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ANÁLISE DE ASPECTOS FENOTÍPICOS E FUNCIONAIS DE CÉLULAS CD8 POSITIVAS NA 

INFECÇÃO IN VITRO PELO VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA HUMANA DO TIPO 1. 

  

 RESUMO 

 

 TESE DE DOUTORADO 

 

 Lúcia Renata Meireles de Souza 

 

 

Células CD8+ participam do controle da infecção pelo HIV-1 através de atividades citolítica e 

não-citolítica (supressora da replicação viral). Contudo, durante a progressão da infecção, são 

observadas alterações em sua diferenciação e função. Várias razões para tal são postuladas, 

incluindo a suscetibilidade do próprio linfócito T CD8+ à infecção pelo HIV-1. Neste estudo, 

analisamos os efeitos da infecção in vitro pelo HIV-1 sobre o fenótipo de células CD8+. 

Comparado às culturas não-infectadas, observamos aumento de células CD8+ CD57+ e 

CD45RO+, bem como daquelas de estágio intermediário, enquanto a expressão do fenótipo naive 

diminuiu, sem que houvesse aquisição do fenótipo efetor, padrão este mais evidente em culturas 

infectadas por vírus X4 que R5, e semelhante ao que é encontrado in vivo. A função da população 

expandida CD8+CD57+ foi avaliada em um segundo estudo e, ao inibir a proliferação celular, 

inibe, desse modo, a replicação viral. Nosso terceiro estudo objetivou analisar se a infecção 

produtiva de células CD8+ pelo HIV-1 afetaria seu papel na supressão viral. Nestes experimentos 

in vitro, utilizamos citocinas c que se apresentam alteradas na infecção pelo HIV-1, tais como 

IL-2, IL-7 e IL-15. Paradoxalmente, IL-2 e IL-15 modulam ambos os papéis exercidos por 

células CD8+ na infecção, como alvos e supressores de replicação viral. Em parte, isto se explica 

pela cinética mais lenta do vírus nestas células CD8+, tornando-as reservatórios em potencial. 

Ainda, como células dendríticas (DC) produzem IL-15, avaliamos em um quarto estudo se esta 

citocina, de forma endógena ou exógena, afetaria a suscetibilidade e atividade antiviral de células 

CD8+ frente ao HIV-1 em co-cultura com DC autólogas. De fato, IL-15 parece ser um 

importante estímulo para a atividade supressora de células CD8+ neste modelo mais fisiológico 

de replicação viral, embora também promova a infecção das mesmas células CD8+ quando em 

co-cultura com DC. Esta infecção após contato com DC autólogas pulsadas com HIV-1 poderia 

ser explicada pela co-expressão de CD4 e CXCR4, provavelmente facilitada pela interação 

CD28/B7, já que encontramos em células CD8+CD28+ níveis maiores de expressão destes 

receptores, bem como maior produtividade de HIV-1, que em células CD8+CD28-. Portanto, 

terapias que utilizem as citocinas c IL-2 ou IL-15 devem levar em consideração não só a 

ativação de reservatórios de células CD4+, mas também de células CD8+. 
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ABSTRACT 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

Lúcia Renata Meireles de Souza 

 

 

CD8+ T cells contribute to control HIV-1 infection via cytotoxic and non-lytic suppressor 

activities. However, during progression of disease, it is observed that CD8+ T cells present 

impairment of differentiation and function. Many reasons for this disturbance in the physiology 

of CD8+ cells are discussed, including their own susceptibility to HIV-1 infection. In this study, 

we analysed the effects of in vitro HIV-1 infection on phenotype of CD8+ cells. Compared to 

non-infected cultures, there was an increase of CD57+ and CD45RO+ CD8+ T cells, with 

diminished expression of the naïve phenotype. On the other hand,  the activated/memory as well 

as the intermediary subset were augmented, without acquisition of the effector phenotype, a 

pattern similar to that observed in vivo, and more clearly seen in cultures infected by X4 than R5 

virus. We then evaluated in a second study the function of the expanded CD8+CD57+ subset. We 

found that these cells were able to inhibit cell proliferation and, thus, viral replication. Our third 

work was aimed to investigate if productive infection of CD8+ T cells may affect the outcome of 

suppressor assays in vitro. We analysed the effects of c-cytokines altered during HIV-1 

infection, like IL-2, IL-7 and IL-15. Paradoxically, IL-2 and IL-15 modulated both roles of CD8+ 

