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Almeida, RR. Imunogenicidade de vacinas de DNA codificando peptídeos 
conservados e promíscuos do HIV-1, em camundongos BALB/c [Dissertação]. 
São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2011 

Resumo 

A pandemia de AIDS é um dos principais problemas de saúde pública no 

mundo e demanda o desenvolvimento de uma vacina eficaz. Uma abordagem vacinal 

ideal, baseada em resposta celular contra o HIV-1, deveria induzir uma resposta imune 

mediada tanto por células T CD4+ quanto CD8+. A diversidade genética do HIV-1 é 

uma grande preocupação para o desenvolvimento de uma vacina e sequências 

consenso têm sido utilizadas a fim de contornar a barreira imposta por essa 

diversidade. A escolha apropriada dos antígenos a comporem as construções vacinas 

também é relevante, visto que proteínas como Gag e Vif têm se mostrado bastante 

imunogênicas, enquanto alguns trabalhos têm demonstrado que Env possui 

características imunossupressoras e que respostas celulares contra esse antígeno 

podem ser danosas aos indivíduos vacinados.  Nosso grupo demonstrou que uma 

vacina de DNA (HIVBr18) codificando 18 peptídeos para linfócitos T CD4+, promíscuos 

(capazes de se ligarem a múltiplas moléculas HLA-DR) e conservados na sequência 

consenso do subtipo B do HIV-1 foi capaz de induzir uma resposta celular ampla, 

polifuncional e de longa duração em camundongos BALB/c e transgênicos para 

moléculas HLA. Neste trabalho identificamos 34 peptídeos potencialmente 

reconhecidos por linfócitos T CD4+, promíscuos e conservados na sequência 

consenso dos consensos do grupo M do HIV-1. Uma vacina de DNA (HIVBr27) 

codificando 27 dos 34 peptídeos (exceto os 7 peptídeos de Env identificados) induziu 

uma resposta mais ampla e de maior magnitude que a vacina HIVBr18 em 

camundongos BALB/c. Além disso, a vacina HIVBr27 induziu maior frequência de 

linfócitos T CD4+ e CD8+ polifuncionais, capazes de proliferar e produzir as citocinas 

IFN-γ e TNF-α. Desenvolvemos também uma vacina de DNA (HIVenv7) codificando os 

7 peptídeos de Env do HIV-1 identificados. A co-imunização de HIVenv7+HIVBr27 

reduziu a amplitude da resposta celular contra peptídeos codificados pela vacina 

HIVBr27. Além disso, a co-imunização reduziu a magnitude da resposta e a frequência 

de linfócitos T CD4+ e CD8+ polifuncionais contra o pool de 27 peptídeos codificados 

por essa vacina. A vacina HIVBr27, desenhada para induzir uma resposta de linfócitos 

T CD4+ ampla e intensa contra peptídeos promíscuos e conservados da sequência 

consenso dos consensos do grupo M do HIV-1, é mais imunogênica e mais completa 

que a vacina HIVBr18, tendo potencial de conferir, em grande cobertura populacional, 

imunidade contra os diversos subtipos circulantes do vírus. O fenômeno observado na 
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co-imunização com HIVenv7 sugere que a inclusão do envelope em imunógenos 

contra o HIV-1 possa ser prejudicial. Por outro lado, isto faz desse plasmídeo um alvo 

promissor para terapias imunológicas que visem indução de imunossupressão.   

Descritores: 1. Vacinas contra AIDS 2. Linfócitos T CD4 positivos 3. Cobertura vacinal 

4. Camundongos endogâmicos BALB/c 5. Imunossupressão 
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Almeida, RR. Immunogenicity of DNA vaccines encoding conserved and 
promiscuous HIV-1 peptides, in BALB/c mice [Dissertation]. São Paulo: 
Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2011 

Abstract 

The AIDS pandemic is a worldwide major public health problem and requires the 

development of an effective vaccine. An ideal vaccine approach based on cellular 

immune responses against HIV-1 should induce an immune response mediated by 

both CD4+ and CD8+ T cells. HIV-1 genetic diversity is a major concern for developing 

a vaccine and consensus sequences have been used to circumvent the barrier posed 

by this diversity. The appropriate choice of antigens to compose the vaccines is also 

relevant, since proteins such as Gag and Vif have been shown to be immunogenic, 

while some studies have shown that Env has immunosuppressive characteristics and 

cellular responses against this antigen can be harmful to vaccinated individuals. Our 

group has demonstrated that a DNA vaccine (HIVBr18) encoding “promiscuous” 

multiple HLA-DR binding, conserved B-subtype HIV-1 CD4+ T cell epitopes was able to 

induce a broad, polyfunctional and long lasting T cell response in BALB/c and HLA 

transgenic mice. In this work we identified 34 promiscuous and conserved sequences 

within the group M HIV-1 consensus of the consensus sequence, potentially 

recognized by CD4+ T cells. A DNA vaccine (HIVBr27) encoding 27 of the 34 peptides 

(except the 7 Env identified peptides) induced a broader and higher magnitude T cell 

response than HIVBr18 vaccine in BALB/c mice. Moreover, the vaccine HIVBr27 

induced a higher frequency of polyfunctional CD4+ and CD8+ T cells, able to proliferate 

and produce the cytokines IFN-γ and TNF-α. We also developed a DNA vaccine 

(HIVenv7) encoding the 7 HIV-1 Env identified peptides. Co-immunization with 

HIVenv7+HIVBr27 reduced the breadth of the cellular immune response against the 

HIVBr27 encoded peptides.  Besides, co-imunization reduced the magnitude of the 

response and the frequency of polyfunctional CD4+ and CD8+ T cells against the pool 

of 27 peptides encoded by this vaccine. The HIVBr27 vaccine, designed to induce a 

broad and intense CD4+ T cell response against promiscuous and conserved peptides 

within the group M HIV-1 consensus of the consensus sequence, is more immunogenic 

and more complete than the vaccine HIVBr18, having the potential to provide, with 

wide population coverage, immunity against various circulating subtypes of the virus. 

The phenomenon observed in the co-immunization with HIVenv7 suggests that the 

inclusion of the envelope in immunogens against HIV-1 may be harmful. On the other 

hand, these results suggest that HIVenv7 is a promising target for immune therapies 

aimed at inducing immunosuppression. 



Almeida, RR  xvi 

 

Descriptors: 1. AIDS vaccines 2. CD4 positive T lymphocytes 3. Immunization 

coverage 4. BALB/c Inbred mice 5. Immunosuppression 
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1.1. AIDS 

A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) é causada por uma infecção 

crônica com o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV). O início oficial da epidemia é 

marcado pelo relato do Centro para Controle e Prevenção de Doenças (CDC) dos 

Estados Unidos em 1981, que reportou a presença de pneumonia causada por 

Pneumocystis carinii em cinco homens homossexuais (Gottlieb et al, 1981). A 

confirmação de que a AIDS era causada por um agente infeccioso ocorreu entre 1983 

e 1984 após o isolamento de um retrovírus proveniente do sangue de pacientes com a 

doença (Barresinoussi et al, 1983; Levy et al, 1984).  

O retrovírus HIV é capaz de infectar linfócitos T CD4+, assim como outras células, 

incluindo monócitos. O vírus infecta as células alvo utilizando a molécula CD4 como 

seu receptor principal e as moléculas CCR5 ou CXCR4 como co-receptores. Durante 

as primeiras semanas da infecção os pacientes podem apresentar sintomas 

semelhantes ao da gripe, com a presença de erupções cutâneas. É observada uma 

deterioração gradual das funções imunológicas do paciente ao longo do curso da 

infecção, à medida que os linfócitos T CD4+ são destruídos. Indivíduos com contagem 

dessas células abaixo de 200 células/mm3 se tornam extremamente vulneráveis a 

doenças oportunistas e a cânceres (Klimas et al, 2008).  

A infecção pelo HIV ocorre principalmente pela rota sexual, sendo as mulheres 

mais propensas a se infectar durante o intercurso heterossexual. A transmissão 

também pode ocorrer pelo contato direto com sangue ou hemoderivados, no momento 

de uma transfusão sanguínea ou pela utilização de seringas contaminadas. Outra 

forma de transmissão que pode ocorrer é a vertical, da mãe para o recém nascido 

(Quinn, 2008). O tratamento para infecção com HIV é feito com o auxílio de 

antirretrovirais (ARV) e até o momento 20 drogas estão disponíveis para uso. Estas 

variam de inibidores das enzimas virais, como a transcriptase reversa, protease e 

integrase até inibidores de fusão, como os antagonistas de CCR5 (ART-Guidelines, 

2008). Embora o tratamento tenha assegurado maior qualidade de vida e longevidade 

aos pacientes, existem problemas relacionados ao desenvolvimento de resistência por 

seleção de vírus mutantes. Os países mais afetados pela AIDS são subdesenvolvidos 

ou em desenvolvimento, sendo, então, pouco capazes de arcar com as despesas na 

manutenção das drogas antirretrovirais à disposição da população (Cohen et al, 2008).  
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1.2. Epidemiologia 

O número de indivíduos infectados pelo HIV-1 desde o início da pandemia já 

ultrapassa 60 milhões e o número de mortos por AIDS chega aos 25 milhões. Isto 

coloca a infecção pelo HIV-1 como uma das mais importantes nas últimas décadas e 

mobiliza grandes esforços para sua contenção. Segundo dados recentes do Programa 

Conjunto das Nações Unidas sobre HIV/AIDS, aproximadamente 33 milhões de 

pessoas vivem com HIV, sendo 67% dessas na região da África sub-Sahariana 

(UNAIDS, 2009). Registros da Organização Mundial da Saúde estimam que 600 mil 

pessoas sejam infectadas pelo HIV-1 a cada hora (Who, 2008). O Brasil apresenta-se 

como um dos países mais afetados pela pandemia na América Latina, com mais de 

500 mil pessoas vivendo com HIV/AIDS. Até junho de 2009, 183 mil óbitos haviam 

sido constatados (UNAIDS, 2009).  

A epidemia HIV/AIDS no Brasil tem se disseminado de forma mais lenta nos 

últimos anos devido a alguns fatores como a modificação do comportamento nos 

seguimentos populacionais sob alto risco e a implementação de medidas preventivas. 

Outro fator importante nesse contexto foi o surgimento das terapias antirretrovirais 

que, ao controlar a carga viral em pessoas infectadas, contribui para a redução da 

transmissão. A inclusão da Terapia Antirretroviral de Alta Atividade em 1996 foi o 

marco principal na redução da propagação da epidemia (Fonseca & Bastos, 2007). 

Entretanto, uma vacina eficaz contra o HIV se faz necessária para auxiliar no combate 

contra o vírus. 

 

1.3. Origem e diversidade genética do HIV 

O HIV, agente etiológico da AIDS, é um retrovírus derivado do Vírus da 

Imunodeficiência Símia (SIV) (Salemi et al, 2001). A pandemia de AIDS teve seu início 

relativamente recente na população humana, datando do início da decáda de 80. 

Entretanto, amostras de sangue coletadas na África em 1959 já possuiam rastros da 

infecção pelo HIV (Zhu et al, 1998). O primeiro contato do homem com o vírus 

possivelmente occoreu devido à contaminação direta com sangue de primatas não 

humanos, no momento da caça (Chitnis et al, 2000).  

O HIV pode ser geneticamente diferenciado em dois tipos: HIV-1 e HIV-2. O 

primeiro é similar ao vírus SIVcpz, isolado de chimpanzés na África equatorial 

ocidental. Esta região é marcada por altos índices de infecção e foi considerada o 
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epicentro da pandemia. O aparecimento posterior de infecções pelo HIV nos Estados 

Unidos, Europa e outros países foi também relacionado ao mesmo vírus que surgiu na 

África. O HIV-2 é endêmico da África ocidental e possui como ancestral o SIVsm, 

isoldado de macacos mangabeus fuligentos nessa região. Os dois tipos virais 

possivelmente surgiram em decorrência de várias transmissões independentes entre 

primatas não humanos e humanos e acabaram se fixando na população humana (Gao 

et al, 1999).  

O HIV-1 é o principal responsável pela pandemia de AIDS e divide-se em três 

grupos: M (major), O (Outlying) e N (New). O grupo M, que é relacionado a mais de 

90% dos casos de infecção, pode ser dividido em pelo menos 10 subtipos, sendo eles 

A, B, C, D, F, G, H, I, J e K (figura 1), além de várias formas recombinantes. As formas 

recombinantes (CRFs) são resultado da recombinação genética em indivíduos 

infectados por mais de um subtipo do vírus e são passíveis de transmissão. A 

diversidade genética entre subtipos pode chegar a 35% e dentro de um mesmo 

subtipo variar entre 15 e 20% (Taylor & Hammer, 2008; Thomson et al, 2002). Isto se 

deve principalmente à grande quantidade de erros cometidos pela enzima 

transcriptase reversa (RT) na transcrição do RNA viral em DNA, um passo essencial 

no ciclo de vida de um retrovírus. Além disso, outros fatores podem contribuir para 

diversificação genética, como a alta taxa de replicação, o número de mutações em 

cada ciclo de vida e a propensão viral para recombinação genômica. O vírus pode, 

ainda, ter sua variabilidade genética aumentada devido a pressões ambientais, como 

as terapias farmacológicas e fatores relacionados ao hospedeiro (Najera et al, 2002; 

Wainberg, 2004). A fim de contornar o problema relacionado à diversidade genética do 

HIV-1, modelos evolucionários têm sido desenvolvidos para gerar sequências 

consenso e ancestrais. Enquanto uma sequência consenso é criada determinando-se 

o aminoácido mais comum em cada posição após um alinhamento entre sequências, 

uma sequência ancestral leva em consideração, por exemplo, os critérios de máxima 

verossimilhança adotados em construções de árvores filogenéticas. Tanto as 

sequências consenso quanto ancestrais são vantajosas no desenvolvimento de 

vacinas contra o HIV-1 por apresentarem similaridade às diversas formas circulantes 

do vírus e possuírem potencial de induzir respostas imunológicas contra essas 

(Gaschen et al, 2002).    
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Figura 1: Árvore filogenética do HIV-1 e seus subtipos.  Adaptado de (Letvin, 

2006). 

 

Os subtipos do HIV-1 mais prevalentes no mundo são: C (47%), A (27,2%), B 

(12,3%) e D (5,3%) (figura 2A). A África sub-Sahariana, região onde se encontra a 

maioria dos casos de HIV/AIDS, possui os subtipos A e C como os maiores 

responsáveis pelas infecções (Takebe et al, 2004). No Brasil, os subtipos mais 

prevalentes são: B (77.2%), F (6.4%), C (3.3%) e D (0.5%), bem como as formas 

recombinantes B/F e B/C (Guiniaraes et al, 2002; Morgado et al, 1994) (figura 2B).  

Grande parte das vacinas desenvolvidas até o momento se baseia em regiões 

virais derivadas da sequência do subtipo B do HIV-1, principalmente pelo fato desse 

ser o grande responsável por infecções nos Estados Unidos e Europa (Letvin, 2006). 

Entretanto, uma vacina capaz de induzir imunidade contra um vasto número de 

subtipos do HIV-1 seria interessante para controlar a pandemia de AIDS que afeta, 

principalmente, os países da África. 
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Figura 2A: Distribuição global dos subtipos e formas recombinantes circulantes 
do HIV-1. Adaptado de (Taylor & Hammer, 2008). 

 

 

Figura 2B: Distribuição dos subtipos e formas recombinantes circulantes do 

HIV-1 no Brasil. Adaptado de (Morgado et al, 2002). 
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1.4. Ciclo de vida do HIV 

A infecção de células alvo pelo HIV tem início com a interação entre proteínas 

virais e receptores na superfície celular. O envelope do HIV é um complexo protéico 

trimérico, composto das proteínas gp120 e gp41. A primeira liga-se à glicoproteína 

CD4, presente na superfície de monócitos/macrófagos, eosinófilos, células dendríticas, 

micróglia e 60% dos linfócitos T circulantes. Esta ligação causa mudanças 

conformacionais na gp120, expondo um domínio protéico que se liga especificamente 

aos receptores de quimiocinas CCR5 ou CXCR4. Após a ligação da gp120 ao CD4, a 

porção N-terminal da gp41 penetra na membrana celular. Isto leva a uma aproximação 

da partícula viral e a célula, fusionando-as (Markosyan et al, 2003; Melikyan et al, 

2000). A expressão diferencial dos receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 nas 

células alvo tem sido apontada como o principal determinante do tropismo viral. O 

CXCR4 é expresso em diversas células, incluindo linfócitos, enquanto o CCR5 está 

presente em monócitos/macrófagos, células dendríticas e linfócitos T ativados. Os 

vírus que infectam células CCR5+ são denominados R5 e os vírus que infectam células 

CXCR4+ são denominados X4 (Broder & Berger, 1995). 

Após a fusão do vírus à membrana celular, o core proteíco libera o RNA viral no 

citoplasma. Esse é convertido em DNA pela transcriptase reversa, em um processo 

que envolve a formação de um híbrido RNA-DNA, a quebra desse e a síntese do DNA 

de fita dupla. A ausência de atividade revisora na transcriptase reversa torna-se, nesse 

momento, fundamental para geração de mutações e, consequententemente, 

diversidade genética do HIV (Bebenek et al, 1989). O DNA proviral recém formado é 

então integrado no genôma da célula alvo, que deve estar em um estado ativado. 

Monócitos/macrófagos, micróglia e linfócitos T CD4+ em estado quiescente, após a 

infecção, tornam-se importantes reservatórios virais (Chun et al, 1997). 

A transcrição do DNA proviral em RNA mensageiro ocorre em células ativadas. O 

processo de tradução resulta primeiramente nas proteínas regulatórias Tat e Rev. A 

primeira é responsável por se ligar ao RNA viral no núcleo e dar início à transcrição de 

RNAs codificadores das enzimas e proteínas estruturais do vírus. A proteína Rev 

auxilia na transcrição desses RNAs e na expressão protéica, promovendo, assim, a 

formação de partículas virais maduras. As proteínas codificadas pelos genes pol e gag 

formam o core da partícula viral em maturação. O gene env codifica para a proteína 

gp160, que posteriormente sofre clivagem e dá origem às proteínas do envelope, 

gp120 e gp41.  
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A formação de uma nova partícula viral ocorre em um processo coordenado. Duas 

fitas de RNA se associam com as enzimas replicativas, enquanto as proteínas que 

compõem o core as envolvem, formando o capsídeo viral. A partícula imatura então 

migra para a superfície celular. As moléculas precursoras são clivadas pela protease, 

gerando uma nova partícula viral infecciosa, que brota da membrana celular 

hospedeira (Gomez & Hope, 2005) (figura 3). 

Partícula viral

HIV liga-se à 
célula hospedeira

Partículas virais 
maduras

gp120

CCR5

CD4 Protease Brotamento  
da partícula 
viral

Integrase

Transcrição 
reversa

RNA viral

Proteínas 
virais Genoma 

viral

DNA viral

DNA se integra ao 
genoma hospedeiro

 

Figura 3: Ciclo de vida do HIV-1. A partícula viral se liga à célula hospedeira pelo 

contato da glicoproteína gp120 com as moléculas CD4 e CCR5. O RNA viral é liberado 

no citoplasma, transcrito de forma reversa em DNA e esse é integrado no genoma 

hospedeiro. Novas moléculas de RNA são formadas, assim como novas proteínas 

virais. A protease cliva precursores protéicos em suas formas derivadas, o RNA viral é 

envolto em proteínas do vírus, dando origem ao capsídeo. O envelope é formado e 

novas partículas virais brotam da célula hospedeira. Adaptado de (Weiss, 2001). 
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1.5. Patogênese da infecção pelo HIV 

A infecção pelo HIV ainda é cercada por algumas incertezas. Não se sabe ao certo 

se o vírus é transmitido como partículas livres ou associado a células do muco cervico-

vaginal ou do sêmen. Sabe-se, entretanto, que o SIV pode ser transmitido sob as duas 

formas (Lai et al, 2009). Os vírus que alcançam e cruzam o epitélio mucoso 

possivelmente o fazem por transcitose ou por contato direto com células dendríticas 

intraepiteliais. Mucosas danificadas por trauma físico ou infecções genitais permitem 

que os vírus cruzem mais facilmente a barreira epitelial (Galvin & Cohen, 2004; 

Haaland et al, 2009). 

A fase de eclipse da infecção pelo HIV ocorre durante um período de, 

aproximadamente, 10 dias após a transmissão. Neste momento o RNA viral não é 

detectável no plasma. O estabelecimento da infecção provavelmente ocorre por um 

único foco de células T CD4+ infectadas, dada homogeneidade do vírus fundador. O 

recrutamento de células T susceptíveis à infecção, em resposta à precoce resposta 

imunológica inata local, permite que a replicação viral se mantenha (Li et al, 2009). A 

taxa de erros cometidos pela trasncriptase reversa e a ação antiviral desempenhada 

por proteínas APOBEC podem resultar na produção de vírus defeituosos e culminar no 

fracasso de muitos focos de infecção (Bishop et al, 2004). Partículas virais e/ou células 

infectadas chegam ao linfonodos drenantes ao fim da fase de eclipse, onde ocorre 

então a infecção de células T CD4+CCR5+ ativadas. Células dendríticas podem 

internalizar partículas virais e levá-las a células T ativadas, exacerbando ainda mais o 

processo (Geijtenbeek et al, 2000). Linfócitos B também podem estar envolvidos nesta 

fase inicial de espalhamento da infecção, devido à ligação de vírus a receptores do 

complemento (CD21) (Moir et al, 2000). O tecido linfóide associado à mucosa 

intestinal (GALT) torna-se então o alvo principal da infecção pelo HIV. 

Aproximadamente 20% das células T CD4+ neste local são infectadas e até 60% das 

células não infectadas se ativam e morrem localmente por apoptose, liberando 

partículas apoptóticas que podem suprimir o sistema imunológico (Gasper-Smith et al, 

2008). Até 80% das células T CD4+ podem ser depletadas no GALT nas primeiras 3 

semanas de infecção (Brenchley et al, 2004).  

O pico de viremia, caracterizado por intensa replicação viral no GALT e outros 

tecidos linfóides, alcança mais de um milhão de cópias de RNA por mililitro (mL) de 

sangue entre 21 e 28 dias após a infecção pelo HIV. O número de células T CD4+ é 

baixo durante esse período, posteriormente retornando a níveis próximos do normal no 
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sangue, mas não no GALT (Brenchley et al, 2004).  A soro-conversão ocorre entre três 

e cinco semanas após o contato com o vírus. A presença de infecção na ausência de 

níveis dectectáveis de anticorpos é denominada janela imunológica (Weber, 2006). A 

fase seguinte é caracterizada pela queda da carga viral, que ocorre durante um 

período de 12 a 20 semanas após o pico de viremia, até chegar a um nível mais 

estável (set point) (Schacker et al, 1998). O set point é caracterizado por ausência de 

sintomas e mantido por um balanço entre a replicação viral e a resposta imunológica. 

Neste momento observa-se o aparecimento de variantes virais selecionadas pela 

pressão imunológica, que havia surgido logo antes do estabelecimento do pico de 

viremia (Borrow et al, 1994; Price et al, 1997). Alguns indivíduos, denominados 

controladores de elite, conseguem controlar eficientemente a viremia sem tratamento e 

permanecem por longos períodos com a carga viral indetectável (Saez-Cirion et al, 

2007).  

A ativação de células da resposta imunológica inata, assim como linfócitos T e B, é 

um marco da infecção pelo HIV e isto não ocorre apenas em células específicas para 

o vírus. De fato, é observada uma correlação positiva entre marcadores de ativação 

em células T CD8+ e progressão para AIDS, assim como uma extensiva ativação e 

apoptose de células T e B (Gasper-Smith et al, 2008; Liu et al, 1997). Diversos 

eventos são relacionados à ativação imunológica, ainda que isso não esteja 

claramente definido. Entre eles são destacados a infecção viral direta das células do 

sistema imunológico, produção de citocinas pro-inflamatórias por células da resposta 

inata, translocação microbiana, perda de células T reguladoras e co-infecção crônica 

por micobactérias e vírus (McMichael et al, 2010). Outro fato que também caracteriza 

a infecção pelo HIV é a disfunção progressiva do sistema imunológico, quer seja 

contra antígenos do vírus, ou contra antígenos de outros patógenos (Bussmann et al, 

2010; Douek et al, 2003; Foley et al, 1992; Opravil et al, 1991). A meia vida dos 

linfócitos T CD4+ e CD8+ é reduzida, a migração de células T se torna anormal, ocorre 

exaustão dessas células e redução da quantidade de células T de memória (Douek et 

al, 2003; Grossman et al, 2002). 

Após 10 anos de infecção crônica, aproximadamente 50% dos indivíduos sem 

tratamento vão acabar desenvolvendo sintomas, associados à queda no número de 

linfócitos T CD4+. A queda no número dessas células leva ao aparecimento de 

doenças oportunistas, como pneumonia por Pneumocystis carinii, sarcoma de kaposi, 

criptosporidose, toxoplasmose e micobacteriose semelhante a tuberculose. Os 

indivíduos podem aprensentar inchaço difuso dos linfonôdos, perda de peso, febre e 
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distúrbios gastro-intestinais. O sistema nervoso também é afetado, com a presença de 

encefalopatia progressiva e demência. Anemia e linfopenia são frequentemente 

dectáveis (Fanales-Belasio et al, 2010).  

 

1.6. Resposta imunológica contra o HIV 

A primeira linha de defesa contra infecções é composta pelo sistema imunológico 

inato. As células matadoras naturais (NK), as células NKT, as células dendríticas 

plasmocitóides (pDCs) e as mielóides (mDCs) são responsáveis por funções efetoras 

e reguladoras dessa resposta imunlógica inicial (Mogensen et al, 2010). Os receptores 

do tipo Toll (TLR) são um importante grupo de receptores que reconhecem padrões 

moleculares (PRR) e estão diretamente envolvidos no reconhecimento e resposta 

contra o HIV. A estimulação de TLR7/8 induz a produção de diversas citocinas com 

papel antiviral, sendo o IFN-α uma das principais. De fato, a infecção pelo HIV-1 ou 

pelo SIV são marcadas por uma alta produção dessa citocina (Diop et al, 2008; Stacey 

et al, 2009). O IFN-α é capaz de ativar tanto células da resposta imune adaptativa 

quanto inata, incluindo a atividade citolítica de células NK (Tomescu et al, 2007). 

Entretanto, uma estimulação persistente de sua produção na infecção crônia pode 

contribuir para a patologia associada ao HIV (Rodriguez et al, 2006). As células NK e 

NKT podem controlar a replicação viral por atividade citotóxica direta em células 

infectadas e pela produção de citocinas e quimiocinas. Além disso, essas células 

podem interagir com células dendríticas e influenciar a resposta dos linfócitos T. 

Durante a infecção aguda pelo HIV observa-se ativação e proliferação de células NK e 

NKT e essas apresentam um aumento de atividade quando testadas ex vivo 

(McMichael et al, 2010).  

A resposta adaptativa contra o HIV tem seu início marcado pelo aparecimento de 

linfócitos T específicos contra o vírus pouco antes do pico de viremia ser estabelecido 

e chega ao seu auge entre uma e duas semanas após esse período. Este momento é 

também marcado pela redução progressiva da carga viral (McMichael et al, 2010).  

Uma seleção de mutações ocorre devido à pressão imunológica exercida pelos 

linfócitos T CD8+ e o set point viral é estabelecido (Bernardin et al, 2005). A resposta 

celular precoce contra o HIV normalmente é direcionada às proteínas do envelope e a 

Nef. Proteínas mais conservadas como Pol e a subunidade p24 de Gag se tornam alvo 

da resposta celular em momentos mais tardios e isso pode representar um fato 
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importante no controle da viremia (Goonetilleke et al, 2009; Turnbull et al, 2009). 

