via i.n. utilizando 108 p.v. de AdC6gag, 
dose previamente utilizada em estudos anteriores realizados em nosso 
laboratório, ou 1010 p.v. de AdC6gag, dose ideal conhecida para 
imunização por via i.m. A resposta induzida foi avaliada duas semanas 
após a imunização através de ELISpot para detecção da secreção de 
IFN-γ em diferentes tecidos. 

Números detectáveis de células produtoras de IFN-γ (isto é, >55 
UFF/106 células) foram observados em populações isoladas de baço e 
sangue para ambas as doses administradas (Figura 1). Resposta de 
células T CD8+ Gag-específicas no TG e NALT foi somente detectável 
mediante administração de 1010 p.v. de AdC6gag, enquanto secreção de 
IFN-γ nos LNI apresentou-se abaixo do limite de positividade para as 
duas doses avaliadas. Foi determinado que a dose de 1010 p.v. de 
AdC6gag é superior na indução de células T CD8+ Gag-específicas em 
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baço, sangue, NALT e IELs isolados do TG feminino de camundongos 
quando comparada à dose de 108 p.v. do vetor (p<0,05) (Figura 1).  

 
 

 
 

Figura 1. Ensaio de dose-resposta para avaliação da resposta imune celular 
Gag-específica após imunização i.n. com AdC6gag. Grupos de cinco 
camundongos BALB/c foram imunizados por via i.n. com 108 p.v. ou 1010 p.v. 
de AdC6gag. Os animais foram sacrificados após duas semanas e as células 
analisadas por ELISpot quanto à secreção de IFN-γ. Como controle, animais 
receberam PBS no lugar de vírus recombinantes (grupo naïve). Gráfico 
demonstra número de UFF/106 células após 16 horas de incubação com 
peptídeo específico AMQMLKETI. O símbolo (*) denota significância 
estatística de p<0,05. 

 
A resposta imune humoral induzida após a administração de 

diferentes doses do vetor foi também avaliada. Animais foram 
imunizados com 108 p.v. ou 1010 p.v. de AdC6gag por via i.n. e quatro 
semanas após imunização, amostras de sangue, lavados vaginais, saliva 
e fezes foram coletadas e a presença de anticorpos contra a proteína Gag 
ou contra o vetor AdC6 foi avaliada através de ELISA. Como 
demonstrado na figura 2, a dose de 1010 p.v. foi superior na indução de 
anticorpos contra o vetor adenoviral em soro e lavados vaginais 
(p<0,01). Anticorpos anti-Gag foram detectados somente no soro, sendo 
a resposta imune humoral comparável entre as duas doses para as 
diluições testadas (p>0,05) (Figura 2). Tomando em conjunto resultados 
provenientes da avaliação de resposta imune celular e humoral, foi 
determinado que a dose de 1010 p.v. de AdC6gag, ideal para imunização 
i.m., é adequada para administração por vias de mucosa, sendo então 
utilizada nos experimentos posteriores. Devido à similaridades 
estruturais e no ciclo viral, vetores símios adicionais posteriormente 
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utilizados neste estudo (AdC68gag, AdC6rab.gp, AdC68rab.gp) foram 
também administrados nesta mesma dose. 
 

 
 

Figura 2. Ensaio de dose-resposta para avaliação da resposta imune 
humoral após imunização i.n. com AdC6gag. Grupos de cinco camundongos 
BALB/c foram imunizados por via i.n. com 108 p.v. ou 1010 p.v. de AdC6gag. 
Quatro semanas após a imunização, sangue e lavado vaginal foram coletados e 
analisados por ELISA quanto à presença de anticorpos anti-vetor e anti-Gag. 
Como controle, animais receberam PBS no lugar de vírus recombinantes (grupo 
naïve). Gráficos demonstram absorbância a 405 ηm para as diferentes diluições 
testadas. Significância estatística de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) é mostrada na 
figura. 

 
Posteriormente, realizou-se ensaio de cinética para determinar o 

pico da resposta imune celular induzida por AdC6gag através de ensaios 
com tetrâmero específico para haplótipo H-2Kd, conjugado com 
peptídeo AMQMLKETI, ou por ELISpot. Ensaios de tetrâmero 
permitem a detecção de células T específicas mediante análise de 
receptor, utlilizando moléculas de MHC tetramerizadas e conjugadas 
com o peptídeo de interesse, possibilitando assim a detecção de células 
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específicas mesmo fora da fase efetora (na ausência da secreção de 
citocinas) e análise de fenótipos ex vivo, sem a interferência que a 
estimulação in vitro pode gerar na expressão de marcadores de ativação 
e/ou receptores celulares. 

Após imunização i.n. de camundongos BALB/c com 1010 p.v. 
de AdC6gag, animais foram sacrificados após 2, 4, 8 e 10 semanas para 
análise da resposta Gag-específica. A administração i.n. de AdC6gag 
induziu baixa frequência de células T CD8+ específicas em baço (em 
média 0,35% de linfócitos T CD8+ tetrâmero-específicos) no decorrer 
das dez semanas de experimentação (Figura 3A). Apesar de frequências 
de células tetrâmero+CD8+ terem sido observadas de forma estável no 
baço, o número de UFFs em células isoladas deste tecido decaiu de 
aproximadamente 150 para 50 unidades (p<0,05) (Figura 3B). No 
NALT, a frequência de células T CD8+ Gag-específicas se mantiveram 
estáveis entre a segunda e décima semana após imunização, com média 
de frequências de 35% de linfócitos T CD8+ Gag-específicos (Figura 
3A). Porém, houve diminuição na secreção de IFN-γ observada no 
ensaio de ELISpot para este tecido (p<0,05) (Figura 3B). A discrepância 
dos valores obtidos entre o ensaio de tetrâmero e ELISpot para estes 
dois tecidos demonstra a interrupção da secreção de citocinas por células 
T CD8+ Gag-específicas apesar da frequência de células específicas se 
manter constante. Em sangue, foi observada frequência de 1,2% de 
células T CD8+ Gag-específicas duas semanas após a imunização (cerca 
de 240 UFFs). Apesar de resposta Gag-específica ser detectada no final 
de dez semanas pós-imunização, a frequência destas células diminuiu 
em populações isoladas de sangue (p<0,05) (Figura 3A), sendo 
acompanhada pela queda na secreção de IFN-γ em células isoladas deste 
tecido (p<0,01) (Figura 3B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 36 

3A.

 
 

3B. 

 
 
Figura 3. Ensaio de cinética para avaliação da resposta imune celular Gag-
específica após imunização i.n. com AdC6gag. Grupos de vinte camundongos 
BALB/c foram imunizados i.n. com 1010 p.v. de AdC6gag e sacrificados após 2, 
4, 8 e 10 semanas para análise de células T CD8+. Como controle, animais 
receberam PBS no lugar de vírus recombinantes (grupo naïve). A figura 3A 
refere-se a ensaios de tetrâmero específico, analisados por citometria de fluxo. 
Resultados são expressos em frequência de células tetrâmero+CD8+ sobre 
números totais de células CD8+. A figura 3B expressa a quantidade de UFF/106 
células após 16 horas de incubação com peptídeo específico AMQMLKETI 
obtida em ensaios de ELISpot para detecção da secreção de IFN-γ. Significância 
estatística de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) é mostrada na figura. 
 

Foi possível detectar alta frequência de células T CD8+ Gag-
específicas (em média 13% de linfócitos T CD8+ tetrâmero-específicos) 
em amostras provenientes do TG duas semanas após a imunização i.n. 
com AdC6gag (Figura 3A). Entretanto, a frequência de linfócitos 
funcionais demonstrou-se menor do que a detectada por meio do ensaio 
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de tetrâmero, visto que os dados de ELISpot para detecção de IFN-γ 
demonstraram cerca de 150 UFF/106 células isoladas do TG no primeiro 
ponto de análise (Figura 3B). Na análise realizada quatro semanas após 
a imunização i.n., detectou-se diminuição na freqüência de células T 
CD8+ Gag-específicas (4,5% de linfócitos T CD8+ tetrâmero-
específicos) em amostras provenientes do TG (p<0,05) (Figura 3A). 
Entretanto, apesar do declínio observado na frequência de células T 
CD8+ Gag-específicas isoladas deste tecido, houve aumento no número 
de focos de IFN-γ detectados por ELISpot para aproximadamente 280 
UFF/106 células (p<0,05) (Figura 3B). Porém, dez semanas após a 
imunização, não foi detectada secreção de IFN-γ em células isoladas 
desta mucosa. Células provenientes de LNI apresentaram ausência de 
células T CD8+ Gag-específicas detectáveis por ambos os ensaios 
utilizados. Através da análise conjunta dos dados provenientes do ensaio 
de tetrâmero e ELISpot, pode-se considerar que o pico da resposta 
imune celular após imunização i.n. com AdC6gag ocorreu duas semanas 
após a administração do vetor.   

A resposta imune humoral também foi determinada na quarta e 
décima semanas após a administração i.n. de AdC6gag. Apesar de dados 
concernentes à resposta humoral contra Gag não fornecerem informação 
quando à possibilidade de neutralização da partícula de HIV, visto que 
Gag é parte da estrutura interna do vírus, podem fornecer informações 
quanto à resposta do organismo contra o transgene, abrindo caminho 
para a utilização do vetor para expressão de antígenos adicionais. 
Informações quanto à resposta humoral contra o vetor pode ser de 
grande valia em ensaios de dose-reforço, considerando subsequentes 
doses de vetores adenovirais. Outro aspecto importante é a avaliação da 
imunogenicidade do vetor viral, como confirmação de que as proteínas 
virais altamente imunogênicas não resultam em diminuição da resposta 
imune humoral contra o transgene. 

Foi detectada presença de anticorpos contra o vetor em todas as 
amostras analisadas, com maiores títulos em amostras provenientes de 
soro, lavado vaginal (p<0,01) e fezes (p<0,05) (Figura 4). O maior título 
de anticorpos nas fezes após dez semanas de imunização pode ser 
reflexo do período em que células B secretoras de anticorpos anti-vetor 
levem para atingir a mucosa intestinal, e que o elevado título de 
anticorpos séricos observado no mesmo período seja reflexo deste maior 
tráfego celular. É possível que os menores títulos de anticorpos 
presentes na saliva quando comparados às outras amostras analisadas 
(Figura 4) sejam resultado do método de coleta. Neste procedimento, os 
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animais são injetados com cloridrato de pilocarpina, substância que 
estimula a secreção de grandes quantidades de saliva e 
consequentemente causam diluição dos anticorpos presentes na cavidade 
bucal. Com exceção de saliva e fezes, os títulos de anticorpos contra o 
vetor foram equivalentes nos dois pontos de análise (p>0,05), 
demonstrando resposta sustentada de células B contra o vetor.  

 

 
 
Figura 4. Ensaio de cinética para avaliação da resposta imune humoral 
anti-AdC6 após imunização i.n. com AdC6gag. Grupos de vinte 
camundongos BALB/c foram imunizados i.n. com 1010 p.v. de AdC6gag. Como 
controle, animais receberam PBS no lugar de vírus recombinantes (grupo 
naïve). Quatro e dez semanas após a imunização, soro, lavado vaginal, saliva e 
fezes foram coletados e analisados por ELISA para detecção de anticorpos anti-
vetor nas diferentes amostras. Gráficos demonstram absorbância a 405 ηm para 
as diferentes diluições de amostras avaliadas. Significância estatística de p<0,05 
(*) ou p<0,01 (**) é mostrada na figura. 

 
Os isotipos de anticorpos envolvidos na resposta contra o vetor 

foram avaliados através de ensaios de ELISA. Os isotipos mais 
abundantes envolvidos nesta resposta anti-AdC6 foram IgA em fezes 
(p<0,05), lavado vaginal e saliva (p<0,01), seguidos por IgG2a em fezes 
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(p<0,05) e IgG2a e IgG2b em lavado vaginal (p<0,01) (Figura 5A), 
enquanto no soro IgG2a tenha sido o isotipo mais abundante, seguido 
por IgG1 e IgG2b (p<0,05) (Figura 5B). 

 
5A.

 
 
 
5B. 

 
 
Figura 5. Isotipagem de anticorpos anti-vetor induzidos pela imunização 
i.n. com AdC6gag. Grupos de vinte camundongos BALB/c foram imunizados 
i.n. com 1010 p.v. de AdC6gag. Quatro e dez semanas após a imunização, soro, 
lavado vaginal, saliva e fezes foram coletados e determinou-se os isotipos de 
anticorpos produzidos contra o vetor adenoviral através de ELISA. Gráficos 
demonstram absorbância a 450 ηm para os diferentes isotipos de anticorpos 
avaliados. Significância estatística de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) é mostrada na 
figura. 
 