T cells in HIV-1 infection: targets and suppressors of viral replication. This may in part be 

explained by the slower kinetics of viral production by CD8+ T cells compared to CD4+ T cells, 

what may make them potential virus reservoirs. Since virus-stimulated dendritic cells are able to 

produce IL-15, which we demonstrated to promote productive HIV-1 infection of CD8+ T cells 

as well as their non-cytolytic antiviral function, we also evaluated in a fourth study, the role of 

endogenous and exogenous IL-15 on X4 HIV-1 production in co-cultures with autologous DC. 

Indeed, IL-15 seems to be an important stimulus for CD8+ antiviral activity, albeit it promotes 

productive HIV-1 infection in DC/CD8+ co-cultures. Infection of CD8+ cells in contact to 

autologous DC could be explained by their co-expression of CD4 and CXCR4, probably 

supported by CD28/B7 interaction, since in our studies we found that CD8+CD28+ cells 

presented higher levels of expression of co-receptors and HIV-1 productivity than CD8+CD28- 

cells. Thus, therapies using either c-cytokines IL-2 or IL-15 in HIV-1 infection might consider 

the activation not only of CD4+ T cells reservoirs, but also of CD8+ T cells. 
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AICD  Activation Induced Cell Death ou morte celular induzida por ativação 

AIDS Acquired ImmuneDeficiency Syndrome  

ou síndrome da imunodeficiência adquirida 
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CD  Cluster of Differentiation ou grupamento de diferenciação 

CBMC  Cord Blood Mononuclear Cells ou células mononucleares de cordão umbilical 

CMV  Citomegalovírus 

CTL  Cytotoxic T Lymphocytes ou linfócitos T citotóxicos  

DC   Dendritic Cell ou célula dendrítica 

DC-SIGN  DC Specific ICAM-3 Grabbing Nonintegrin (CD209)  

HAART Highly Active Antiretroviral Therapy ou terapia anti-retroviral altamente ativa 
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IL  Interleukin ou interleucina 

iNKR  receptores inibidores de NK 
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MDC  Macrophage-Derived Chemokine ou quimiocina derivada de macrófago 

MIP1α  Macrophage Inflamatory Protein-1α ou proteína 1α inflamatória de macrófago 

MIP1β  Macrophage Inflamatory Protein-1β ou proteína 1β inflamatória de macrófago 

NK Natural Killer 
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PBMC  Peripheral Blood Mononuclear Cells  
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PHA  Phytohemaglutinin ou fitohemaglutinina 

RANTES Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted 

  ou fator expresso e secretado normalmente por células T e regulado por ativação 

RT  Reverse Transcriptase ou Transcriptase Reversa 

SDF  Stromal cell–Derived Factor ou fator derivado de célula do estroma 

SI  Syncicium Inducer ou indutores de sincícios 

SIV  Vírus de Imunodeficiência de Símios 

Tc  T citotóxica 

TCM  TCENTRAL MEMORY ou T de memória central 
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GLOSSÁRIO 

 

Cadeia γ comum (γC) - é uma cadeia polipeptídica transmembranar (CD132) que é comum ao 

subgrupo dos receptores de citocinas de classe I. Tem papel importante na sinalização intracelular 

mediada por esses receptores (ex: IL-2/4/7/15/21RγC). 

CAF - fator antiviral de células T CD8+ que inibe a replicação de HIV ao suprimir a expressão de 

proteínas virais dirigidas por LTR. 

CCR5 - receptor de quimiocina cujos ligantes naturais são precisamente MIP-1, MIP-1 e 

RANTES. É o principal co-receptor para os vírus M-trópicos. 

CD27 - é uma molécula transmembranar que, junto com receptores de TNF, CD40 e Fas (CD95) 

pertence à superfamília TNF/NGF-R. Interage com a molécula co-estimulatória CD70 e é 

necessária para a geração e manutenção da memória de célula T. 