Respostas contra epitopos imunodominantes presentes em proteínas conservadas 

provavelmente resultam em set point virais mais baixos (Streeck et al, 2009). 

Diferentemente da resposta celular inicial contra o HIV, que foca em poucos epitopos 

virais, a resposta tardia é ampla e frequentemente ocorre contra mais de 10 epitopos 

(Addo et al, 2003). Uma resposta celular ampla contra o envelope, entretanto, foi co-

relacionada a um aumento da viremia em indivíduos na África do Sul (Kiepiela et al, 

2007). Foi observado também que uma resposta de linfócitos T CD8+ específica a um 

determinado epitopo do envelope do HIV-1 estava associada a marcadores de 

progressão para AIDS, como uma alta carga viral (Ngumbela et al, 2008). 

 Os linfócitos T CD8+ podem controlar a replicação viral por outros mecanismos 

além da resposta citotóxica contra células infectadas, sendo um deles a secreção de 

quimiocinas β, como MIP-1α, MIP- 1β e RANTES. Essas quimiocinas se ligam aos co-

receptores do vírus na superfície dos linfócitos T CD4+ e impedem que ocorra a 

infecção. A liberação das quimiocinas é um processo antígeno-específico e pode 

auxiliar no desenvolvimento da atividade citotóxica dos linfócitos citolíticos (Gandhi & 

Walker, 2002). 

Os linfócitos T CD4+ HIV-específicos também participam no desenvolvimento de 

uma resposta imunológica contra a infecção e isto se dá pela produção de citocinas 

que auxiliam na indução e manutenção da atividade dos linfócitos citolíticos, bem 

como na estimulação da produção de anticorpos por linfócitos B (Hogan & Hammer, 

2001). A depleção progressiva das células T CD4+ associa-se com um declínio na 

atividade de células citolíticas. Isto pode, em parte, explicar a perda do controle da 

carga viral em um indivíduo cronicamente infectado que ainda apresenta células T 

CD8+ vírus-específicas (Gandhi & Walker, 2002). Indivíduos que conseguem controlar 

a viremia sem a ajuda da terapia antiretroviral apresentam uma resposta policlonal, 

persistente e vigorosa de linfócitos T CD4+ vírus-específicos, resultando na produção 

de interferon gama (IFN-γ) e quimiocinas β. Os indivíduos com as respostas mais 

fortes eram aqueles que controlavam melhor a viremia (Rosenberg et al, 1997). A 

proliferação dos linfócitos T CD4+ vírus-específicos foi, ainda, correlacionada a uma 

forte resposta de células citolíticas vírus-específicas e o conseqüente controle da 

viremia (Kalams et al, 1999). Em outro estudo constatou-se que indivíduos com uma 

resposta de linfócitos T CD4+ forte e específica contra p24 na fase inicial da infecção 

estabeleciam valores mais reduzidos de carga viral nas fases posteriores, quando 

comparados a indivíduos que desenvolviam uma resposta fraca contra p24 na fase 
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inicial da infecção (Gloster et al, 2004). Respostas de células T CD4+ contra Gag 

foram fortemente associadas a uma menor carga viral e maior contagem de células T 

CD4+ em pacientes cronicamente infectados pelo subtipo C do HIV-1 (Ramduth et al, 

2009). Além disso, observou-se que indivíduos que progridem lentamente para AIDS 

possuiam uma resposta de linfócitos T CD4+ produtores de IFN-γ e IL-2 contra Gag 

que se correlaciona negativamente com a carga viral e positivamente com a resposta 

de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ contra a mesma proteína (Boaz et al, 2002). 

Mais do que apenas um papel assessor na resposta imunológica, foi observado 

também que linfócitos T CD4+ específicos contra p24 possuiam um papel citolítico 

direto, sendo capazes de suprimir a replicação viral ex vivo (Norris et al, 2004). 

A produção de anticorpos contra o HIV é geralmente expressiva e direcionada às 

proteínas estruturais do vírus. Apesar disso, apenas uma pequena parte desses 

anticorpos possuem atividade neutralizante e podem, então, participar na inibição da 

infecção viral. Epitopos das proteínas do envelope viral que se ligam aos receptores 

da célula a ser infectada são os principais alvos dos anticorpos neutralizantes. A 

maioria dos anticorpos neutraliza virions livres, antes que ocorra a infecção de uma 

célula alvo (Klasse & Sattentau, 2002). Entretanto, o HIV-1 pode ser transmitido entre 

células próximas por um mecanismo denominado sinapse virológica. Este processo foi 

documentado na transmissão do vírus entre células T CD4+ e mesmo entre células T 

CD4+ e células dendríticas. As partículas virais transmitidas dessa forma são então 

menos acessíveis aos anticorpos neutralizantes (Arrighi et al, 2004). Vacinas indutoras 

de anticorpos amplamente neutralizantes seria a melhor forma de evitar a infecção 

pelo HIV. Entretanto, até o momento nenhuma vacina desenvolvida foi capaz de 

desempenhar tal função. A resposta celular contra o HIV é importante no controle da 

infecção e os linfócitos T CD4+ têm se mostrado uma peça fundamental nesse 

contexto (Barouch, 2008; Letvin, 2006). Portanto, uma construção vacinal incluindo 

epitopos para linfócitos T CD4+ poderia ser uma estratégia interessante para auxiliar o 

combate contra o vírus e retardar a progressão para AIDS. 
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Figura 4: Infecção pelo HIV-1 e resposta imunológica. Viremia no plasma 

(superior), e dinâmica de alterações no compartimento de linfócitos T CD4+ (inferior). A 

infecção aguda é caracterizada por uma elevada viremia plasmática (linha vermelha 

superior), queda acentuada de células CD4+ (linha verde inferior) e níveis baixos de 

anticorpos específicos (linha alaranjada tracejada inferior). A viremia decai com o 

aparecimento de células CD8+ citotóxicas (CTL) (linha azul tracejada inferior) e o set 

point viral é atingido (linha vermelha superior). O set point viral pode diferir entre os 

indivíduos (ex. linha vermelha tracejada superior). O risco de transmissão é maior 

durante o pico de viremia, cai durante a fase assintomática e volta a aumentar após o 

desenvolvimento de AIDS (círculos preenchidos – superior). A diversidade viral 

aumenta ao fim da fase assintomática e início da AIDS (círculos preenchidos – 

superior). A depleção de células T CD4+ no tecido linfóide associado ao intestino 

(GALT) é alta e constante ao longo do curso da infecção (círculos preenchidos – 

inferior). Adaptado de (Simon et al, 2006). 
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1.7. Estratégias vacinais contra o HIV 

O desenvolvimento de vacinas contra o HIV aborda diversos conceitos genéticos e 

imunológicos, tanto do hospedeiro quanto do vírus, e pode ser dividido em estratégias 

vacinais tradicionais e recentes. As estratégias tradicionais envolvem vírus vivos 

atenuados, vírus mortos e subunidades protéicas. Embora este conjunto de 

tecnologias tenha demonstrado grande sucesso em vacinas contra outros vírus, elas 

ainda desempenham uma utilidade limitada contra o HIV. A imunização com vírus 

atenuados fornece uma proteção substancial contra o SIV em modelos envolvendo 

macacos resos (Reynolds et al, 2008; Wyand et al, 1996). Entretanto, preocupações 

quanto à segurança dessa estratégia a tornam improvável de ser testada em humanos 

(Baba et al, 1999; Learmont et al, 1999). Vírus mortos e subunidades protéicas 

possuem uma capacidade baixa de induzir anticorpos neutralizantes, assim como 

células T CD8+, sendo pouco eficazes contra o HIV (Barouch, 2008). As estratégias 

vacinais recentes incluem DNA plasmidial e vetores virais recombinantes, construídos 

para expressar antígenos do HIV. Os plasmídeos são bastante simples de usar e 

muito versáteis, porém as respostas imunológicas induzidas são geralmente fracas. 

Múltiplas doses, adjuvantes, ou mesmo novas tecnologias como a eletroporação in 

vivo, são requeridos para que haja uma efetiva imunização de primatas não humanos 

e humanos (Barouch et al, 2000; Casimiro et al, 2003; Graham et al, 2006; Liu et al, 

2008). A maioria dos testes clínicos em andamento, entretanto, utiliza vetores virais 

administrados sozinhos ou como reforço de imunizações prévias com plasmídeos 

(Barouch, 2008). Embora vacinas indutoras de imunidade celular não sejam capazes 

de bloquear a infecção viral, modelos animais têm demonstrado que essa abordagem 

é eficiente no controle da replicação do vírus (Hansen et al, 2009; Wilson et al, 2009). 

Portanto, a expectativa é de que tais vacinas sejam capazes de controlar a viremia 

também no contexto humano, prevenir a destruição acentuada de células T CD4+ de 

memória e reduzir a transmissão do vírus (Barouch & Korber, 2010; Johnston & Fauci, 

2007). De fato, uma baixa viremia (menor que 2.000 cópias de RNA/ml de sangue) 

está associada à progressão mais lenta para AIDS, assim como a uma menor taxa de 

transmissão (Gray et al, 2001; Quinn et al, 2000; Wawer et al, 2005). 

Os ensaios clínicos de eficácia de vacinas contra o HIV em andamento ou 

encerrados são fonte de valiosas informações para o desenvolvimento de novas 

estratégias vacinais. A vacina AIDSVAX, desenhada para indução de anticorpos 

contra a proteína gp120, foi utilizada em dois estudos de eficácia de fase III, 

conduzidos nos Estados Unidos e Tailândia e não foi observada proteção contra a 
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infecção (Flynn et al, 2005; Pitisuttithum et al, 2006). O ensaio clínico de fase IIb 

(STEP), conduzido pela indústria farmacêutica Merck, baseou-se em uma vacina 

trivalente composta por adenovírus 5 codificando para as proteínas Gag, Pol e Nef do 

HIV-1. Este ensaio visava à indução de uma resposta imunológica celular e foi 

encerrado em 2007 por ausência de eficácia. Foram observadas frequências similiares 

de resposta de linfócitos T CD8+ específicos contra Gag tanto em participantes que 

receberam a vacina como no gupo controle (40% vs 42%, respectivamente) (McElrath 

et al, 2008). A resposta de linfócitos T CD8+ foi direcionada a apenas um epitopo da 

vacina, em média, sendo observada resposta para epitopos tanto de regiões 

conservadas quanto não conservadas das proteínas. Analises da sequência viral dos 

participantes que receberam a vacina sugerem que uma pressão imunológica foi 

exercida pela imunização, em um momento precoce, sobre vírus fundadores da 

infecção (Rolland et al, 2009). Não houve proteção contra infecção e nem mesmo 

redução da viremia nos indivíduos vacinados e infectados. Esssa falta de eficiência 

tem sido relacionada à baixa amplitude de resposta induzida (Corey et al, 2009; 

Watkins et al, 2008). Um regime vacinal de prime/boost envolvendo plasmídeos e 

adenovírus 5, codificando 8 dos 9 genes do SIV (exceto env), testado em macacos 

resos, induziu reconhecimento de uma média de 12 epitopos provenientes das 

proteínas Gag, Pol e Nef e se mostrou bastante protetor, enfatizando a importância da 

amplitude de resposta induzida na imunização (Wilson et al, 2009). Outros modelos 

experimentais envolvendo macacos resos demonstraram que vacinas capazes de 

induzir respostas amplas contra o SIV são eficientes no controle da infecção (Fuller et 

al, 2006; Liu et al, 2009; Reynolds et al, 2008; Sun et al, 2010; Wilson et al, 2009). A 

importância da amplitude de resposta no controle do SIV é sugerida por um estudo 

que avaliou, comparativamente, um regime de prime/boost (DNA-NYVAC) 

expressando 3 proteínas estruturais (Gag, Pol e Env), 3 proteínas regulatórias (Rev, 

Tat e Nef) ou a combinação dos dois. A administração da combinação de todos os 

antígenos resultou em competição antigênica, refletindo-se na redução da magnitude 

de resposta contra cada antígeno individual. Apesar disso, a resposta contra mais 

antígenos do vírus (ainda que em menor magnitude) pelos animais que receberam o 

complexo vacinal acarretou em menor carga viral na fase aguda de infecção e melhor 

controle da viremia por longo período (Hel et al, 2006). 

O ensaio RV144, conduzido na Tailândia, foi concluído recentemente. Este ensaio 

era composto pelas vacinas ALVAC e AIDSVAX e visava induzir uma resposta celular, 

bem como uma resposta humoral contra o HIV-1. Os indivíduos receberam quatro 
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doses iniciais com o vetor recombinante Canarypox codificando para gp120, Gag e 

protease (ALVAC). Em seguida, foram administradas duas doses auxiliares da 

proteína gp120 (AIDSVAX). Os indivíduos vacinados apresentaram uma redução de 

30% na taxa de infecção, mas não houve efeito sobre a carga viral (Rerks-Ngarm et al, 

2009). As respostas imunológicas mais consistentes entre os participantes que 

receberam as vacinas foram proliferação de linfócitos T CD4+ e anticorpos contra 

gp120, além de citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). Não foram 

observados altos títulos de anticorpos neutralizantes (McElrath, 2010).  

Modificações nas abordagens vacinais têm sido sugeridas após o encerramento 

dos últimos ensaios clínicos e a qualidade da resposta imunológica induzida é uma 

das questões a ser levada em consideração. As células polifuncionais, ou seja, células 

capazes de desempenhar muitas funções, como proliferação e produção simultânea 

de várias citocinas, são relacionadas à qualidade da resposta imunológica e têm sido 

foco de novas estratégias vacinais (Seder et al, 2008). Algumas observações 

provenientes de estudos com pacientes infectados e modelos vacinais em primatas 

não humanos corroboram com a importância da qualidade da resposta a ser induzida 

por uma vacina. Foi observado que pacientes infectados pelo HIV-2 possuiam uma 

resposta de células T CD4+ e CD8+ antígeno específica com características mais 

polifuncionais do que pacientes infectados pelo HIV-1 e isto poderia estar associado 

ao melhor prognóstico daqueles pacientes (Duvall et al, 2008). Constatou-se também 

que indivíduos controladores de elite infectados pelo HIV-1 possuiam uma resposta 

celular polifuncional mais acentuada do que os indivíduos não controladores e os sob 

HAART (Owen et al, 2010). Modelos experimentais também sugerem que as células 

polifuncionais sejam importantes. Macacos resos infectados pelo SIVmac239 

submetidos a uma imunização passiva após a infecção, com anticorpos neutralizantes, 

tiveram uma rápida indução de células T CD4+ polifuncionais vírus específicas na fase 

aguda. Na fase crônica, apesar da ausência de anticorpos neutralizantes, a viremia 

manteve-se controlada e isto foi acompanhado pela presença de células polifuncionais 

específicas contra Gag (Yamamoto et al, 2009). Células T CD4+ e CD8+ de memória 

efetora, produtoras de IFN-γ, TNF-α e MIP-1β foram associadas ao sucesso no 

controle da infecção pelo SIVmac239 conseguido com imunização utilizando o RhCMV 

como vetor vacinal (Hansen et al, 2009).  

Além da qualidade da resposta induzida, os antígenos a serem incluídos nas 

formulações vacinais também têm um papel de destaque na eficiência das vacinas. A 

proteína Gag é muito imunogênica e respostas celulares específicas contra tal 
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proteína vêm sendo associadas a um melhor controle da carga viral (Kiepiela et al, 

2007). Vif é a proteína acessória mais reconhecida, somente ficando atrás das 

proteínas altamente imunogênicas Nef, Gag e Pol (Masemola et al, 2004). Foi 

observado que primatas capazes de controlar a infecção pelo SIV (controladores de 

elite) apresentam respostas precoces de linfócitos T CD8+ específicas contra Vif e 

Nef, sugerindo um papel protetor de tais respostas (Yant et al, 2006). Enquanto 

respostas imunes celulares induzidas contra Gag, Pol, Nef e Vif têm sido relacionadas 

a uma maior proteção contra a infecção em modelos experimentais, as respostas 

celulares induzidas contra o envelope mostram-se contraditórias e muitas vezes 

ineficientes. De fato, macacos pigtail, imunizados com um regime de prime/boost 

(DNA-FPV-VV) codificando Gag, Pol (SIVmac239), Tat, Rev e Env (HIV-1), capazes de 

estabelecer respostas de linfócitos T CD8+ específicas contra Env, apresentavam 

carga viral equivalente a dos animais que não possuiam esse tipo de resposta, após 

desafio com SHIVmn229. Além disso, apenas uma melhora discreta na retenção do 

número de linfócitos T CD4+ na periferia foi observada nos respondedores contra Env. 

Em contraste, os animais que estabeleceram uma resposta de linfócitos T CD8+ 

específica contra Gag apresentaram controle da carga viral superior e uma grande 

vantagem na retenção do número de linfócitos T CD4+ na periferia, quando 

comparados a animais que não desenvolviam o mesmo tipo de resposta. Em outro 

estudo do mesmo grupo foi observado que a resposta de linfócitos T CD8+ contra Env 

induzida por imunização terapêutica (PBMC pulsado com peptídeos de Gag ou 

peptídeos provenientes das 9 proteínas de SIVmac239) em macacos pigtail não era 

capaz de impactar significativamente a replicação viral ou a progressão da doença. 

Além disso, foi constatado que os respondedores contra apenas Gag eram capazes de 

controlar melhor a replicação viral do que aqueles que apresentavam respostas contra 

Gag e Env, sugerindo uma interferência da resposta celular contra Env na eficiência 

vacinal (Peut & Kent, 2007; Peut & Kent, 2009). A interferência do envelope do HIV-1 

na resposta induzida por vacinas foi também sugerida por outro grupo após 

observações de que tanto células dendríticas quanto células 293T, expressando Env 

de vários isolados do HIV em sua superfície, eram capazes de inibir a ativação e a 

proliferação de células T CD4+, in vitro, em resposta a anti-CD3 (Fernando et al, 2007). 

De fato, é descrito na literatura que a proteína gp120 do HIV-1, assim como alguns de 

seus peptídeos derivados, possui propriedades imunossupressoras, tanto sobre 

células da resposta imune inata quanto da adaptativa. Foi observado que um peptídeo 

derivado da gp120 pode induzir a redução da expressão e da função dos receptores 

de quimiocinas CCR5 e CXCR4 em monócitos (Deng et al, 1999). Além disso, 
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demonstrou-se que a gp120 é capaz de inibir a ativação de células dendríticas 

plasmocitóides mediada por TLR9 e a consequente produção de IFN-α (Martinelli et al, 

2007). Foi observado também que a ativação de células T reguladoras CD4+ após 

incubação de PBMC humano com gp120 era suficiente para proteger camundongos 

NOD-Scid em um modelo exprimental de doença do enxerto contra hospedeiro 

(Becker et al, 2009). 

As vacinas indutoras de resposta celular contra o HIV-1 desenvolvidas até o 

momento são em sua maioria destinadas a induzir respostas mediadas por linfócitos T 

CD8+ (Watkins, 2008). Entretanto, a participação dos linfócitos T CD4+ na imunidade 

contra o HIV-1, evidenciada por estudos com pacientes infectados, e modelos de 

vacinas experimentais têm corroborado com a importância do desenvolvimento de 

uma vacina indutora de tal subtipo celular. De fato, foi observado que a vacinação de 

macacos resos com o vírus atenuado SIVmac239∆nef induziu alta frequência de 

células T CD4+ efetoras e resultou no controle da viremia tanto após desafio com um 

vírus homólogo ao vacinal quanto após desafio heterólogo (Gauduin et al, 2006; 

Reynolds et al, 2008; Wyand et al, 1999). Em outro estudo com macacos resos, o 

citomegalovírus símio RhCMV foi utilizado como vetor, codificando para Gag, Rev-Tat-

Nef e Env do SIV. Neste caso, foi observado uma forte indução de linfócitos T CD4+ de 

memória efetora e os macacos foram capazes de controlar a viremia, na ausência de 

anticorpos neutralizantes. Quatro macacos vacinados controlaram a infecção do vírus 

na mucosa e não demonstraram disseminação sistêmica do mesmo (Hansen et al, 

2009). Foi observado que células T CD4+ específicas para Nef e Gag eram capazes 

de eliminar macrófagos infectados pelo SIV, sugerindo um papel efetor direto destas 

células no combate a reservatórios do vírus (Sacha et al, 2009). Além disso, a 

imunização de macacos resos depletados de linfócitos T CD4+ reduziu a proteção 

mediada por linfócitos T CD8+ contra o desafio com o SIVmac251, demonstrando a 

importância da resposta conjunta destes subtipos celulares no controle da infecção 

(Vaccari et al, 2008).  

As vacinas testadas até o momento são, em sua maioria, compostas por genes ou 

proteínas inteiras do HIV-1. Dessa forma, as mutações de escape induzidas pela 

pressão do sistema imunológico permanecem no imunógeno, o que pode estar 

relacionado ao baixo potencial de proteção das mesmas (McElrath et al, 2008; Rerks-

Ngarm et al, 2009). Além disso, a imunodominância observada em regimes de 

imunização com proteínas inteiras é sugerida como redutora da amplitude de resposta, 

uma vez que a resposta imunológica acaba sendo direcionada a apenas alguns 
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epitopos imunodominantes (Mok et al, 2008; Sercarz et al, 1993; Toes et al, 1997). 

Vacinas multiepitópicas poderiam contornar o problema relacionado ao acúmulo de 

mutações nos imunógenos ao abordar regiões conservadas e excluir regiões 

flanqueadoras (podem ter mutações que afetam o processamento), abolindo assim 

mecanismos de escape de processamento, apresentação e reconhecimento 

imunológicos (Allen et al, 2004) além de potencialmente aumentar a amplitude da 

resposta imune induzida ao reduzir a imunodominância característica de vacinas 

baseadas em proteínas inteiras. As vacinas baseadas em epitopos podem combinar 

múltiplos epitopos de células T alinhados e focar a resposta imune no grupo de 

epitopos selecionados, como por exemplo, epitopos conservados e altamente 

antigênicos. Nessa estratégia vacinal cada epitopo isoladamente pode ser 

imunogênico e algumas observações já foram feitas sobre a capacidade dessas 

vacinas em induzir respostas amplas e potentes (Fuller et al, 2007; Ishioka et al, 1999; 

Tenzer et al, 2009). De fato, foi observado que vacinas multiepitópicas foram capazes 

de proteger camundongos BALB/c contra desafios utilizando Plasmodium yoelli e P. c. 

adami (Bharadwaj et al, 1998; Scorza et al, 2005). 

A grande diversidade genética do HIV-1 exige o desenvolvimento de vacinas que 

sejam capazes de induzir uma imunidade protetora ampla, contra as diversas 

variantes circulantes do vírus. As vacinas de mosaico, baseadas em algoritmos que 

recombinam sequências do HIV-1, são exemplos de estratégias que têm como 

objetivo melhorar a cobertura vacinal (Fischer et al, 2007). Estudos experimentais 

realizados em macacos resos sugerem que essas estratégias podem ser eficientes 

para induzir respostas celulares amplas, em diferentes contextos de imunização 

(Barouch et al, 2010; Santra et al, 2010). A utilização de regiões conservadas entre 

vários subtipos do vírus, assim como sequências consenso do grupo M do HIV-1 

também têm sido testadas por alguns grupos a fim de contornar o problema da 

diversidade viral (Letourneau et al, 2007; Rolland et al, 2007). As vacinas compostas 

por regiões de múltiplos subtipos virais também têm sido utilizadas visando contornar 

o mesmo problema (Catanzaro et al, 2006; Chakrabarti et al, 2005; Graham et al, 

2006; Kong et al, 2003; Malm et al, 2005; Seaman et al, 2005).  

No contexto de vacinas indutoras de respostas imunes contra regiões 

conservadas entre os subtipos circulantes do HIV-1, foi observado que macacos resos 

imunizados com um plasmídeo codificando para o envelope do HIV-1 (sequência 

consenso do grupo M) ou um plasmídeo codificando para a mesma proteína (isolado 

subtipo B) desenvolveram respostas celulares equivalentes contra peptídeos do 
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envelope de um isolado do subtipo B não homólogo. Além disso, foi observado que os 

macacos imunizados com a sequência consenso do grupo M desenvolveram 

respostas celulares mais intensas contra peptídeos do envelope de isolados dos 

subtipos A, C e G, quando comparados a macacos imunizados com a sequência do 

subtipo B (Santra et al, 2008). Três linhagens de camundongos (incluindo BALB/c) 

foram imunizadas com imunógenos codificando para o envelope do HIV-1. Os animais 

que receberam a sequência consenso do grupo M desenvolveram uma resposta 

celular mais intensa contra peptídeos do envelope dos subtipos A, B e C, quando 

comparado aos animais imunizados com as sequências não homólogas dos mesmos 

subtipos ou até mesmo aqueles imunizados com a combinação das três sequências 

(Weaver et al, 2006). Até o momento, entretanto, nenhuma vacina foi desenhada para 

induzir, em grande cobertura populacional, uma resposta ampla de linfócitos T CD4+ 

contra peptídeos conservados entre os vários subtipos circulantes do HIV-1. 

Tendo em vista a importância da indução de uma resposta mediada por linfócitos T 

CD4+ no desenvolvimento de uma vacina contra o HIV-1, assim como os benefícios 

previamente descritos sobre a inclusão de múltiplos epitpos em uma vacina, a 

utilização de algoritmos de predição de epitopos para linfócitos T CD4+ pode ser uma 

ferramenta interessante no desenvolvimento de estratégias vacinais contra o HIV-1. O 

algoritmo TEPITOPE, estruturado para predição de epitopos para linfócitos T CD4+, 

baseia-se em matrizes matemáticas, determinadas a partir de dados quantitativos de 

ligação entre todos os resíduos de aminoácidos naturais e os bolsões de interação 

presentes em moléculas HLA-DR. Uma pontuação de ligação peptídeo-HLA-DR é 

gerada para cada região de 9 aminoácidos da proteína varrida com o algoritmo. 

Peptídeos que possuem alta pontuação de interação são sinalizados como potenciais 

ligadores a moléculas de HLA-DR descritas no algoritmo (Sturniolo et al, 1999). A 

identificação de trechos da proteína previstos de se ligarem a múltiplas moléculas 

HLA-DR premite assim a seleção de epitopos promíscuos, considerados importantes 

no desenvolvimento de vacinas que visam induzir respostas imonológicas com grande 

cobertura populacional. A eficiência desse algoritmo tem sido demonstrada em 

diversos campos de pesquisa, compreendendo desde doenças infecciosas e alérgicas 

até o estudo do câncer (de Lalla et al, 1999; Fonseca et al, 2005a; Fonseca et al, 

2005b; Iwai et al, 2007; Schroers et al, 2002). Além disso, foi evidenciado que epitopos 

identificados com este algoritmo possuem propriedades que os permitem se ligar a 

moléculas MHC de classe II de outras espécies, como camundongos BALB/c 

(BenMohamed et al, 2003; Rosa et al, 2006). 
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Com o auxílio do algoritmo TEPITOPE, o nosso grupo identificou 18 peptídeos na 

sequência consenso do subtipo B do HIV-1. Foi observado em teste de ligação 

peptídeo-HLA-DR que a maioria dos peptídeos se ligou a pelo menos 50% das 

moléculas testadas. Além disso, cada molécula HLA-DR se ligou a múltiplos 

peptídeos, a maioria se ligando a 10 ou mais. Estes peptídeos foram reconhecidos por 

células mononucleares do sangue de mais de 90% dos pacientes infectados pelo HIV-

1, avaliados no estudo. Em média, cada paciente reconheceu 5 peptídeos, 

considerando a produção de IFN-γ tanto por células T CD4+ quanto CD8+. (Fonseca et 

al, 2006). Uma vacina de DNA (HIVBr18) codificando esses peptídeos mostrou-se 

bastante imunogênica em camundongos transgênicos para moléculas HLA de classe 

II, apresentando grande amplitude de resposta (16 dos 18 peptídeos reconhecidos) e 

grande cobertura vacinal, sendo observadas respostas imunes contra os peptídeos 

codificados pela vacina em todas as linhagens de camundongos utilizadas (Ribeiro et 

al, 2010). A vacina HIVBr18 mostrou-se também capaz de induzir uma resposta 

ampla, polifuncional e de longa duração em camundongos BALB/c (Rosa et al, 2011). 