Em contrapartida ao observado na resposta humoral contra o 
vetor vacinal, a presença de anticorpos contra a proteína Gag foi 
detectada somente em amostras de soro, presente de forma mais 
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abundante dez semanas após imunização (p<0,01) (Figura 6A) e sendo 
composta predominantemente pelos isotipos IgM e IgG2a (p<0,05) 
(Figura 6B).  
 
6A.                                                      6B. 

 
 
Figura 6. Ensaio de cinética para avaliação de resposta imune humoral 
anti-Gag após imunização i.n. com AdC6gag. Grupos de vinte camundongos 
BALB/c foram imunizados i.n. com 1010 p.v. de AdC6gag. Quatro e dez 
semanas após a imunização, sangue foi coletado e o soro foi analisado por 
ELISA para detecção de anticorpos anti-Gag. A amostra de soro, considerada 
positiva para a presença destes anticorpos (6A), foi então submetida ao ensaio 
de isotipagem, também realizado pela técnica de ELISA (6B). Gráficos 
demonstram absorbância a 405 ηm ou 450 ηm para os ensaios de ELISA. 
Significância estatística de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) é mostrada na figura. 
 
 
4.2 Estudo da resposta imune celular induzida pela administração 
de vetores adenovirais símios em esquemas de imunização dose-
reforço heterólogo por vias de mucosa 

Conforme observado no ensaio de cinética, é possível detectar 
resposta imune Gag-específica em baço, sangue, TG e NALT duas 
semanas após imunização i.n. com AdC6gag. Entretanto, a resposta de 
células T CD8+ no TG tem rápido decréscimo, contraindo de 
aproximadamente 12% para 4,5% quatro semanas após a imunização 
(Figura 3A). Com o intuito de aumentar a frequência de células T CD8+ 
Gag-específicas nos diferentes tecidos e criar ambiente mais favorável 
para a manutenção de células de memória, animais recebedores da 
primeira dose de AdC6gag por via i.n. receberam dose de reforço 
heterólogo com 1010 p.v. de AdC68gag pela via i.vag. seis semanas após 
a primeira administração de vetor viral. Grupos de cinco animais foram 
submetidos a este protocolo de imunização e a resposta de células T 
CD8+ Gag-específicas analisada duas e quatro semanas após a primeira 
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dose e após reforço. Em células provenientes dos LNI, passou-se a 
detectar células T CD8+ Gag-específicas após a administração do reforço 
i.vag. (p<0,05, em média 0,3%) (Figura 7). Para células isoladas de 
baço, não houve aumento da freqüência de células T CD8+ Gag-
específicas após reforço (p>0,05). No sangue, apesar de não ser 
observada freqüência superior à induzida por imunização i.n., a resposta 
de células T CD8+ demonstrou ser mais sustentada após o reforço i.vag. 
(p<0,05) (Figura 7). 

 

 
 

Figura 7. Avaliação da resposta imune celular Gag-específica após 
imunização i.n. seguida de reforço i.vag. com vetores adenovirais símios. 
Grupos de cinco ou vinte camundongos BALB/c foram imunizados i.n. com 
1010 p.v. de AdC6gag, recebendo dose de reforço com 1010 p.v. de AdC68gag 
pela via i.vag. seis semanas após a primeira aplicação de vetor. Como controle, 
animais receberam PBS no lugar de vírus recombinantes (grupo naïve). Animais 
foram sacrificados duas e quatro semanas após a primeira dose ou após reforço. 
Células T CD8+ foram analisadas através da utilização de tetrâmero específico e 
anticorpo anti-CD8α, sendo analisadas por citometria de fluxo. Resultados são 
expressos em frequência de células tetrâmero+CD8+ sobre números totais de 
células CD8+. O símbolo (*) denota significância estatística de p<0,05. 

 
Em seguida, foi avaliada a indução de células Gag-específicas 

nos tecidos de mucosa mediante dose-reforço heterólogo. Para tanto, 
grupos de vinte animais foram imunizados por via i.n., seguido de 
reforço seis semanas depois por via i.vag. utilizando os vetores acima 
descritos. Como pode ser observado na figura 7, houve aumento na 
frequência de células T CD8+ Gag-específicas isoladas do NALT 
mediante reforço i.vag (p<0,05). No TG, não foi observado aumento da 
resposta Gag-específica, com a freqüência destas células atingindo 
somente patamares similares à primeira imunização (Figura 7). 
Entretanto, a resposta Gag-específica demonstrou ser mais sustentada 
(p>0,05), contraindo de 15% para 8% neste tecido (Figura 7). Assim, 
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apesar de não causar aumento na freqüência de células T CD8+ Gag-
específicas em todos os tecidos, o reforço por via i.vag. com AdC68gag 
em animais imunizados por via i.n. é capaz de induzir resposta imune 
celular mais sustentada em determinados tecidos quando comparado à 
administração única, incluindo o TG feminino. 

A fim de analisar a funcionalidade de células induzidas pela 
administração dupla de vetores adenovirais símios, animais submetidos 
ao protocolo de dose-reforço heterólogo acima descrito foram 
sacrificados e células isoladas de diferentes tecidos foram analisadas por 
ELISpot quanto à secreção de IFN-γ. A análise foi realizada duas 
semanas após a primeira dose de AdC6gag por via i.n. ou após reforço 
i.vag. com AdC68gag (Figura 8). Não foi observado aumento de UFFs 
após o reforço em células isoladas de baço ou sangue, sendo conhecido 
que imunização i.vag. é ineficiente na indução de resposta imune celular 
sistêmica. Também não foi observado aumento na resposta de células T 
CD8+ Gag-específicas isoladas do NALT neste protocolo. Após o 
reforço, observou-se aumento da secreção de IFN-γ em células isoladas 
de LNI (p<0,01) e TG (p<0,05), demonstrando que a aplicação i.vag. do 
vetor adenoviral aumenta não somente a freqüência, mas também a 
funcionalidade de células T CD8+ Gag-específicas isoladas destes dois 
tecidos.  
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Figura 8. Avaliação da funcionalidade de células T CD8+ Gag-específicas 
após imunização i.n. com AdC6gag, seguida de reforço pela via i.vag. com 
AdC68gag. Grupos de cinco camundongos BALB/c foram imunizados i.n. com 
1010 p.v. de AdC6gag, recebendo reforço pela via i.vag. com 1010 p.v. de 
AdC68gag seis semanas após a primeira aplicação de vetor. Os animais foram 
sacrificados duas semanas após a primeira dose ou reforço. Células foram 
analisadas por ELISpot para detecção da secreção de IFN-γ. Gráfico demonstra 
números de UFF/106 células após 16 horas de incubação com peptídeo 
específico AMQMLKETI. Significância estatística de p<0,05 (*) ou p<0,01 
(**) é mostrada na figura. 

 
Após determinar a dose ideal e o efeito de protocolos de dose-

reforço heterólogo com vetores adenovirais símios, foram analisados 
regimes de imunização utilizando diferentes combinações de vias de 
mucosas. Para tanto, grupos de cinco camundongos BALB/c foram 
imunizados pela via i.n. ou i.vag. com AdC6gag, recebendo reforço após 
6 semanas com AdC68gag pela mesma via ou via distinta de 
imunização. Duas semanas após o reforço, avaliou-se a secreção de IFN-
γ por células T CD8+ Gag-específicas por ensaio ELISpot (Figura 9). A 
resposta de células T CD8+ Gag-específicas no NALT foi equivalente 
para os grupos imunizados por via i.n. (p>0,05) (Figura 9). As respostas 
mais expressivas em células provenientes de baço e sangue foram 
observadas nos regimes que envolveram duas doses de vetores 
adenovirais por diferentes vias de mucosa (p<0,05), enquanto células 
Gag-específicas isoladas de LNI só puderam ser detectadas nos grupos 
recebedores de reforço por via i.vag. (p<0,05) (Figura 9). Pelo fato da 
resposta no TG para os grupos i.vag/i.vag, i.n./i.vag. e i.vag./i.n. ser 
equivalente (p>0,05) e considerando balanceamento entre resposta 
sistêmica e de mucosas, bem como indução de células específicas nos 
LNI, considerou-se que o melhor regime de imunização com vetores 
adednovirais símios por vias de mucosa compreende primeira dose por 
via i.n., seguida de reforço pela via i.vag.  
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Figura 9. Avaliação de protocolos de imunização dose-reforço heterólogo 
por vias de mucosa para indução de resposta imune celular. Grupos de cinco 
camundongos BALB/c foram imunizados pela via i.n. ou i.vag. com 1010 p.v. de 
AdC6gag, recebendo reforço com 1010 p.v. de AdC68gag por mesma via ou via 
distinta de imunização após seis semanas. Duas semanas após o reforço, células 
foram analisadas por ELISpot quanto à secreção de IFN-γ. Como controle, 
animais receberam PBS no lugar de vírus recombinantes (grupo naïve). Gráficos 
demonstram números de UFF/106 células após 16 horas de incubação com 
peptídeo específico AMQMLKETI. O símbolo (*) denota significância 
estatística de p<0,05. 

 
 

4.3 Ensaio de proteção com vírus da vaccínia recombinante 
expressando a proteína Gag do HIV-1 

Com o intuito de determinar a capacidade da resposta imune 
induzida pela vacina em proteger animais de uma infecção por vírus 
não-relacionado expressando o mesmo transgene, animais imunizados 
foram submetidos ao desafio com vírus da vaccínia recombinante 
expressando a proteína Gag do HIV-1 (Vacgag), contendo a proteína-
repórter LacZ. Grupos de cinco camundongos receberam AdC6gag pela 
via i.n., seguido de reforço i.vag. com AdC68gag seis semanas depois. 
Estes animais foram desafiados por via i.vag. com 106 pfu de Vacgag 
quatro semanas após o reforço. Neste ensaio foram incluídos grupos-
controle recebedores do mesmo regime de imunização, entretanto 
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utilizando vetores expressando glicoproteína do vírus rábico 
(AdC6rab.gp e AdC68rab.gp) para avaliação da interferência da resposta 
imune e inflamação induzidas pelo vetor adenoviral. Para análise do 
efeito da dose de reforço na proteção de animais contra infecção, grupos 
receberam somente uma dose de AdC6gag por diferentes vias (i.n. ou 
i.m.) ou de AdC6rab.gp pela via i.n. Os animais controle foram 
desafiados seguindo o mesmo protocolo dos grupos experimentais. 
Cinco dias após o desafio, animais foram sacrificados e determinou-se o 
título viral de Vacgag nos ovários de cada animal. 

Todos os grupos-controle imunizados com vetores expressando 
rab.gp apresentaram altos títulos de Vacgag, demonstrando que o 
desafio foi bem sucedido (Figura 10). Pode-se observar que o protocolo 
de dose-reforço com vetores expressando Gag do HIV-1 é mais efetivo 
na proteção que a administração única da vacina, sendo que quatro dos 
cinco animais desafiados pertencentes a este grupo não apresentaram 
títulos de Vacgag detectáveis (p<0,05). Entretanto, ao considerarmos os 
grupos recebedores de somente uma dose da vacina, não há diferenças 
significativas entre os grupos que receberam o vetor pela via i.n. ou i.m 
(p>0,05). Este resultado foi intrigante pois, em teoria, imunização i.m. 
não é capaz de induzir imunidade no sistema de mucosas. Na tentativa 
de esclarecer a proteção parcial detectada neste ensaio, os estudos foram 
então focados na indução de resposta imune após a administração dos 
vetores por via i.m. em comparação à resposta alcançada com 
imunização por vias de mucosa.  
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Figura 10. Ensaio de desafio utilizando vírus da vaccínia recombinante 
expressando a proteína gag do HIV-1 (Vacgag). Grupos de 5 camundongos 
BALB/c receberam AdC6gag pela via i.n., seguido de reforço i.vag. com 
AdC68gag após seis semanas. Neste ensaio foram incluídos grupos-controle 
recebedores de vetores expressando glicoproteína do vírus rábico (AdC6rab.gp 
e AdC68rab.gp) no mesmo regime de dose-reforço, bem como animais 
recebedores de somente uma dose da vacina por diferentes vias (i.n. e i.m.) ou 
de AdC6rab.gp pela via i.n. Quatro semanas após a dose de reforço, todos os 
grupos foram desafiados com 106 pfu de Vacgag. Cinco dias após o desafio, os 
animais foram sacrificados, os ovários removidos, dissociados e o sobrenadante 
livre de células titulado em monocamada confluente de células TK-. Pontos 
ilustrados no gráfico demonstram o título de Vacgag para animais analisados 
individualmente, enquanto marcação horizontal denota média de títulos virais 
dentro de cada grupo. O símbolo (*) denota significância estatística de p<0,05. 
 