CD4 - é um co-receptor de células do sistema imunológico do tipo T, macrófagos, monócitos e 

células dentríticas, presentes na pele e em mucosas, principalmente dos órgãos genitais. É uma 

proteína receptora da glicoproteina gp120 do vírus HIV. 

CD45R - participa da transdução de sinal, provavelmente através de sua atividade proteína 

tirosina fosfatase, com substratos principais incluindo Lck e Fyn. Isoformas CD45RA e 

CD45RO. Após ativação celular, ocorre transição de expressão de CD45RA para CD45RO. 

CD57 (conhecida como antígeno Leu-7 ou HNK-1) - é uma glicoproteína expressa em células 

NK e subpopulações de células CD4+ ou CD8+ em indivíduos normais. 

CD8 - trata-se de uma glicoproteína expressa na superfície de células T citotóxicas. Liga-se a 

molécula MHC classe I. 

Citocinas c - são um subgrupo das hematopoietinas que utilizam o receptor comum gama. 

Co-receptor - é uma proteína de superfície celular que aumenta a sensibilidade do receptor de 

antígeno, unindo-se a ligantes correlatos e participando da sinalização para ativação. CD4 e CD8 

são co-receptores MHC-ligantes em células T, ao passo que CD19 faz parte de um complexo que 

constitui o co-receptor de células B. Ou, no caso da infecção pelo HIV, co-receptor de ligação à 

molécula gp120, importante para o tropismo celular. 

CXCR4 ou fusina - receptor de quimiocina, membro da superfamília de receptores de sete 

domínios transmembranares acoplado à proteína G. Junto com CD4, CXCR4 é necessário para a 

fusão com envelope de cepas T-trópicas, mas não M-trópicas.   
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Ensaio agudo - mede a atividade antiviral de linfócitos CD8+ utilizando-se uma variedade de 

vírus e diferentes alvos celulares CD4+. 

Ensaio endógeno - mede a capacidade de células T CD8+ de um indivíduo infectado suprimir a 

replicação de seus próprios vírus crescendo em suas células T CD4+. 

HIV-1 R5 - CCR5-específico, geralmente correspondente aos variantes M-trópicos e NSI. 

HIV-1 X4R5 - usa ambos CXCR4 e CCR5, geralmente correspondente aos variantes duo-

trópicos. 

HIV-1 X4 - CXCR4-específico, geralmente correspondente às cepas T-trópicas e SI. 

Naïve -  célula “virgem” ou “não-primada”. 

Quimiocinas - fazem parte de uma família especializada de citocinas, que funcionam como 

potentes mediadores da inflamação, pela habilidade de recrutar e ativar subpopulações 

específicas de leucócitos. As quimiocinas são uma grande familia de citocinas estruturalmente 

homólogas que estimulam o movimento dos leucócitos e regulam a migração destes do sangue 

para os tecidos, são citocinas quimiotáticas. As quimiocinas envolvidas em reações inflamatórias 

são produzidas por leucócitos em resposta a estímulos externos, e as quimiocinas que regulam o 

tráfego celular através dos tecidos são produzidas constitutivamente por várias células nesses 

tecidos. 

RANTES – trata-se de uma quimiocina, também denominada CCL5. RANTES é quimiotática 

para células T, eosinófilos e basófilos, cujo papel ativo está no recrutamento de linfócitos para os 

locais de inflamação. Com a ajuda de certas citocinas (como IL-2 e IFN-γ) que são liberadas por 

células T, RANTES induz também a proliferação e a ativação de determinadas células NK, para 

formar células CHAK (quimiocinas-CC ativadoras de morte).  

Receptores Homing - moléculas de adesão expressas na superfície de linfócitos que são 

responsáveis pelas diferentes vias de recirculação de linfócitos e endereçamento tecidual. 