Essa plataforma vacinal aborda conceitos importantes no desenvolvimento de uma 

vacina contra o HIV-1. Dentre os conceitos abordados, a inclusão de múltiplos 

epitopos para linfócitos T CD4+, conservados entre as variantes circulantes do subtipo 

B do HIV-1 compõe a estratégia de induzir uma resposta imune forte, mediada por 

esse subtipo celular, potencialmente capaz de contornar o problema do escape 

imunológico relacionado à diversidade viral. Além disso, esse desenho vacinal visa 

induzir respostas imunes com grande cobertura populacional, via inclusão de epitopos 

promíscuos, previstos de se ligarem a múltiplas moléculas HLA-DR.  

Baseado nos resultados promissores obitdos por nosso grupo, o presente estudo 

tem como objetivo desenvolver uma vacina de DNA capaz de induzir uma resposta 

imune, mediada por linfócitos T CD4+, mais ampla que a observada nas imunizações 

com HIVBr18, assim como estender a cobertura da diversidade viral, antes focada 

apenas no subtipo B, para todos os principais subtipos virais circulantes no mundo. 

Além disso, pretende-se avaliar a influência da resposta imune induzida contra 

peptídeos do envelope do HIV-1 sobre a resposta imune induzida contra peptídeos de 

outras proteínas do vírus. Para isso, almeja-se desenhar uma vacina de DNA 

codificando um maior número de peptídeos promíscuos e conservados para linfócitos 

T CD4+ do que o presente na vacina HIVBr18 e desenhar também uma vacina de DNA 

codificando peptídeos do envelope do HIV-1, utilizando como base a sequência 

consenso dos consensos do grupo M do HIV-1. 
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2. Objetivos 
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2.1. Objetivo geral 

O objetivo geral desse trabalho é avaliar a imunogenicidade de vacinas de DNA 

codificando peptídeos do HIV-1 em camundongos BALB/c 

2.2. Objetivos específicos 

1. Identificar grande número de peptídeos da sequência consenso dos consensos do 

grupo M do HIV-1, potencialmente reconhecidos por linfócitos T CD4+.  

2. Construir vacinas de DNA codificando os peptídeos identificados.  

3. Avaliar o efeito do aumento no número de peptídeos do HIV-1 codificados por uma 

vacina de DNA sobre a amplitude e magnitude da resposta imune induzida pela 

vacina HIVBr18.  

4. Avaliar a influência da co-imunização com uma vacina de DNA codificando 

peptídeos do envelope do HIV-1 sobre a imunogenicidade de uma vacina de DNA 

codificando peptídeos das outras proteínas do vírus. 
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3. Metodologia 
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3.1. Seleção dos peptídeos  

Utilizamos a sequência consenso dos consensos do proteoma completo do HIV-1, 

grupo M, obtida em http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.htmL 

para fazer a seleção dos peptídeos vacinais.  A fim de identificar os peptídeos para 

linfócitos T CD4+ potencialmente promíscuos nós utilizamos o algoritmo TEPITOPE 

(Sturniolo et al, 1999) com um limiar de ligação de 5% (o peptídeo selecionado  possui 

características que o incluem no grupo dos 5% melhores ligadores a moléculas HLA-

DR, testados para o desenvolvimento do algoritmo ).  Selecionamos 34 peptídeos de 

15-24 aa, pertencentes à 8 das 9 proteínas do HIV-1, previstos de se ligarem a, pelo 

menos, 18 das 25 moléculas de HLA-DR determinadas pela matriz do algoritmo. Os 

peptídeos selecionados foram então alinhados com as sequências consenso dos 

subtipos A, B, C, D, F, G e H do HIV-1, utilizando-se o programa BioEdit. Aqueles 

peptídeos que possuíam todos os seus aminoácidos conservados em, pelo menos, 

50% dos subtipos foram escolhidos. 

 

3.2. Construção dos plasmídeos codificando os peptídeos selecionados 

Desenhamos dois genes sintéticos codificando os 34 peptídeos selecionados. Um 

gene foi desenhado para codificar,  de forma concatenada, os 27 peptídeos do HIV-1 

selecionados: protease (53-75), protease (79-95), RT (343-357), RT (354-368),         

RT (369-391), RT (413-427), RT (431-445), RT (528-546), integrase (28-43), integrase 

(69-85), integrase (96-113), integrase (216-235), integrase (249-268), p17 (72-90), 

p17(131-132)/p24(1-18), p24 (33-48), p24 (127-145), p24 (138-153), p24 (182-201), vif 

(1-15), vif (142-158), rev (9-27), vpr (29-42), vpr (58-80), vpu (13-26), nef (67-87) e nef 

(133-156). O outro gene sintético foi desenhado para codificar,  de forma concatenada, 

os 7 peptídeos pertencentes ao envelope do HIV-1: gp160(483-502), gp160(516-531), 

gp160(553-576), gp160(678-694), gp160(692-711), gp160(757-772) e gp160(790-808). 

As sequências dos peptídeos foram separadas por sequências codificando 

espaçadores GPGPG, para evitar a formação de epitopos juncionais e, 

consequentemente, possíveis interferências no processamento e apresentação dos 

mesmos (Livingston et al, 2002). As sequências de nucleotídeos dos genes sintéticos 

foram otimizadas com códons preferencialmente utilizados por mamíferos e uma 

sequência de Kozak foi incluída na terminação 5’, a fim de favorecer a expressão 

protéica. Os genes sintéticos desenhados foram sintetizados (EZBiolab, USA 

http://www.ezbiolab.com) e sub-clonados no vetor de expressão pVAX1 (Invitrogen), 
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utilizando-se as enzimas de restrição EcoRI e Xho I (Invitrogen). Os plasmídeos 

gerados foram denominados HIVBr27 (codifica para 27 peptideos do HIV-1) e HIVenv7 

(codifica para 7 peptídeos do envelope do HIV-1). A presença dos insertos e a 

orientação dos mesmos dentro dos plasmídeos vacinais foram determinadas por 

sequenciamento direto, utilizando o oligonucleotídeo T7. O plasmídeo vacinal 

HIVBr18, que codifica para 18 epitopos da sequência consenso do subtipo B do HIV-1, 

foi obtido como descrito previamente (Ribeiro et al, 2010). 

 

3.3. Transformação de bactérias DH5αααα por choque térmico 

Para a transformação, aproximadamente 200 ng do DNA plasmidial foram 

adicionados em tubos de microcentrífuga contendo alíquotas de 100 µL de bactérias 

DH5α competentes. Após incubação em gelo por 30 minutos, os tubos foram 

colocados a 42oC por 2 minutos e recolocados em gelo por 5 minutos. Em seguida, 

acrescentaram-se 400 µL de meio SOC e os tubos foram incubados a 37oC por 1 hora, 

sob agitação. O volume total da mistura foi semeado em placas de LB sólido contendo 

100 µg/mL de ampicilina (Sigma) e estas foram incubadas a 37oC durante 14-16h para 

seleção dos clones resistentes ao antibiótico. 

 

3.4. Extração e purificação do DNA plasmídial 

A purificação em larga escala dos plasmídeos vacinais HIVBr27, HIVenv7 e 

HIVBr18, bem como do vetor vazio pVAX1, foi feita utilizando-se o “kit” Endofree          

Giga Plasmid Purification da Qiagen. Inicialmente foi realizada a cultura de bactérias 

E. coli DH5α, transformadas com cada plasmídeo em 5 mL de meio LB líquido 

(Invitrogen) contendo ampicilina (100(g/mL). A cultura das bactérias transformadas 

com cada plasmídeo foi incubada durante 8 horas a 37°C sob agitação (250 rpm) 

(Orbital Shaker Hepa Filter – Thermo Forma). A seguir, cada cultura foi diluída na 

razão de 1:500 em 2,5 litros de LB líquido, contendo ampicilina (100(g/mL) e incubada 

novamente a 37°C sob agitação (250rpm) durante 16 horas. Após esse período, o 

material foi centrifugado à 6000g por 15 minutos a 4°C (SORVALL RC5C Instrument). 

O sobrenadante foi desprezado e o pellet de bactérias foi ressuspenso em 125 mL de 

tampão P1 (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM e RNAse). Posteriormente, foram 

adicionados 125mL de tampão P2 (NaOH 200 mM; SDS 1 %) e esperou-se 5 minutos 

para a completa lise da parede bacteriana. Em seguida, adicionou-se 125 mL do 
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tampão P3 (acetato de potássio 3,0 M pH 5,5) para neutralização da reação. A solução 

com as bactérias lisadas foi então transferida para um filtro cedido pelo “kit” e mantida 

em repouso por 10 minutos à temperatura ambiente, para que todo o material 

composto pela parede e genoma bacterianos flutuasse sobre o líquido contendo o 

DNA de interesse. Após esse período o líquido foi filtrado à vácuo, lavado com 50 mL 

do tampão FWB2 (acetato de potássio1M, pH 5,0) e mantido no gelo por 30 minutos 

após adição de 30mL de tampão para remoção de endotoxinas. O filtrado foi aplicado 

em uma coluna de cefarose (Qiagen) previamente equilibrada com 75mL de tampão 

QBT (NaCI 750 mM; MOPS 50 mM pH 7,0; etanol15% e Triton X-IOO 0,15 %). Após a 

aplicação do filtrado, a resina foi lavada com 600mL de tampão QC (NaCl 1,0 M; 

MOPS 50 mM pH 7,0; etanol15 %) e o DNA plasmidial foi eluído com 100 mL de 

tampão QN (NaCI,25 M; MOPS 50 mM pH 7,0; etanol 15 %). O DNA eluído foi 

precipitado com 70mL de isopropanol e centrifugado a 14.000g por 30 minutos a 4°C. 

Posteriormente o DNA foi lavado com 10mL de etanol 70% (em água livre de 

endotoxinas) e centrifugado a 14000g por 10 minutos a 4ºC. Finalmente o pellet foi 

ressuspenso em 2,0 mL de água estéril livre de endotoxinas. 

 

3.5. Quantificação e avaliação da integridade dos plasmídeos purificados 

      Após a purificação dos plasmídeos como descrito acima, foi realizada a 

quantificação e a avaliação da integridade dos produtos purificados. A quantificação 

dos plasmídeos foi realizada por espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 

a 280nm, utilizando-se o aparelho Nanodrop Spectrophotometer ND-1000. A avaliação 

da integridade dos plasmídeos foi feita utilizando-se as enzimas de restrição: i) EcoRI 

e Xho I pVAX1, HIVBr27 e HIVenv7 ii) Hind III e Xho I para HIVBr18. Em síntese, 

aproximadamente 400ng dos plasmídeos foram incubados à 37°C de 2 à 4 horas com 

as respectivas enzimas (1U/µg) e seus respectivos tampões (React II) na 

concentração de 1x. Em seguida, os produtos da digestão de cada amostra foram 

submetidos a eletroforese em gel de agarose 1 %. Para isso, as amostras foram 

ressuspensas em tampão de eletroforese para concentração final de 1x (0,25% azul 

de bromofenol; 40% de sacarose em água) e o material foi submetido à eletroforese 

em tampão TAE (Tris-acetato 40mM; EDTA 1 mM pH 8) à 140V por aproximadamente 

1hora. O padrão Ready load 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen) foi utilizado como 

marcador de peso molecular. O gel foi corado com 0,5 mg/mL de brometo de etídio 

(Invitrogen) e a visualização das bandas foi feita em luz ultravioleta no aparelho 
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MultimageTM Light Cabinet Filter Positions (Software Alpha Imager). 

 

3.6. Síntese dos peptídeos 

Os 34 peptídeos da sequência consenso dos consensos do HIV-1 selecionados 

neste estudo foram sintetizados em fase sólida pela empresa GL Biochem (Shanghai) 

Ltda, utilizando-se a estratégia de Fmoc. A pureza e qualidade dos peptídeos foram 

determinadas por cromatografia líquida de alto desempenho e por espectrometria de 

massa, mostrando valores frequentemente superiores a 90%. Os peptídeos 

correspondentes aos 18 peptídeos presentes no plasmídeo vacinal HIVBr18 foram 

sintetizados em fase sólida no nosso laboratório, utilizando-se a estratégia de Fmoc. A 

pureza e qualidade dos peptídeos foram determinadas como descrito acima, 

resultando também em valores frequentemente superiores a 90%. 

 

3.7.  Camundongos e imunizações 

Camundongos isogênicos fêmeas de 6 a 8 semanas de idade da linhagem         

BALB/c (H-2d) foram utilizados para os experimentos de imunização. Os animais foram 

mantidos e manipulados em condições SPF no biotério do Laboratório de Imunologia 

do InCor, situado no prédio do Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (IMT/FMUSP). Os experimentos envolvendo 

os animais foram realizados de acordo com o guia do comitê ético da Universidade de 

São Paulo.  Os camundongos (6 animais por grupo) receberam uma injeção de 10 mM 

de cardiotoxina (Sigma) cinco dias antes da imunização. Os grupos experimentais 

foram divididos em pVAX1 vazio, HIVBr18, HIVenv7, HIVBr27 e HIVenv7+HIVBr27. A 

imunização foi realizada em 3 doses, administradas nas semanas 0, 2 e 4. Os animais 

receberam 50 µL de DNA em cada quadríceps (1µg/µL), totalizando 100 µg de DNA 

por animal a cada dose. Os animais co-imunizados (HIVenv7+HIVBr27) receberam   

50 µL, em cada quadríceps, de uma solução contendo 100 µg de cada plasmídeo  Os 

animais foram sacrificados em câmara de CO2 duas semanas após a última 

imunização. 
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3.8. Suspensão de células esplênicas 

Camundongos BALB/c imunizados foram sacrificados 2 semanas após a última 

dose e os baços foram retirados. As células esplênicas foram obtidas após maceração 

do órgão e foram lavadas com 10 mL de meio RPMI (Gibco) e centrifugadas a 1700 

RPM por 6 minutos a 4°C. Em seguida, as células foram tratadas com tampão 

hemolítico ACK (NH4Cl 0.15M, KHCO3 1mM, Na2EDTA 0.1mM) e lavadas duas vezes 

com meio RPMI (10 mL por lavagem). Ao final das lavagens, as células foram 

ressuspensas em 1mL de meio RPMI completo (meio RPMI suplementado com 

L-glutamina 2 mM (Sigma), solução de aminoácidos não essenciais (1% vol/vol) 

(Gibco), piruvato de sódio 1mM, 2β-Mercaptoetanol 5x10-5M (Sigma), 10% vol/vol de 

soro fetal bovino (Gibco) e os antibióticos Gentamicina (40µg/mL) e Peflacin (20 

µg/mL)).  

 

3.9. Ensaio de proliferação celular contra peptídeos individuais do HIV-1 

Esplenócitos recém isolados (concentração de 100x106 células/mL) foram 

ressuspensos em PBS pré-aquecido e marcados com 1.25 µM de CFSE durante 10 

minutos a 37oC. Em seguida, o material foi centrifugado a 1700rpm por 6 minutos e a 

reação interrompida pela adição de 5mL de meio RPMI contendo 10% de soro fetal 

bovino. As células foram lavadas duas vezes pelo processo de centrifugação a 

1700rpm por 6 minutos, adicionando meio RPMI (5 mL por lavagem). Finalmente as 

células foram ressuspensas em meio RPMI completo e contadas com o auxílio de uma 

câmara de Neubauer. As células foram cultivadas em placas de 96 poços de fundo U 

(Nunc) na concentração de 1.5x106/mL em volume final de 200µL de RMPI completo 

por poço, na presença ou ausência de peptídeos sintéticos derivados do HIV-1, em 

estufa a 37 oC e 5% de CO2 por 5 dias. Os peptídeos sintéticos selecionados 

correspondem aos epitopos para linfócitos T CD4+ utilizados nas construções e foram 

adicionados às culturas na concentração de 5µM. Os controles positivos foram 

estimulados com 2mg/mL de Concanavalina A (Sigma). Todas as culturas foram feitas 

em triplicatas. Após 5 dias, a placa de cultura de fundo U (Nunc) foi centrifugada a 

1300rpm por 6 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 150µL de 

MACS buffer (PBS com 0,5% de BSA e 2mM de EDTA) no primeiro poço de cada 

triplicata, a fim de se juntar o conteúdo celular de cada triplicata em um único poço. As 

células foram então transferidas para uma placa de cultura de 96 poços em fundo V 

(Nunc). A placa em fundo V foi centrifugada a 1300rpm por 6 minutos, o sobrenadante 

foi descartado e as células foram marcadas em volume final de 50µL de MACS buffer, 
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contendo os anticorpos anti-CD3-PE (BD Pharmingen), anti-CD4-PerCP (BD 

Pharmingen) e anti-CD8-APC (BD Pharmingen), ao abrigo da luz por 40 minutos a 

4°C. As células foram lavadas duas vezes com 150µL de MACS buffer e ressuspensas 

em volume final de 200µL de MACS buffer. As amostras foram adquiridas usando-se o 

citômetro FACScanto (BD Biosciences) e analisadas com o auxílio do software FlowJo 

(versão 8.7.1, Tree Star). Para se avaliar a proliferação celular, foram adquiridos 

50x103 eventos no “gate” de linfócitos. A porcentagem proliferativa de linfócitos T CD4+ 

e T CD8+ (células CFSEbaixo) foi determinada na população celular CD3+ e definida 

como positiva quando superior ao cutoff, em pelo menos 75% dos experimentos 

realizados. O cutoff foi determinado pela média mais 3 desvios padrões da proliferação 

obitda dos esplenócitos provenientes de camundongos imunizados com pVAX1 vazio, 

estimulados com cada peptídeo individual.     

 

3.10.  Marcação intracelular de citocinas e proliferação celular  

Esplenócitos recém isolados (concentração de 100x106 células/mL) foram 

ressuspensos em PBS pré-aquecido e marcados com 1.25 µM de CFSE durante 10 

minutos a 37oC. As células foram lavadas, contadas e ressuspensas em meio RPMI 

completo, como descrito anteriormente para o ensaio de proliferação celular. As 

células foram cultivadas em placas de 96 poços de fundo U (Nunc) na concentração 

de 2.5x106/mL em volume final de 200µL de RMPI completo por poço. Os esplenócitos 

dos animais de cada grupo de imunização foram estimulados com seus respectivos 

pools de peptídeos. As células do grupo imunizado com HIVBr18 foram estimuladas 

com o pool de 18 peptídeos, as células do grupo HIVBr27 com o pool de 27 peptídeos, 

as células do grupo HIVenv7 com o pool de 7 peptídeos. As células do grupo co-

imunizado com HIVenv7+HIVBr27 foram estimuladas com os pools de 7 peptídeos, de 

27 peptídeos ou com um pool composto pela soma dos dois anteriores (pool de 34 

peptídeos). O primeiro estímulo foi feito no primeiro dia de cultura com 5µM do pool de 

peptídeos. Os controles positivos foram estimulados com 2,5µg/mL de Concanavalina 

A (Sigma). Todas as culturas foram feitas em triplicatas. As células foram mantidas em 

cultura por 5 dias, a 37oC e 5% de CO2. No quarto dia de cultura as células foram 

reestimuladas com 5µM dos diferentes pools de peptídeos ou com 2,5µg/mL de 

Concanavalina A (Sigma). Além disso, foram adicionados 2µg/ml do co-estímulo anti-

CD28 por poço de cultura. As células foram mantidas em estufa por 1h na presença 

dos estímulos e então foram adicionados 0,2µL de Brefeldina A (BD GolgiPlug™) por 

poço. A placa de cultura foi navamente colocada na estufa e as células foram 
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incubadas por mais 12h a 37oC e 5% de CO2 . A placa em fundo U foi então 

centrifugada e as células transferidas para uma placa em fundo V (Nunc), como 

descrito anteriormente para o ensaio de proliferação celular. A placa em fundo V foi 

centrifugada a 1300rpm por 6 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células 

foram marcadas em volume final de 50µL de MACS buffer, contendo os anticorpos 

anti-CD4-PerCP (BD Pharmingen) e anti-CD8-Alexa fluor 700 (BD Pharmingen), ao 

abrigo da luz por 40 minutos a 4°C. As células foram lavadas duas vezes com 150µL 

de MACS buffer e foram incubadas em 100µL de BD Cytofix/Cytoperm™ por poço, 

durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente as células foram lavadas duas vezes com 

150µL de BD Perm/Wash™ buffer e foram marcadas, ao abrigo da luz, em volume 

final de 50µL de BD Perm/Wash™ buffer, contendo os anticorpos anti-CD3-APC-Cy7 

(BD Pharmingen), anti-TNFα-PE-Cy7 (BD Pharmingen), anti-IL-2-PE (BD Pharmingen)  

e anti-IFNγ-APC (BD Pharmingen) por 30 minutos a 4°C. As células foram lavadas 

duas vezes com 150µL de MACS buffer e ressuspensas em volume final de 200µL de 

MACS buffer. As amostras foram adquiridas usando-se o citômetro FACScanto (BD 

Biosciences) e analisadas com o auxílio do software FlowJo (versão 8.7.1, Tree Star). 

Para se avaliar a proliferação e o perfil de produção de citocinas das células, foram 

adquiridos 500x103 eventos no “gate” de linfócitos. A porcentagem proliferativa de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ (células CFSEbaixo) foi determinada na população celular 

CD3+ e definida como positiva quando superior ao cutoff. Este foi determinado pela 

média mais 3 desvios padrões da proliferação obitda dos esplenócitos provenientes de 

camundongos imunizados com pVAX1 vazio, estimulados com cada pool de 

peptídeos.  

 

3.11. ELISPOT para IFN-γ 

      Os ensaios de ELISPOT foram realizados utilizando-se os sets anti-mouse IFN-γ 

(BD). O protocolo foi realizado de acordo com as instruções do fabricante. Em síntese, 

o anticorpo de captura (purified anti-mouse IFN-γ) foi adicionado à placa na 

concentração de 5µg/mL em volume final de 100µL e estocado durante a noite à 4ºC. 

Em seguida os poços foram lavados com 200µL de RPMI contendo 10% de soro fetal 

bovino e foi realizado o bloqueio dos sítios inespecíficos com meio RPMI (10%SFB) 

200µL/poço por 2 horas à temperatura ambiente. Após esse período, foram 

adicionados os estímulos: meio RPMI, como controle negativo, Con A (2,5µg/poço) 

como controle positivo e peptídeos do HIV-1 (5µM) em um volume final de 100µL, 

assim como as suspensões celulares na concentração de 3 x 105 células/poço 
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também em volume final de 100µL, sendo todos preparados em meio RPMI contendo 

10% de soro fetal bovino e 30U/mL de IL-2 recombinante humana. A placa foi 

novamente incubada a 37 oC na estufa a 5% de CO2 durante a noite. Posteriormente 

as placas foram lavadas 2x com água deionizada e 3x com PBS-0.05%Tween 20.  O 

anticorpo de detecção (anti IFN-γ biotinilado) foi diluído em PBS-10%SFB e adicionado 

aos poços (volume 100 µL/poço) na concentração final de 2µg/mL e incubado 

novamente durante 2hs à temperatura ambiente. Após lavagem dos poços 3x com 

PBS-0.05%Tween 20, o conjugado enzimático (streptavidin-HRP) foi diluído em PBS-

10% SFB para concentração final de 1x e adicionado aos poços (100 µL/poço), 

seguido de mais uma etapa de incubação de 1h à temperatura ambiente. Para 

revelação, os poços foram lavados 4x com PBS-0.05%Tween 20 e posteriormente 2x 

com PBS. Foram adicionados então 100µL da solução final de substrato/poço AEC (3-

amino-9-ethylcarbazole - BD) e a formação de spots foi monitorada de 5 – 60 minutos, 

levando em consideração o aumento do background nos poços que eram controle 

negativo. Passado esse período o corante foi retirado e a reação foi interrompida com 

5 lavagens da placa com água deionizada. 

       A contagem dos spots foi realizada em Microscópio automatizado (Zeiss) com 

auxílio do software KS-ELISPOT (Zeiss) e os resultados foram expressos em número 

de spots por 106 células. Foram considerados positivos os estímulos cujo número de 

spots/milhão de células foi superior ao cutoff do experimento em questão. O cutoff foi 

definido como sendo a média de spots mais 3 desvios padrões, obtido na análise do 

grupo pVAX1 vazio, estimulado com os peptídeos individuais, codificados pelas 

vacinas. O valor determinado para o cutoff foi de 15 spots/milhão de células. 

 

3.12. Análise Estatística 

As análises estatísticas foram feitas utilizando-se o software GraphPad Prism 

5®. O Teste T de Student foi utilizado para comparar um parâmetro entre dois 

grupos. O Teste Two Way Anova seguido do pós teste Bonferroni foram utilizados 

para comparações entre mais de dois grupos ou comparações de vários 

parâmetros.  
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4. Delineamento experimental 
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5.1. Identificação de peptídeos promíscuos e conservados do HIV-1 para 

linfócitos T CD4+ 

A fim de desenvolver uma nova vacina de DNA contra o HIV-1, capaz de 

induzir imunidade a diversos subtipos virais circulantes no mundo, obtivemos a 

sequência consenso dos consensos do grupo M do HIV-1 do ano de 2004 em 

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.htmL para posterior 

determinação de potenciais epitopos para linfócitos T CD4+. A sequência consenso 

dos consensos é resultado do alinhamento das sequências consenso dos subtipos 

A, B, C, D, F, G, H, J e K do HIV-1. 

A identificação dos peptídeos do HIV-1 para linfócitos T CD4+ foi feita com o 

auxílio do algoritmo TEPITOPE (Sturniolo et al, 1999), utilizando-se um limiar de 

ligação de 5%. O limiar utilizado é um pouco mais permissivo que o limiar de 3%, 

utilizado para identificação dos peptídeos codificados pela vacina HIVBr18. Isto 

permitiu a identificação de um maior número de peptídeos do HIV-1, 

potencialmente reconhecidos por linfócitos T CD4+. 

Com o intuito de desenvolver uma vacina capaz de induzir uma resposta imune 

ampla, na maioria dos indivíduos vacinados, contra um grande número de isolados 

do HIV-1, selecionamos os peptídeos previstos de se ligarem a, pelo menos, 18 

das 25 moléculas de HLA-DR descritas pelo TEPITOPE. Os peptídeos 

selecionados foram então alinhados com as sequências consenso dos subtipos 

A1, B, C, D, F1, F2, G e H do HIV-1, utilizando-se o programa BioEdit. Aqueles 

peptídeos que possuíam todos os seus aminoácidos conservados em, pelo menos, 

50% dos subtipos foram escolhidos (figura 6).  