 
4.4 Avaliação da resposta imune celular Gag-específica após 
administração intramuscular de vetores adenovirais símios  

Com o intuito de analisar a resposta imune induzida pela 
administração de vetores adenovirais por via i.m., realizou-se ensaio de 
cinética com grupos de vinte camundongos BALB/c imunizados com 
AdC6gag por diferentes vias. Na figura 11 é possível observar que, em 
comparação às vias i.n e i.vag., a imunização i.m. é a mais eficaz na 
indução de células T CD8+ Gag-específicas em baço, sangue e LNI 
(p<0,05). A resposta em células isoladas do NALT foi maior no grupo 
imunizado i.n., seguido da imunização i.m. Considerando os resultados 
obtidos para imunização pelas duas vias de mucosa, acredita-se que a 
imunização i.n. é mais eficaz que a imunização i.vag. na indução de 
resposta imune no TG feminino (p<0,05). Surpreendentemente, a 
freqüência de células T CD8+ específicas obtida após administração i.m. 
(39%) foi aproximadamente 2,5 vezes a observada após imunização i.n. 
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(14,5%), sendo detectada ao longo de todo o experimento. A imunização 
i.vag. induziu frequências detectáveis somente em células provenientes 
do TG (após duas semanas de imunização com AdC6gag) e NALT 
(quatro semanas após a imunização), contraindo posteriormente. É 
importante ressaltar que as imunizações por vias de mucosa induziram 
menores frequências de células T CD8+ Gag-específicas no TG que a 
administração i.m. do vetor AdC6gag (p<0,05). Diferenças em 
frequências alcançadas com imunização i.m. em comparação com 
administração i.vag. ou i.n. foram estatisticamente significantes (p<0,05) 
em sangue, baço, LNI e TG em todos os pontos analisados. 

 

 
 
Figura 11. Ensaio de cinética para avaliação da resposta imune celular 
Gag-específica após imunização com AdC6gag por diferentes vias. Grupos 
de vinte camundongos BALB/c foram imunizados pelas vias i.n, i.m. ou i.vag. 
com 1010 p.v. de AdC6gag. Estes animais foram sacrificados 2, 4, 8 e 10 
semanas após imunização para análise de células T CD8+ em diferentes tecidos 
através de incubação com tetrâmero específico e anticorpo anti-CD8α, sendo a 
análise realizada por citometria de fluxo. A semana zero corresponde à média 
das freqüências de células tetrâmero-positivas em amostras isoladas do grupo 
naïve, recebedor de PBS no lugar de vírus recombinantes. Significância 
estatística de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) é mostrada na figura. 

 
A elevada freqüência de células T CD8+ Gag-específicas 

observada no TG após imunização i.m. levou a receios quanto à 
funcionalidade destas células, visto que a ativação exacerbada de células 
T pode resultar em anergia ou exaustão desta população celular. Por este 
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motivo, células provenientes de animais imunizados com AdC6gag pela 
via i.m. foram analisadas quanto à habilidade de secretar IFN-γ 
utilizando-se ensaio ELISpot duas semanas após a administração deste 
vetor. Estas células foram também analisadas por citometria de fluxo 
para determinação da frequência de células tetrâmero+CD8+, sendo os 
resultados de UFFs provenientes de ensaios ELISpot normalizados para 
refletir o número total de células CD8+ de cada amostra. Com exceção 
de células provenientes de NALT, foi observada aumentada secreção de 
IFN-γ em linfócitos Gag-específicos derivados de diferentes tecidos 
após imunização i.m. (p<0,05) (Figura 12). Neste estudo foi possível 
detectar maior número de UFFs não somente nas amostras provenientes 
de TG, mas também nas amostras provenientes de linfonodos drenantes 
após imunização i.m. (p<0,05) (Figura 12). Apesar de amostras do TG 
apresentarem secreção de IFN-γ em resposta ao antígeno, o número de 
UFFs observado para este tecido sugere frequência de células T CD8+ 
Gag-específicas aproximadamente 32 vezes menor que a observada no 
ensaio de tetrâmero (Figura 11). Convém ressaltar, entretanto, que os 
distintos perfis de secreção de IFN-γ em células do TG, após 
administração i.n. ou i.m. do vetor, foram equivalentes às diferenças 
observadas na freqüência de células T CD8+ Gag-específicas obtidas no 
ensaio de tetrâmero para este mesmo tecido (Figura 11). Células 
provenientes de sangue apresentaram maior secreção de IFN-γ quando 
comparadas a células provenientes do TG para o grupo imunizado i.n. 
(p<0,05), enquanto que o número de UFFs foi comparável para estes 
dois tecidos no grupo imunizado por via i.m.  
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Figura 12. Avaliação da funcionalidade de células T CD8+ Gag-específica 
após imunização i.m. com AdC6gag. Grupos de cinco camundongos BALB/c 
foram imunizados i.n. ou i.m. com 1010 p.v. de AdC6gag. Duas semanas após a 
imunização, células provenientes de diferentes tecidos foram analisadas por 
ELISpot para detecção da secreção de IFN-γ. Gráfico demonstra números de 
UFF/106 células CD8+ após 16 horas de incubação com peptídeo específico 
AMQMLKETI. O símbolo (*) denota significância estatística de p<0,05. 
 

É provável que células isoladas de mucosas, como TG e NALT, 
secretem citocinas diferentes de IFN-γ e por este motivo escaparam da 
detecção no ensaio ELISpot. Outra possibilidade é a fragilidade de 
células T provenientes de TG ou NALT neste tipo de ensaio, sendo 
consequentemente detectáveis através de ensaios que não requeiram 
longas incubações. Para testar esta hipótese, animais foram imunizados 
i.m. com AdC6gag e as células do TG foram coletadas duas semanas 
após a administração do vetor viral. Estas células foram submetidas à 
análise de frequência de células T CD8+ Gag-específicas por ensaio de 
tetrâmero logo após isolamento, ou mantidas por 8 horas na presença ou 
ausência do peptídeo AMQMLKETI. Células foram então incubadas 
com tetrâmero específico, anticorpo anti-CD8α e corante aqua para 
determinação da frequência de células T CD8+ Gag-específicas e 
porcentagem de morte celular. Como demonstrado na figura 13, 
observou-se pronunciada morte celular após incubação de células 
provenientes da mucosa do TG. Apesar do simples processo de 
incubação promover morte celular (p<0,05), esta situação é intensificada 
na presença do peptídeo específico (p<0,01); o número de células CD8+ 
viáveis decaiu 25% ou 75% mediante cultura em meio ou estimulação 
com peptídeo, respectivamente. 
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Figura 13. Efeito da estimulação in vitro nas frequências de células T CD8+ 

viáveis provenientes do TG feminino de animais imunizados com AdC6gag. 
Animais foram imunizados com 1010 p.v. de AdC6gag por via i.m. Duas 
semanas após a administração, células foram isoladas do TG e analisadas 
quanto à frequência de células tetrâmero+CD8+. O restante das células foi 
submetido à incubação a 37oC em presença de 5% de CO2  por 8 horas, em 
presença ou ausência do peptídeo específico. Após este processo, células foram 
incubadas com tetrâmero específico, anticorpo anti-CD8α e corante aqua para 
determinação das populações de células viáveis e mortas. Gráfico demonstra 
frequências de células tetrâmero+CD8+ viáveis sobre células CD8+ viáveis 
(colunas preenchidas) e frequência de células T CD8+ viáveis sobre células 
CD8+ totais (colunas abertas). Significância estatística de p<0,05 (*) ou p<0,01 
(**) é mostrada na figura. 
 

Em seguida, teve-se como objetivo determinar se após 
administração de AdC6gag por via i.m., uma dose de reforço heterólogo 
poderia exercer influência distinta sobre as células T CD8+ Gag-
específicas quando administrada por via i.m. ou de mucosa. Para tanto, 
grupos de 20 animais foram imunizados por via i.m. e após seis semanas 
receberam reforço com AdC68gag por via i.m. ou i.vag., sendo a 
resposta analisada duas e quatro semanas após o reforço (Figura 14). 
Neste experimento foram incluídos grupos-controle recebedores de 
dose-reforço por duas vias de mucosa. Dose de reforço i.vag. não 
induziu aumento da frequência de células T CD8+ Gag-específicas em 
tecidos sistêmicos de animais imunizados por via i.m. Apesar do regime 
i.n./i.vag. resultar em aumento da frequência de células T CD8+ Gag-
específicas em baço e sangue, este aumento foi inferior ao observado no 
protocolo utilizando duas doses i.m. (p<0,05). O aumento na frequência 
de células T CD8+ Gag-específicas foi mais pronunciado em baço, 
sangue, LNI e TG dos animais que receberam duas doses por via i.m, 
em comparação aos grupos que receberam ao menos uma dose por via 
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de mucosa (p<0,05). No TG, observou-se aumento da frequência de 
células T CD8+ Gag-específicas após administração i.n./i.vag. ou 
i.m./i.m., sendo o aumento mais pronunciado no grupo que recebeu duas 
doses i.m. dos vetores virais (p<0,01). A frequência de células T CD8+ 
Gag-específicas no TG excedeu a detectada no sangue duas e quatro 
semanas após reforço no protocolo i.m/i.m (p<0,05). Dessa maneira, 
concluiu-se que ao utilizar a via i.m para a primeira imunização, as vias 
de reforço i.m. ou i.vag. são equivalentes na indução de resposta imune 
específica no TG. Com base nestes dados, concluiu-se que regimes que 
utilizam imunização i.m. são superiores aos esquemas de imunização 
por vias de mucosa para indução de resposta imune adaptativa em tecido 
sistêmicos e no TG feminino de camundongos. 

 

 
 
Figura 14. Avaliação da resposta imune celular Gag-específica após 
imunização i.m. com AdC6gag seguida de reforço com AdC68gag por 
diferentes vias. Grupos de vinte camundongos BALB/c foram imunizados i.m. 
com 1010 p.v. de AdC6gag e após seis semanas receberam reforço com 1010 p.v. 
AdC68gag pela via i.vag. ou i.m. Para efeito de comparação, foram incluídos 
grupos recebedores de duas doses por vias de mucosa com os mesmos vetores 
acima descritos. Os animais foram sacrificados duas ou quatro semanas após o 
reforço, ou  um ano após o reforço para o grupo i.m./i.m. Os dados para a 
semana -2 são referentes à freqüência de células T CD8+ Gag-específicas 
observadas duas semanas antes do reforço. Células foram analisadas através de 
incubação com tetrâmero específico e anticorpo anti-CD8α, sendo analisadas 
por citometria de fluxo. Significância estatística de p<0,05 (*) ou p<0,01 (**) é 
mostrada na figura. 
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 Com o intuito de avaliar a duração da resposta imune celular 
mediada por linfócitos T CD8+ Gag-específicos, a frequência desta 
população celular foi avaliada em grupos de 10 animais um ano após 
administração de AdC6gag por via i.m., seguida por dose de reforço i.m. 
com AdC68gag. Células T CD8+ Gag-específicas foram identificadas 
em todos os tecidos analisados (Figura 14); NALT não foi avaliado 
neste experimento. A frequência de células T CD8+ Gag-específicas no 
TG diminuiu em comparação à observada neste tecido 4 semanas após o 
reforço (p<0,05), sendo estatisticamente comparável à frequência 
observada no sangue 1 ano após o reforço i.m. Frequência de células T 
CD8+ Gag-específicas em baço e LNI permaneceram estáveis, enquanto 
no sangue houve decréscimo desta população celular (p<0,05). Uma vez 
que sangue apresenta população composta por células em trânsito entre 
diferentes tecidos, é possível que a diminuição da frequência de células 
T CD8+ Gag-específicas observada neste tecido reflita a perda de células 
efetoras, ou sua transição para estágios de memória.  
 
 
4.5 Análise do fenótipo das células T CD8+ Gag-específicas 
provenientes de tecidos sistêmicos e de mucosas  
 A expressão de marcadores celulares em células T CD8+ Gag-
específicas isoladas de diferentes tecidos foi avaliada a fim de elucidar o 
fenótipo das células induzidas pela administração de vetores adenovirais 
símios. Células foram isoladas de camundongos BALB/c imunizados 
por via i.n. com AdC6gag e recebedores de reforço por via i.vag. com 
AdC68gag após seis semanas. Células T CD8+ Gag-específicas foram 
analisadas utilizando tetrâmero específico e anticorpo anti-CD8α, bem 
como anticorpos contra marcadores clássicos de ativação linfocitária 
(CD44 e CD27), marcador de endereçamento celular para linfonodos 
(CD62L) e integrina facilitadora de migração e retenção celular na 
mucosa gastrointestinal (α4β7). Em todos os experimentos de 
fenotipagem, células tetrâmero-negativas de animais imunizados foram 
analisadas e seus fenótipos espelharam os observados para células 
provenientes de animais naïve. 