Receptores homing ligam moléculas expressas nas células endoteliais, em particular no leito 

vascular. 
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INTRODUÇÃO 
 

 

I. INFECÇÃO PELO HIV-1: 

 

I. 1. HIV-1, tropismos celulares e co-receptores: 

 

O Vírus de Imunodeficiência Humana tipo-1 (HIV-1) foi isolado três anos após os 

primeiros casos de Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) serem relatados em 1981. 

HIV-1 é membro da família Retroviridae, a qual é caracterizada pela enzima Transcriptase 

Reversa (RT), que permite ao vírus copiar seu RNA em DNA dupla-fita, de modo a se replicar. 

Dentro desta família, o HIV é classificado como um lentivírus, assim como o SIV (Vírus de 

Imunodeficência de Símios) e FIV (Vírus de Imunodeficiência de Felinos), devido à progressão 

geralmente gradual da doença. HIV-1 é a causa mais comum de AIDS, mas o HIV-2, que difere 

em seu genoma e antigenicidade, é menos patogênico, causando uma síndrome clinicamente 

semelhante, mas em um período mais prolongado. Este último ocorre mais na África Oriental e 

Índia, enquanto o HIV-1 tem causado uma pandemia mundial (revisado em Levy, 1993; 

Rowland-Jones, 2003). 

 O genoma do HIV-1 apresenta a mesma organização de sequências típica dos retrovírus. 

Em cada extremo do genoma, os LTRs (domínios repetitivos longos terminais) regulam a 

integração do vírus no genoma do hospedeiro, expressão dos genes virais, e replicação viral. As 

três maiores regiões codificantes são gag, pol e env, que codificam, respectivamente, proteínas 

estruturais, as enzimas necessárias à replicação viral, transcriptase reversa (RT), integrase e 

protease viral, e as glicoproteínas do envelope, gp120 e gp41 (revisado em Emerman e Mali, 

1998). 

 A infecção de uma célula pelo HIV-1 inicia-se quando o complexo glicoproteico do 

envelope liga-se tanto à molécula CD4 como também a um co-receptor membro da família dos 

receptores de quimiocinas (revisado em Berger et al., 1999). Este modelo CD4-dependente é a 

via mais importante de fusão/ entrada/infecção pelo HIV-1, porém, tem sido descritas interações 

Env/co-receptor na ausência de CD4 para HIV-2 (Endres et al., 1996; Potempa et al., 1997; 

Reeves & Schulz, 1997; Borsetti et al., 2000), SIV (Potempa et al., 1997; Martin et al., 1997; 

Edinger et al., 1997), e HIV-1 (Bandres et al., 1998; Hesselgesser et al., 1997; Dumonceaux et 

al.,  1998;  Borsetti et  al., 2000).  Sugere-se  que  as  moléculas  gp120  que  interagem  com  co- 
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receptores de maneira CD4-independente já sofreram (ao menos parcialmente) mudanças 

conformacionais normalmente induzidas por CD4. 

Os principais alvos de infecção pelo HIV-1 são os linfócitos T CD4+ e células da 

linhagem monocitária. Porém, qualquer célula que expresse a molécula CD4 conjuntamente ao 

co-receptor apropriado pode, potencialmente, ser infectada. Evidências de que a molécula CD4 

seria o principal receptor do HIV-1 baseiaram-se nos primeiros achados de que ocorria uma 

destruição seletiva de células CD4+ durante a infecção e de estas células CD4+ serem as únicas 

infectadas in vitro, o que foi confirmado pelas observações de que anticorpos monoclonais anti-

CD4 inibiam a infecção in vitro (McDougal et al., 1986; Maddon et al., 1986).  

Contudo, estudos envolvendo a transfecção de CD4 em células não-humanas sugeriu que 

outros receptores seriam necessários para a entrada eficiente do vírus HIV-1 no interior da célula 