Identificamos um total de 50 peptídeos com o algoritmo TEPITOPE. Após a 

análise de conservação dos aminoácidos entre os subitpos do HIV-1, feita com o 

BioEdit, obtivemos um número final de 34 peptídeos do HIV-1, pertencentes a 8 

das 9 proteínas principais. Os peptídeos selecionados estão distribuídos ao longo 

do proteoma do HIV-1 da seguinte forma: 7 peptídeos de Env, 13 de Pol, 6 de 

Gag, 2 de Vif, 1 de Rev, 2 de Vpr, 1 de Vpu e 2 de Nef. Os peptídeos selecionados 

possuem uma sequência central que pode conter um ou mais cores de 9 

aminoácidos. O aminoácido P1 de cada core é sempre determinado como 

hidrofóbico. Pelo menos 2 aminoácidos flanqueadores foram adicionados a cada 

lado da sequência central de nonâmeros dos peptídeos a fim de facilitar  a 

interação dos mesmos com TCR. Os flanqueadores da porção inicial dos 
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peptídeos integrase (249-268) e nef (133-156) são também componentes de cores 

presentes nesses peptídeos. O número de resíduos de aminoácidos dos peptídeos 

selecionados variou entre 14 e 24. A tabela 1A contém informações a respeito dos 

peptídeos selecionados, como a localização na sequência HXB2, o número de 

resíduos de aminoácidos, a sequência e a porcentagem das moléculas de HLA-DR 

descritas pelo algoritmo que cada peptídeo foi previsto de se ligar. A tabela 2 

mostra o número de mutações presentes nas sequências consenso dos subtipos 

do HIV-1 em relação aos peptídeos identificados na sequência consenso do grupo 

M. As sequências dos isolados do HIV-1 depositadas em Los Alamos HIV 

database foram também alinhadas com os peptídeos identificados utilizando-se o 

recurso Quick Align da própia base de dados. A tabela 3 mostra as frequências de 

isolados do HIV-1, independente do subtipo do vírus, determinadas de acordo com 

o número de mutações em relação aos peptídeos identificados na sequência 

consenso do grupo M. Não foi possível determinar a frequência de mutantes em 

relação ao peptídeo vpr (58-80). A tabela 1 dos anexos mostra a sequência dos 

peptídeos codificados pela vacina HIVBr18, previamente desenvolvida por nosso 

grupo. 

Para determinamos se a imunização de camundongos BALB/c com vacinas de 

DNA codificando para os peptídeos selecionados induziria resposta imunológica 

nesses animais, utilizamos o algoritmo PREDBALB/c (Zhang et al, 2005) para prever 

a ligação dos peptídeos às moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) de classe I e II de camundongos BALB/c. O algoritmo 

PREDBALB/c possui matrizes matemáticas de predição baseadas em testes de 

ligação entre peptídeos e moléculas MHC de camundongos BALB/c e inclui 

predição para o conjunto completo de moléculas MHC de classe I (H2-Dd, H2-Kd e 

H2-Ld) e classe II (I-Ad e I-Ed). O limiar de positividade utilizado para a avaliação 

dos epitopos foi de 8,0. Como mostrado na tabela 1B, todos os 34 peptídeos foram 

previstos de se ligarem a, pelo menos, uma molécula MHC de classe II de 

camundongos BALB/c. Além disso, 30 dos 34 peptídeos foram previstos de se 

ligarem a, pelo menos, uma das moléculas MHC de classe I de camundongos 

BALB/c (os peptídeos gp160(516-531), RT(343-357), p24(182-201) e vif(1-15) não 

foram previstos de se ligar a moléculas MHC de classe I).   

Estes resultados demonstram que os peptídeos identificados cobrem grande 

parte das proteínas do HIV-1 e apresentam potencial de se ligar a múltiplas 

moléculas de HLA-DR. Além disso, o algoritmo PREDBALB/c previu que os peptídeos 



Almeida, RR  39 

 

identificados são potenciais ligantes de moléculas MHC de classe I e II de 

camundongos BALB/c, tornando possível a análise da imunogenicidade dos 

mesmos nessa linhagem animal. 

  

Figura 5: Identificação de peptídeos pelo algoritmo TEPITOPE. O algoritmo 

TEPITOPE possui matrizes matemáticas que representam perfis de ligação de 

peptídeos a 25 moléculas de HLA-DR frequentes na população caucasiana. Na 

região esquerda da janela (destacada em verde) pode-se observar a 

representação das 25 moléculas de HLA-DR descritas pelo algoritmo. A sequência 

protéica de interesse é varrida pelo algoritmo e os peptídeos com alta pontuação 

de ligação a cada uma das moléculas de HLA-DR são sinalizados em azul. O 

aminoácido âncora P1 (hidrofóbico) de cada peptídeo é sinalizado em vermelho. 

Peptídeos previstos de se ligarem a várias moléculas de HLA-DR (pelo menos 18 

das 25 moléculas descritas) foram denominados promíscuos e selecionados. 
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Figura 6: Alinhamento dos peptídeos identificados com as sequências 

consenso dos subtipos do HIV-1.  As sequências consenso dos subtipos do HIV-

1 disponíveis em Los Alamos HIV databse (http://www.hiv.lanl.gov) foram 

alinhadas com os peptídeos identificados utilizando-se o programa BioEdit. As 

sequências dos peptídeos do consenso dos consensos, identificados como 

ligadores a múltiplas moléculas HLA-DR, estão marcadas em preto. Posições com 

sequência idêntica ao consenso dos consensos são identificadas como pontos. As 

mutações são mostradas com letras correspondentes aos aminoácidos mutados 

para cada posição na sequência. A cor de cada letra reflete o grupo funcional dos 

aminoácidos. As sequências que possuíam cada uma de suas posições de 

aminoácidos conservados em, pelo menos, 50% dos subtipos foram selecionadas. 

A) Peptídeo não selecionado devido à grande frequência de mutações em relação 

aos consensos dos subtipos do HIV-1. B) Peptídeo conservado entre os subtipos e 

selecionado.  

 

 

 

 

 

 

 

A) 

B) 
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Peptídeo
Nº de 

resíduos
Sequência de aminoácidos

% de ligação a 
moléculas de HLA-DR

gp160(483-502) 20 LYKYKVVKIEPLGVAPTKAK 100

gp160(516-531) 16 GAVFLGFLGAAGSTMG 92

gp160(553-576) 24 SNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQL 76

gp160(678-694) 17 WLWYIKIFIMIVGGLIG 100

gp160(692-711) 20 LIGLRIVFAVLSIVNRVRQG 100

gp160(757-772) 16 WDDLRSLCLFSYHRLR 88

gp160(790-808) 19 WEALKYLWNLLQYWGQELK 84

protease(53-75) 23 FIKVRQYDQILIEICGKKAIGTV 80

protease(79-95) 17 PTPVNIIGRNMLTQIGC 80

RT(343-357) 15 QEPFKNLKTGKYAKM 76

RT(354-368) 15 YAKMRSAHTNDVKQL 72

RT(369-391) 23 TEAVQKIATESIVIWGKTPKFRL 80

RT(413-427) 15 EWEFVNTPPLVKLWY 72

RT(431-445) 15 KEPIVGAETFYVDGA 92

RT(528-546) 19 KEKVYLSWVPAHKGIGGNE 76

integrase(28-43) 16 LPPIVAKEIVASCDKC 76

integrase(69-85) 17 EGKIILVAVHVASGYIE 92

integrase(96-113) 18 ETAYFILKLAGRWPVKVI 84

integrase(216-235) 20 QITKIQNFRVYYRDSRDPIW 84

integrase(249-268) 20 VVIQDNSDIKVVPRRKAKII 100

p17(72-90) 19 SEELRSLYNTVATLYCVHQ 88

p17(131-132)/p24(1-18) 20 NYPIVQNLQGQMVHQAISPR 88

p24(33-48) 16 SPEVIPMFSALSEGAT 96

p24(127-145) 19 GEIYKRWIILGLNKIVRMY 100

p24(138-153) 16 LNKIVRMYSPVSILDI 100

p24(182-201) 20 KNWMTETLLVQNANPDCKTI 80

vif(1-15) 16 MENRWQVMIVWQVDR 84

vif(142-158) 17 VGSLQYLALTALITPKK 72

rev(9-27) 18 DEELLKAVRIIKILYQSNP 100

vpr(29-42) 14 EAVRHFPRPWLHGL 72

vpr(58-80) 23 EAIIRILQQLLFIHFRIGCQHSR 100

vpu(13-26) 14 IVALIIAIVVWTIV 100

nef(67-87) 21 GFPVRPQVPLRPMTYKGAFDL 84

nef(133-156) 24 IRYPLTFGWCFKLVPVDPREVEEA 84  

Tabela 1A: Peptídeos promíscuos e conservados do HIV-1. A primeira coluna 

mostra a localização de cada peptídeo na sequência HXB2 do HIV-1, disponível na 

base de dados de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov). Peptídeos novos, ainda não 

descritos como epitopos para linfócitos T CD4+ ou CD8+, na base de dados de Los 

Alamos, estão marcados em verde. O número de resíduos, a sequência de 

aminoácidos e a porcentagem de ligação de cada peptídeo às moléculas de HLA-DR 

descritas pelo algoritmo são também mostrados. Os resíduos flanqueadores e âncoras 

P1 hidrofóbicos são mostrados em preto e vermelho, respectivamente, na coluna com 

a sequência de aminoácios de cada peptídeo. Os resíduos que compõem cada core 

dos nonâmeros são representados em azul. 



Almeida, RR  42 

 

Peptídeo 
Predição 

H2-DD 
Predição 

H2-KD 
Predição 

H2-LD 
Predição 

I-AD 
Predição 

I-ED 

gp160(483-502) 9.78 8.46 5.30 9.60 9.80 
gp160(516-531) 7.94 6.20 4.02 9.60 8.68 
gp160(553-576) 8.58 8.42 6.22 9.70 9.90 
gp160(678-694) 9.40 9.60 4.70 8.40 9.50 
gp160(692-711) 9.20 8.20 4.22 9.60 9.90 
gp160(757-772) 8.50 6.00 6.12 9.02 9.16 
gp160(790-808) 9.20 8.50 7.40 9.30 9.90 

      
protease(53-75) 9.40 7.00 5.72 8.64 9.60 
protease(79-95) 9.70 6.10 4.70 8.72 8.40 

RT(343-357) 8.58 6.00 5.30 8.96 9.80 
RT(354-368) 7.66 5.26 5.96 9.60 9.16 
RT(369-391) 9.66 7.58 5.36 9.42 9.60 
RT(413-427) 9.30 9.70 7.50 8.30 9.18 
RT(431-445) 9.20 8.00 7.50 9.60 9.22 
RT(528-546) 8.96 6.10 7.50 9.60 9.70 

integrase(28-43) 9.60 6.10 5.96 9.60 10.00 
integrase(69-85) 9.20 8.98 5.04 9.70 9.76 
integrase(96-113) 10.00 6.00 4.60 9.10 10.00 

integrase(216-235) 9.40 9.12 5.38 9.30 9.80 
integrase(249-268) 9.96 6.10 6.00 9.70 9.90 

      
p17(72-90) 9.66 9.40 7.40 9.50 9.64 

p17(131-132)/p24(1-18) 9.60 5.66 6.20 9.70 9.50 
p24(33-48) 8.82 6.10 6.82 9.10 5.12 

p24(127-145) 9.40 8.90 5.78 7.24 9.82 
p24(138-153) 9.66 8.96 6.50 9.50 9.70 
p24(182-201) 7.74 6.16 7.00 9.70 10.00 

      
vif(1-15) 7.98 5.70 5.04 8.64 9.14 

vif(142-158) 9.40 9.40 7.80 9.70 9.34 
      

rev(9-27) 10.00 7.24 4.00 9.60 9.70 
      

vpr(29-42) 8.30 6.20 7.68 8.42 8.06 
vpr(58-80) 8.18 7.74 7.60 9.56 9.60 

      
vpu(13-26) 8.42 8.28 1.50 9.50 8.20 

      
nef(67-87) 9.46 6.00 7.50 8.90 9.80 

nef(133-156) 9.62 9.24 7.80 9.60 9.80 
      

  

Tabela 1B: Predição de ligação dos peptídeos às moléculas MHC de classe I e II 

de camundongos BALB/c. O algoritmo PREDBALB/c (http://cvc.dfci.harvard.edu/balbc/) 

foi utilizado para predição de ligação dos peptídeos às moléculas MHC de classe I e II 

de camundongos BALB/c. O limiar de positivade adotado foi de 8,0. Os valores acima 

do limiar encontram-se em negrito. 

 

 

 



Almeida, RR  43 

 

Identificação N° de resíduos Sequência A1 B C D F1 F2 G H
gp160(483-502) 20 LYKYKVVKIEPLGVAPTKAK 1 0 3 1 1 0 4 2
gp160(516-531) 16 GAVFLGFLGAAGSTMG 0 1 0 1 0 1 1 1
gp160(553-576) 24 SNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQL 1 1 1 1 1 1 0 2
gp160(678-694) 17 WLWYIKIFIMIVGGLIG 0 1 0 0 0 0 0 0
gp160(692-711) 20 LIGLRIVFAVLSIVNRVRQG 2 1 1 1 1 1 0 1
gp160(757-772) 16 WDDLRSLCLFSYHRLR 0 0 0 1 3 2 0 2
gp160(790-808) 19 WEALKYLWNLLQYWGQELK 3 3 4 1 3 1 2 1
protease(53-75) 23 FIKVRQYDQILIEICGKKAIGTV 1 1 0 1 3 2 1 3
protease(79-95) 17 PTPVNIIGRNMLTQIGC 0 1 1 1 0 0 1 1

RT(343-357) 15 QEPFKNLKTGKYAKM 2 1 0 1 0 3 2 0
RT(354-368) 15 YAKMRSAHTNDVKQL 2 2 1 2 0 3 2 1
RT(369-391) 23 TEAVQKIATESIVIWGKTPKFRL 6 1 1 1 1 3 3 0
RT(413-427) 15 EWEFVNTPPLVKLWY 0 0 0 0 0 0 0 1
RT(431-445) 15 KEPIVGAETFYVDGA 1 0 1 1 1 1 3 3
RT(528-546) 19 KEKVYLSWVPAHKGIGGNE 1 1 1 1 0 1 0 0

integrase(28-43) 16 LPPIVAKEIVASCDKC 0 1 0 1 1 1 0 0
integrase(69-85) 17 EGKIILVAVHVASGYIE 1 0 0 1 0 0 0 1

integrase(96-113) 18 ETAYFILKLAGRWPVKVI 2 2 1 2 1 1 0 1
integrase(216-235) 20 QITKIQNFRVYYRDSRDPIW 0 1 1 1 1 2 0 2
integrase(249-268) 20 VVIQDNSDIKVVPRRKAKII 1 1 1 2 0 1 1 0

p17(72-90) 19 SEELRSLYNTVATLYCVHQ 1 0 2 1 1 0 2 4
p17(131-132)/p24(1-18) 20 NYPIVQNLQGQMVHQAISPR 3 0 0 0 0 0 1 1

p24(33-48) 16 SPEVIPMFSALSEGAT 0 0 1 0 0 0 0 0
p24(127-145) 19 GEIYKRWIILGLNKIVRMY 1 0 1 0 1 0 0 1
p24(138-153) 16 LNKIVRMYSPVSILDI 0 1 0 0 0 0 0 0
p24(182-201) 20 KNWMTETLLVQNANPDCKTI 2 1 0 1 1 0 1 0

vif(1-15) 16 MENRWQVMIVWQVDR 0 0 1 0 0 0 0 0
vif(142-158) 17 VGSLQYLALTALITPKK 3 1 1 0 1 0 2 2

rev(9-27) 18 DEELLKAVRIIKILYQSNP 0 3 2 2 2 1 1 4
vpr(29-42) 14 EAVRHFPRPWLHGL 0 1 1 2 0 1 0 2
vpr(58-80) 23 EAIIRILQQLLFIHFRIGCQHSR 2 0 0 0 1 1 0 2
vpu(13-26) 14 IVALIIAIVVWTIV 1 3 0 1 0 1 2 2
nef(67-87) 21 GFPVRPQVPLRPMTYKGAFDL 1 1 1 2 1 1 0 0

nef(133-156) 24 IRYPLTFGWCFKLVPVDPREVEEA 2 2 2 1 1 2 4 3

Peptídeos Número de aminoácidos mutados em relação ao consenso dos subtipos do HIV-1

 

Tabela 2: Conservação das sequências dos peptídeos selecionados entre os 

consensos dos subtipos do HIV-1. A identificação dos peptídeos na sequência HXB2, o 

número de resíduos e a sequência de aminoácidos dos mesmos são demonstrados. O 

número de aminoácidos não idênticos nas sequências consenso dos subtipos do HIV-1 em 

relação aos peptídeos selecionados é também demonstrado. 
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Identificação Sequência 0 aa 1 aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa ≥6 aa

gp160(483-502) LYKYKVVKIEPLGVAPTKAK 9.70% 18.60% 20.70% 24.90% 16.70% 3.70% 5.70%
gp160(516-531) GAVFLGFLGAAGSTMG 27.50% 46.60% 12.90% 8.90% 3.00% 0.20% 0.90%
gp160(553-576) SNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQL 12.30% 49.50% 26.40% 6.60% 1.60% 1.10% 2.50%
gp160(678-694) WLWYIKIFIMIVGGLIG 47.90% 33.30% 11.60% 4.60% 1.30% 0.40% 0.90%
gp160(692-711) LIGLRIVFAVLSIVNRVRQG 7.00% 37.80% 28.90% 13.30% 5.80% 1.70% 5.50%
gp160(757-772) WDDLRSLCLFSYHRLR 30.00% 37.80% 17.30% 7.90% 2.30% 0.40% 4.30%
gp160(790-808) WEALKYLWNLLQYWGQELK 0.10% 4.70% 15.90% 30.60% 24.90% 13.70% 10.10%
protease(53-75) FIKVRQYDQILIEICGKKAIGTV 14.40% 21.20% 22.50% 18.60% 10.70% 6.00% 6.60%
protease(79-95) PTPVNIIGRNMLTQIGC 19.10% 54.40% 20.60% 4.30% 0.90% 0.40% 0.30%

RT(343-357) QEPFKNLKTGKYAKM 22.00% 39.10% 29.30% 6.70% 1.10% 1.00% 0.80%
RT(354-368) YAKMRSAHTNDVKQL 2.80% 22.50% 35.90% 28.90% 7.10% 1.00% 1.80%
RT(369-391) TEAVQKIATESIVIWGKTPKFRL 6.00% 30.60% 29.40% 15.00% 7.30% 5.20% 6.50%
RT(413-427) EWEFVNTPPLVKLWY 86.00% 11.20% 2.40% 0.20% 0.10% 0.10% 0.00%
RT(431-445) KEPIVGAETFYVDGA 22.80% 40.50% 25.50% 9.70% 1.00% 0.10% 0.40%
RT(528-546) KEKVYLSWVPAHKGIGGNE 17.30% 62.30% 17.30% 2.60% 0.20% 0.20% 0.10%

integrase(28-43) LPPIVAKEIVASCDKC 36.60% 42.80% 14.30% 4.30% 1.60% 0.20% 0.20%
integrase(69-85) EGKIILVAVHVASGYIE 36.40% 47.40% 13.40% 2.00% 0.40% 0.40% 0.00%

integrase(96-113) ETAYFILKLAGRWPVKVI 13.40% 40.00% 34.90% 9.40% 1.60% 0.40% 0.30%
integrase(216-235) QITKIQNFRVYYRDSRDPIW 21.00% 50.90% 19.30% 6.60% 1.60% 0.50% 0.10%
integrase(249-268) VVIQDNSDIKVVPRRKAKII 41.40% 41.80% 13.10% 2.60% 0.50% 0.20% 0.40%

p17(72-90) SEELRSLYNTVATLYCVHQ 3.20% 12.00% 24.70% 28.40% 18.00% 6.10% 7.60%
p17(131-132)/p24(1-18) NYPIVQNLQGQMVHQAISPR 23.20% 29.10% 19.00% 13.70% 9.40% 2.60% 3.00%

p24(33-48) SPEVIPMFSALSEGAT 41.50% 46.80% 9.10% 0.80% 0.80% 0.10% 0.90%
p24(127-145) GEIYKRWIILGLNKIVRMY 45.40% 43.70% 7.20% 1.40% 0.50% 0.10% 1.70%
p24(138-153) LNKIVRMYSPVSILDI 62.10% 32.50% 4.20% 0.40% 0.20% 0.03% 0.57%
p24(182-201) KNWMTETLLVQNANPDCKTI 35.30% 40.10% 18.80% 4.10% 0.60% 0.10% 1.00%

vif(1-15) MENRWQVMIVWQVDR 64.50% 28.50% 6.20% 0.80% 0.00% 0.00% 0.00%
vif(142-158) VGSLQYLALTALITPKK 5.30% 30.60% 26.30% 17.60% 12.40% 3.80% 4.00%

rev(9-27) DEELLKAVRIIKILYQSNP 1.00% 8.30% 23.60% 28.10% 21.80% 11.10% 6.10%
vpr(29-42) EAVRHFPRPWLHGL 24.70% 46.00% 25.30% 3.80% 0.20% 0.00% 0.00%
vpr(58-80) EAIIRILQQLLFIHFRIGCQHSR 20.00% 0.00% 80.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
vpu(13-26) IVALIIAIVVWTIV 2.80% 12.40% 22.60% 28.90% 22.00% 8.20% 3.10%
nef(67-87) GFPVRPQVPLRPMTYKGAFDL 10.90% 37.80% 32.00% 14.10% 3.50% 0.60% 1.10%

nef(133-156) IRYPLTFGWCFKLVPVDPREVEEA 0.50% 6.10% 14.00% 23.00% 25.10% 18.20% 13.10%

Peptídeos Frequência de isolados do HIV-1 com mutações em relação aos peptídeos identificados

 

Tabela 3: Frequência de isolados do HIV-1 de acordo com número de mutações em 

relação aos peptídeos identificados. A identificação dos peptídeos na sequência HXB2 e a 

sequência de aminoácidos dos mesmos são demonstrados. As frequências de mutantes em 

relação aos peptídeos identificados foram determinadas considerando todos os subtipos 

depositados em Los Alamos HIV database.  
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5.2. Desenho e construção dos plasmídeos vacinais 

Dois plasmídeos vacinais foram desenhados para codificar os peptídeos 

identificados. Um plasmídeo (HIVenv7) contém o gene sintético codificando para os 7 

peptídeos do envelope do HIV-1 e o outro plasmídeo (HIVBr27) contém o gene 

sintético codificando para os outros 27 peptídeos do HIV-1 identificados. As 

sequências nucleotídicas dos peptídeos estão dispostas de forma concatenada nos 

insertos, separadas por espaçadores codificando glicinas e prolinas (GPGPG) 

(Livingston et al, 2002). A disposição das sequências dos peptídeos nos genes pode 

ser observada na figura 7A. A sequência nucleotídica dos genes HIVBr27 e HIVenv7 

pode ser observada na figura 7B e 7C, respectivamente. Os genes foram sintetizados 

e subclonados no vetor pVAX1 (EZBiolab, USA http://www.ezbiolab.com) (figura 7D). 

A eletroforese após a digestão dos plasmídeos contendo os genes HIVenv7 e 

HIVBr27, com as enzimas de restrição EcoRI e Xho I, mostrou ter havido a liberação 

dos insertos com os tamanhos próximos ao esperado de 510pb e 1884pb, 

respectivamente (figura 8).  

Estes dados sugerem que os genes sintéticos HIVenv7 e HIVBr27, desenhados 

para avaliar a imunogenicidade dos peptídeos identificados, foram inseridos de forma 

correta no plasmídeo pVAX1 e possuem o tamanho esperado em pares de bases.   
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B) 

Figura 7: Construção dos plasmídeos vacinais. A) Disposição dos peptídeos nos genes 
HIVenv7 (azul) e HIVBr27 (cinza). Sequência nucleotídica dos genes sintéticos HIVBr27 
(B) e HIVenv7 (C) com otimização de códons para expressão em células de mamíferos. 
Estão também representados a sequência de Kozak, a sequência espaçadora que codifica 
GPGPG, o códon de parada e os sítios das enzimas de restrição EcoRI e Xho I. D) Mapa 
do vetor pVAX1, utilizado para subclonagem dos genes. 

A) 

C) 

D) 
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Figura 8: Análise da integridade dos genes HIVenv7 e HIVBr27, subclonados 

no vetor pVAX1. Após amplificação e purificação, os plasmídeos contendo os 

genes foram digeridos com as enzimas de restrição EcoRI e Xho I e foi feita uma 

eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídeo. O vetor pVAX1 

possui 3 Kb, os genes HIVenv7  e HIVBr27 possuem 510pb e 1884pb, 

respectivamente. Estão representados os produtos da digestão dos plasmídeos 

(D) assim como o plasmídeo não digerido (ND). O padrão molecular utilizado foi o 

Ready-load 1 Kb plus DNA ladder. Algumas bandas do padrão foram sinalizadas 

com o seu tamanho, em pares de bases, correspondente. 

 

5.3. Avaliação da amplitude da resposta imune induzida pelos diferentes 

esquemas de imunização em camundongos BALB/c 

Com o objetivo de avaliar, comparativamente, a amplitude da resposta imune 

induzida pelos diversos esquemas de imunização, imunizamos camundongos 

BALB/c com 3 doses dos imunógenos HIVBr18, HIVenv7, HIVBr27, 

HIVenv7+HIVBr27 ou vetor vazio pVAX1.  A amplitude da resposta induzida pelas 

vacinas foi avaliada por ELISPOT de IFN-γ e proliferação celular baseada em 

diluição de CFSE. A estratégia de análise adotada para avaliação da proliferação 

celular é mostrada na figura 1 dos anexos.  
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Observamos que esplenócitos provenientes de camundongos imunizados com 

a vacina HIVBr18 e estimulados com os peptídeos, individualmente, secretaram 

IFN-γ contra 7 dos 18 peptídeos codificados pela vacina (figura 9A). A co-

imunização com HIVenv7+HIVBr27 induziu secreção de IFN-γ contra 9 dos 34 

peptídeos codificados (figura 9B). A imunização com a vacina HIVBr27 induziu 

uma resposta mais ampla, sendo que esplenócitos dos animais imunizados 

secretaram IFN-γ contra 11 dos 27 peptídeos codificados (figura 9C). A imunização 

com a vacina HIVenv7 foi pouco imunogênica, induzindo secreção de IFN-γ 

apenas contra o peptídeo gp160 (483-502).  

A imunização com a vacina HIVBr18 induziu proliferação de células T CD4+ 

contra 5 peptídeos, sendo eles: gp160 (188-201), p17 (73-89), protease (7-21), rev 

(11-27) e vif (144-158) (figura 2A dos anexos). Com exceção do peptídeo rev (11-

27), todos os peptídeos que induziram proliferação de células T CD4+ também 

induziram secreção de IFN-γ. A imunização com HIVBr18 também induziu 

proliferação de células T CD8+, porém contra apenas 3 epitopos, sendo eles: p17 

(73-89), protease (7-21) e rev (11-27) (figura 2B dos anexos). A co-imunização 

com HIVenv7+HIVBr27 induziu proliferação de células T CD4+ contra 5 peptídeos, 

sendo eles: gp160 (692-711), p24 (127-145), RT (369-391), RT (413-427) e 

integrase (216-235) (figura 3A dos anexos). A proliferação de células T CD8+ foi 

induzida contra os mesmos 5 peptídeos (figura 3B dos anexos). A imunização com 

HIVBr27 induziu proliferação de células T CD4+ contra 8 peptídeos, sendo eles: 

p17 (72-90), p24 (127-145), RT (369-391), RT (413-427), RT (528-546), integrase 

(216-235), rev (9-27) e vpr (58-80) (figura 10A). A proliferação de células T CD8+ foi 

induzida contra 6 peptídeos: p17 (72-90), p24 (127-145), RT (369-391), RT (413-

427), RT (528-546) e integrase (216-235) (figura 10B). Não observamos 

proliferação celular antígeno específica pelos esplenócitos de camundongos 

imunizados com a vacina HIVenv7. Quando consideramos esplenócitos de animais 

imunizados com HIVBr27 ou co-imunizados com HIVenv7+HIVBr27, todos os 

peptídeos que induziram proliferação de células T CD4+ e CD8+ também induziram 

secreção de IFN-γ. A tabela 2 dos anexos mostra um resumo dos resultados 

obtidos no ensaio de ELISPOT de IFN-γ e no ensaio de proliferação celular 

baseado em diluição de CFSE.  