A figura 15 apresenta dados de fenotipagem de células T CD8+ 
Gag-específicas isoladas de diferentes tecidos quatro e dez semanas 
após a administração de uma única dose i.n. de AdC6gag, ou quatro 
semanas após dose de reforço com AdC68gag por via i.vag. Quatro 
semanas após imunização i.n. com AdC6gag, houve aumento da 
expressão da molécula CD44 em células T CD8+ Gag-específicas 
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isoladas de baço, sangue, LNI e NALT em comparação às células 
provenientes de animais controle. Este aumento foi menos pronunciado 
em células isoladas do TG. Apesar de uma pequena população de 
células T tetrâmero+CD8+ isoladas do TG apresentar aumento da 
expressão do marcador CD62L, a maioria das células provenientes deste 
tecido apresentaram expressão desta molécula comparáveis à células 
provenientes de animais controle. Deve ser ressaltado que a expressão 
da molécula CD62L foi baixa na maioria das células T provenientes do 
TG de animais naïve, o que pode dificultar a análise das amostras 
provenientes deste tecido. Foi detectado aumento da expressão da 
molécula α4β7 somente em células T tetrâmero+CD8+ presentes no baço. 
Houve variação na expressão da molécula CD62L dez semanas após 
imunização, estando esta diminuída no NALT e aumentada no TG e 
LNI. A molécula CD27 teve expressão também diminuída em sangue e 
NALT, demonstrando a presença de células efetoras nestes tecidos. A 
dose de reforço i.vag. não teve efeito pronunciado na expressão dos 
marcadores avaliados. 
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Figura 15. Análise fenotípica de células T CD8+ Gag-específicas após 
administração de vetores adenovirais símios por vias de mucosa. Grupos de 
vinte camundongos BALB/c foram imunizados i.n. com 1010 p.v. de AdC6gag e 
sacrificados após quatro (sm 4) e dez (sm 10) semanas para análise de células T 
CD8+ Gag-específicas. Células foram também isoladas de animais imunizados 
com AdC6gag por via i.n. seguido de reforço por via i.vag. com AdC68gag 6 
semanas após a primeira imunização. Células foram incubadas com tetrâmero 
específico, anticorpo anti-CD8α e anticorpos contra os marcadores CD44, 
CD27, CD62L e α4β7, sendo analisadas por citometria de fluxo. Os histogramas 
derivados de um experimento representativo apresentam a expressão dos 
diferentes marcadores em células tetrâmero+CD8+ de animais imunizados 
(linhas pretas) e células tetrâmero-CD8+ de animais naïve (áreas hachuradas). O 
símbolo (*) denota significância estatística de p<0,05 através de Teste t de 
Student de diferenças de MIF entre o grupo vacinado e o controle. 

 
Após a determinação do perfil fenotípico de células T CD8+ 

Gag-específicas induzidas por imunizações através de mucosas, buscou-
se identificar o fenótipo das células T CD8+ induzidas por imunização 
i.m. com AdC6gag seguida de reforço com AdC68gag por via i.m. ou de 
mucosa. Análises foram realizadas quatro semanas após a primeira dose 
ou reforço, e um ano após reforço i.m. com AdC68gag (Figura 16). 
Quatro semanas após imunização i.m. com AdC6gag, houve aumento da 
expressão da molécula CD44 em células T CD8+ Gag-específicas 
isoladas de baço e LNI (Figura 16). Foi observada diminuição da 
expressão da molécula CD62L em células T CD8+ Gag-específicas 
isoladas de baço, sangue e TG, mas não nos LNI ou NALT. Expressão 
do marcador CD27 diminuiu em células tetrâmero+CD8+ provenientes 
de sangue, baço e TG. Não foi observada alteração na expressão do 
marcador α4β7 em células T CD8+ Gag-específicas isoladas dos tecidos 
analisados. Na quarta semana após o reforço, o fenótipo das células 
Gag-específicas provenientes de baço, TG e NALT refletiram o 
observado após a administração inicial do vetor. Nos LNI, houve 
tendência de diminuição na expressão do marcador CD62L em células T 
CD8+ Gag-específicas, possivelmente devido à recirculação de IELs. No 
sangue, houve aumento da expressão do marcador CD44 e diminuição 
da expressão de α4β7. Após reforço i.vag. ou i.m., a expressão das 
moléculas CD44, CD62L, CD27 e integrina α4β7 refletiram os perfis 
observados dez semanas após a primeira dose, não havendo diferenças 
expressivas no fenótipo de células provenientes de animais que 
receberam reforço por via de mucosa ou i.m. Um ano após o reforço, a 
expressão do marcador CD44 apresentou-se aumentada em células T 
CD8+ Gag-específicas isoladas de baço e LNI, enquanto retornou aos 
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valores basais observados no controle naïve para os outros tecidos 
analisados (Figura 16). Células T CD8+ Gag-específicas isoladas de LNI 
e TG apresentaram aumento na expressão da molécula CD62L, o que foi 
inesperado para o tecido mucoso. Este informação novamente sugere 
tráfego celular entre TG e LNI. Houve aumento da expressão do 
marcador CD27 em células provenientes de LNI, sugerindo que células 
T CD8+ Gag-específicas deste tecido se diferenciaram em células de 
memória.  
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Figura 16. Fenótipo das células T CD8+ Gag-específicas após imunização 
i.m. com vetores adenovirais símios. Grupos de cinco camundongos BALB/c 
foram imunizados i.m. com 1010 p.v. de AdC6gag e sacrificados após quatro 
(sm 4) e dez (sm 10) semanas para análise de células T CD8+ Gag-específicas. 
Animais imunizados com AdC6gag por via i.m. seguido de reforço por via i.m. 
ou i.vag. com 1010 p.v. de AdC68gag seis semanas após a primeira imunização 
foram sacrificados após quatro semanas ou um ano do reforço. Células T CD8+ 
Gag-específicas foram incubadas com tetrâmero específico, anticorpo anti-
CD8α e anticorpos contra os marcadores de superfície CD44, CD27, CD62L e 
α4β7, sendo analisadas por citometria de fluxo. Os histogramas derivados de um 
experimento representativo apresentam a expressão dos diferentes marcadores 
em células tetrâmero+CD8+ de animais imunizados (linhas pretas) e tetrâmero-

CD8+ de animais naïve (áreas hachuradas). O símbolo (*) denota significância 
estatística de p<0,05 através de Teste t de Student de diferenças de MIF entre o 
grupo vacinado e o controle. 
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 Quatro semanas após a primeira dose ou dose de reforço 
heterólogo por via i.m., foi analisado o fenótipo de células provenientes 
do OUTC (ovário, útero, trompas uterinas e cérvix) separadamente das 
células provenientes da mucosa vaginal. Na figura 17 é possível 
observar a expressão de CD69 (marcador de ativação celular precoce), 
CD127 (receptor de IL-7), CD103 (também referido como αEβ7, 
integrina associada à infiltração celular no tecido epitelial) e NKG2D 
(receptor de ativação em células NK e co-estimulador para células 
CD8+) em células T CD8+ Gag-específicas isoladas de sangue, baço, 
LNI, OUTC e tecido vaginal. Como controle para a avaliação dos 
marcadores acima citados, células T Gag-específicas foram 
primeiramente analisadas quanto à expressão das moléculas CD44, 
CD62L e CD27, sendo esta expressão similar aos fenótipos observados 
na figura 16 (dados não mostrados). 
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Figura 17. Análise fenotípica de células T CD8+ Gag-específicas induzidas 
por imunização i.m. com vetores adenovirais símios. Grupos de cinco 
camundongos BALB/c foram imunizados i.m. com 1010 p.v. de AdC6gag e 
sacrificados após quatro semanas (sm 4) para análise de células T CD8+. 
Animais imunizados com AdC6gag por via i.m. seguido de reforço por via i.m. 
com 1010 p.v. de AdC68gag seis semanas após a primeira imunização foram 
sacrificados quatro semanas ou um ano após o reforço. A figura demonstra 
expressão dos marcadores CD127, CD103, NKG2D e CD69 em células T 
tetrâmero+CD8+, analisadas por citometria de fluxo. Os histogramas derivados 
de um experimento representativo apresentam a expressão dos diferentes 
marcadores em células tetrâmero+CD8+ de animais imunizados (linhas pretas) e 
tetrâmero-CD8+ de animais naïve (áreas hachuradas). O símbolo (*) denota 
significância estatística de p<0,05 através de Teste t de Student de diferenças de 
MIF entre o grupo vacinado e o controle. 
 
 Quatro semanas após administração da primeira dose, a 
expressão do marcador CD69 esteve diminuída em relação ao controle 
naïve em células T CD8+ de provenientes de baço, sangue e OUTC, 
apresentando o mesmo padrão de expressão nestes tecidos na quarta 
semana após o reforço (Figura 17). A expressão da molécula CD127 
aumentou em células isoladas de LNI quatro semanas após a dose de 
reforço, estando aumentada em células T CD8+ Gag-específicas 
provenientes de todos os tecidos analisados um ano após o reforço. A 
elevada expressão da molécula CD103 em células T CD8+ Gag-
específicas isoladas do TG um ano após o reforço sugere a atuação de 
CD103 na retenção desta população celular no TG. Foi observada 
alteração transiente no padrão da expressão da molécula NKG2D 
somente em células provenientes de sangue.   
 A figura 18 demonstra a expressão dos marcadores granzima B 
(enzima proteolítica indutora de apoptose caspase-dependente) e 
perforina (proteína formadora de poro) em células T CD8+ Gag-
específicas isoladas de sangue, baço, LNI e TG. Também observa-se na 
figura a expressão de CTLA-4 (importante na regulação negativa de 
respostas celulares), PD-1 (regulador negativo da sinalização de células 
T e sua função efetora) e Ki-67 (proteína associada à proliferação 
celular). Um ano após o reforço, as moléculas granzima B e perforina 
apresentaram perfil de expressão similar, estando aumentadas em 
células tetrâmero+CD8+ isoladas do TG. Apesar da expressão de 
enzimas proteolíticas, a expressão de outros marcadores, como CD62L 
(Figura 16), sugere que células T isoladas do TG tenham se diferenciado 
em células de memória quiescentes. Houve diminuição da expressão da 
molécula CTLA-4 em células T CD8+ Gag-específicas isoladas de LNI 
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quatro semanas após a administração de AdC6gag, havendo aumento da 
expressão deste marcador em células isoladas de OUTC no mesmo 
período. Células T CD8+ Gag-específicas provenientes do TG 
apresentaram aumento da expressão de CTLA-4 e Ki-67, não tendo sido 
detectada variação na expressão da molécula PD-1 um ano após o 
reforço. 
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Figura 18. Análise de marcadores de fase efetora em células T CD8+ Gag-
específicas induzidas por imunização i.m. com vetores adenovirais símios. 
Grupos de cinco camundongos BALB/c foram imunizados i.m. com 1010 p.v. de 
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AdC6gag e sacrificados após quatro semanas (sm 4) para análise de células T 
CD8+ Gag-específicas. Animais imunizados com AdC6gag por via i.m. seguido 
de reforço por via i.m. com 1010 p.v. de AdC68gag seis semanas após a primeira 
imunização foram sacrificados após quatro semanas ou um ano do reforço. A 
figura demonstra níveis de expressão das moléculas granzima B, perforina, 
CTLA-4, PD-1 e Ki-67 em células T tetrâmero+CD8+, analisadas por citometria 
de fluxo. Os histogramas derivados de um experimento representativo 
apresentam a expressão dos diferentes marcadores em células tetrâmero+CD8+ 
de animais imunizados (linhas pretas) e tetrâmero-CD8+ de animais naïve (áreas 
hachuradas). O símbolo (*) denota significância estatística de p<0,05 através de 
Teste t de Student de diferenças de MIF entre o grupo vacinado e o controle. 

 
Em resumo, diferenças notáveis na expressão de marcadores 

presentes em células T CD8+ Gag-específicas em comparação àquelas 
isoladas de TG e seus linfonodos drenantes foram observadas um ano 
após vacinação. Células T tetrâmero+CD8+ provenientes do TG 
apresentaram elevada expressão de CD103, CD127, CD62L, granzima 
B, perforina, CTLA-4 e Ki-67, indicando que estas células encontram-se 
num estágio de diferenciação não observado em baço ou sangue. 
 