(Maddon et al., 1986; Alkhatib et al., 1996; Broder & Berger, 1995). Um segundo fenômeno que 

indicava o papel de co-receptores era a existência de diferentes tropismos celulares para 

diversos isolados de HIV-1, que não apresentavam correlação com a expressão de CD4. Todos os 

isolados de HIV-1 podem infectar e se replicar em células T ativadas “in vitro”. Porém, alguns 

isolados de HIV-1 infectam culturas primárias de macrófagos, mas não linhagens T (vírus 

macrófago-trópico ou M-trópico), enquanto outros isolados infectam linhagens T, mas não 

macrófagos (vírus T-trópico) (Cheng-Mayer et al., 1988; Fenyo et al., 1989). Alguns isolados 

ainda infectam ambos os tipos celulares (vírus duo-trópicos). Além disso, isolados de HIV-1 são 

denominados indutores de sincícios (SI) quando induzem a formação de células gigantes, ou 

sincícios, em algumas linhagens T in vitro, enquanto os que não induzem são chamados não-

indutores de sincício (NSI). Existe uma sobreposição considerável, embora incompleta, entre os 

fenótipos T-trópico e SI e entre M-trópico e NSI.  

Hoje, sabemos que estes tropismos estão relacionados à expressão de diferentes 

receptores de quimiocinas em macrófagos e células T (veja figura I.1). A proteína chamada 

fusin ou fusina, mais tarde CXCR4, cujo ligante natural é o fator derivado de célula de estroma 

(stromal cell–derived factor-SDF) (Bleu et al., 1996; Oberlin et al., 1996), é um receptor de 

quimiocina, membro da superfamília de receptores de sete domínios transmembranares acoplado 

à proteína G. Junto com CD4, CXCR4 é necessário para a fusão com envelope de cepas T-

trópicas, mas não M-trópicas. Posteriormente, foi visto que SDF-1 inibe infecção de vírus T-

trópicos via CXCR4, sem efeito em vírus M-trópicos (Oberlin et al., 1996).  É  ainda  interessante  
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citar que certos isolados HIV-2 e HIV-1 T-trópicas podem utilizar CXCR4 diretamente para 

entrada na ausência de CD4 (Endres et al., 1996). 

Cocchi e colaboradores (Cocchi et al., 1995) identificaram fatores supressores derivados 

de células T CD8+, como as CC-quimiocinas RANTES, MIP-1 e MIP-1, e por ter sido 

demonstrado que estas CC-quimiocinas suprimiam a infecção por cepas M-trópicas, mas não T-

trópicas, procurou-se por receptores de CC-quimiocinas como co-receptor em potencial de cepas 

M-trópicas. Um novo receptor de quimiocina (CCR5, quinto receptor de CC-quimiocina) foi 

identificado, cujos ligantes naturais eram precisamente MIP-1, MIP-1 e RANTES (Samson et 

al., 1996; Combadiere et al., 1996; Raport, 1996), e, assim, demonstrou-se que CCR5 é o 

principal co-receptor para os virus M-trópicos (Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Alkhatib et 

al., 1996; Choe et al., 1996; Doranz et al., 1996).  

De acordo com estes achados, Berger et al. (1998) propuseram uma nova nomenclatura 

para o fenótipo de HIV-1: X4 (CXCR4-específico, geralmente correspondente às cepas T-

trópicas e SI), R5 (CCR5-específico, geralmente correspondente aos variantes M-trópicos e NSI) 

e X4R5 (usando ambos CXCR4 e CCR5, geralmente correspondente aos variantes duo-trópicos). 

De fato, existe uma grande correlação entre o fenótipo biológico (incluindo tropismo) e o uso de 

co-receptor, mas não com os subtipos genéticos de HIV-1 (Zhang et al., 1996; Bjorndal et al., 

1997; Trkola et al., 1998). 

Estes fenótipos parecem ter importância na transmissão e patogênese de HIV-1 (veja 

figura I.2). Mudanças de fenótipo viral foram observadas em diferentes estágios da infecção pelo 

HIV-1 (revisado em Miedema et al, 1994; Berger et al, 1999; Rowland-Jones, 2003).  Os 

isolados M-trópicos ou R5 são o fenótipo viral predominante em indivíduos recém-infectados 

(Zhang et al., 1993; Zhu et al., 1993). Em uma fase tardia da infecção, surge o fenótipo T-

trópico/SI ou X4 em aproximadamente 50% dos indivíduos HIV-1-infectados, o que é seguido de 

um rápido declínio da contagem T CD4+ e progressão clínica da doença (Tersmette et al., 1989a, 