Estes resultados, em conjunto, demonstram que a imunização com HIVBr27 

induz uma resposta imunológica mais ampla, quando comparada a HIVBr18, a 
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HIVenv7 ou a HIVenv7+HIVBr27, refletindo-se tanto na secreção de IFN-γ como na 

proliferação de células T CD4+ e CD8+ em resposta ao estímulo com peptídeos 

individuais do HIV-1. Além disso, os resultados sugerem que a vacina HIVenv7 é 

capaz de induzir uma resposta imunomodulatória, uma vez que sua co-imunização 

com HIVBr27 levou a uma redução na amplitude de resposta tanto em termos de 

secreção de IFN-γ quanto em termos de proliferação celular antígeno específica. 
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Figura 9: Secreção de IFN-γγγγ em resposta a estimulação com peptídeos 

individuais do HIV-1. Duas semanas após a última dose com HIVBr18, 

HIVenv7+HIVBr27 ou HIVBr27, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram 

extraídos e cultivados, na presença dos peptídeos do HIV-1 (5µM), por 14h, a fim de 

se avaliar a secreção de IFN-γ em resposta aos peptídeos vacinais pelo ensaio de 

ELISPOT. Secreção de IFN-γ em resposta aos peptídeos da vacina HIVBr18 (A), 

HIVenv7+HIVBr27 (B) e HIVBr27 (C). As fatias de cada gráfico são proporcionais à 

quantidade de spots obtida nos ensaios contra cada peptídeo. Respostas acima do 

limiar de 15 spots/106 células foram consideradas positivas. O número de spots/106 

células obtido no grupo controle, imunizado com o vetor pVAX1 vazio, foi subtraído de 

cada grupo experimental. Dados provenientes da média de 3 experimentos. 

A) 

B) 

HIVBr18: 7 peptídeos reconhecidos 

HIVBr27: 11 peptídeos reconhecidos 

HIVenv7+HIVBr27: 9 peptídeos reconhecidos 

C) 
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Figura 10: Proliferação celular contra peptídeos individuais do HIV-1, baseada no 

ensaio  de diluição de CFSE. Duas semanas após a última dose com HIVBr27, 

esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram marcados com CFSE (1.25µM) e 

cultivados na presença de peptídeos individuais do HIV-1 (5µM), por 5 dias. A 

proliferação de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) antígeno específicas foi analisada por 

citometria de fluxo. O limiar de proliferação foi determinado pela média mais 3 desvios 

padrões da proliferação contra os peptídeos individuais obtido no grupo de 

camundongos imunizados com o vetor pVAX1 vazio. Foram considerados positivos 

para proliferação apenas peptídeos que induziram proliferação acima do limiar em, 

pelo menos, 3 dos 4 experimentos realizados.    
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5.4. Avaliação da magnitude e do perfil funcional da resposta imune induzida 

pelas diferentes estratégias de imunização em camundongos BALB/c 

A fim de avaliar a magnitude e o perfil funcional das diferentes estratégias de 

imunização, camundongos BALB/c foram imunizados com 3 doses dos imunógenos 

HIVBr18, HIVenv7, HIVBr27, HIVenv7+HIVBr27 ou vetor vazio pVAX1. As respostas 

imunológicas (proliferação celular e produção de citocinas) foram avaliadas em 

resposta aos pools de peptídeos do HIV-1. O estímulo foi feito com o pool de 

peptídeos correspondente a cada grupo de imunização, ou seja, os esplenócitos dos 

grupos imunizados com HIVBr18, HIVenv7 ou HIVBr27 foram estimulados com os 

pools de 18, 7 ou 27 peptídeos codificados pelas vacinas, respectivamente. Os 

esplenócitos do grupo co-imunizado com HIVenv7+HIVBr27 foram estimulados com os 

pools de 7, 27 ou 34 peptídeos, codificados pela vacina.  

Primeiramente avaliamos a secreção de IFN-γ em resposta aos pools de peptídeos 

do HIV-1. Os esplenócitos de camundongos imunizados com HIVBr18, HIVenv7 

ouHIVBr27 foram estimulados com os pools de peptídeos correspondentes a cada 

vacina e a secreção de IFN-γ foi avaliada pelo ensaio de ELISPOT. A imunização com 

HIVBr27 induziu a resposta de maior magnitude, sendo detectados 316 spots/106 

células contra o pool de 27 peptídeos. A imunização com HIVBr18  induziu 207 

spots/106 células contra o pool de 18 peptídeos (figura 11A). A imunização com 

HIVenv7 isoladamente foi pouco imunogênica, induzindo uma resposta de 22 

spots/106 células contra o pool de 7 peptídeos.  

Com o intuito de avaliar a influência da resposta imune direcionada a peptídeos do 

envelope do HIV-1 sobre a resposta imune contra peptídeos de outras proteínas do 

vírus, avaliamos a secreção de IFN-γ em resposta ao pool de 27 peptídeos codificados 

pela vacina HIVBr27 no grupo co-imunizado com HIVenv7+HIVBr27. Observamos 

uma redução de 316 spots/106 células para apenas 183 spots/106 células (figura 11B). 

Quando avaliamos a secreção de IFN-γ por esplenócitos de camundongos co-

imunizados com HIVenv7+HIVBr27 em resposta aos pools de 7 e 34 peptídeos, 

detectamos 74 e 237 spots/106 células, respectivamente.  

Avaliamos posteriormente a magnitude de proliferação celular contra os pools de 

peptídeos do HIV-1. Os esplenócitos de camundongos imunizados com HIVBr18, 

HIVenv7, HIVBr27 ou HIVenv7+HIVBr27 foram estimulados com os pools de 

peptídeos, nos dias 0 e 4 de cultura celular. Observamos que as vacinas HIVBr18 e 

HIVBr27 induziram proliferação em 7.0% e 8.8% das células T CD4+, respectivamente 
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(figura 12). As imunizações com HIVBr18 e HIVBr27 também foram capazes de induzir 

proliferação de células T CD8+, sendo observado valores de 6.3% e 8.5%, 

respectivamente (figura 12A). As imunizações com HIVenv7 e HIVenv7+HIVBr27 

induziram proliferação em 0.3% e 7.2% das células T CD4+, quando estimulamos in 

vitro os esplenócitos com os pools de 7 e 34 peptídeos, respectivamente. Os valores 

de proliferação de células T CD8+ foram 1.1% e 8.9%, respectivamente. Os valores 

obtidos para proliferação de células T CD4+ e CD8+ no grupo co-imunizado com 

HIVenv7+HIVBr27 e estimulado com o pool de 34 peptídeos não foram 

significativamente diferentes dos obtidos no grupo imunizado com HIVBr27, 

estimulado com o pool de 27 peptídeos. Entretanto, quando avaliamos a proliferação 

celular em resposta ao pool de 27 peptídeos nos grupos imunizados com HIVBr27 e 

HIVenv7+HIVBr27, observamos valores significativamente menores no grupo co-

imunizado, sendo 8.8% e 4.8% para células T CD4+ e 8.5% e 4.2% para células T 

CD8+, respectivamente (figura 12B). 

Avaliamos a produção das citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF-α por células T CD4+ e CD8+ 

em resposta aos pools de peptídeos do HIV-1. Para isso, esplenócitos de 

camundongos imunizados com as vacinas HIVBr18, HIVenv7, HIVBr27 e 

HIVenv7+HIVBr27 foram estimulados como descrito anteriormente para o ensaio de 

proliferação celular. Com o auxílio da marcação intracelular de citocinas e a citometria 

de fluxo, identificamos células T CD4+ e CD8+ produtoras das citocinas previamente 

citadas. A estratégia de análise adotada para avaliação intracelular da produção de 

citocinas pode ser obervada na figura 4 dos anexos.  

A imunização com HIVenv7 foi pouco imunogênica, induzindo produção das 

citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF-α com valores semelhantes ao grupo imunizado com o 

controle pVAX1 vazio, tanto para células T CD4+ quanto CD8+. As imunizações com 

HIVBr18 ou HIVBr27 induziram frequências semelhantes de células T CD4+ produtoras 

de IL-2 (0.16% e 0.20%), respectivamente. Entretanto, a imunização com HIVBr27 

induziu maior frequência de células T CD4+ produtoras de IFN-γ ou TNF-α, quando 

comparada com HIVBr18, sendo 4.80% e 4.00% para IFN-γ e 3.60% e 2.40% para 

TNF-α, respectivamente (figura 13A). A imunização com HIVBr27 induziu frequências 

significativamente maiores de células T CD8+ produtoras de IFN-γ (2.50%) e TNF-α 

(1.40%) quando comparadas às obtidas na imunização com HIVBr18, com valores de 

1.00% e 0.54% para IFN-γ e TNF-α, respectivamente. A frequência de células T CD8+ 

produtoras de IL-2 induzidas pela imunização com HIVBr27 e HIVBr18 foi de 0.10% e 

0.22%, respectivamente (figura 13A). A co-imunização com HIVenv7+HIVBr27 induziu 
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frequências significativamente menores de células T CD4+ produtoras de IFN-γ ou 

TNF-α em resposta ao pool de 27 peptídeos, quando comparada a HIVBr27. Os 

valores foram 2.90% para IFN-γ e 2.00% para TNF-α. A frequência de células T CD4+ 

produtoras de IL-2 não foi significativamente diferente entre os dois grupos, sendo 

0.08% e 0.2%, respectivamente (figura 13B). Assim como observado para células T 

CD4+ produtoras de citocinas, observamos que as frequências de células T CD8+ 

produtoras de IFN-γ ou TNF-α em resposta ao pool de 27 peptídeos, induzidas pela 

co-imunização, foram significativamente menores que as induzidas pela imunização 

com HIVBr27. Os valores foram 1.40% para IFN-γ e 0.70% para TNF-α. Não foi 

observada produção de IL-2 por linfócitos T CD8+ no grupo co-imunizado (figura 13B). 

As frequências de células T CD4+ e CD8+ produtoras das citocinas IFN-γ, IL-2 ou TNF-

α em resposta ao pool de 34 peptídeos foram semelhantes às encontradas para os 

esplenócitos de animais do grupo imunizado com HIVBr27, estimulados com o pool de 

27 peptídeos. A frequência de células T CD4+ e CD8+ produtoras das citocinas IFN-γ, 

IL-2 ou TNF-α em resposta ao pool de 7 peptídeos foi muito variável entre os 

experimentos, mas permacendo sempre muito abaixo dos valores obtidos para os 

estímulos com os pools de 27 e 34 peptídeos.  
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Figura 11: Secreção de IFN-γγγγ em resposta a estimulação com pool de peptídeos 

do HIV-1 em camundongos imunizados com HIVBr18, HIVBr27 ou 

HIVenv7+HIVBr27. Duas semanas após a última dose com HIVBr18, HIVBr27 ou 

HIVenv7+HIVBr27, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram cultivados na 

presença dos pools de peptídeos do HIV-1 (5µM), por 14h, a fim de se avaliar a 

secreção de IFN-γ  pelo ensaio de ELISPOT. Os esplenócitos de camundongos 

imunizados com HIVBr18 foram estimulados com o pool de 18 peptídeos enquanto 

que os esplenócitos dos animais imunizados com HIVBr27 e HIVenv7+HIVBr27 foram 

estimulados com o pool de 27 peptídeos. O número de spots/106 células obtido no 

grupo controle, imunizado com o vetor pVAX1 vazio, em resposta aos diferentes pools 

de peptídeos foi subtraído de cada grupo experimental. Dados provenientes da média 

de 3 experimentos. ***p<0.001. 

A) B) 
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Figura 12: Proliferação celular contra os pools de peptídeos do HIV-1, baseada 

em diluição de CFSE. Duas semanas após a última dose com HIVBr18,   HIVBr27 ou 

HIVenv7+HIVBr27, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram marcados com 

CFSE (1.25µM) e cultivados na presença dos pools de peptídeos do HIV-1 (5µM), por 

5 dias. Os esplenócitos de camundongos imunizados com HIVBr18 foram estimulados 

com o pool de 18 peptídeos enquanto que os esplenócitos dos animais imunizados 

com HIVBr27 e HIVenv7+HIVBr27 foram estimulados com o pool de 27 peptídeos. O 

estímulo e o re-estímulo com os pools de peptídeos foram feitos no primeiro e quarto 

dia de cultura, respectivamente. No quarto dia de cultura foi também adicionado anti-

CD28 (2µg/ml) como co-estímulo. A proliferação antígeno específica foi analisada por 

citometria de fluxo, considerando os gates CD3+CD4+ ou CD3+CD8+. Porcentagem de 

células T CD4+ (esquerda) e células T CD8+ (direita) que proliferam em resposta ao 

estímulo com os pools de peptídeos do HIV-1. A) Comparação entre HIVBr18 e 

HIVBr27. B) Comparação entre HIVBr27 e HIVenv7+HIVBr27. O valor da proliferação 

proveniente de células não estimuladas e o valor obtido de células do grupo pVAX1, 

estimuladas com os pools de peptídeos, foram descontados dos grupos de 

imunização. * (p<0.05), *** (p<0.001).  

A) 

B) 
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Figura 13: Produção de citocinas em resposta aos pools de peptídeos do HIV-1. 

Duas semanas após a última dose com HIVBr18, HIVBr27 ou HIVenv7+HIVBr27, 

esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram extraídos e cultivados na presença dos 

pools de peptídeos do HIV-1 (5µM), por 5 dias. O estímulo e o re-estímulo com o pool 

de peptídeos foram feitos no primeiro e quarto dia de cultura. No quarto dia de cultura 

foram também adicionados anti-CD28 (2µg/ml) como co-estímulo e brefeldina A 

(0,2µL/poço). As células foram marcadas em sua superfície com anticorpos anti-CD4 e 

anti-CD8, permeabilizadas e marcadas intracitoplasmáticamente com anticorpos anti-

IFN-γ, anti-IL-2, anti-TNF-α e anti-CD3. A) Frequência de células T CD4+ (esquerda) e 

CD8+ (direita) em respostas aos pools de 18 (barras verdes) e 27 peptídeos (barras 

pretas). B) Frequência de células T CD4+ (esquerda) e CD8+ (direita) em resposta ao 

pool de 27 peptídeos nos grupos imunizados com HIVBr27 (barras pretas) e 

HIVenv7+HIVBr27 (barras azuis). O valor obtido no grupo pVAX1, na presença dos 

pools de peptídeos, foi descontado dos grupos de imunzação. *** (p<0.001); ** 

(p<0.01). 
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Ao avaliarmos, em conjunto, a proliferação celular e a produção intracelular de 

citocinas, observamos que a grande maioria das células T CD4+ e CD8+ produtoras de 

IFN-γ e TNF-α (valores em torno de 70%) em resposta aos pools de peptídeos 

estavam dentro do gate de células T CFSEbaixo, para as imunizações com HIVBr18, 

HIVBr27 e HIVenv7+HIVBr27. No caso da co-imunização HIVenv7+HIVBr27 os 

valores em torno de 70% foram observados em resposta aos pools de 34, 27 e 7 

peptídeos, apesar da baixa imunogenicidade do último. As frequências de células T 

CD4+ e CD8+ produtoras de IL-2 dentro do gate de células T CFSEbaixo foram em torno 

de 50% e 30%, respectivamente, para todas as vacinas.  

Devido à observação de que grande parte das células T CD4+ e CD8+ 

produtoras de citocinas estava presente dentro do gate de células T CFSEbaixo, 

optamos por verificar se as células T eram capazes de proliferar e produzir citocinas 

simultaneamente em resposta aos pools de peptídeos do HIV-1. As células foram 

marcadas e caracterizadas quanto ao fenótipo (células T CD4+ ou CD8+), quanto à 

capacidade proliferativa (CFSEalto ou CFSEbaixo) e quanto à capacidade de produzir as 

citocinas IFN-γ, IL-2  ou TNF-α.  

As imunizações com HIVBr18 e HIVBr27 induziram células T CD4+ capazes de 

proliferar e produzir IFN-γ (2.70% e 3.90%), IL-2 (0.16% e 0.26%) ou TNF-α (1.80% e 

3.13%) (figura 14A). Os valores obtidos para a co-imunização HIVenv7+HIVBr27 em 

resposta ao pool de 34 peptídeos foram semelhantes aos encontrados para o grupo 

imunizado com HIVBr27, estimulado com 27 peptídeos. As frequências de células T 

CD4+ que proliferam e produzem IFN-γ ou TNF-α foram sgnificativamente menores no 

grupo co-imunizado, estimulado com o pool de 27 peptídeos, quando comparado ao 

grupo imunizado com HIVBr27, estimulado com o mesmo pool. Os valores 

encontrados foram: 1.90% para IFN-γ e 1.60% para TNF-α. A frequência de células T 

CD4+ que proliferam e produzem IL-2 (0.11%) em resposta ao pool de 27 peptídeos 

também foi menor no grupo imunizado com HIVenv7+HIVBr27, porém não de forma 

significativa (figura 14B). Quando avaliamos as células T CD8+ que proliferavam e 

produziam IFN-γ ou TNF-α, observamos que a imunização com HIVBr27 foi capaz de 

induzir frequências significativamente maiores que a imunização com HIVBr18, sendo 

1.76% e 0.96% para IFN-γ e 1.74% e 0.9% para TNF-α, respectivamente. As 

frequências de células T CD8+ que proliferam e produzem IL-2 foram 0.34% e 0.28% 

para HIVBr27 e HIVBr18, respectivamente (figura 14A). A co-imunização 

HIVenv7+HIVBr27 induziu frequências de células T CD8+  que proliferam e produzem 

citocinas em resposta ao pool de 34 peptídeos semelhantes às encontradas para o 
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grupo imunizado com HIVBr27, estimulado com o pool de 27 peptídeos. Assim como 

observado para células T CD4+, a estimulação de esplenócitos de animais co-

imunizados utilizando-se o pool de 27 peptídeos induziu frequências significativamente 

menores de células T CD8+ que proliferam e produzem IFN-γ (0.98%) ou TNF-α 

(0.90%), quando comparado ao grupo imunizado com HIVBr27 (figura 14B). A 

imunização com HIVenv7 foi pouco imunogênica, sendo detectadas frequências muito 

baixas de células T CD4+ e CD8+ que proliferam e produzem citocinas em resposta ao 

pool de 7 peptídeos. A estimulação de esplenócitos provenientes do grupo co-

imunizado com o pool de 7 peptídeos também induziu um baixa frequência de células 

que proliferam e produzem citocinas. 

Para prosseguir com as análises, utilizamos a estratégia booleana disponível 

no software Flowjo. Ela possibilita a avaliação de todas as combinações possíveis das 

funções desempenhadas pelas células, gerando um estudo mais detalhado das 

células polifuncionais induzidas pelas vacinas. A figura 5 dos anexos exemplifica a 

estratégia de análise adotada para identificar células polifuncionais. Observamos que 

as imunizações com HIVBr18, HIVBr27 ou HIVenv7+HIVBr27 induziram células T 

CD4+ polifuncionais, capazes de proliferar e produzir as citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF-α 

em diversas combinações. Ao compararmos as imunizações com HIVBr27 ou 

HIVBr18, observamos que a primeira foi capaz de induzir frequências 

significativamente maiores de células CFSEbaixo que produzem IFN-γ/TNFα em 

combinação (2.5% e 1.5%) ou somente TNFα (0.55% e 0.28%), respectivamente 

(figura 15A). A imunização com HIVenv7+HIVBr27 induziu frequências 

significativamente menores de células CFSEbaixo que produzem IFN-γ/TNFα em 

combinação (1.23%) ou somente IFN-γ (0.58%) em resposta ao pool de 27 peptídeos, 

quando comparada à imunização com HIVBr27, com valores de 2.5% para IFN-γ/TNFα 

e 1.16% para IFN-γ (figura 15B). O estímulo de esplenócitos de animais imunizados 

com HIVenv7+HIVBr27 utilizando-se o pool de 34 peptídeos induziu frequências 

semelhantes de células T CD4+ polifuncionais, quando comparado à imunização com 

HIVBr27, utilizando-se o pool de 27 peptídeos como estímulo. Observamos que as 

vacinas HIVBr18, HIVBr27 ou HIVenv7+HIVBr27 induziram frequências semelhantes 

de células T  CD4+  CFSEbaixo produtoras de 1 citocina (em torno de 40%), 2 citocinas 

(em torno de 50%) e 3 citocinas (em torno de 4%) (figura 15C). 

Ao analisarmos as células T CD8+ polifuncionais, comparando as vacinas 

HIVBr27 e HIVBr18, observamos que a primeira foi capaz de induzir frequências 

significativamente maiores de células CFSEbaixo que produzem IFN-γ/TNFα em 
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combinação (1.12% e 0.47%) ou somente TNFα (0.58% e 0.18%), respectivamente 

(figura 16A). A imunização com HIVenv7+HIVBr27 induziu frequências 

significativamente menores de células CFSEbaixo que produzem IFN-γ/TNFα em 

combinação (0.47%), IFN-γ (0.30%) ou somente TNFα (0.32%) em resposta ao pool 

de 27 peptídeos, quando comparada à imunização com HIVBr27, com valores de 

1.12% para IFN-γ/TNFα, 0.59% para IFN-γ e 0.58% para TNFα (figura 16B). O 

estímulo de esplenócitos de animais imunizados com HIVenv7+HIVBr27 utilizando-se 

o pool de 34 peptídeos induziu frequências semelhantes de células T CD8+ 

polifuncionais, quando comparado à imunização com HIVBr27, utilizando-se o pool de 

27 peptídeos como estímulo. Observamos que as vacinas HIVBr18, HIVBr27 ou 

HIVenv7+HIVBr27 induziram frequências semelhantes de células T  CD4+  CFSEbaixo 

produtoras de 1 citocina (em torno de 50%), 2 citocinas (em torno de 40%) e 3 

citocinas (em torno de 4%) (figura 16C). 

Estes resultados, em conjunto, sugerem que a vacina HIVBr27 é mais 

imunogênica que a vacina HIVBr18, principalmente quando se considera a proliferação 

de células T CD8+ e a produção de citocinas, tanto por células T CD4+ quanto CD8+, 

em resposta ao pool de peptídeos do HIV-1. A imunização com a vacina HIVBr27 foi 

indutora de frequências significativamente superiores de células T CD4+ e CD8+ 

polifuncionais, quando comparada à imunização com HIVBr18. Além disso, 

observamos que a co-imunização de HIVenv7+HIVBr27 levou a uma redução bastante 

significativa na proliferação e na produção de citocinas em resposta ao pool de 27 

peptídeos do HIV-1, tanto em células T CD4+ quanto CD8+, o que sugere um papel 

immunossupressor da imunização com o plasmídeo HIVenv7.  
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Figura 14: Proliferação celular e produção de citocinas em resposta ao pool de 

peptídeos do HIV-1. Duas semanas após a última dose com HIVBr18, HIVBr27 ou 

HIVenv7+HIVBr27, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram extraídos, 

marcados com CFSE (1.25µM) e cultivados na presença do pool de peptídeos do HIV-

1 (5µM), por 5 dias. Os esplenócitos de camundongos imunizados com HIVBr18 foram 

estimulados com o pool de 18 peptídeos enquanto que os esplenócitos dos animais 

imunizados com HIVBr27 e HIVenv7+HIVBr27 foram estimulados com o pool de 27 

peptídeos. O estímulo e o re-estímulo com os pools de peptídeos foram feitos no 

primeiro e quarto dia de cultura. No quarto dia de cultura foram também adicionados 

anti-CD28 (2µg/ml) como co-estímulo e brefeldina A (0,2µL/poço). As células foram 

marcadas em sua superfície com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8, permeabilizadas e 

marcadas intracitoplasmáticamente com anticorpos anti-IFN-γ, anti-IL-2, anti-TNF-α e 

anti-CD3. Citometria multiparamétrica foi utilizada para determinar a frequência de 

células T CD4+ (esquerda) e células T CD8+ (direita) capazes de proliferar e produzir 

IFN-γ, IL-2 ou TNF-α. A) Comparação entre as vacinas HIVBr18 e HIVBr27. B) 

Comparação entre as vacinas HIVBr27 e HIVenv7+HIVBr27. O valor obtido no grupo 

pVAX1, na presença dos pools de peptídeos, foi descontado dos grupos de 

imunzação. ** (p<0.01), *** (p<0.001). 
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Figura 15: Frequência de células T CD4+ que proliferam e produzem citocinas em 

resposta ao pool de peptídeos do HIV-1. Duas semanas após a última dose com 

HIVBr18, HIVBr27 ou HIVenv7+HIVBr27, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c 

foram marcados com CFSE (1.25µM) e cultivados na presença do pool de peptídeos 

do   HIV-1 (5µM), por 5 dias. Os esplenócitos de camundongos imunizados com 

HIVBr18 foram estimulados com o pool de 18 peptídeos enquanto que os esplenócitos 

dos animais imunizados com HIVBr27 e HIVenv7+HIVBr27 foram estimulados com o 

pool de 27 peptídeos. O estímulo e o re-estímulo com os pools de peptídeos foram 

feitos no primeiro e quarto dia de cultura. No quarto dia de cultura foram também 

adicionados anti-CD28 (2µg/ml) como co-estímulo e brefeldina A (0,2µL/poço). As 

células foram marcadas em sua superfície com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8, 

permeabilizadas e marcadas intracitoplasmaticamente com anticorpos anti-IFN-γ, anti-

IL-2, anti-TNF-α e anti-CD3. Uma análise booleana foi utilizada para determinar dentro 

das células que proliferam, a frequência de células T CD4+  capazes de produzir, em 

qualquer combinação, as citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF-α. A) Comparação entre as 

vacinas HIVBr18 e HIVBr27. B) Comparação entre as vacinas HIVBr27 e 

HIVenv7+HIVBr27. C) Representação, em gráfico de pizza, da porcentagem de 

células produtoras de 1, 2 ou 3 citocinas, para cada vacina. O valor obtido no grupo 

pVAX1, na presença dos pools de peptídeos, foi descontado dos grupos de 

imunzação. ** (p<0.01), *** (p<0.001). 