 
 4.6 Origem das células T CD8+ presentes na mucosa genital 
 Com o intuito de identificar a origem das células T CD8+ que 
migram para o TG feminino, foram conduzidos experimentos de 
transferência adotiva de linfócitos. Camundongos BALB/c doadores 
foram imunizados i.m. com AdC6gag, recebendo dose de reforço após 
seis semanas com AdC68gag pela via i.m. Quatorze dias após o reforço, 
esplenócitos foram isolados de animais imunizados e a frequência de 
células tetrâmero+CD8+ foi determinada. As células restantes foram 
transferidas por via e.v. para camundongos da linhagem congênica 
Thy1.1 (5x107 células/animal). Os animais recipientes foram 
sacrificados sete dias após a transferência para detecção da presença de 
células T CD8+ Gag-específicas em diferentes tecidos. A utilização da 
linhagem Thy1.1 permite a distinção de células provenientes de animal 
doador ou receptor por meio da marcação de CD90, pois esta proteína 
possui alteração em um aminoácido em camundongos Thy1.1, 
denominada CD90.1. Como demonstrado na Figura 19, células 
tetrâmero+CD8+CD90.1- de origem dos animais doadores foram 
detectadas em todos os tecidos analisados, incluindo TG. Como 
observado após administração de vetores por via i.m. (Figura 11), 
detectou-se maior frequência de células T CD8+ Gag-específicas no TG 
do que em tecidos sistêmicos analisados (p<0,01). Estes resultados 



 64 

demonstram que células T CD8+ Gag-específicas isoladas de baço 
possuem a habilidade de migrar para o TG feminino de camundongos.  
 

 
 
Figura 19. Migração de células T CD8+ Gag-específicas após transferência 
adotiva de linfócitos. Grupos de 10 camundongos BALB/c foram imunizados 
com AdC6gag por via i.m. Quatorze dias após reforço i.m. com AdC68gag, 
células provenientes do baço de animais imunizados foram transferidas via e.v. 
para camundongos Thy1.1 naïve. Sete dias após a transferência, os animais 
recipientes foram sacrificados e células provenientes de diferentes tecidos foram 
incubadas com tetrâmero específico, anticorpo anti-CD8α e anti-CD90.1. Para 
análise do padrão de migração, células dos animais doadores foram 
identificadas através do fenótipo tetrâmero+CD8+CD90.1-; o gráfico demonstra 
frequência destas células em relação à contagem total de células CD8+. O 
símbolo (**) denota significância estatística de p<0,01. 
 
 
4.7 Efeito da imunização intramuscular com AdHu5gag sobre 
linfócitos residentes na mucosa genital 

Vacinação com vetores adenovirais induz potente resposta 
inflamatória, que pode mudar a biodistribuição de células T ativadas por 
meio da secreção de quimiocinas. A presença de imunidade contra o 
vetor resulta em resposta inflamatória exacerbada, podendo resultar em 
alterações na distribuição e magnitude da resposta imune contra o 
transgene. Para avaliar se a vacinação com o vetor AdHu5gag altera a 
composição de células T residentes no TG e a determinar se essas 
mudanças são influenciadas pela presença de imunidade pré-existente ao 
vetor, camundongos BALB/c naïve ou imunes contra AdHu5 foram 
imunizados com 1010 p.v. de AdHu5gag por via i.n. ou i.m. Linfócitos 
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foram isolados do TG em diferentes períodos pós-imunização e 
frequências de células T totais foram avaliadas por citometria de fluxo 
(Figura 20).  
 
20A. 

 
 
20B. 

 
 

Figura 20. Frequência de células T no TG feminino após imunização i.m. 
com o vetor AdHu5gag. Imunidade pré-existente contra o vetor AdHu5 foi 
induzida em grupos de cinco camundongos BALB/c através de duas 
administrações de 1011 p.v. de AdHu5rab.gp por via i.m. ou i.n. Animais pré-
expostos ao vetor AdHu5 foram imunizados com 1010 p.v. de AdHu5gag por via 
i.m. três semanas depois (i.m/i.m., quadrados preenchidos e i.n./i.m., círculos 
preenchidos). O grupo controle foi imunizado com o vetor AdHu5gag por via 
i.m. na ausência de pré-exposição (-/i.m., quadrados abertos), enquanto animais 
naïve receberam PBS em lugar de vetores virais (círculos abertos). Animais dos 
diferentes grupos experimentais foram sacrificados duas semanas após a 
imunização com AdHu5gag e células provenientes do TG foram avaliadas 
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quanto às frequências de células CD4+ (20A) ou CD8+ (20B). O símbolo (*) 
denota significância estatística de p<0,05 de diferenças nas freqüências entre o 
grupo naïve e os grupos imunizados. 
  

Animais naïve apresentaram frequências estáveis de células 
CD4+ e CD8+ em populações celulares isoladas do TG durante as doze 
semanas pós-imunização avaliadas (p>0,05) (Figura 20). Após a 
administração de AdHu5gag, foi observada diminuição na frequência de 
células T CD4+ nos grupos imunizados (p<0,05) (Figura 20A). 
Entretanto, a frequência de células CD4+ retornou aos valores normais 
na sexta semana após a imunização em animais soronegativos para 
AdHu5 no momento da imunização (grupo -/i.m.) ou pré-expostos ao 
vetor por via i.n. (i.n./i.m.), enquanto esta mesma população celular 
permaneceu contraída em relação ao controle em animais pré-expostos 
ao vetor por via i.m. (grupo i.m./i.m.) até a décima semana pós-
imunização (p<0,05). Observou-se o mesmo declínio nas frequências 
totais de células CD8+ após imunização com AdHu5gag (p<0,05) 
(Figura 20B). No grupo i.n./i.m. ou i.m./i.m., a frequência de células 
CD8+ permaneceu abaixo das valores normais até a quarta ou sexta 
semana pós-imunização, respectivamente (p<0,05). Em contrapartida, o 
grupo -/i.m. apresentou frequência aumentada de células T CD8++ em 
relação ao grupo naïve entre a primeira e oitava semana pós-imunização 
com AdHu5gag (p<0,05), o que sugere a infiltração de células T CD8+ 
no TG recentemente ativadas pela administração do vetor. 

O início da resposta imune foi caracterizada por redução na 
frequência de células T CD4+ e CD8+ no TG (Figura 20). Para avaliar se 
os linfócitos T que continuaram a residir no TG neste período são 
fenotipicamente distintos de células provenientes de animais naïve, 
células isoladas após imunização com AdHu5gag por via i.m., na 
presença ou ausência de imunidade pré-existente contra o vetor, foram 
avaliadas quanto à expressão de diferentes marcadores celulares por 
citometria de fluxo. O perfil fenotípico de células isoladas de animais 
pré-expostos ao vetor por via i.n. ou i.m. foram semelhantes e por este 
motivo somente dados referentes à pré-exposição i.m. são mostrados. 
Somente os marcadores CD44, granzima B e PD-1 apresentaram 
variação de expressão em células T CD4+ totais (Figura 21A). Foi 
possível detectar aumento da expressão do marcador CD44 em células 
isoladas dos dois grupos imunizados quando comparadas às células 
provenientes do controle na primeira semana após imunização. A 
molécula granzima B apresentou aumento de expressão em células 
CD4+ provenientes do grupo i.m./i.m. nos dois primeiros pontos de 
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análise. Na décima segunda semana pós-imunização, os níveis de 
expressão das moléculas granzima B e CD44 foram comparáveis em 
células T provenientes dos 3 grupos analisados. A população CD4+PD-
1hi foi detectada nos dois grupos vacinados com AdHu5gag mas não no 
controle naïve; o tamanho desta população contraiu na sexta semana 
pós-vacinação com AdHu5gag, não podendo mais ser detectada na 
décima segunda semana. 
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21A.  

 
 
21B. 

 
 
Figura 21. Fenótipo de células T provenientes do TG feminino após 
imunização i.m. com o vetor AdHu5gag. Imunidade pré-existente ao vetor 
AdHu5 foi induzida em grupos de cinco camundongos BALB/c através da 
administração de 1011 p.v. de AdHu5rab.gp por via i.m. Animais pré-expostos 
ao vetor AdHu5 foram imunizados com 1010 p.v. de AdHu5gag por via i.m. três 
semanas depois (i.m/i.m., linha cinza). Grupo controle foi imunizado com o 
vetor AdHu5gag por via i.m. na ausência de pré-exposição (-/i.m., linha preta), 
enquanto animais naïve receberam PBS em lugar de vetores virais (área 
hachurada). Animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados em 
diferentes períodos após imunização com AdHu5gag e células CD4+ (21A) ou 
CD8+ (21B) provenientes do TG foram avaliadas quanto à expressão dos 
marcadores listados na figura. Os histogramas apresentados são derivados de 
um experimento representativo. O símbolo (*) denota significância estatística de 
p<0,05 entre o grupo vacinado e controle, enquanto (†) denota p<0,05 entre os 
dois grupos vacinados através de Teste t de Student de diferenças de MIF.  
 
 Diferenças fenotípicas foram mais pronunciadas para células T 
CD8+ isoladas do TG de animais vacinados com AdHu5gag quando 
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comparadas às células isoladas de animais naïve (Figura 21B). Foi 
observado aumento diferencial da expressão do marcador CD44, 
estando esta molécula aumentada no grupo -/i.m. na primeira semana, e 
no grupo i.m./i.m. na sexta semana após imunização. A expressão da 
molécula CD62L apresentou-se diminuída nos dois grupos imunizados 
uma semana após administração, retornando aos valores basais no grupo 
-/i.m. após este período. Células T CD8+CD69hi foram detectadas na 
primeira semana pós-imunização no grupo -/i.m., não sendo observadas 
em outros pontos de análise ou grupos experimentais. A população 
celular CD8+Ki-67hi foi observada de forma transiente na primeira 
semana após imunização com AdHu5gag no grupo -/i.m., enquanto 
observou-se aumento da expressão de granzima B nos dois grupos 
imunizados. Animais vacinados com AdHu5gag demonstraram aumento 
na frequência de células CD8+KLRG1hi em populações isoladas do TG, 
suportando a noção de que a imunidade pré-existente ao vetor aumenta a 
estimulação antigênica constante de células T. Células T CD8+ isoladas 
de animais do grupo -/i.m. apresentaram aumento da expressão do 
marcador PD-1 na primeira semana após imunização. Tomados em 
conjunto, estes resultados demonstram que a imunização com o vetor 
AdHu5gag resulta em alteração na frequência e fenótipo de células T 
presentes na mucosa genital, sugerindo um padrão dinâmico de 
migração celular após imunização com o vetor viral. Estas células T 
aparentemente evadem a mucosa após imunização com AdHu5, talvez 
migrando para sítios de inflamação induzidos pela aplicação do vetor 
adenoviral, enquanto células T induzidas pela vacina infiltram a mucosa 
após ativação específica.    
 
 
4.8 Cinética da resposta de células T CD8+ induzida por 
administração intramuscular de AdHu5gag na presença de 
imunidade contra o vetor viral 
 A imunidade pré-existente ao vetor vacinal pode resultar em 
interferência não somente no padrão de migração de células T, mas 
também em sua magnitude. Para avaliar o efeito da imunidade pré-
existente contra o vetor na indução de resposta imune celular transgene-
específica no TG feminino, camundongos BALB/c naïve ou pré-
expostos à AdHu5 por via i.n. ou i.m. foram imunizados com 1010 p.v. 
de AdHu5gag por via i.m. Como controle, células provenientes de 
animais naïve foram analisadas em paralelo. O grupo pré-exposto ao 
vetor AdHu5 por via i.m. apresentou menor frequência de células T 
CD8+ Gag-específicas em relação ao grupo imunizado com AdHu5gag 
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na ausência de imunidade pré-existente ao vetor adenoviral em todos os 
tecidos analisados (p<0,05 em sangue, p<0,01 em baço, LNI e TG) 
(Figura 22). No sangue, a pré-exposição ao vetor AdHu5 resultou em 
redução da frequência de células T CD8+ Gag-específicas em cerca de 
50% na primeira semana após imunização para este grupo, sendo esta 
redução mais pronunciada na décima segunda semana (~80%). 
Considerando o grupo pré-exposto ao vetor por via i.n., a queda na 
frequência de células T CD8+ Gag-específicas foi observada somente no 
TG e nos ILN (p<0,01), em comparação ao observado no grupo 
imunizado na ausência de imunidade pré-existente ao vetor vacinal. No 
grupo -/i.m., a vacinação com AdHu5gag induziu aumento da frequência 
de células T CD8+ Gag-específicas no TG na primeira semana pós-
imunização, declinando na quarta semana (p<0,01) e permanecendo 
estável até o final do experimento. Houve diminuição na frequência de 
células T CD8+ Gag-específicas isoladas do TG do grupo pré-exposto 
i.n. ao vetor AdHu5 em todos os pontos de análise (p<0,05). De forma 
geral, a pré-exposição i.m. ao vetor AdHu5 influencia a indução de 
células T CD8+ transgene-específicas em tecidos sistêmicos e de 
mucosas, enquanto a pré-exposição ao vetor por via i.n. atua 
principalmente em populações do TG e seus linfonodos drenantes.  
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Figura 22. Efeito da imunidade pré-existente contra o vetor AdHu5 sobre a 
frequência de células T CD8+ Gag-específicas após imunização i.m. com 
AdHu5gag. Camundongos BALB/c foram pré-expostos ao vetor AdHu5 por 
via i.m. ou i.n. e imunizados com o vetor AdHu5gag por via i.m. após três 
semanas (i.m./i.m., colunas pretas e i.n./i.m., colunas cinzas). Grupos-controle 
consistiram em animais imunizados com AdHugag na ausência de imunidade 
pré-existente ao vetor adenoviral (-/i.m., colunas abertas). Células foram 
incubadas com tetrâmero específico, anticorpo anti-CD8α e corante aqua e 
analisadas por citometria de fluxo. O gráfico demonstra cinética da frequência 
de células T CD8+ Gag-específica provenientes de diferentes tecidos. Valores 
obtidos mediante análise de células provenientes de animais naïve, recebedores 
de PBS em lugar de vetores virais, foram subtraídos dos valores demonstrados 
para os dois grupos experimentais. Significância estatística de p<0,05 (*) ou 
p<0,01 (**) é mostrada na figura. 
  