1989b; Schuitemaker et al., 1992; Koot et al., 1993; Richman & Bozzette, 1994; Connor et al., 

1997; Glushakova et al., 1999). O uso de CXCR4 promoveu a depleção de células T CD4+ em 

tecidos linfóides ex vivo (Glushakova et al., 1997; Penn et al., 1999) ou no modelo SCID 

(Picchio et al., 1998), sugerindo seu papel no declínio das células T CD4+ ao longo da 

progressão da infecção in vivo. Contudo, HIV-1 R5 ou X4 foram igualmente citopáticos para 

alvos T em tecido linfóide humano (Grivel & Margolis, 1999).  
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Células T do tipo Helper 1 (TH1) apresentam principalmente o co-receptor CCR5 

(Loetscher et al., 1998), cuja expressão é aumentada após ativação, o que explicaria em parte a 

queda precoce de células T CD4+ antígeno-específicas na infecção pelo HIV-1 (Clerici et al., 

1989a). Por outro lado, o co-receptor CXCR4 é mais encontrado em células T naive (Bleul et al., 

1997).  

 

 

                        

                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I.1. Tropismo de HIV-1 de acordo com o modelo de uso de co-receptores CCR5 ou CXCR4. 

Entrada de vírus M-trópicos é bloqueada pelos ligantes de CCR5: MIP-1α, MIP-1β e 

RANTES, enquanto a entrada de vírus T-trópicos é bloqueada pelo ligante de CXCR4: SDF-1. 

Figura adaptada a partir de Fauci (1996). 
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I.2. História Natural da Infecção pelo HIV-1: 

 

Clinicamente, a infecção pelo HIV-1 pode ser dividida em três fases (figura I.2). Durante 

a fase inicial, conhecida como infecção primária, o vírus se replica infectando células que 

expressam CD4 e o co-receptor apropriado, geralmente o CCR5. Desde o começo da infecção, as 

células T CD4+ são as células alvo principais (revisado por Haase, 1999; Rowland-Jones, 2003). 

Dentro de dias após a primeira exposição ao HIV-1, uma replicação viral abundante pode ser 

detectada nos linfonodos. Esta replicação leva à uma viremia com altos níveis de partículas virais 

detectáveis, que pode ser acompanhada de uma síndrome aguda de HIV-1, com sintomas 

semelhantes à mononucleose (Quinn, 1997). Em poucas semanas, o nível plasmático viral decai, 

coincidindo com o desenvolvimento de uma resposta imunitária ao HIV-1. É nesta fase que 

ocorre a soroconversão (Daar et al., 1991; Clark et al., 1991). O papel ou importância da 

imunidade humoral em relação à celular é debatido. Anticorpos neutralizantes são há muito 

descritos na literatura (Ho et al., 1985; Robert-Guroff et al., 1985; Weiss et al., 1985), porém 

isolados primários de HIV-1 são bem menos suscetíveis à neutralização que aqueles adaptados 

em laboratório (Mathews, 1994). 

          A resposta imunitária celular HIV-1-específica pode ser detectada durante a síndrome viral 

aguda e correlaciona-se com o controle da viremia plasmática (Pantaleo et al., 1994; Borrow et 

al., 1994; Koup et al., 1994, Wilson et al., 2000). A atividade supressora não-citolítica de células 

T CD8+ também foi identificada nesta fase (Mackewicz et al., 1994b). Os efeitos combinados de 

CTL e outros componentes da resposta imunitária levam a viremia a um plateau mais baixo. 