 



Almeida, RR  67 

 

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80
0.80

1.15

1.50

HIVBr18
HIVBr27

***

**

2 13
+
+
+

+
+
-

+
-
+

-
+
+

+
-
-

-
+
-

-
-
+

CFSEbaixo IL-2
CFSEbaixo TNF-αααα

CFSEbaixo IFN-γγγγ

%
 C

él
u

la
s 

T
 C

D
8+

 

0.00

0.25

0.50
0.5

1.0

1.5

HIVBr27
HIVenv7+HIVBr27

***

*

2 13
+
+
+

+
+
-

+
-
+

-
+
+

+
-
-

-
+
-

-
-
+

CFSEbaixo IL-2
CFSEbaixo TNF-αααα

CFSEbaixo IFN-γγγγ

*

%
 C

él
u

la
s 

T
 C

D
8+

 

 

 

 

                                        

A) 

HIVBr18 HIVBr27 

 HIVenv7+HIVBr27 

B) 

C) 



Almeida, RR  68 

 

Figura 16: Frequência de células T CD8+ que proliferam e produzem citocinas em 

resposta ao pool de peptídeos do HIV-1. Duas semanas após a última dose com 

HIVBr18, HIVBr27 ou HIVenv7+HIVBr27, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c 

foram marcados com CFSE (1.25µM) e cultivados na presença do pool de peptídeos 

do   HIV-1 (5µM), por 5 dias. Os esplenócitos de camundongos imunizados com 

HIVBr18 foram estimulados com o pool de 18 peptídeos enquanto que os esplenócitos 

dos animais imunizados com HIVBr27 e HIVenv7+HIVBr27 foram estimulados com o 

pool de 27 peptídeos. O estímulo e o re-estímulo com os pools de peptídeos foram 

feitos no primeiro e quarto dia de cultura. No quarto dia de cultura foram também 

adicionados anti-CD28 (2µg/ml) como co-estímulo e brefeldina A (0,2µL/poço). As 

células foram marcadas em sua superfície com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8, 

permeabilizadas e marcadas intracitoplasmaticamente com anticorpos anti-IFN-γ, anti-

IL-2, anti-TNF-α e anti-CD3. Uma análise booleana foi utilizada para determinar dentro 

das células que proliferam, a frequência de células T CD8+  capazes de produzir, em 

qualquer combinação, as citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF-α. A) Comparação entre as 

vacinas HIVBr18 e HIVBr27. B) Comparação entre as vacinas HIVBr27 e 

HIVenv7+HIVBr27. C) Representação, em gráfico de pizza, da porcentagem de 

células produtoras de 1, 2 ou 3 citocinas, para cada vacina. O valor obtido no grupo 

pVAX1, na presença dos pools de peptídeos, foi descontado dos grupos de 

imunzação. * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Almeida, RR  69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Discussão 
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Neste trabalho nós identificamos com o auxílio do algoritmo TEPITOPE 34 

peptídeos do HIV-1, conservados, promíscuos e potencialmente reconhecidos por 

linfócitos T CD4+. A imunização de camundongos BALB/c com HIVBr27, codificando 

27 dos 34 peptídeos identificados, foi capaz de induzir uma resposta de amplitude e 

magnitude superiores às obtidas com a vacina HIVBr18, previamente desenvolvida 

pelo grupo. Além disso, foi observado que a co-imunização de HIVenv7 (que codifica 7 

peptídeos de Env do HIV-1 identificados) juntamente com HIVBr27 acarretou na 

redução da amplitude e magnitude de resposta induzida por essa, sugerindo uma 

papel imunossupressor do plasmídeo HIVenv7. 

Uma vez que o algoritmo TEPITOPE  (Sturniolo et al, 1999) é capaz de prever, em 

uma sequência protéica, regiões potencialmente ligadoras a múltiplas moléculas HLA-

DR, o presente estudo utilizou-se do mesmo para identificação dos peptídeos a serem 

inclusos nas vacinas de DNA. Isto foi feito com o intuito de propiciar o 

desenvolvimento de uma plataforma vacinal que fosse capaz de induzir uma resposta 

de linfócitos T CD4+ de grande cobertura populacional. A eficiência do algoritmo 

TEPITOPE em prever peptídeos promíscuos para linfócitos T CD4+ tem sido 

demonstrada em diversas áreas de pesquisa, compreendendo desde doenças 

infecciosas e alérgicas até o estudo do câncer (de Lalla et al, 1999; Fonseca et al, 

2005a; Fonseca et al, 2005b; Iwai et al, 2007; Schroers et al, 2002). Entretanto, como 

o TEPITOPE trata-se de um algoritmo de predição, testes de ligação peptídeo-HLA-

DR são necessários para se confirmar a promiscuidade dos peptídeos identificados.   

Devido ao fato do presente trabalho ter como objetivo avaliar a imunogenicidade 

de vacinas de DNA codificando peptídeos identificados com o algoritmo TEPITOPE 

em camundongos BALB/c (H-2d), a viabilidade do mesmo poderia ser afetada por esse 

algoritmo prever ligação de peptídeos a moléculas HLA-DR e não ligação a H-2d. Já foi 

observado que peptídeos identificados com o TEPITOPE possuem propriedades que 

os permitem se ligar a moléculas MHC de classe II de outras espécies, inclusive 

camundongos BALB/c (BenMohamed et al, 2003; Rosa et al, 2006; Rosa et al, 2011). 

Apesar disso, procuramos confirmar a viabilidade da utilização da linhagem de 

camundongos mencionada fazendo uma predição de ligação dos peptídeos 

identificados às suas moléculas MHC de classe I e II utilizando o algoritmo PREDBALB/c 

(Zhang et al, 2005). Todos os peptídeos identificados foram previstos de se ligarem a 

moléculas MHC de classe I e/ou II de camundongos BALB/c, dando um suporte à 

execução do presente estudo. 
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O nosso grupo em trabalho anterior identificou, com o auxílio do TEPITOPE, 18 

peptídeos na sequência consenso do subtipo B do HIV-1. Foi observado em teste de 

ligação peptídeo-HLA-DR que a maioria dos peptídeos identificados se ligou a pelo 

menos 50% das moléculas testadas e que cada molécula HLA-DR se ligou a múltiplos 

peptídeos, o que reforça a capacidade do algoritmo de prever peptídeos promíscuos 

(Fonseca et al, 2006). A identificação dos peptídeos foi feita com um limiar de predição 

de 3%, ou seja, cada peptídeo selecionado possuia características que o incluiam no 

grupo dos 3% melhores ligadores a moléculas HLA-DR, testados para o 

desenvolvimento do algoritmo. Uma vacina de DNA (HIVBr18) codificando esses 

peptídeos mostrou-se bastante imunogênica em camundongos transgênicos para 

moléculas HLA de classe II, apresentando grande amplitude de resposta (16 dos 18 

peptídeos reconhecidos) e grande cobertura vacinal, sendo observadas respostas 

imunes contra os peptídeos codificados pela vacina em todas as linhagens de 

camundongos utilizadas (Ribeiro et al, 2010). Esta vacina também foi imunogênica em 

camundongos BALB/c, sendo observada uma resposta ampla e de grande magnitude 

contra seus peptídeos (Rosa et al, 2011). Neste estudo, visando desenvolver uma 

vacina capaz de induzir uma resposta imune ainda mais ampla e de maior magnitude 

que a observada na imunização com a vacina HIVBr18, utilizamos o limiar de ligação 

do TEPITOPE de 5%, ou seja, cada peptídeo selecionado possuia características que 

o incluiam no grupo dos 5% melhores ligadores a moléculas HLA-DR. Isto foi feito com 

o intuito de diminuir a estringência de análise e, consequentemente, selecionar uma 

quantidade de peptídeos superior a do estudo anterior. De fato, o limiar de predição é 

passível de mudança e pode variar de acordo com o objetivo de cada estudo a ser 

realizado (Bian & Hammer, 2004). A estratégia acima mencionada foi eficaz e com 

isso conseguimos identificar, na sequência consenso dos consensos do grupo M do 

HIV-1, 34 peptídeos promíscuos e conservados entre os subtipos virais, 

potencialmente reconhecidos por linfócitos T CD4+. É válido ter em mente que a 

redução na estringência de análise, entretanto, pode levar à identificação de peptídeos 

que não se ligam de fato a moléculas HLA-DR ou que possuem baixo poder de 

ligação, afetando negativamente a imunogenicidade da vacina composta por tais 

peptídeos. 

Neste estudo, a construção de plasmídeos vacinais codificando peptídeos de 15 a 

24 aminoácidos em detrimento de proteínas inteiras do HIV-1 condiz primeiramente 

com o objetivo de induzir uma resposta mediada por linfócitos T CD4+ (facilitado com o 

uso do algoritmo TEPITOPE para identificação dos peptídeos). Além disso, a 
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imunização com múltiplos peptídeos concatenados consegue evitar a 

imunodominância observada em regimes de imunização com proteínas inteiras (Mok 

et al, 2008; Sercarz et al, 1993; Toes et al, 1997).  

O desenvolvimento de uma vacina indutora de uma resposta imune ampla contra o 

HIV-1 foi determinado em nosso estudo com o objetivo de promover uma imunidade 

capaz de contornar os problemas relacionados às mutações de escape 

frequentemente sofridas pelo vírus e, consequentemente, ser mais eficiente no 

controle da replicação viral. Nesse contexto, é interessante notar que os linfócitos T 

CD4+ (alvos diretos da nossa plataforma vacinal), ao contrário dos linfócitos T CD8+, 

toleram um número maior de mutações em seus epitopos alvos (Wilson et al, 2004), 

sendo possivelmente mais capazes de lidar com a diversificação do HIV-1. 

O estudo STEP, encerrado em 2007, fornece indícios de que uma resposta ampla 

contra o HIV-1 seja necessária para conferir um controle eficaz da replicação viral, 

uma vez que sua falta de eficácia é relacionada à baixa amplitude de resposta 

observada nos indivíduos vacinados (Barouch & Korber, 2010; Corey et al, 2009; 

Watkins et al, 2008). De fato, a amplitude de resposta mediada por linfócitos T CD8+ 

foi considerada um forte correlato de controle da infecção pelo HIV-1 e da progressão 

para AIDS (Chouquet et al, 2002). Diversos trabalhos surgiram após o encerramento 

do estudo STEP e modelos experimentais envolvendo macacos resos demonstram 

que vacinas capazes de induzir respostas amplas contra o SIV são eficientes no 

controle da infecção (Fuller et al, 2006; Hel et al, 2006; Liu et al, 2009; Reynolds et al, 

2008; Sun et al, 2010; Wilson et al, 2009). Nesse contexto, avaliamos se a vacina 

HIVBr27 (que codifica 27 dos 34 peptídeos identifcados nesse estudo) seria capaz de 

induzir uma resposta mais ampla comparada à obitda com HIVBr18 e ser, assim, mais 

promissora que essa no controle da replicação do HIV-1. De fato, como almejado, 

observamos que a vacina HIVBr27 foi capaz de induzir produção de IFN-γ e 

proliferação celular contra um maior número de peptídeos quando comparada a 

HIVBr18. É interessante notar que a vacina HIVBr27 induziu reconhecimento de 11 

peptídeos do HIV-1, número próximo ao obtido com uma vacina eficaz no controle da 

replicação do SIV após desafio heterólogo, que foi indutora de resposta contra 12 

peptídeos desse vírus (Wilson et al, 2009). Ainda em relação a números, é sugerido 

que uma resposta imune efetiva contra pelos menos 5 peptídeos, localizados em 

regiões de importância funcional e estrutural para o SIV, seja capaz de controlar a 

replicação viral como fazem as terapias antiretrovirais ou até mesmo os anticorpos 

neutralizantes (Watkins, 2008). A vacina HIVBr27, por induzir uma resposta imune 
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contra múltiplas regiões conservadas do HIV-1, é uma estratégia que vai de encontro 

às informações citadas anteriormente, visto que sequências conservadas geralmente 

se encontram em regiões importantes para o desenvolvimento funcional e estrutural do 

vírus (Altfeld & Allen, 2006).  

É interessante notar que todos os peptídeos da vacina HIVBr27 capazes de induzir 

proliferação de células T CD8+ também induziram proliferação de linfócitos T CD4+. 

Essa resposta convergente entre os dois subtipos celulares em primeiro lugar sugere a 

coexistência de motivos ligadores a MHC de classe I e II nos peptídeos selecionados e 

pode indicar a presença de auxílio cognato desempenhado por células T CD4+, como 

visto em diversos contextos de respostas imunológicas (Hwang et al, 2007; 

Kumaraguru et al, 2005; Nchinda et al, 2010; Ryu et al, 2009; Smith et al, 2004). 

Entretanto, análises mais detalhadas da resposta funcional de células T CD8+ são 

necessárias para confirmar essa observação. Mesmo assim, a utilização da vacina 

HIVBr27 como fonte de auxílio cognato para vacinas indutoras de resposta mediada 

por linfócitos T CD8+ é factível e deve ser abordada em estudos posteriores. Outra 

importante observação neste trabalho foi a de que a vacina HIVBr27 induziu secreção 

de IFN-γ e proliferação de células T CD4+ e CD8+ contra um maior número de 

peptídeos de Pol que a vacina HIVBr18, sendo 4 e 1, respectivamente. Isto poderia 

influenciar positivamente no impacto da imunização com a vacina HIVBr27 sobre o 

controle da replicação do HIV-1, visto que as proteínas derivadas de Pol são tidas 

como bastante imunogênicas (Masemola et al, 2004). De fato, foi observado que uma 

resposta celular contra essa região se relacionava a uma melhor preservação do 

número de linfócitos T CD4+ em um modelo vacinal eficaz contra o SIV  (Martins et al, 

2010). 

Em contraste à vacina HIVBr18, desenhada para induzir resposta contra regiões 

conservadas do subtipo B do HIV-1, a vacina HIVBr27 aborda a indução de uma 

resposta contra regiões conservadas entre os diversos subtipos circulantes do vírus. 

Esse fato condiz com a importância de se desenvolver uma vacina que forneça 

controle da replicação viral em escala global, principalmente se levarmos em 

consideração que a África, região mais afetada pela pandemia de AIDS, possui 

registros de infecção por vários subtipos e formas recombinantes circulantes do HIV-1. 

De fato, alguns grupos vêm desenvolvendo estratégias vacinais para contornar a 

barreira imposta pela variabilidade genética do HIV-1. As vacinas de mosaico, 

baseadas em algoritmos que recombinam sequências do vírus, são um exemplo de 

estratégia que tem como objetivo melhorar a cobertura vacinal (Fischer et al, 2007). 
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Estudos experimentais realizados em macacos resos sugerem que essa estratégia 

pode ser eficiente para induzir respostas celulares amplas, em diferentes contextos de 

imunização (Barouch et al, 2010; Santra et al, 2010). Vacinas compostas por regiões 

de múltiplos subtipos virais, assim como pertencentes à sequência consenso do grupo 

M, também têm sido utilizadas visando induzir respostas imunológicas que forneçam 

proteção em diversos contextos de infeção pelas variantes circulantes do HIV-1 

(Catanzaro et al, 2006; Chakrabarti et al, 2005; Graham et al, 2006; Kong et al, 2003; 

Letourneau et al, 2007; Malm et al, 2005; Rolland et al, 2007; Seaman et al, 2005). 

Apesar da vacina HIVBr27 ser baseada na sequência consenso dos consensos do 

grupo M do HIV-1, como visto em vacinas de outros grupos, a nossa plataforma é 

desenhada para indução de resposta imune mediada por linfócitos T CD4+ contra 

múltiplos peptídeos conservados e promíscuos, proporcionando o reconhecimento dos 

mesmos em uma percentagem superior de indivíduos, o que de fato é inovador no 

campo de pesquisa de vacinas contra o HIV-1. 

Além da amplitude de resposta induzida pelas vacinas HIVBr18 e HIVBr27, 

visamos avaliar comparativamente a magnitude e a qualidade das respostas 

induzidas. O nosso estudo considerou como qualidade de resposta o conceito de 

produção de múltiplas citocinas simultânea à proliferação das células antígeno 

específicas (células polifuncionais) (Seder et al, 2008). Observamos que a vacina 

HIVBr27 não somente induziu uma resposta mais ampla que a vacina HIVBr18 como 

também foi responsável pela indução de uma resposta de maior magnitude do que 

essa, tanto em termos de proliferação celular quanto produção de citocinas em 

resposta ao pool de peptídeos do HIV-1, fazendo daquela uma plataforma vacinal mais 

imunogênica que a vacina HIVBr18 e possivelmente mais eficiente do que essa no 

controle da replicação do HIV-1. Constatamos que a vacina HIVBr27 induziu 

freqüências significativamente maiores de células T CD4+ e CD8+ polifuncionais, 

capazes de proliferar e produzir as citocinas IFN-γ e/ou TNF-α contra o pool de 

peptídeos do HIV-1, quando comparada à HIVBr18. Esse resultado sugere que a 

vacina HIVBr27 seja uma candidata mais eficiente que a HIVBr18 no controle do HIV-1 

visto que células polifuncionais têm sido relacionadas ao melhor prognóstico de 

pacientes infectados pelo HIV-2, bem como ao sucesso dos controladores de elite em 

manter a replicação do HIV-1 sob controle na ausência de terapia antiretroviral (Duvall 

et al, 2008; Owen et al, 2010). A presença de uma resposta polifuncional de linfócitos 

T CD4+ e CD8+ também foi associada ao controle do SIV (Hansen et al, 2009; 

Yamamoto et al, 2009). Além disso, foi observado que a vacina YF-17D (eficaz contra 
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o vírus da febre amarela) e a vacina da varíola são fortes indutoras de células T 

polifuncionais (Akondy et al, 2009; Precopio et al, 2007), fato esse também associado 

à proteção conferida por uma vacina contra M. tuberculosis (Aagaard et al, 2009). Em 

conjunto, essas características sugerem que a vacina HIVBr27, desenhada para 

induzir uma resposta de grande cobertura populacional mediada por linfócitos T CD4+, 

direcionada a regiões conservadas entre os diversos subtipos do HIV-1 é de fato uma 

vacina candidata com um potencial de sucesso talvez ainda superior ao previsto para 

HIVBr18, justificando estudos mais detalhados da mesma em modelos envolvendo 

primatas não humanos ou mesmo em ensaios clínicos. 

Além do estudo comparativo entre as vacinas HIVBr18 e HIVBr27, o nosso grupo 

também visava avaliar a interferência da co-imunização de uma vacina de DNA 

(HIVenv7) codificando os 7 peptídeos do envelope do HIV-1 identificados nesse 

estudo sobre a resposta obitida com a HIVBr27. A separação dos peptídeos acima 

citados, criando-se a vacina HIVenv7, foi feita após análise cuidadosa da literatura. 

Primeiramente, a não utilização de Env em formulações vacinais que visam induzir 

resposta imune celular contra SIV/HIV-1 foi sugerida em um trabalho em que se 

observou um controle eficaz do SIV após imunização prime/boost (DNA-ad5) 

codificando todas as proteínas do SIV, exceto Env (Wilson et al, 2009). Segundo, foi 

observado que uma resposta mediada por linfócitos T CD4+ após imunização de 

macacos resos com o vírus varicela-zoster (VVZ) atenuado, codificando Env, se 

correlacionava com aumento da replicação do SIV após desafio, depleção mais 

acelerada de linfócitos T CD4+ e progressão mais acentuada para AIDS (Staprans et 

al, 2004). Por último, evidências sugeriam que proteínas do envelope do HIV-1 assim 

como seus peptídeos derivados poderiam afetar tanto células da resposta imune inata 

quanto adaptativa (Becker et al, 2009; Deng et al, 1999; Fernando et al, 2007; 

Martinelli et al, 2007; Wang et al, 1995; Wilson et al, 1997). 

Observamos que a vacina HIVenv7, quando administrada em conjunto com a 

vacina HIVBr27, era capaz de induzir a redução da amplitude tanto da produção de 

IFN-γ quanto da proliferação de células T CD4+ e CD8+ contra os peptídeos 

codificados pela última. A capacidade reduzida de resposta de linfócitos T ao estímulo 

in vitro com peptídeos codificados pela HIVBr27 pode se dever a fatores como a 

indução de células T reguladoras no local da imunização, capazes de influenciar 

negativamente na formação de clones responsivos, possivelmente pela produção de 

citocinas imunomodulatórias como IL-10 e TGF-β. De fato, foi observado em um 

estudo que a expansão de células T CD4+Foxp3+ após imunização com influenza 
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inativado (PR8/A/34) era capaz de suprimir a resposta de linfócitos T CD4+ tanto 

primária como de memória contra o vírus (Surls et al, 2010). Outro mecanismo poderia 

ser a ligação de gp120 à superfície celular (possivelmente CXCR4) que mostrou ser 

capaz de induzir anergia em linfócitos T naive, dependente de sinalização via PKA, 

(Masci et al, 2003). Além disso, foi observado que o pre-tratamento de clones de 

linfócitos T específicos para o toxóide de tétano com gp120 era capaz de inibir a 

produção de IL-2 e a proliferação dessas células frente ao estímulo específico, fato 

esse relacionado à supressão da translocação de PKC e à redução de fosfatos de 

inositol e cálcio intracelular (Chirmule et al, 1990). A inibição da resposta in vitro de 

linfócitos T CD4+ ao estímulo com IL-2 também foi observada, sendo relacionada à 

falta de ativação da via Jak/STAT nessas células após tratamento com as proteínas 

gp120 e gp41 em conjunto. (Kryworuchko et al, 2003). A interação entre células 

apresentadoras de antígenos e os linfócitos poderia estar também alterada durante a 

co-imunização, contribuindo para baixa responsividade desses. Um estudo sugere que 

a indução de indoleamina 2,3 dioxigenase em células dendríticas plasmocitóides via 

contato gp120-CD4 é capaz de reduzir a capacidade proliferativa de linfócitos T CD4+ 

(Boasso et al, 2007). Em outro estudo foi observado que o tratamento de linfócitos T 

CD4+ com gp120 é capaz de inibir a ativação dessas células via anti-CD3, por interferir 

na expressão de CD40L nos linfócitos e CD80 (B7.1) nas células apresentadoras de 

antígeno (Chirmule et al, 1995). Também foi observado que o silenciamento de 

SOCS1 em células dendríticas, após tratamento in vivo com RNA de interferência 

(siRNA), era capaz de reduzir a supressão dessas células, induzida por gp120. Isto foi 

acompanhado pelo aumento da resposta celular e humoral contra gp120 nos animais 

imunizados com pCMV/R-gp140CF (Song et al, 2006). A exposição de células 

dendríticas humanas, derivadas de monócitos da medula óssea, à gp120 levou à 

maturação anormal dessas células, perda da capacidade aloestimulatória e ausência 

de produção de IL-12, com conseqüente incapacidade de induzir proliferação de 

células T (Fantuzzi et al, 2004). Estes resultados podem, pelo menos em parte, sugerir 

mecanismos para a redução da proliferação e da produção de citocinas por linfócitos T 

CD4+ e CD8+ contra peptídeos codificados pela HIVBr27 após co-imunização com 

HIVenv7. Indícios da interferência de peptídeos do envelope do HIV-1, como o 

gp160(579-604) e o gp160(499-511), na proliferação tanto de células T CD4+ quanto 

CD8+, induzida por diferentes estímulos, como anticorpos anti-CD3, concanavalina A e 

IL-2, foram também obtidos por outros grupos (Wang et al, 1995; Wilson et al, 1997) e 

dão suporte aos nossos achados. É interessante observar que os peptídeos descritos 

nos 2 trabalhos citados anteriormente se encontram em regiões próximas ou mesmo 
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compartilham alguns resíduos de aminoácidos com peptídeos presentes na vacina 

HIVenv7, sendo eles: gp160(483-502) e gp160(553-576). É importante mencionar que 

a imunização com HIVenv7 sozinha foi pouco imunogênica, havendo pouca produção 

de IFN-γ, contra apenas um peptídeo. A vacina HIVenv7 também se mostrou incapaz 

de induzir proliferação de linfócitos T CD4+ e CD8+ contra seus peptídeos codificados. 

Tal fato pode ter ocorrido pela incapacidade dos mesmos de se ligarem a moléculas 

MHC murinas e, consequentemente, induzir respostas mediadas por linfócitos T ou por 

uma imunossupressão induzida contra a resposta dirigida aos próprios peptídeos da 

vacina. A incapacidade dos peptídeos de Env de se ligarem as moléculas H2d poderia 

explicar a baixa imunogenicidade da vacina HIVenv7, mas não suas características 

supressoras. A imunização de outras linhagens murinas, como C57BL/6 poderia 

avaliar um possível efeito de restrição MHC. 

A imunossupressão observada com a co-imunização HIVenv7+HIVBr27 traz 

informações importantes em relação ao desenvolvimento de vacinas contra o HIV-1. 

Como citado anteriormente, os indícios da imunossupressão pelo envelope do HIV-1 e 

seus peptídeos derivados foram obtidos, na sua grande maioria, por ensaios in vitro. 

Nesse estudo, entretanto, fortes indícios in vivo sugerem que peptídeos do envelope 

são de fato imunomoduladores da resposta imune celular. Tal observação contribui 

para reforçar o questionamento sobre a inclusão ou não de proteínas ou peptídeos do 

envelope do HIV-1 em vacinas que visam à indução desse tipo de resposta. O 

mapeamento e possível exclusão de regiões imunomoduladoras do envelope 

previamente à sua inclusão em vacinas seria uma estratégia a ser adotada para 

minimizar os danos da utilização desse imunógeno. O estudo da imunomodulação 

mediada por outras proteínas do HIV-1 também se faz pertinente, como de fato já foi 

descrito que a co-imunização de Tat e gp120, em vetor bicistrônico, é capaz de reduzir 

a resposta celular contra a gp120 e que tal fato é dependente de IL-10 (Gupta et al, 

2008), sugerindo um papel imunossupressor da proteína Tat. Além das contribuições 

para o campo de vacinas contra o HIV-1, os dados obtidos nesse estudo também nos 

encorajam a testar a vacina HIVenv7, bem como seus peptídeos codificados, em 

estratégias imunomoduladoras contra doenças auto-imunes ou alérgicas, na tentativa 

de gerar novas terapias. 
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7. Conclusões 
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Em suma, os resultados aqui apresentados sugerem que a vacina HIVBr27, 

desenhada com o intuito de induzir uma resposta de linfócitos T CD4+ ampla e intensa 

contra peptídeos promíscuos e conservados da sequência consenso dos consensos 

do grupo M do HIV-1, é uma plataforma vacinal mais imunogênica e mais completa 

que a vacina HIVBr18, tendo potencial de conferir, em grande cobertura populacional, 

imunidade contra os diversos subtipos circulantes do vírus. A observação dos efeitos 

imunosupressores da vacina codificando peptídeos de Env sugere que a inclusão do 

envelope em imunógenos contra o HIV-1 possa ser prejudicial. Por outro lado, isto faz 

do plasmídeo HIVenv7 um alvo promissor para terapias imunológicas que visem 

indução de imunossupressão.   
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8. Anexos 
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8.1.  Anexo A – Figuras   
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Figura 1: Estratégia de análise da proliferação celular contra peptídeos 

individuais do HIV-1. Duas semanas após a última dose com HIVBr18, HIVenv7, 

HIVBr27 ou HIVenv7+HIVBr27, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram 

extraídos, marcados com CFSE (1.25µM) e cultivados na presença de peptídeos 

individuais do HIV-1 (5µM), por 5 dias. Primeiramente foi feito um gate em linfócitos, 

determinado pelo tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) das células. Posteriormente, 

foi feito um gate na população CD3+ seguido de um gate na população CD4+ e um 

gate na população CD8+. Dentro das sub-populações de linfócitos T (CD4+ ou CD8+) foi 

avaliada a diminuição da intensidade de fluorescência de CFSE, que reflete a 

proliferação antígeno específica. 
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Figura 2: Proliferação celular baseada em diluição de CFSE. Duas semanas após 

a última dose com HIVBr18, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram extraídos, 

marcados com CFSE (1.25µM) e cultivados na presença de peptídeos individuais do 

HIV-1 (5µM), por 5 dias. A proliferação de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) antígeno 

específicas foi analisada por citometria de fluxo. O limiar de proliferação foi 

determinado pela média mais 3 desvios padrões da proliferação contra os peptídeos 

individuais obtido no grupo de camundongos imunizados com o vetor pVAX1 vazio. 