Para avaliar a qualidade da resposta mediada por células T 
CD8+ transgene-específicas induzidas pela administração do vetor 
AdHu5gag na presença de imunidade contra o vetor vacinal, o fenótipo 
de células T CD8+ Gag-específicas foram avaliados 1, 6 e 12 semanas 
após a imunização com o vetor adenoviral (Figura 23). Por similaridades 
no fenótipo observado em células isoladas de animais pré-expostos ao 
vetor AdHu5, somente o grupo i.m./i.m. é mostrado em comparação 
com o grupo imunizado na ausência de imunidade pré-existente ao vetor 
ou com o grupo naïve. Em células isoladas de baço, os marcadores 
CCR5 e CD69 apresentaram-se expressos de maneira aumentada em 
células T CD8+ Gag-específicas de animais pré-expostos ao vetor 
AdHu5. Em contraste, observou-se a população CD8+CD69hi em células 
provenientes do TG do grupo -/i.m. na primeira semana pós-imunização. 
Diferenças na expressão de marcadores celulares neste período entre os 
dois grupos recebedores de vacina sugerem retardamento na ativação de 
células T CD8+ na presença de imunidade contra o vetor. Após seis 
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semanas de imunização com AdHu5gag foi observada maior expressão 
da molécula PD-1 em células isoladas de sangue e LNI do grupo -/i.m., 
em comparação ao grupo pré-exposto ao vetor. 

 

 
 
Figura 23. Fenótipo de células T CD8+ Gag-específicas induzidas mediante 
administração de AdHu5gag por via i.m. Grupos de cinco camundongos 
BALB/c foram imunizados com AdHu5gag na presença (linha cinza) ou 
ausência (linha preta) de imunidade pré-existente contra o vetor AdHu5. Células 
foram isoladas 1, 6 ou 12 semanas após a administração de AdHu5gag. Os 
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histogramas derivados de um experimento representativo apresentam expressão 
dos marcadores listados na figura em células tetrâmero+CD8+, em relação à 
células tetrâmero-CD8+ provenientes de animais naïve. O símbolo (*) denota 
significância estatística de p<0,05 entre o grupo vacinado e controle, enquanto 
(†) denota p<0,05 entre os dois grupos vacinados através de Teste t de Student 
de diferenças de MIF. 

 
As diferenças mais pronunciadas no fenótipo celular entre 

grupos imunizados com AdHu5gag foram observadas doze semanas 
após a imunização (Figura 23). Observou-se aumento da expressão da 
molécula CD69 em células T CD8+ Gag-específicas isoladas de sangue 
e baço do grupo i.m./i.m. Houve aumento da expressão dos marcadores 
CD103, CCR5 e Ki-67 em células T CD8+ Gag-específicas isoladas de 
baço e LNI de animais imunes ao vetor, enquanto PD-1 apresentou 
expressão elevada em células provenientes de LNI do grupo -/i.m. 
Células T CD8+ Gag-específicas isoladas do TG dos dois grupos 
imunizados apresentaram aumento da expressão do marcador PD-1, 
enquanto o grupo -/i.m. apresentou também diminuição de granzima B. 
De maneira geral, os dados originados neste estudo sugerem que a 
imunidade pré-existente ao vetor vacinal não somente retarda a ativação 
de células T CD8+ transgene-específicas, mas pode também influenciar 
seu processo de diferenciação.    

Além da resposta imune inata que pode perdurar por várias 
semanas após a infecção, pré-exposição ao vetor AdHu5 induz não 
somente anticorpos, mas também resposta de células T contra antígenos 
do vetor viral. Para avaliar se a redução na frequência de células T CD8+ 
transgene-específicas é resultante da ação de AcN contra o vetor ou se 
componentes celulares do sistema imune contribuem para este 
fenômeno, foram conduzidos experimentos de transferência de soro 
imune. Camundongos BALB/c foram pré-expostos à AdHu5 ou 
injetados com soro proveniente de animais imunes ao vírus e então 
vacinados com 1010 p.v. de AdHu5gag. Animais naïve vacinados com 
AdHu5gag foram utilizados como controle para frequência de células 
transgene-específicas. Como observado na figura 24, a diminuição da 
frequência de células T CD8+ Gag-específicas em sangue, baço e LNI 
foi semelhante entre animais pré-expostos ao vetor ou recebedores de 
soro imune (p>0,05). Mediante transferência de soro imune, frequências 
de células T CD8+ Gag-específicas no TG foram restauradas (p<0,01), 
aumentando em média 21 vezes (frequências de 0-0,24% para grupo 
pré-exposto, 2,19-2,98% no grupo de animais que recebeu soro imune). 
Estes resultados sugerem que enquanto AcN são o principal mecanismo 
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atuando na imunidade pré-existente ao vetor AdHu5 em tecidos 
sistêmicos, o tráfego de células T CD8+ para o TG é influenciado não 
somente por AcN, mas também por mecanismos celulares envolvidos na 
resposta imune adaptativa contra o vetor AdHu5.  

 

 
 
Figura 24. Efeito da presença de anticorpos pré-existentes contra AdHu5 
na indução de células T CD8+ Gag-específicas após imunização i.m. com 
AdHugag. Camundongos BALB/c foram pré-expostos à AdHu5 ou injetados 
i.p. com soro proveniente de animais imunes ao vírus. Animais  foram 
imunizados após uma semana com 1010 p.v. de AdHu5gag. Células foram 
analisadas por citometria de fluxo duas semanas após a imunização, comparadas 
com células provenientes de animais imunizados com o vetor AdHu5gag na 
ausência de imunidade pré-existente contra o vetor adenoviral. Valores denotam 
frequências de células tetrâmero+CD8+ em relação ao número total de CD8+; 
valores obtidos mediante análise da resposta Gag-específica em camundongos 
naïve foram subtraídos dos grupos experimentais mostrados na figura. O 
símbolo (**) denota significância estatística de p<0,01. 
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5 DISCUSSÃO 
 

Atualmente mulheres são mais comumente infectadas por HIV 
através de contato sexual (ABDOOL KARIM; SIBEKO; BAXTER, 
2010) e por este motivo acredita-se que a localização de resposta imune 
específica no TG possa ser um importante mecanismo para 
possivelmente conter a infecção. Além de eliminar a infecção inicial por 
HIV, esta contenção local poderia impedir a propagação sistêmica do 
vírus, a qual resulta em variantes virais que escapam detecção pelo 
sistema imune e acaba por prejudicar a resposta adaptativa contra o 
HIV. Estratégias vacinais que induzam a produção de anticorpos contra 
HIV-1 foram extensivamente avaliadas, entretanto não foi possível a 
obtenção de nenhuma vacina que fosse capaz de induzir AcN 
(MASCOLA; MONTEFIORI, 2010). Os esforços vacinais estão 
atualmente concentrados na indução de resposta imune celular, mediada 
principalmente por células T CD8+, por possuir papel central no controle 
de infecções virais incluindo infecção persistente com HIV-1 
(PANTALEO; FAUCI, 1995). Esta resposta de células T CD8+ não 
previne infecção, mas se presente na porta de entrada do vírus em 
indivíduos infectados poderia rapidamente eliminar células infectadas 
por HIV e potencialmente previnir ou interromper a disseminação viral 
(UBERLA, 2008). Por este motivo, teve-se por objetivo neste trabalho a 
indução de células T CD8+ HIV-específicas no TG feminino mediante a 
administração por diferentes vias de vetores adenovirais que expressam 
proteína derivada de HIV-1. 

É sabido que imunização i.n. induz resposta imune adaptativa 
não somente no trato respiratório mas também no trato reprodutivo 
(HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). No presente trabalho, 
imunização i.n. com AdC6gag induziu células T CD8+ Gag-específicas 
em diversos tecidos e mucosas (Figura 3), incluindo o TG, bem como 
resposta imune humoral contra o vetor vacinal e contra a proteína Gag 
de HIV-1 (Figuras 2 e 4). O isotipo IgA é comum em superfícies 
mucosas e foi portanto esperado que estivesse envolvido na resposta 
contra o vetor em superfícies mucosas, quando da administração i.n. de 
AdC6gag (Figura 5A). A presença de IgG2 sérica, que possui funções 
de fixação de complemento, opsonização e neutralização viral 
(SCHROEDER; CAVACINI, 2010), demonstra a habilidade de vetores 
adenovirais símios em induzir anticorpos que posteriormente podem 
atuar na interferência de infecção pela partícula viral (Figura 5B). 

 Os resultados do presente estudo confirmam que células T 
CD8+ migram para o TG feminino após imunização por via i.n. com 
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AdC6gag, porém o número desta população celular diminui rapidamente 
após o fim da fase efetora da resposta imune celular (Figura 3). A 
imunização i.vag., por sua vez, foi ineficiente na indução de imunidade 
em tecidos outros que não o TG (Figura 11) e quando utilizada como via 
de reforço após imunização i.n., induziu um pequeno aumento nas 
frequências de células T CD8+ Gag-específicas no TG e linfonodos 
drenantes (Figura 8). Apesar da baixa freqüência da resposta imune 
celular induzida pela imunização i.vag. observada neste estudo, a 
utilização de formulações que protejam o vetor viral do baixo pH 
vaginal e consequentemente aumentem a eficiência desta via de 
imunização é de grande valia e deve ser posteriormente explorada. 
Entretanto, como relatado previamente por Gupta e colaboradores 
(GUPTA et al., 2005), a via de imunização i.vag. foi relativamente 
ineficaz na indução de resposta imune sistêmica, o que combinado à 
problemas de logística dificulta o uso desta via de imunização em 
grande escala em seres humanos.  

Na avaliação da administração de vetores adenovirais por vias 
de mucosa, observou-se a superior indução de resposta imune celular 
HIV-específica no grupo que recebeu a primeira dose do vetor por via 
i.n. seguida de reforço pela via i.vag (Figura 9). Entretanto, este 
protocolo de imunização por vias de mucosa resultou na indução de 
menor frequência de células T CD8+ Gag-específicas quando comparada 
ao protocolo dose-reforço por via i.m (Figura 14). A imunização i.m. 
com vetores adenovirais recombinantes induziu não somente células T 
CD8+ Gag-específicas em tecidos sistêmicos, mas também altas 
frequências destas células específicas no TG (Figura 11). Uma segunda 
dose de vetor recombinante por via i.m resulta em potente reforço no 
TG de animais recebedores de primeira dose pela via i.m. (Figura 14). 
Foi observado que a frequência de células HIV-específicas induzidas 
por esta via de imunização permaneceram detectáveis pelo menos 1 ano 
após a administração dos vetores recombinantes. Imunização i.m. é 
portanto superior na indução de células T CD8+ genitais induzidas por 
vetores AdC quando comparada à via i.n., e oferece também o benefício 
de induzir potente resposta de células T CD8+ sistêmicas, que poderiam 
servir como uma segunda linha de defesa no caso do vírus ultrapassar a 
barreira mucosa. Estes resultados são corroborados por Suvas e 
colaboradores que demonstraram que infecção i.p. com vírus da 
coriomeningite linfocítica é superior à infecção i.n. na indução de 
células específicas na mucosa do TG de camundongos (SUVAS et al., 
2007). Outros grupos demonstram achados semelhantes mediante 
imunização com proteínas (BARNETT et al., 2008), vacinas de DNA 



 77 

(WU et al., 2009) e vacinas de DNA em combinação com vetores MVA 
e Semliki Forest (MARTINON et al., 2008). Tomados em conjunto, 
estes estudos indicam que a indução de células T CD8+ Gag-específicas 
em sítios mucosos após imunização i.m. é independente de vetor ou 
transgene de interesse, mas sim reflete um processo estabelecido do 
sistema imune adaptativo, relacionado à ativação e migração celular 
para tecidos de mucosa. 