Foram considerados apenas peptídeos que induziram proliferação acima do limiar em, 

pelo menos, 3 dos 4 experimentos realizados.  
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Figura 3: Proliferação celular baseada em diluição de CFSE. Duas semanas após 

a última dose com HIVenv7+HIVBr27, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram 

extraídos, marcados com CFSE (1.25µM) e cultivados na presença de peptídeos 

individuais do HIV-1 (5µM), por 5 dias. A proliferação de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) 

antígeno específicas foi analisada por citometria de fluxo. O limiar de proliferação foi 

determinado pela média mais 3 desvios padrões da proliferação contra os peptídeos 

individuais obtido no grupo de camundongos imunizados com o vetor pVAX1 vazio. 

Foram considerados apenas peptídeos que induziram proliferação acima do limiar em, 

pelo menos, 3 dos 4 experimentos realizados.  

B) 

A) 
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Figura 4: Estratégia de análise para avaliação da produção intracelular de 

citocinas em resposta ao pool de peptídeos do HIV-1. Duas semanas após a última 

dose com HIVBr18, HIVenv7, HIVBr27 ou HIVenv7+HIVBr27, esplenócitos de 6 

camundongos BALB/c foram extraídos e cultivados na presença do pool de peptídeos 

do HIV-1 (5µM), por 5 dias. O estímulo e o re-estímulo com o pool de peptídeos foram 

feitos no primeiro e quarto dia de cultura. No quarto dia de cultura foram também 

adicionados anti-CD28 (2µg/ml) como co-estímulo e brefeldina A (0,2µL/poço). 

Primeiramente foi feito um gate em linfócitos, determinado pelo tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC) das células. Posteriormente, foi feito um gate na população CD3+ 

seguido de um gate na população CD4+ e um gate na população CD8+. Dentro das 

sub-populações de linfócitos T (CD4+ ou CD8+) foi avaliada a produção intracelular das 

citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF-α. Os gates representativos de cada citocina são 

provenientes de células estimuladas com Concanavalina A (Con A). 

 



Almeida, RR  85 

 

0 50K 100K 150K 200K 250K

0

50K

100K

150K

200K

250K

S
S

C
-A

FSC-A

Linfócitos

0 10 2 10 3 10 4 10 5
0

50K

100K

150K

200K

250K

S
S

C
-A

APC-Cy7

CD3+

0 10 2 10 3 10 4 10 5

0

10 2

10 3

10 4

10 5

PercP

A
le

x
a

 fl
u

o
r 7

0
0

CD8+

CD4+

0 102 103 104 105

0

102

103

104

105

0.996

87.3

2.42

11.4

CFSE (FITC)

IF
N

- γγ γγ
(A

P
C

)

0 102 103 104 105

0

102

103

104

105

0.236

86.9

0.537

11.6
IL

-2
 (P

E
)

0 102 103 104 105

0

102

103

104

105

0.416

86.7

2.61

11.5

T
N

F
- αα αα

(P
E

-C
y7

)

Boolean Gate

+
+
+

+
+
-

+
-
+

+
-
-

-
+
+

-
+
-

-
-
+

CFSEbaixo IFN-γγγγ

CFSEbaixo IL-2

CFSEbaixo TNF-αααα

3 citocinas 2 citocinas 1 citocina

CFSE (FITC) CFSE (FITC)

 

Figura 5: Estratégia de análise para identificação de células T polifuncionais. 

Duas semanas após a última dose com HIVBr18, HIVenv7, HIVBr27 ou 

HIVenv7+HIVBr27, esplenócitos de 6 camundongos BALB/c foram extraídos, 

marcados com CFSE (1.25µM) e cultivados na presença do pool de peptídeos do HIV-

1 (5µM), por 5 dias. O estímulo e o re-estímulo com o pool de peptídeos foram feitos 

no primeiro e quarto dia de cultura. No quarto dia de cultura foram também 

adicionados anti-CD28 (2µg/ml) como co-estímulo e brefeldina A (0,2µL/poço). 

Primeiramente foi feito um gate em linfócitos, determinado pelo tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC) das células. Posteriormente, foi feito um gate na população CD3+ 

seguido de um gate na população CD4+ e um gate na população CD8+. Dentro das 

sub-populações de linfócitos T (CD4+ ou CD8+) foram avaliadas as produções das 

citocinas IFN-γ, IL-2 ou TNF-α simultaneamente à proliferação celular (baseada da 

diminuição da intensidade de fluorescência do CFSE). A estratégia booleana foi então 

aplicada, considerando o gate de células em proliferação (CFSEbaixo) que produziam 

citocinas, para determinar todas as possíveis combinações funcionais. Os dados 

apresentados são provenientes de esplenócitos estimulados com o pool de 27 

peptídeos do HIV-1. 
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8.2. Anexo B – Tabelas   

Peptídeo Sequência de aminoácidos

p17(73-89) EELRSLYNTVATLYCVH 

p24(33-45) SPEVIPMFSALSE 

p24(131-150)  KRWIILGLNKIVRMYSPTSI 

p6(32-46) DKELYPLASLRSLFG 

protease (7–21) QRPLVTIKIGGQLKE 

protease (80–94) TPVNIIGRNLLTQIG 

integrase (70–84) GKIILVAVHVASGYI 

gp41(261-276)  RDLLLIVTRIVELLGR 

gp160(19-31) TMLLGMLMICSAA 

gp160(174-185) ALFYKLDVVPID 

gp160(188-201) NTSYRLISCNTSVI 

gp160(481-498) SELYLYKVVKIEPLGVAP 

rev(11-27) ELLKTVRLIKFLYQSNP 

vpr(58-72) EAIIRILQQLLFIHF 

vpr(65-82) QQLLFIHFRIGCRHSRIG 

vif(144-158) SLQYLALVALVAPKK 

nef(180-194) VLEWRFDSRLAFHHV 

vpu(6-20) VLAIVALVVATIIAI
 

Tabela 1: Sequência de aminoácidos dos peptídeos codificados pela vacina 

HIVBr18. A primeira coluna mostra a localização de cada peptídeo na sequência 

HXB2 do HIV-1, disponível na base de dados de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov). 

A segunda coluna mostra a sequência de aminoácidos de cada peptídeo codificado 

pela vacina HIVBr18. 
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Peptídeo N° spots /106 células  LT CD4+
%  LT CD8+

% 
p17(73-89) 28.86 p17(73-89) 4.55 p17(73-89) 4.25
p6(32-46) 18.32 protease(7-21) 6.19 protease(7-21) 5.29

protease(7-21) 77.15 gp160(188-201) 1.71 rev(11-27) 1.45
gp160(188-201) 79.37 vif(144-158) 2.05

vpr (65-82) 89.91 rev(11-27) 1.30
vif (144-158) 94.91
nef (180-194) 46.62

limiar 15.00 limiar 1.22 limiar 1.18

Peptídeo N° spots /106 células  LT CD4+
%  LT CD8+

% 
gp160(483-502) 53.835 gp160(692-711) 1.76 gp160(692-711) 1.37
gp160(692-711) 110.445 p24(127-145) 2.30 p24(127-145) 4.27

RT(369-391) 29.415 RT(369-391) 1.53 RT(369-391) 1.78
RT(413-427) 78.255 RT(413-427) 1.57 RT(413-427) 1.56
RT(528-546) 33.3 integrase(216-235) 2.71 integrase(216-235) 3.63

integrase(216-235) 52.725
p24(127-145) 130.98

vpr(58-80) 15.54
nef(133-156) 18.87

limiar 15.00 limiar 1.22 limiar 1.18

Peptídeo N° spots /106 células  LT CD4+
%  LT CD8+

% 
p17(72-90) 21.09 p17(72-90) 1.89 p17(72-90) 1.41

p24(127-145) 117.11 p24(127-145) 1.97 p24(127-145) 3.84
RT(369-391) 32.19 RT(369-391) 2.60 RT(369-391) 1.86
RT(413-427) 45.51 RT(413-427) 1.64 RT(413-427) 1.77
RT(528-546) 46.07 RT(528-546) 3.09 RT(528-546) 3.80

integrase(96-113) 21.09 integrase(216-235) 3.42 integrase(216-235) 4.77
integrase(216-235) 154.29 rev(9-27) 1.66

vif(1-15) 19.43 vpr(58-80) 2.28
vif(142-158) 41.07

rev(9-27) 22.20
vpr(58-80) 31.64

limiar 15.00 limiar 1.22 limiar 1.18

HIVBr27
ELISPOT IFN-γγγγ Proliferação

Proliferação
HIVBr18

ELISPOT IFN-γγγγ

HIVenv7+HIVBr27
ELISPOT IFN-γγγγ Proliferação

 

Tabela 2: Resumo dos resultados de ELISPOT de IFN-γ e proliferação celular 

contra peptídeos individuais do HIV-1. Os resultados do ensaio de ELISPOT de 

IFN-γ são apresentados como a média de 3 experimentos. O limiar determinado foi de 

15 spots/106 células. Os peptídeos que induziram proliferação celular acima do limiar 

em, pelo menos, 3 dos 4 experimentos realizados, foram considerados positivos e 

mostrados na tabela. O limiar de proliferação é resultado da média mais 3 desvios 

padrões da proliferação obitda nos esplenócitos de camundongos imunizados com o 

vetor vazio pVAX1 e estimulados com os peptídeos individuais do HIV-1. Tanto os 

valores de limiar quanto os valores de proliferação celular são provenientes de um 

experimento representativo. 



Almeida, RR  88 

 

8.3. Anexo C – Aprovação CAPPesq 
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8.4. Anexo D1 – Certificado subclonagem HIVBr27 
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8.5. Anexo D2 – Certificado subclonagem HIVenv7 
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Abstract

T-cell based vaccines against HIV have the goal of limiting both transmission and disease progression by inducing broad
and functionally relevant T cell responses. Moreover, polyfunctional and long-lived specific memory T cells have been
associated to vaccine-induced protection. CD4+ T cells are important for the generation and maintenance of functional
CD8+ cytotoxic T cells. We have recently developed a DNA vaccine encoding 18 conserved multiple HLA-DR-binding HIV-1
CD4 epitopes (HIVBr18), capable of eliciting broad CD4+ T cell responses in multiple HLA class II transgenic mice. Here, we
evaluated the breadth and functional profile of HIVBr18-induced immune responses in BALB/c mice. Immunized mice
displayed high-magnitude, broad CD4+/CD8+ T cell responses, and 8/18 vaccine-encoded peptides were recognized. In
addition, HIVBr18 immunization was able to induce polyfunctional CD4+ and CD8+ T cells that proliferate and produce any
two cytokines (IFNc/TNFa, IFNc/IL-2 or TNFa/IL-2) simultaneously in response to HIV-1 peptides. For CD4+ T cells exclusively,
we also detected cells that proliferate and produce all three tested cytokines simultaneously (IFNc/TNFa/IL-2). The vaccine
also generated long-lived central and effector memory CD4+ T cells, a desirable feature for T-cell based vaccines. By virtue of
inducing broad, polyfunctional and long-lived T cell responses against conserved CD4+ T cell epitopes, combined
administration of this vaccine concept may provide sustained help for CD8+ T cells and antibody responses- elicited by
other HIV immunogens.
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Introduction

Despite the success of antiretroviral treatment, a safe and

effective HIV vaccine is the most promising strategy for controlling

the AIDS pandemic, especially in developing countries. HIV

vaccine strategies that focus on the generation of virus-specific T-

cell responses have the goal of limiting both transmission and

disease progression by controlling HIV viral loads [1].

To date, two efficacy trials assessed HIV-specific cellular

mediated immunity. The STEP vaccine trial developed by Merck

used a replication-defective Ad5 vector, expressing Gag, Pol and

Nef proteins from HIV-1 [2]. The results from this trial

demonstrated that it neither prevented HIV-1 infection nor reduced

viral load in subsequently infected subjects [3,4]. Immunological

analyses revealed that each vaccinated individual recognized an

average of only three epitopes [5]. The narrowness of the induced

immune responses may have been an important factor in the lack of

vaccine efficacy [3]. Indeed, non-human primate studies have

shown that vaccines that induced broad CD8+ and CD4+ T cell

responses can control peak SIV viremia [6]. In the recently reported

RV144 HIV-1 vaccine trial conducted in Thailand, an immuniza-

tion strategy based on recombinant canarypox priming followed by

a protein boosting generated modest protection against the

acquisition of HIV infection. Immunological analysis of samples

from the study showed that the vaccine-induced immune response

was essentially composed of CD4+ T cells and binding antibodies;

no IFNc or IL-2 secreting HIV-specific CD8+ T cells were detected

[7]. However, the same immunogens induced cytotoxic immune

responses in a minority of vaccinees in previous studies [8]. At any

event, data from the RV 144 trial supported the notion that CD4+
T cells could play a protective role in HIV vaccine-induced

immunity.
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CD4+ T cells can contribute to protection against viral infection

by both indirect and direct manners [9–11]. CD4+ T cell can help

induce and maintain CD8+ and B cell responses. The main

contribution of CD4+ T cells is to provide help to full

differentiation and maintenance of cytotoxic CD8+ T cells and B

cells. They promote the generation of CD8+ cytotoxic T cell

response (CTL) able to control viral replication [12–14] as well as

mobilization of CTLs to peripheral sites of infection [15].

Furthermore, CD4+ T cells can promote B cell differentiation

into plasma cells to produce neutralizing antibodies and assist

memory B cells responses to re-infection [16]. CD4+ T cells can

also exert direct and indirect antiviral effects in retroviral infection.

The outcome of retroviral infection depends on the magnitude and

duration of virus-specific CD4+T cell responses [17]. A direct

antiviral effect of CD4+ T cells was also observed in SIV infection.

CD4+ T cells induce apoptosis of SIV-infected macrophages [18].

The presence of SIV-specific CD4+ T cell responses with a

cytotoxic phenotype was associated with the control of rebounding

viremia in CD8+ depleted SIV-infected macaques [19]. Further in

support of a protective role for CD4+ T cell responses, it has been

shown that elite controller SIV-infected macaques mount broad

CD4+-specific T cell responses, and that certain macaque class II

alleles are associated with significantly decreased viral loads [20].

Vaccination strategies that induced broad, polyfunctional and

long-lasting SIV-specific CD4+ and CD8+ T cell responses were able

to lower viral load after repeated mucosal challenge in the absence of

antibodies [6,21]. Recently, the impact of CD4+ T cell help on the

generation of adaptive CD8+ T cell responses in SIV infection of

nonhuman primates was evaluated. Indeed, vaccination in the

absence of CD4+ T cells reduced protection mediated by CD8+ T

cells after SIV infection [22]. Moreover, passive immunization with a

SIV-specific neutralizing antibody led to a significant increase in

polyfunctional SIV-Gag specific CD4+ T cells, and the frequency of

these cells was inversely correlated with the plasma viral load during

chronic infection [23]. Although a major concern is that CD4+ T cells

induced by vaccination can serve as immediate HIV-1 targets, to date

no evidence exists that CD4+ T cell activation or vaccine-induced

CD4+ T cells results in heightened HIV-1 acquisition or viremia after

infection [5,7]. Indeed, in SIV-challenged rhesus macaques, data

suggest that CD8+ T cell function has a greater impact on viremia

than the activation status of CD4+ target cells [24]. In addition, Ad5-

based SIV vaccine regimens induce powerful CD4+ T cell responses

in animals that control viremia [6]. It could thus be hypothesized that

a vaccine inducing potent CD4+ T cell responses might have a

protective effect in HIV/SIV infection, possibly due to cognate help,

leading to induction, maintenance and differentiation of CD8+

cytotoxic and/or B cell responses. It is thus clear that a successful HIV

vaccine should also induce a strong CD4+ T cell response [25]. Our

group has recently identified conserved CD4 epitopes from HIV that

were able to bind to multiple HLA-DR molecules. Peptides encoding

such epitopes were recognized by PBMC from over 90% of HIV-1

infected individuals [26]. We recently reported that a DNA vaccine

encoding such promiscuous epitopes (HIVBr18) was able to induce

broad specific CD4+ and CD8+ T cell responses in mice transgenic to

common HLA class II alleles (HLA-DR2, -DR4, -DQ6, -DQ8) [27].

Significantly, 16 out of the 18 encoded epitopes were recognized.

However, the functional profile induced by the vaccine was not

evaluated in the HLA class II transgenic mice.

Several lines of evidence suggest an important role for specific

polyfunctional T cell responses in immune control of different

pathogens [28]. In HIV infection, the presence of polyfunctional T

cell responses has been associated with both the control of virus

replication [29] and protection from disease progression [14,30–

32]. Moreover, polyfunctional HIV-specific CD4+ T cells were

found in the rectal mucosa of infected individuals that spontane-

ously control HIV replication, named elite controllers. The

proportion of such cells directly correlated with the total

magnitude of the mucosal specific CD8+ T cell responses [14].

The maturation status of T cells is also an important issue. Central

memory T cells are thought to ensure the long-term maintenance

of antiviral responses due to their long half-life and self-renewal

capacity [33]. HIV controllers have a preserved central memory

CD4+ T cell compartment and sustain an effector memory CD4+

T cell population [34]. A vaccine able to induce SIV-specific

effector memory CD4+ and CD8+ T cell responses, in the absence

of neutralizing antibodies, was able to prevent establishment of

progressive systemic infection after mucosal challenge with a

highly pathogenic SIV [21]. Indeed, memory T cells have been

associated with long-term vaccine induced protection [35].

In the current study, we have evaluated the polyfunctionality,

longevity and memory phenotype of the HIV- specific T cell

responses induced by HIVBr18, a DNA vaccine encoding

promiscuous CD4 epitopes, in BALB/c mice. We found that

HIVBr18 was able to induce high magnitude, broad and

polyfunctional CD4+/CD8+ T cell responses, and 8/18 vaccine-

encoded peptides were recognized. Moreover, the vaccine also

generated long-lived central and effector memory CD4+ T cells, a

desirable feature for T cell-based vaccines.

Results

Broad specific T cell responses following immunization
with a DNA vaccine encoding promiscuous HIV-1
epitopes

To analyze whether the HIVBr18 vaccine could be immuno-

genic in BALB/c mice, we first performed an in silico analysis. For

this purpose, we evaluated the ability of the HIV peptides to bind

to BALB/c MHC molecules, using the PREDBALB/c algorithm, a

prediction algorithm specific for the H-2 Dd, Kd, I-Ad, and I-Ed

molecules [30]. All HIV-1 peptides encoded by the vaccine were

predicted to bind to BALB/c H-2d class II molecules; most

peptides were predicted to bind to at least one H-2d class I

molecule as well (Table S1).

To analyze whether immunization with HIVBr18 could induce

specific T cell immune responses, BALB/c mice were immunized

with HIVBr18 or the empty vector pVAX1. Fifteen days after the

last dose, splenocytes from immunized mice were incubated with

each of the 18 HIV-1 peptides encoded by the DNA vaccine, and

specific IFNc and IL-2 secretion was measured by ELISPOT

assay. We detected IFNc and IL-2 secreting cells against eight

(Figure 1A) HIVBr18- encoded peptides; all peptides that induced

IFNc secretion were also capable to elicit IL-2 secretion. The

recognized peptides p17 (73–89), p6 (32–46), pol (785–799), gp160

(188–201), rev (11027), vpr (58–65), vif (144–158) and nef (180–

194) consistently presented positive responses over multiple

independent immunization experiments. In contrast, T cells from

pVAX1 immunized mice presented negligible numbers of IFNc
and IL-2 secreting cells after incubation with HIVBr18 peptides,

in all performed experiments.

To identify CD4+ and CD8+ T cell responses, we performed a

CFSE-based proliferation assay. Taking into account multiple

independent experiments, we detected consistent CD4+ T cell

proliferative responses (Figure 2B, upper panels) against five

peptides (p6 (32–46), pol (785–799), gp160 (188–201), vif (144–

158) and nef (180–194)) and CD8+ T cell proliferative responses

(Figure 2B, lower panels) against two peptides (gp160 (188–201)

and nef (180–194)). Interestingly, all peptides that elicited

proliferative CD4+ and/or CD8+ T cell responses were also able

CD4+ T Cell-Based HIV Vaccine
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to elicit cytokine (IFNc and IL-2) secretion. Thus, vaccination of

BALB/c mice with HIVBr18 was able to induce broad specific

immune responses against eight epitopes encoded by the vaccine.

Magnitude of T cell responses
To assess the magnitude of vaccine-induced T cell responses, we

evaluated the cellular immune responses of splenocytes from

HIVBr18 or pVAX1 immunized BALB/c mice against pooled

HIV-1 peptides. We observed that over 10% of both CD3+CD4+

and CD3+CD8+ splenic T cells from HIVBr18 immunized mice

displayed specific proliferation against the HIV-1 peptides

encoded by HIVBr18 (Figure 2A and B). In addition, BALB/c

mice immunized with HIVBr18 displayed a significant number of

peptide-specific IFNc and IL-2 secreting cells (Figure 2C). In

Figure 1. Immunization with HIVBr18 induces IFNc and IL-2 secretion and proliferation against multiple HIV-1 epitopes. Two weeks
after the last immunization with HIVBr18 or the empty pVAX1 vector, pooled spleen cells from 6 BALB/c mice were cultured in the presence of HIV-1
peptides (5 mM) or medium only. (A) Frequencies of HIV peptide-specific IFNc (left pie chart) and IL-2 (right pie chart) secreting cells were measured
by ELISPOT assay. The responses are shown by displaying each the number of SFU/106 cells for each positive peptide as a proportion of the sum of
SFU/106 cells for all positive peptides. (B) Proliferative T cell responses were assessed by CFSE dilution assay. Splenocytes were labeled with CFSE
(1.25 mM) and cultured for 5 days. After staining with fluorochrome-labeled anti-CD3, -CD4 and -CD8 monoclonal antibodies, cells were analyzed by
flow cytometry. CFSE dilution on gated CD3+CD4+ or CD3+CD8+ cells was used as a readout for antigen-specific proliferation. Representative dot plots
of CD4+ (upper panels) and CD8+ (lower panels) T cell proliferation (values in boxes represent % CFSElow cells) of splenocytes from HIVBr18
immunized mice; Data are representative of nine independent immunization experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0016921.g001
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contrast, splenocytes from pVAX1 immunized mice presented

negligible levels of proliferation and cytokine secreting cells to the

same pooled HIV-1 peptides (Figures S1, 2B and C).

The results showed above indicate that immunization with

HIVBr18 is able to induce Th1 cytokines. In order to analyze the

vaccine induced cytokine secretion profile of BALB/c splenocytes

incubated with the pooled HIV-1 peptides, we used the cytometric

bead array (CBA) for assessment of Th1 and Th2 cytokine

secretion. After 48 hours of culture, we found that splenocytes

from HIVBr18 immunized mice produced higher levels of type I

cytokines like IFNc, IL-2 and TNFa and negligible levels of IL-5

and IL-4. After 120 hours of culture, the levels of IFNc and TNFa
increased substantially (Figure 2D and S2). Of note, IL-10

production was undetectable (data not shown). Splenocytes from

pVAX1 immunized mice failed to secrete cytokines above the

detection limit. Taken together, these results indicated that the

HIVBr18 DNA vaccine induced potent, specific type 1 cytokine T

cell responses.

Functional profile of cellular immune response after
HIVBr18 immunization

Since the quality of the immune responses has been associated

with vaccine-mediated protection against certain pathogens, we

subsequently characterized the phenotype and functional profile of

the induced T cells. Using multiparameter flow cytometry, we

sought to characterize antigen-specific T cells (CD4+ and CD8+)

based on their ability to proliferate (CFSE dilution assay) and

produce the effector cytokines IFNc, TNFa and IL-2 at a single cell

level. As shown in Figure 3A, immunization with HIVBr18 induced

HIV-1 peptide-specific production of IFNc, IL-2 and TNFa by

CD4+ and to a lesser extent by CD8+ T cells. We also observed that

both T cell subsets showed a higher proportion of of IFNc+ and

TNFa+ cells than IL-2+ cells. A simultaneous analysis of

proliferation and intracellular cytokine production demonstrated

that 2.3% of CD4+ and 1.0% of CD8+ T cells proliferated (CFSElow)

and produced any cytokine tested in response to pooled HIV-1

peptides (Figure 3B). Boolean combinations of proliferating

(CFSElow) and cytokine-positive populations indicated that

HIVBr18 immunization induced polyfunctional CD4+ and CD8+

T cells, i.e., that proliferate (CFSElow) and produce IFNc/TNFa
simultaneously (Figure 3C). We also observed high proportions of

CFSElow/IFNc or CFSElow/TNFa in CD4+ and CD8+ T cells from

mice that received HIVBr18. For CD4+ T cells exclusively, we also

detected CFSElow cells that simultaneously produced all three tested

cytokines (IFNc/TNFa/IL-2). Splenocytes from the pVAX1

immunized group produced negligible levels of cytokines. Further-

more, triple-cytokine producing cells produced more IFNc and

TNFa than single-cytokine producing cells, as determined by

median fluorescent intensity (MFI) (Figure S3). In contrast, there

was no difference in the MFI for IL-2 in the triple-cytokine

producing cells when compared to cells producing IL-2 alone.

We next examined whether antigen-specific proliferating T cells

were the major cytokine producers. As shown in Figures 4A and B,

the vast majority (ca. 80%) of CD4+ and CD8+ T cells that

produced the effector cytokines IFNc and TNFa are within the

proliferating (CFSElow) population. In contrast, 50% of IL-2

producing T cells also proliferated (Figure 4B). These experiments

also showed that mice immunized with HIVBr18 displayed 2.31,

0.37 and 2.80% of HIV-specific CD4+ T cells that proliferated

(CFSElow) and produced either IFNc, IL-2 or TNFa, respectively.

A similar response was observed in CD8+ T cells, showing that

0.60, 0.22 and 0.64% of CD8+ T cells proliferated and produced

either IFNc, IL-2 or TNFa, respectively. In contrast, splenocytes

from mice immunized with the control pVAX1 displayed a

negligible percentage of specific proliferating/cytokine producing

T cells (Figure S4).

Proliferating (CFSElow) and non-proliferating (CFSEhi) CD4+

and CD8+ T cells were also evaluated by their ability to produce

cytokines. Figure 4C summarizes the percentage of proliferating T

cells that produced each of the tested cytokines. Significantly, 20%

of the specific proliferating CD4+ T cells produced IFNc, 5%

produced IL-2 and 30% produced TNFa. A similar profile, albeit

with lower values, was observed for proliferating CD8+ T cells. In

contrast, less than 0.5% of non-proliferating (CFSEhi) T cells

showed cytokine production, either on CD4+ or CD8+ compart-

ment. Overall, these data showed that immunization with the

DNA vaccine, HIVBr18, successfully induced polyfunctional

CD4+ and CD8+ T cells that proliferated and produced effector

cytokines to epitopes encoded by the vaccine.

Induction of long-lasting HIV-1-specific T cells after
vaccination with HIVBr18

To assess whether immunization with HIVBr18 induced long-

lasting T cells in BALB/c mice, we measured vaccine-induced

CD4+ and CD8+ T cell proliferation and cytokine secretion 2, 4,

12 and 24 weeks after the last DNA immunization. A measurable

response was observed at all time points. At 2 and 4 weeks post-

immunization, a similar proportion of CD4+ T cells (11–12%)

proliferated against the pooled HIV-1 peptides (Figure 5A).

Twelve weeks after the last dose, a statistically significant decrease

in the magnitude of the CD4+ T cell proliferative response was

observed (4.76% CFSE low cells, versus 11.62% in early time

points, p,0.01). This response continued to decline down to 1%

of specific proliferating CD4+ T cells, 24 weeks after the last dose.