Ao se comparar a freqüência e a funcionalidade de células 
induzidas por imunização de mucosa ou parenteral (Figura 12), pode-se 
concluir que a administração i.m. de vetores adenovirais é mais propícia 
para a indução de resposta imune adaptativa no TG feminino. Isto 
despertou interesse quanto às diferenças de fenótipo celular induzido por 
distintas vias de administração do antígeno (Figuras 15 e 16). Também 
foi realizado um estudo fenotípico detalhado de células T CD8+ na 
tentativa de esclarecer quais eram os marcadores celulares relacionados 
à migração celular para o TG feminino (Figuras 16, 17 e 18). É possível 
que células T CD8+ ativadas após encontro com antígeno se dirijam para 
o TG com o auxílio de sensores não-identificados, ou que este processo 
seja aleatório. Nestes ensaios foram comparadas células isoladas de 
baço, sangue, LNI e TG em diferentes dias pós-imunização. Em alguns 
experimentos NALT também foi avaliado, sendo utilizado para fins de 
comparação de população celular migrando para tecido mucoso distinto. 
Além de induzir frequências superiores aos protocolos de imunização 
por vias de mucosa, a administração i.m. dos vetores induziu células 
específicas com fenótipos similares aos observados após imunização i.n 
ou i.vag (Figuras 15 e 16). Foi observado que células T CD8+ isoladas 
da mucosa genital, quando na fase efetora, compartilham características 
fenotípicas com aquelas circulando em tecidos sistêmicos ou que 
migram para o NALT. Entretanto, células Gag-específicas isoladas de 
tecidos sistêmicos ou TG são fenotipicamente distintas após 
estabelecimento de memória, sendo esta situação especialmente 
pronunciada um ano após a imunização i.m. Os marcadores celulares 
avaliados sugerem que células tetrâmero+CD8+ residentes no TG 
permanecem ativadas por longos períodos e poderiam, portanto, 
proliferar e atuar em processos citotóxicos após encontro com células 
infectadas expressando HIV-1 Gag. 

Na tentativa de desvendar o fenótipo de células T provenientes 
do TG feminino, foram avaliados marcadores celulares que são 
expressos em células provenientes da mucosa intestinal. Apesar da 
expressão aumentada do marcador CD69 em células T CD8+ 
provenientes da mucosa intestinal ter sido demonstrada (KUO et al., 
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2001;  KLEIN, 2004), não foi observado aumento da expressão de 
CD69 em células isoladas da mucosa do TG após administração de 
vetores adenovirais símios (Figura 17). Apesar da molécula α4β7 estar 
relacionada à migração de células T CD4+ para o TG e ser considerada 
um marcador de migração celular para a mucosa intestinal (HAWKINS; 
RANK; KELLY, 2000), não foi observado aumento da sua expressão 
em células T CD8+ que migram para o TG feminino de camundongos 
(Figuras 15 e 16). Entretanto, não é possível excluir a atuação de α4β7 
no endereçamento de células T para a mucosa vaginal, visto que a 
expressão deste marcador ocorre de forma transiente e por curtos 
períodos de tempo, podendo assim ter escapado de detecção nos ensaios 
realizados. O marcador CD103 esteve discretamente aumentado em 
células tetrâmero+CD8+ do TG logo após imunização, sendo fortemente 
expresso um ano após a vacinação (Figura 17).   

Na tentativa de desvendar se a migração celular para o TG é 
dependente da origem celular, foram realizados experimentos de 
transferência adotiva de linfócitos provenientes de animais imunizados 
com vetores adenovirais recombinantes por via i.m. (Figura 19). 
Demonstrou-se assim que células T CD8+ Gag-específicas de origem 
esplênica podem rapidamente migrar para o TG feminino de maneira 
similar à observada em animais imunizados com vetores adenovirais. 
Este dado contrapõe a hipótese de que células T CD8+ que migram e 
residem em tecidos mucosos requerem uma via distinta de maturação ou 
ativação da observada para células T pertencentes à circulação sistêmica 
(HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). Além disso, a elevada 
frequência de células T CD8+ Gag-específicas induzida no TG por 
imunização i.m., quando comparada à observada após administração i.n. 
do vetor, contraria a teoria de que imunização por diferentes vias resulta 
na migração diferencial de células T ativadas (LEFRANCOIS et al., 
2002), sendo este processo ditado pelas condições nas quais as células T 
CD8+ são inicialmente estimuladas. Os resultados aqui apresentados 
sugerem que a migração de células T CD8+ ativadas para o TG é em 
parte aleatório e afetado pela frequência destas células no sangue, e em 
parte direcionado pela expressão de marcadores de endereçamento 
celular ainda não identificados. Em ambos os casos, acredita-se que 
células T CD8+ ativadas recebem sinal de um microambiente que 
favorece sua retenção uma vez que alcançam o TG, resultando em 
enriquecimento desta população na superfície mucosa. 

 A funcionalidade de células T CD8+ isoladas do TG deve ser 
melhor investigada. Estes dados iniciais demonstram que células do TG 
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produzem IFN-γ, como também observado para células T CD8+ genitais 
isoladas de NHP infectados com SIV (STEVCEVA et al., 2002). Foi 
observado também que células T CD8+ Gag-específicas provenientes do 
TG apresentam elevada expressão de granzima B, perforina e Ki-67, 
sugerindo que estas células permanecem ativadas, mesmo um ano após a 
administração do vetor vacinal (Figura 18). Apesar de células de 
memória tradicionalmente não possuírem marcadores de fase efetora, 
Klein demonstrou a presença de células T atípicas em superfícies 
mucosas (KLEIN, 2004) e acredita-se que a elevada expressão de 
enzimas líticas observada em células de memória provenientes do TG 
seja resultado de microambiente específico deste tecido. 

Em seres humanos, vacinas de Ad induziram resposta imune 
robusta em ensaios de fase I e II (CATANZARO et al., 2006;  PRIDDY 
et al., 2008), tendo sido recentemente avaliadas em ensaios de fase IIb, 
denominados STEP e Phambili (BUCHBINDER et al., 2008). Estes 
estudos foram projetados para avaliar a redução de aquisição e/ou 
diminuição da carga viral pós-infecção com HIV em indivíduos que não 
possuíam títulos de AcN contra o vetor vacinal utilizado, bem como em 
indivíduos com altos títulos de AcN. A vacina baseada em AdHu5, 
expressando gag, pol e nef derivados de HIV-1 subtipo B foi 
administrada pela via i.m. em protocolo de dose-reforço de três doses. 
Apesar de ter sido planejado o recrutamento de três mil indivíduos para 
o ensaio STEP, o estudo foi interrompido antes do recrutamento ter sido 
finalizado devido à falta de eficácia da vacina após a confirmação de 82 
infecções por HIV (MCELRATH et al., 2008). O ensaio Phambili foi 
interrompido logo em seguida, após o recrutamento de somente 801 
participantes e confirmação de 11 novas infecções (NIAID, 2007). O 
resultado mais surpreendente deste estudo está realacionado à resposta 
imune pré-existente contra o vetor AdHu5, visto que houve tendência de 
maior aquisição de HIV por indivíduos com altos títulos de AcN contra 
o vetor. A incidência de infecção por HIV em indivíduos soropositivos 
para AdHu5 foi 2,3% maior que no respectivo grupo placebo 
(BUCHBINDER et al., 2008). Tem sido sugerido que a ativação global 
de células T CD4+ observada no estudo possa enriquecer a população de 
células-alvo para o vírus e dessa maneira facilitar a infecção por HIV-1. 
De fato, estudos demonstram que a administração de AdHu5 induz 
ativação de células T CD4+ com maior expressão de CCR5 e receptores 
de migração para sítios mucosos (BENLAHRECH et al., 2009). Esta 
situação é particularmente importante no caso de vetores adenovirais, 
considerando que o vetor persiste de forma transcricionalmente ativa por 



 80 

longos períodos após imunização, mantendo populações de células 
específicas pela constante estimulação antigênica (TATSIS et al., 
2007b). Foi também sugerido que a presença de AcN contra o vetor 
possa interferir com a apresentação de antígeno e ocasionar 
redirecionamento de resposta celular de Th1 para Th2, reduzindo assim 
a estimulação de células T CD8+ (HAUT; ERTL, 2009). É possível 
ainda que AcN possam não ser a causa direta da maior aquisição de 
infecção, mas atuam promovendo aumentado estado de ativação celular, 
resultando em maiores taxas de infecção de células-alvo. Na tentativa de 
investigar possíveis fatores que possam interferir na resposta imune 
contra o transgene em presença de imunidade contra o vetor vacinal, os 
experimentos subsequentes utilizaram AdHu5 como vetor vacinal contra 
HIV-1. 

Após imunização de dose única com AdHu5gag pela via i.m., 
foi observada diminuição da frequência de células T CD4+ e T CD8+ no 
TG feminino (Figura 20). Acredita-se que esta queda reflita o 
recrutamento destas populações celulares para sítios de inflamação 
induzidos no local de aplicação do vetor. Observou-se também que as 
frequências destas populações celulares retornaram aos valores normais 
mais rapidamente nos grupos imunizados com AdHu5gag na ausência 
de imunidade pré-existente contra o vetor. Pelo fato da resposta imune 
inata induzida pela administração de AdHu5gag na presença de AcN 
contra o vetor ser exacerbada em comparação à administração do vetor 
viral na ausência de resposta imune pré-existente (TATSIS et al., 2007b;  
MCELRATH et al., 2008), é possível que sinais para migração de 
células T para sítios de inflamação sejam sustentados por períodos mais 
longos na presença de AcN contra o vetor. A queda nas frequências de 
células T CD4+ e CD8+ foi acompanhada por queda no número absoluto 
destas populações no TG, refletindo evasão de células para outros 
tecidos ao contrário de influxo de outros tipos celulares neste tecido. A 
expressão de marcadores em células residentes no TG também 
demonstrou ser influenciada por imunidade pré-existente. De forma 
geral, a análise fenotípica de células CD4+ e CD8+ de origem genital 
sugere que a imunização com AdHu5gag na presença de imunidade pré-
existente contra o vetor retarda o início de ativação celular, mas uma vez 
que este processo é estabelecido, ocorre de maneira exacerbada, talvez 
devido à ação de processos inflamatórios ou de resposta imune 
adaptativa contra o vetor (VARNAVSKI et al., 2005). 

Como também observado por Yang e colaboradores (YANG et 
al., 2003), houve declínio na frequência de células T CD8+ Gag-
específicas na presença de imunidade pré-existente ao vetor AdHu5 
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(Figura 22). Entretanto, esta redução ocorre de forma distinta em 
diferentes tecidos ou após pré-exposição ao vetor viral por diferentes 
vias. É possível observar que na décima segunda semana após a 
imunização, o impacto da imunidade pré-existente é visto com mais 
clareza no sangue e TG para o grupo i.m./i.m., tecidos nos quais houve 
maior redução na frequência de células T CD8+ Gag-específicas. O 
grupo i.n./i.m., por sua vez, apresentou maior interferência da imunidade 
pré-existente no TG, sem alterações nas freqüências de células T CD8+ 
Gag-específicas isoladas de sangue ou baço. Entretanto, ainda  é 
necessário determinar se este fato é resultante de um processo distinto 
para indução de resposta imune celular nos tecidos analisados ou 
conseqüência dos diferentes títulos de anticorpos neutralizantes 
induzidos pelas distintas vias de pré-exposição ao vetor viral. Sítios 
mucosos e sangue contém células T CD8+ ativadas que expressam 
receptores de endereçamento para tecidos linfóides de forma diminuída, 
enquanto baço contém células T ativadas e quiescentes. O declínio 
pronunciado na frequência de células T CD8+ Gag-específicas 
observado em sangue e TG sugere que a imunidade pré-existente contra 
o vetor vacinal atua sobre células T efetoras, reduzindo sua taxa de 
diferenciação ou meia-vida, ou sobre células T destinadas à população 
de memória central, favorecendo sua indução em detrimento de células 
efetoras.  

Também foi conduzida uma análise fenotípica das células T 
CD8+ Gag-específicas induzidas na presença de imunidade pré-existente 
contra o vetor vacinal. A distribuição dos marcadores celulares indica 
que a ativação celular neste grupo é retardada, mas não prejudicada 
(Figura 23). De fato, a maior expressão de marcadores de proliferação e 
enzima lítica, em relação ao grupo soronegativo no momento da 
imunização, demonstra que a ativação de células T CD8+ ocorre de 
forma mais pronunciada no grupo possuidor de imunidade adaptativa 
contra o vetor vacinal no momento da imunização. Esta ativação 
exacerbada pode ser indício de maior ativação geral do sistema imune, 
favorecendo a possível explicação de que, no caso de infecção por HIV, 
a administração do vetor vacinal em presença de pré-exposição induz 
inflamação e acaba por gerar ambiente propício para a disseminação 
viral. 

De forma geral, a estimulação antigênica leva à diferenciação 
de células T naïve em células efetoras durante a fase aguda de infecções. 
Células destinadas à população de memória não são submetidas à 
ativação total; esta ocorre em células que atingem o local de inflamação 
no início da infecção e estão sujeitas à estimulação antigênica por 
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longos períodos (SARKAR et al., 2008). Estas células exibem perfil de 
total ativação e passam por vários ciclos de divisão, constituindo 
diferenciação terminal em fase efetora. Um estudo  demonstrou que a 
alta expressão do marcador KLRG1 no início da fase efetora de células 
T CD8+ favorece o desenvolvimento de estágio efetor terminal, 
enquanto células com expressão intermediária ou ausência de KLRG1 
são destinadas à população de memória (SARKAR et al., 2008). Apesar 
de não possuírem perfil total de ativação, esta população é efetora e 
apresenta aumento da expressão dos marcadores CD62L, granzima B e 
IFN-γ (SARKAR et al., 2008). Desta maneira, o período de 
recrutamento celular para o sítio de inflamação pode influenciar o 
destino celular. No presente estudo, foi observado que células do TG 
deixam este tecido após imunização i.m. (Figura 20). Coincidentemente, 
este tecido possui duas subpopulações que expressam a molécula 
KLRG1 de forma diferencial (Figura 21 e 23). No início da resposta 
imune, a maioria das células presentes no TG são KLRG1low, 
progredindo para maior expressão deste marcador possivelmente 
conforme células retornam ao TG após recirculação. Apesar da maioria 
das células estar submetida à constante estimulação antigênica e 
potencial diferenciação em células efetoras terminais na décima segunda 
semana após vacinação, parte da população permanece KLRG1low ou 
KLRG1int no TG. Este fato pode explicar a grande contração da resposta 
imune observada no experimento de memória após administração de 
vetores adenovirais símios por via i.m., onde grande parte das células 
Gag-específicas morre e há estabelecimento de pequena população de 
memória. Nos LNI, foi observado somente o fenótipo KLRG1low (Figura 
23), favorecendo assim o desenvolvimento de memória nos linfonodos 
drenantes do TG e proporcionando reservatório celular que pode ser 
rapidamente recrutado mediante infecção. Assim, células induzidas na 
presença de imunidade pré-existente estão presentes em menor 
frequência e possuem ativação retardada, mas são submetidas aos 
processos normais de diferenciação em células efetoras e formação de 
populações de memória.  

O ensaio de transferência adotiva de soro imune foi realizado 
para determinar o papel de AcN como o fator central da interferência na 
resposta imune induzida pelo vetor vacinal (Figura 24). Estes anticorpos 
parecem possuir o papel principal na interferência com o vetor vacinal 
observada em tecidos sistêmicos, mas exercem menor influência no TG. 
Desta maneira, conclui-se que a imunidade pré-existente ao vetor 
presente neste tecido mucoso é composta não somente por AcN, mas é 
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em grande parte mediada por mecanismos celulares direcionados contra 
antígenos da partícula viral. Inúmeras hipóteses foram levantadas na 
tentativa de explicar a ineficácia da vacina utilizada no ensaio STEP, 
como a indução de células T HIV-específicas com limitado repertório de 
especificidade ou células específicas com menor capacidade efetora ou 
proliferativa (NIAID, 2007). Entretanto, os resultados aqui descritos 
sugerem que a administração de AdHu5 em animais possuidores de 
imunidade pré-existente contra o vetor gera alteração nas populações de 
células T genitais sem resultar no aumento do número de células-alvo ou 
expressão aumentada de receptores e co-receptores para HIV.  

Em resumo, os dados apresentados sugerem que imunização 
i.m. com vetor adenoviral símio replicante-defectivo induz resposta 
robusta de células T CD8+ transgene-específicas no TG de 
camundongos, e que esta resposta pode ser aumentada por administração 
de dose de reforço heterólogo por via i.m. A resposta é sustentada e 
pode ser detectada um ano após imunização. Células T CD8+ genitais 
induzidas por vacinação i.m. são funcionais, carregam enzimas líticas e 
secretam citocinas mediante estimulação com antígeno específico. Em 
conjunto, estes resultados sugerem que vacinas administradas por via 
i.m. podem induzir uma barreira contra infecção pelo HIV-1 no TG de 
indivíduos do sexo feminino. De fato, regimes sistêmicos são preferíveis 
à mucosos em seres humanos devido a fatores logísticos e ausência de 
interferência por flora ou ciclo menstrual, o que pode afetar 
profundamente a eficácia de vacinas.    
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6 CONCLUSÕES 
 
Este estudo demonstrou que a administração intramuscular de 

vetores adenovirais símios que expressam a proteína Gag de HIV-1, em 
protocolo de dose-reforço heterólogo, estimula resposta imune celular e 
humoral específicas no trato genital feminino de camundongos, sendo 
superior aos protocolos de imunização utilizando vias de mucosa. A via 
de imunização intramuscular induziu células T CD8+ Gag-específicas 
que permanecem no trato genital como células de memória efetora, 
representando um estágio de diferenciação distinto do observado em 
células provenientes de outros tecidos. Células de origem sistêmica 
possuem a capacidade de migrar e serem retidas no tecido mucoso, 
contrariando a visão tradicional da existência de um processo distinto de 
estimulação antigênica para a indução de resposta imune adaptativa em 
superfícies mucosas. A administração de vetores adenovirais por via 
intramuscular ou intranasal alterou a frequência e o fenótipo de células 
T CD4+ e CD8+ presentes no trato genital, enquanto a presença de 
imunidade contra o vetor vacinal influenciou a frequência e o processo 
de ativação de células T CD8+ transgene-específicas. Esta interferência é 
causada principalmente por anticorpos neutralizantes nos tecidos 
sistêmicos analisados, enquanto no trato genital este fenômeno é 
influenciado também por mecanismos celulares. Os resultados 
demonstrados sugerem que a administração de vetores adenovirais por 
via intramuscular é um procedimento adequado para a indução de 
resposta imune contra HIV no trato genital feminino, induzindo resposta 
imune de longa duração sem prover um microambiente favorável à 
infecção de células-alvo pelo vírus no tecido mucoso. 
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APÊNDICE A – Painéis de anticorpos utilizados na avaliação do 
fenótipo de células provenientes de animais imunizados com vetores 

adenovirais por vias de mucosa 
 

Painel Marcador Fluorocromo Tipo de 
marcação Fabricante 

 Tetrâmero APC superfície NIH 
1 CD8 PerCP superfície BD Pharmingen 
 CD127 PE superfície eBioscience 
 CD44 FITC superfície BD Pharmingen 
 Tetrâmero APC superfície NIH 

2 CD8 PerCP superfície BD Pharmingen 
 CD27 PE superfície BD Pharmingen 
 CD62L FITC superfície BD Pharmingen 
 Tetrâmero APC superfície NIH 

3 CD8 PerCP superfície BD Pharmingen 
 α4β7 PE superfície BD Pharmingen 
 CD69 FITC superfície BD Pharmingen 
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APÊNDICE B – Painéis de anticorpos utilizados na avaliação do 
fenótipo de células provenientes de animais imunizados com vetores 

adenovirais símios por via i.m. 
 

Painel Marcador Fluorocromo Tipo de 
marcação Fabricante 

 Corante 
Aqua AmCyan intracelular Invitrogen 

 Tetrâmero APC superfície NIH 
1 CD8 PerCP Cy-5.5 superfície BD Pharmingen 
 CD44 Azul pacífico superfície BioLegend 
 NKG2D PE-Cy7 superfície eBioscience 
 CD62L Alexa 700 superfície Biolegend 
 CD27 PE superfície BD Pharmingen 
 CD103 FITC superfície BD Pharmingen 

 Corante 
Aqua AmCyan intracelular Invitrogen 

 Tetrâmero APC superfície NIH 
2 CD8 PerCP Cy-5.5 superfície BD Pharmingen 
 CD44 Azul pacífico superfície BioLegend 
 PD-1 PE-Cy7 superfície BioLegend 
 Granzima B PE intracelular eBioscience 
 Ki-67 FITC intracelular BD Pharmingen 

 Corante 
Aqua AmCyan Intracelular Invitrogen 

 Tetrâmero APC superfície NIH 
3 CD8 PerCP Cy-5.5 superfície BD Pharmingen 
 CD44 Azul pacífico superfície BioLegend 
 CD127 Alexa 700 superfície eBioscience 
 Perforin PE intracelular eBioscience 
 CTLA-4 FITC intracelular AbCam 
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APÊNDICE C – Painéis de anticorpos utilizados na avaliação do 
fenótipo de células provenientes de animais imunizados com AdHu5gag 

por via i.m. 
 

Painel Marcador Fluorocromo Tipo de 
marcação Fabricante 

 Corante 
Aqua AmCyan intracelular Invitrogen 

 Tetrâmero APC superfície NIH 

 CD8 Vermelho 
Texas superfície Invitrogen 

1 CD4 PerCP Cy-5.5 superfície BD Pharmingen 
 CD44 Azul pacífico superfície BioLegend 
 CD62L Alexa 700 superfície BioLegend 
 CD69 PE-Cy7 superfície eBioscience 
 CCR5 PE superfície BD Pharmingen 
 CD103 FITC superfície BD Pharmingen 

 Corante 
Aqua AmCyan intracelular Invitrogen 

 Tetrâmero APC superfície NIH 

 CD8 Vermelho 
Texas superfície Invitrogen 

2 CD4 PerCP Cy-5.5 superfície BD Pharmingen 
 CD44 Azul pacífico superfície BioLegend 
 CD127 Alexa 700 superfície eBioscience 
 NKG2D PE-Cy7 superfície eBioscience 

 Granzima 
B PE intracelular eBioscience 

 Ki-67 FITC intracelular BD Pharmingen 

 Corante 
Aqua AmCyan intracelular Invitrogen 

 Tetrâmero APC superfície NIH 

 CD8 Vermelho 
Texas superfície Invitrogen 

3 CD4 PerCP Cy-5.5 superfície BD Pharmingen 
 CD44 Azul pacífico superfície BioLegend 
 CD86 Alexa 700 superfície BioLegend 
 PD-1 PE-Cy7 superfície BioLegend 
 KLRG1 PE superfície Southern Biotech 
 CTLA-4 FITC intracelular AbCam 
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APÊNDICE D – Esquema da estratégia de análise utilizada na 
avaliação da expressão de marcadores em células T CD8+ Gag-

específicas 

 
Esta figura representa a seleção de populações celulares em amostras 

provenientes do TG feminino de camundongos BALB/c imunizados com 
AdHu5gag por via i.m. na ausência de imunidade pré-existente contra o vetor 
vacinal. Células foram selecionadas de acordo com a dispersão frontal (FSC) e 
lateral (SSC) de luz (tamanho e complexidade celular, respectivamente) e 
selecionadas para a população de células únicas em suspensão, excluída de 
agregados celulares (FSC-A x FSC-H). Em seguida, células positivas para 
corante Aqua (fluorocromo AmCyan) foram excluídas, resultando em 
população de células vivas, sendo então selecionadas para populações CD4+ 

(PerCP-Cy-5.5) e CD8+ (PE-Vermelho Texas [Texas Red]). A frequência de 
células CD8+ Gag-específicas foi avaliada através de seleção da população 
tetrâmero+CD8+ (APC+ PE- Vermelho Texas [Texas Red+]), CD44hi (Azul 
Pacífico (Pacific Blue]). Células tetrâmero-CD8+CD44low provenientes de 
animais naïve foram utilizadas como base de comparação dos níveis de 
expressão dos diferentes marcadores. Em todos os experimentos, células 
tetrâmero-CD8+CD4low derivadas de animais imunizados foram analisadas e 
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seus fenótipos espelharam os observados em animais naïve. Populações totais 
de células CD4+ ou CD8+, bem como células tetrâmero+CD8+, foram avaliadas 
para diferentes marcadores celulares mediante a construção de histogramas, 
representando porcentagem da contagem máxima de células para cada amostra 
(como exemplo, é demonstrada a expressão do marcador CD62L no canal 
Alexa700). 
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