Of note, this response was several-fold higher than the values

measured in the pVAX1 immunized group. For CD8+ T cells

(Figure 5B), only the 24 week time point showed a statistically

significant decrease in proliferation, as compared to the 2 week

time point. Splenic T cells from mice immunized with pVAX1

showed negligible levels of proliferation at all time points for both

CD4+ and CD8+ populations (values in the legend of Figure 5A

and B). Of note, 24 weeks after the last immunization, total

Figure 2. Immunization with HIVBr18 induces CD4+ and CD8+ T cell proliferation and type 1 cytokine production in response to
pooled HIV-1 peptides. Two weeks after the last immunization with HIVBr18 or the empty pVAX1 vector, pooled spleen cells from 6 BALB/c mice
were cultured in the presence of 5 mM of pooled HIV-1 peptides or medium only. (A and B) Splenocytes were labeled with CFSE (1.25 mM) and
cultured for 5 days. After staining with fluorochrome-labeled anti-CD3, -CD4 and -CD8 monoclonal antibodies, cells were analyzed by flow cytometry
and CFSE dilution on gated CD3+CD4+ or CD3+CD8+ cells was used as a readout for antigen-specific proliferation. (A) Representative dot plots of CD4+

(left) and CD8+ (right) T cell proliferation (% CFSElow cells) of splenocytes stimulated with medium only or pooled peptides from HIVBr18 immunized
mice. (B) Quantitative analysis of proliferating CD4+ and CD8+ CFSE low T cells (values in boxes represent % CFSElow cells). The percentage of
proliferating T cells was calculated subtracting the values of peptide-stimulated from non-stimulated cultures; (C) Frequencies of IFNc and IL-2
secreting cells measured by ELISPOT; (D) Splenocytes from immunized BALB/c mice were cultured in the presence of pooled HIV-1 peptides. After 48
and 120 hours, levels of IFNc, TNFa, IL-2, IL-4 and IL-5 in culture supernatants were measured using the mouse Th1/Th2 cytokine cytometric bead
array (CBA) by flow cytometry and analyzed using CBA software. Values of cytokine production by peptide-stimulated splenocytes from pVAX1
immunized group were always below the detection limit. Bars represent the mean + 3 SD from nine independent immunization experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0016921.g002
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frequencies of proliferating CD4+ and CD8+ T cells were ca. 1%

above baseline, as well as above the values from the pVAX1

immunized group. The ability of T cells from HIVBr18

immunized mice to secrete cytokines was also evaluated by

ELISPOT (Figure 5C) and CBA (Figure 5D) assays at different

time points. As observed for proliferative responses, there was no

significant difference in IFNc secretion to pooled HIV-1 peptides

at 2 or 4 weeks after the last HIVBr18 immunization. IFNc
secretion decreased significantly (p,0.01) 12 weeks after the last

dose and was sustained until the 24 week time point (Figure 5C).

Similar results were observed when we measured IL-2 secretion

(Figure 5C). Splenocytes from HIVBr18 immunized mice were

able to secrete type I cytokines like IFNc, IL-2 and TNFa, which

declined over time, as evaluated by the CBA assay, but were still

detectable and above pVAX1 immunized group, even 24 weeks

after the last dose (Figure 5D). Therefore, long-term proliferative

CD4+ and CD8+ T cell responses as well as cytokine-secreting

responses were detectable up to 24 weeks after the last

immunization with HIVBr18.

HIVBr18 immunization induces long-term memory T cells
In order to characterize memory T cell responses induced by

immunization, we assessed the expression of memory markers

(CD44 and CD62L) among proliferating (CFSElow) CD4+ and

CD8+ T cell populations. We evaluated responses against pooled

HIV-1 peptides, 2 weeks after the last immunization with HIVBr18.

The candidate vaccine HIVBr18 elicited higher levels of specific

effector (TEM) than central (TCM) memory T cells. Among

proliferating CFSElow CD4+ T cells (8% of total CD4+ T cells),

ca. 70% and 24% had effector and central memory phenotypes,

respectively (data not shown). Similarly, 57% and 39% of

proliferating CD8+ T cells (7% of total CD8+ T cells) had effector

and central memory phenotypes, respectively (data not shown).

We also investigated the phenotype of specific cytokine-

producing CD4+ T cells at two time points. Two weeks after the

last immunization, the most abundant population was TEM cells in

which more than half produced IFNc/IL-2 simultaneously

(Figure 6A). CD4+ TCM predominantly produced IL-2 alone. The

kinetic of CD4+Tcells demonstrated that the frequency of cytokine-

producing CD4+ TEM declined over time (2.5% at 2 weeks versus

0.65% at 24 weeks, IFNc and/or IL-2 cells) (Figure 6A). On the

other hand, cytokine-producing CD4+ TCM, especially the IL-2

component, showed an increase over time (0.8% at 2 weeks versus

1.52% at 24 weeks, IFNc and/or IL-2 cells). Collectively, these data

indicated that the DNA vaccine HIVBr18 was able to induce

specific long-lasting effector and central memory, CD4+ and CD8+

T cells that produced type 1 cytokines.

Discussion

In this paper, we showed that immunization with HIVBr18

induced strong, broad, polyfunctional and long-lasting HIV-

specific CD4+ and CD8+ T cell responses in BALB/c mice.

Moreover, the vaccine induced central and effector memory CD4+

T cells.

In our study, all the 18 TEPITOPE-selected promiscuous

epitopes were also predicted by the algorithm PREDBALB/c [36] to

bind to at least one BALB/c (H-2d) mouse MHC class II molecule,

and 17 were predicted to bind to H-2d MHC class I molecules.

The cross-species recognition of epitopes selected to bind to

human MHC molecules is actually expected. The TEPITOPE

algorithm has previously identified peptides that can be recognized

across species barriers, including H-2d mice [37]. This may be due

to the fact that the identification of multiple HLA-DR binding

peptides by TEPITOPE may select for promiscuous peptides that

share MHC class II binding motifs similar to many other human

and non-human MHC class II molecules [38–40]. Indeed, we also

tested this concept in non-human primates. TEPITOPE selection

for promiscuous peptides allowed the identification of a similar set

of conserved SIV peptides that were frequently recognized by

PBMC from SIV-infected elite controller rhesus macaques

(unpublished data). Here, we have shown that BALB/c mice

immunized with HIVBr18 presented a broad T cell response,

directed to 8 out of the 18 epitopes encoded by the vaccine. The

induction of broad T cell responses towards conserved epitopes

appears to be an essential pre-requisite for protection, in light of

recent efficacy trials of T cell-based HIV vaccines [1,4,5]. Indeed,

an Adenovirus 5-based SIV vaccine encoding 8 SIV proteins was

able to elicit broad CD4+ and CD8+ T cell responses and reduced

viral load after heterologous challenge [6]. In addition, broad

vaccine-induced pre-challenge T cell responses were correlated

with lower viral loads and higher CD4+ T lymphocyte counts [41].

The breadth of HIV-specific responses in infected individuals has

also been associated with viral control [42].

We also evaluated the functional profile of the vaccine-induced

specific CD4+ and CD8+ T cells. The ability of the HIVBr18

vaccine to induce IFNc, TNFa and IL-2, with little or no IL-4, IL-

5 or IL-10, indicated a type 1 cytokine response. We extended the

functional analysis of splenocytes from HIVBr18 immunized mice

and observed that immunization induced CD4+ and CD8+ T cells

with a polyfunctional repertoire. It has become increasingly

evident that rather than the magnitude, the quality of the immune

response is a crucial factor in defining a protective response [28].

Recent data from immunization studies using the efficacious

smallpox and yellow fever vaccines have shown that induction of

specific polyfunctional CD4+ or CD8+ T cells may play a role in

protective immunity [43–45]. Furthermore, vaccine-induced

polyfunctional (IFNc+IL-2+TNFa+) CD4+ T cell populations were

shown to provide protection against Leishmania major [46] and M.

tuberculosis [47] challenge. Polyfunctional HIV-1-specific CD4+ T

cells were present among HIV-1 infected individuals with non-

progressive disease [24,25]. Long-term nonprogressor (LTNP)

HIV-1 infected patients displayed higher number of polyfunctional

CD8+ T cells when compared to progressor patients [48].

Figure 3. Immunization with HIVBr18 induces proliferating T cells with a polyfunctional type 1 cytokine profile. Two weeks after the
last immunization with HIVBr18 or the empty vector pVAX1, spleen cells from 6 BALB/c mice were collected, labeled with CFSE (1.25 mM) and cultured
for 4 days in the presence of pooled HIV-1 peptides or medium only. On day 4, cells were pulsed for 12 hours with pooled peptides in the presence of
costimulatory antibody and Brefeldin A. Cells were then surface stained with antibodies to CD4 and CD8, permeabilized and stained for intracellular
cytokines (IFNc, TNFa and IL-2) and CD3. (A) Multiparameter flow cytometry was used to determine the frequency of IFNc, IL-2 or TNFa CD4+ and
CD8+ T cells. (B) Total frequencies of proliferating (CFSElow) and cytokine-producing CD4+ and CD8+ T cells; (C) After gating on proliferating (CFSElow)
and cytokine-producing cells, Boolean combinations were then created using FlowJo software to determine the frequency of each response based on
all possible combinations of cytokine expression. Background responses detected in negative control tubes were subtracted from those detected in
stimulated samples for every specific functional combination. Negative control tubes include cells stimulated with medium and cells from pVAX1
immunized mice stimulated with pooled peptides. For each sample 500,000 events were collected in the live lymphocyte gate. Results are
representative of two to three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0016921.g003

CD4+ T Cell-Based HIV Vaccine

PLoS ONE | www.plosone.org 7 February 2011 | Volume 6 | Issue 2 | e16921



Moreover, HIV elite controllers presented strong polyfunctional

CD4+ and CD8+ T cell responses in blood and rectal mucosa

[14,32]. CD4+ T cells from HIV-2 infected subjects, who display a

longer time of progression to AIDS than HIV-1 infected patients,

were more polyfunctional than those found in viral load and CD4+

T cell-matched HIV-1 infected subjects [49]. Our data thus

suggest that HIVBr18, like some validated efficacious vaccines,

can elicit polyfunctional T cells, a putative correlate of protection.

Figure 4. Immunization with HIVBr18 induces specific CD4+ and CD8+ T cells that proliferate and produce type 1 cytokines
simultaneously. Two weeks after the last immunization with HIVBr18 or the empty vector pVAX1, spleen cells from 6 BALB/c mice were labeled
with CFSE (1.25 mM) and cultured for 4 days in the presence of pooled HIV-1 peptides or medium only. On day 4, cells were pulsed for 12 hours with
pooled peptides or medium, in the presence of costimulatory antibody and Brefeldin A. (A) CFSE and intracellular cytokine staining were used to
simultaneously assess proliferation and IFNc, TNFa or IL2 production. Frequencies of antigen-specific cytokine-producing T cells in proliferating
(CFSElow) and non-proliferating (CFSEhi) gates are displayed; (B) Proportion of proliferating cells (CFSElow) in the total cytokine gate (sum of % of
cytokine producing cells in gated CFSEhi and CFSElow cells); (C) Percentage of cytokine producing CD4+ and CD8+ T cells in proliferating cells (CFSElow)
(values of cytokine producing cells in CFSElow population 6100 divided by total CFSElow population).
doi:10.1371/journal.pone.0016921.g004
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Memory T cells may be critical to generate long-term immunity

and to effect vaccine-induced viral control. We found that after

HIVBr18 immunization, HIV-1-specific proliferating CD4+ T

cells exhibited mainly a TEM phenotype, with simultaneous IFNc
and IL-2 production, while TCM cells produced mainly IL-2 alone.

Specific proliferative, intracellular cytokine, and ELISPOT

responses peaked 2–4 weeks after the last dose and then

contracted, establishing a long-lived memory cell pool detectable

until 24 weeks after the last immunization, a necessary step for

protective immunity [50]. We observed that cytokine-producing

HIV-1-specific CD4+ TEM were abundant at 2 weeks but declined

over time, while CD4+ TCM increased, indicating that HIV-1-

specific CD4+ TCM induced by HIVBr18 are especially long-lived

and may be able to provide sustained help to CD8+ T cells. Taken

together, our experiments demonstrated that immunization with

HIVBr18 induced long-lived CD4+ T cell responses with a

significant TCM component. Central memory T cells are thought

to ensure the long-term maintenance of antiviral responses due to

their long half-life and self-renewal capacity [33]. Immunization

with the effective vaccinia virus is able to generate specific long-

lived memory CD4+ T cells for more than 30 years [35]. Among

HIV-1 infected LTNP individuals, there is a preserved CD4+ TCM

compartment and signs of potent functional activation in the TEM

CD4+ T cell compartment [34]. Vaccination that preserved

memory CD4+ T cells in primates challenged with SIV [51] led to

an increased survival [52,53]. This reinforced the importance of

memory CD4+ T cells in protection against AIDS progression.

Further in support of this concept, vaccine- induced SIV-specific

CD4+ and CD8+ TEM cell responses, in the absence of neutralizing

antibodies, was able to prevent the establishment of progressive

systemic infection after mucosal challenge with a highly patho-

genic SIV [21].

We hereby demonstrated that immunization with HIVBr18, a

DNA plasmid encoding a string of conserved multiple HLA class II-

binding HIV-1 CD4+ T cell epitopes, can induce broad, polyfunc-

tional, long-lived CD4+ and CD8+ T cell responses. Moreover, these

CD4+ T cell responses had significant central and effector memory

components. We believe the combined administration of this vaccine

concept may provide sustained help for CD8+ T cell –as well as

antibody responses- elicited by other AIDS vaccines.

Figure 5. Longevity of the antigen specific cellular immune response induced by HIVBr18. BALB/c mice immunized with HIVBr18 were
euthanized at the indicated time points after the last immunization. Splenocytes were cultured in the presence of pooled HIV-1 peptides. Percentage
of proliferating CD3+CD4+ (A) and CD3+CD8+ (B) T cells, 2 (white bar), four (dark gray bar), twelve (black bar) and 24 weeks (striped bar) after last
injection. Values of proliferating (CFSElow) CD3+CD4+ T cells from the pVAX1 group after background subtraction were 0.11%; 0.24%; 0% and 0.03% at
2, 4, 12 and 24 weeks respectively. Values of CD3+CD8+ CFSElow cells were always below 0.1%; (C) Frequencies of IFNc and IL-2- secreting cells as
measured by ELISPOT assay. Values from the pVAX1 immunized group were always below 5 SFU/106 cells; (D) After 48 hours of incubation with
pooled HIV-1 peptides, culture supernatants were analyzed for the presence of IFNc, TNFa, IL-2, IL-4 and IL-5 using the mouse Th1/Th2 cytokine
cytometric bead array (CBA). NT = not tested; *p,0.05, **p,0.01, ***p,0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0016921.g005
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Methods

Construction of DNA plasmid encoding multiple HIV-1
epitopes

We designed a multiepitope construct containing the mamma-

lian codon optimized nucleotide sequences of the 18 HIV-1 CD4

epitopes described previously by Fonseca et al. [26]: p17(73–89),

p24 (33–45), p24 (131–150), p6 (32–46), pol (63–77), pol (136–

150), pol (785–799), gp41(261–276), gp160 (19–31), gp160 (174–

185), gp160 (188–201), gp160 (481–498), rev (11–27), vpr (58–72),

vpr (65–82), vif (144–158), vpu (6–20) and nef (180–194). Epitope

sequences, assembled in tandem in the above mentioned order, had

GPGPG spacers at C and N termini, to avoid the creation of

junctional epitopes and interference with processing and presen-

tation [54]. The artificial gene (EZBiolab) was cloned into the

HindIII/XhoI restriction site of the pVAX1 vector (Invitrogen) to

generate the HIVBr18 plasmid, as previously described [27]. DNA

vaccine was purified using the Endofree Plasmid Giga Kit from

Qiagen according to manufacturer’s instructions.

Ethics Statement
Mice were housed and manipulated under SPF conditions in

the animal care facilities of the Institute of Tropical Medicine,

University of São Paulo (IMT/FMUSP). Experiments were

performed in accordance to the guidelines of the Ethics committee

of University of São Paulo (CAPPesq- HCFMUSP) and approved

under protocol number 775-06.

Mice and Immunizations
Six to eight week-old female BALB/c mice were used in this

study. Mice were housed and manipulated under SPF conditions

in the animal care facilities of the Institute of Tropical Medicine,

University of São Paulo (IMT/FMUSP). Six mice per group were

injected with 10 mM cardiotoxin (Sigma) five days before

immunization. At weeks 0, 2 and 4, plasmid DNA HIVBr18 or

empty vector pVAX1 was administered intramuscularly. Each

quadriceps was injected with 50 mL of DNA at a concentration of

1 mg/mL in saline such that each animal received a total of 100 mg

of plasmid DNA. Two weeks after the last DNA injection, mice

were euthanized with CO2.

Peptides
The eighteen multiple HLA-DR binding, frequently recognized

peptides, derived from the conserved regions of HIV-1 B subtype

consensus and selected from the whole proteome [26] were

synthesized in house by solid phase technology using the 9-

fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) strategy, with the C- terminal

carboxyl group in amide form [55]. Peptide purity and quality

were assessed by reverse-phase high performance liquid chroma-

tography and mass spectrometry and was routinely above 90%.

Spleen cell isolation for immune assays
Two weeks after the last immunization, mice were euthanized

and spleens were removed aseptically. After obtaining single cell

suspensions, cells were washed in 10 mL of RPMI 1640. Cells

were then resuspended in R-10 (RPMI supplemented with 10% of

fetal bovine serum (GIBCO), 2 mM L-glutamine (Sigma), 10 mM

Hepes (Sigma), 1 mM sodium piruvate, 1% vol/vol non-essential

aminoacid solution, 40 mg/mL of Gentamicin, 20 mg/mL of

Peflacin and 561025 M 2- mercaptoetanol (SIGMA). The

viability of cells was evaluated using 0.2% Trypan Blue exclusion

dye to discriminate between live and dead cells. Cell concentration

was estimated with the aid of a Neubauer chamber and adjusted in

cell culture medium.

Detection of IFNc or IL-2 producing cells by ELISPOT
assay

Splenocytes from HIVBr18 or pVAX1 immunized mice were

assayed for their ability to secrete IFNc or IL-2 after in vitro

stimulation with 5 mM of individual or pooled HIV-1 peptides

using an ELISPOT assay. The ELISPOT assay was performed

using Becton Dickinson murine IFNc and IL-2 ELISPOT kits

according to manufacturer’s instructions. Spots were counted

using an automated stereomicroscope (KS ELISPOT, Zeiss,

Oberkochem, Germany). The number of antigen- specific T cells,

expressed as spot-forming units (SFU)/106 splenocytes, was

calculated after subtracting negative control values (medium only).

The positivity cutoff was calculated as the mean + 3 SD of

splenocytes from pVAX1 immunized mice, stimulated with all

peptides. The cutoff for IFNc and IL-2 was 15 SFU/106

splenocytes.

Cytometric Bead array
One million splenocytes were added to each well of 96 well

round-bottomed plates and incubated at indicated time points in

the presence 5 mM of pooled HIV-1 peptides. Supernatants

harvested from cultures at the indicated times were stored at

220uC until cytokine analysis was performed. IL-2, IL-4, IL-5,

TNFa and IFNc were detected simultaneously using the

mouseTh1/Th2 cytokine cytometric bead array (CBA) kit (BD

PharMingen), according to the manufacturer’s instructions. The

range of detection was 20–5000 pg/mL for each cytokine.

CFSE-based proliferation assay
To monitor the expansion and proliferation of HIV-specific T

cells, splenocytes from HIVBr18 or pVAX1 immunized mice were

labeled with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) [56].

Briefly, freshly isolated splenocytes were resuspended (506106/

mL) in PBS and labeled with 1.25 mM of CFSE (Molecular

Probes) at 37uC for 10 minutes. The reaction was quenched with

RPMI 1640 supplemented with 10% FBS and cells were washed

before resuspending in RPMI 1640 at a density of 1.56106/mL.

Cells were cultured in 96 well round-bottomed plates (36105/well

in triplicate) for 5 days at 37uC and 5% CO2 with medium only or

Figure 6. Memory T cell kinetics after immunization with
HIVBr18. Two and 24 weeks after the last immunization with HIVBr18
or the empty vector pVAX1, spleen cells from 6 BALB/c mice were
cultured in the presence of pooled HIV-1 peptides. Simultaneous
assessment of antigen-specific cytokine production and T cell memory
phenotype was performed in gated CD3+CD4+ cells. Analysis of CD44
and CD62L expression was determined on gated CD3+CD4+ cells. IFNc
and/or IL-2 producing effector (CD44hi CD62Llow) and central memory
(CD44hi CD62Lhi) CD4+ T cells are depicted.
doi:10.1371/journal.pone.0016921.g006
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5 mM of HIV peptides. Positive controls were stimulated with

2.5 mg/mL of Concanavalin A (Sigma). Cells were then harvested,

washed with 100 mL of FACS buffer (PBS with 0.5% BSA and

2 mM EDTA) and stained with anti-mouse CD3 phycoerythrin

(PE), anti-mouse CD4 peridinin chlorophyll protein (PerCP) and

anti-mouse CD8 allophycocyanin (APC) monoclonal antibodies

(BD Pharmingen, San Jose, CA) for 45 minutes at 4uC. To analyze

the memory phenotype of proliferating cells we stained the cells

with anti-CD3 APCCy7, anti-CD4 PerCP, anti-CD8 PECy7, anti-

CD44 PE and anti-CD62L APC monoclonal antibodies (BD

Pharmingen). Cells were then washed twice with FACS buffer,

fixed with 4% paraformaldehyde, and resuspended in FACS

buffer. Samples were acquired on a FACSCanto flow cytometer

(BD Biosciences) and then analyzed using FlowJo software (version

9.0.2, Tree Star, San Carlo, CA). Fifty thousand events

(proliferation evaluation) and 100,000 events (memory phenotype)

were acquired in a live lymphocyte gate. The percent of

proliferating CD4 + and CD8+ CFSElow cells was determined in

the CD3+ cell population. The criteria for scoring as positive the

proliferating cell cultures included CFSElow cells . cutoff. The

cutoff of unspecific proliferative response was determined based on

the median percentage of proliferating cells (% of CD3+CD4+ or

CD3+CD8+ CFSElow cells) on splenocytes from pVAX1 immu-

nized groups after stimulating with individual peptides +3 standard

deviation (SD).

Analysis of polyfunctional HIV-specific T cell responses
Splenocytes from immunized mice were labeled with CFSE as

described above. CFSE-labeled cells were incubated at a density of

2.56106 cells/mL and cultured in 96 well round-bottomed plates

(56105/well in triplicate) for 4 days at 37uC and 5% CO2 with

medium only or pooled HIV peptides (5 mM). After 4 days of

incubation, cells were restimulated in the presence of 2 mg/mL

anti-CD28 (BD Pharmingen), 5 mM of pooled HIV peptides and

Brefeldin A- GolgiPlugTM (BD Pharmingen) for the last 12 hours.

After the incubation period, cells were washed with FACS buffer

and surface stained using monoclonal antibodies to CD8-Alexa700

and CD4-PerCP for 30 minutes at 4uC. Cells were fixed and

permeabilized using the Cytofix/CytopermTM kit (BD Pharmin-

gen). Permeabilized cells were washed with Perm/Wash buffer

(BD Biosciences) and stained with monoclonal antibodies to CD3-

APCCy7, IL2-PE, TNFa-PECY7 and IFNc-APC for 30 minutes

at 4uC. Following staining, cells were washed twice and

resuspended in FACS buffer. All antibodies were from BD

Pharmingen. Samples were acquired on a FACSCanto flow

cytometer (BD Biosciences) and then analyzed using FlowJo

software (version 9.0.2, Tree Star, San Carlo, CA). Each analysis

was gated on forward (FSC)/side scatter (SSC) lymphocytes

(500,000 events) and CD3+ T cells followed by a subsequent gate

on CD4+ or CD8+ populations. After identification of CD4+ and

CD8+ populations, a gate was done in each positive population for

IFNc, TNFa and IL-2 expression. In addition, we used the

Boolean gate (FlowJo software (version 9.0.2, Tree Star, San

Carlo, CA)) platform to create several combinations of the three

cytokine (IL-2, TNFa and IFNc) within CFSElow population

resulting in seven distinct patterns. The percentages of cytokine-

producing cells were calculated by subtracting background values.

For each flow cytometry experiment performed in this paper,

unstained and all single-color controls were processed to allow

proper compensation.

Data Analysis
Statistical significance (p-values) was calculated by using One-

way ANOVA and Tukey’s honestly significantly different (HSD).

Statistical analysis and graphical representation of data was

performed using GraphPad Prism version 5.0 software.

Supporting Information

Figure S1 Proliferative responses of CD4+ and CD8+ T
cells from pVAX1 immunized mice against pooled HIV-1
peptides. BALB/c mice were immunized with the empty vector

pVAX1. Two weeks after the last dose, pooled spleen cells from 6

mice were labeled with CFSE (1.25 mM) and cultured for 5 days in

the presence of 5 mM of pooled HIV-1 peptides. Cells were

analyzed by flow cytometry and CFSE dilution on gated

CD3+CD4+ or CD3+CD8+cells was used as a readout for

antigen-specific proliferation. Representative dot plots of CD4+

(left) and CD8+ (right) T cell proliferation (% CFSElow cells) from

splenocytes stimulated with medium or pooled HIV-1peptides.

Data are representative of nine independent immunization

experiments.

(TIF)

Figure S2 Immunization with HIVBr18 induces a HIV-1
peptide-specific type 1 cytokine response. Splenocytes

from immunized BALB/c mice were cultured in the presence of

pooled HIV-1 peptides. After 48 hours, levels of IFNc, TNFa, IL-

2, IL-4 and IL-5 in culture supernatants were measured using the

mouse Th1/Th2 cytokine cytometric bead array (CBA) by flow

cytometry. Representative dot plot profiles of the 6-plex Th1/Th2

cytokine CBA assay for culture supernatants from pVAX1 (left)

and HIVBr18 (right) immunized mice after stimulation with

pooled HIV-1 peptides.

(TIF)

Figure S3 Polyfunctional CD4+ T cells produce higher
cytokine levels on a per cell basis than single cytokine-
producing CD4+ T cells. Two weeks after the last immuniza-

tion with HIVBr18, spleen cells from 6 BALB/c mice were labeled

with CFSE and cultured in the presence of pooled HIV-1 peptides

or medium only for 4 days. On day 4, cells were pulsed for

12 hours with pooled HIV-1 peptides or medium in the presence

of costimulatory antibody and Brefeldin. Multiparameter flow

cytometry was used to identify polyfunctional and single cytokine-

producing CD3+CD4+ T cells. Intracellular cytokine levels

expressed as MFI values are compared for CFSElow cells

producing all 3 tested cytokines (polyfunctional cells) and CFSElow

cells producing a single cytokine. MFI values for IFNc (left),TNFa
(middle) and IL-2 (right).

(TIF)

Figure S4 Proliferative responses and cytokine produc-
tion in splenocytes from pVAX1 immunized mice. Two

weeks after the last immunization with the empty vector pVAX1,

spleen cells from 6 BALB/c mice were labeled with CFSE and

cultured in the presence of pooled HIV-1 peptides or medium only

for 4 days. On day 4, cells were pulsed for 12 hours with pooled

HIV-1 peptides or medium in the presence of costimulatory

antibody and Brefeldin A. CFSE and intracellular cytokine

staining were used to simultaneously assess proliferation and

IFNc, TNFa or IL-2 production. Frequencies of antigen-specific

cytokine-producing T cells in proliferating (CFSElow) and non

proliferating (CFSEhi) gates are displayed.

(TIF)

Table S1 Peptide binding predictions for H-2d MHC
class I and class II.

(PDF)
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