A segunda fase da infecção pelo HIV-1 é caracterizada por um longo período 

assintomático, onde ocorrem dois eventos fisiopatológicos característicos desta fase: a replicação 

viral contínua nos órgãos linfóides periféricos (Pantaleo et al., 1993) e a perda gradual de células 

T CD4+, bem como de sua atividade (Clerici et al., 1989a, 1989b; Gruters et al., 1991; Musey et 

al., 1999). Este período é de latência clínica, mas de replicação viral ativa. Porém, uma das 

características do HIV, como de outros retrovírus, é sua capacidade de estabelecer uma infecção 

latente, na qual os provírus permanecem quiescentes. Isto parece acontecer em células T CD4+ 

de memória e macrófagos, importantes reservatórios da infecção, que passam a produzir as 

partículas virais quando ativadas por um sinal apropriado (revisado em Mann, 1996). As células 

infectadas são detectáveis nos órgãos linfóides periféricos, e seus números correlacionam-se 

diretamente  com  os   níveis  plasmáticos  de  vírus,  sugerindo  que  a  principal  fonte  de  vírus  
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plasmático sejam os tecidos linfóides (Pantaleo et al., 1991; Embretson et al., 1993; Pantaleo et 

al., 1993; Harris et al., 1997; Hockett et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I. 2. Esquema do curso da infecção pelo HIV-1, ilustrando a relação entre carga viral, 

contagem de células T CD4+, células T CD8+ HIV-1-específicas, e evoluçao viral.  

Adaptado a partir de Rowland-Jones (2003). 

 

A fase final da infecção é caracterizada pelo surgimento da imunodeficiência com 

manifestações clínicas. Os eventos que precedem o desenvolvimento da AIDS (em um ou dois 

anos), são o aumento da carga viral plasmática, com replicação viral ocorrendo em muitos sítios 

além dos tecidos linfóides (Reinhart et al., 1997), e um declínio mais rápido de linfócitos CD4+ .  
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Em alguns casos, a progressão da doença está associada à evolução de vírus R5 para X4 (Fenyo 

et al., 1988; Connor et al., 1997; Kimata et al., 1999; Berger et al., 1999).  

 

II. CÉLULAS DENDRÍTICAS E SUA PARTICIPAÇÃO NA TRANSMISSÃO E 

PRODUÇÃO DE HIV-1: 

 

As células dendríticas (DCs) parecem estar envolvidas no início da infecção, carreando 

vírus do sítio de exposição aos linfonodos regionais, onde as células T CD4+ se tornam 

infectadas e os vírus se disseminam (Weissman & Fauci, 1997, Rowland-Jones, 1999). Estudos 

in vitro demonstraram que células dendríticas e linfócitos CD4+ formam conjugados, onde ocorre 

uma replicação viral ativa (Pope et al., 1994). Conjugados semelhantes de células dendríticas e 

células T CD4+ contendo antígeno HIV foram identificados in vivo em tecido linfóide (Frankel et 

al., 1996), em pequenas quantidades em sangue periférico (Weissman et al., 1995), e em tecido 

de submucosa após exposição vaginal ao SIV (Spira et al., 1996). Neste estudo de macacos 

expostos ao SIV por via intra-vaginal, DCs derivadas de medula óssea presentes na mucosa 

vaginal eram as primeiras células a conter DNA de  SIV,  detectável  2 dias  após  exposição.  Em 

observações subsequentes de órgãos linfóides, o padrão de aparecimento e disseminação viral 

espelhava o curso de migração de DCs dos tecidos periféricos para os órgãos linfóides (Spira et 

al., 1996).  

Células dendríticas podem reter vírus infecciosos em sua superfície por longos períodos 

de tempo (Weissman et al., 1995). Este fenômeno parece envolver a molécula DC-SIGN (DC-

specific ICAM-3-grabbing nonintegrin, ou CD209), a qual permite que células T CD4+ sejam 

infectadas em trans (Geijtenbeek et al., 2000a, 2000b). O vírus HIV-1 adere-se firmemente às 

células dendríticas imaturas pela ligação de gp120 à molécula DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 

2000a, 2002). Esta interação não resulta em infecção produtiva das DCs pelo HIV-1, e sim 

permite que o vírus seja carreado aos linfonodos regionais, onde estas células interagem e ativam 

os linfócitos T CD4+, facilitando sua infecção em trans. De fato, as células T CD4+ não são 

infectadas por baixos títulos virais sem a ajuda de DC-SIGN in trans (Geijtenbeek et al., 2000a). 

A expressão de DC-SIGN em DCs de tecidos de mucosa e a presença de precursores de DCs DC-

SIGN+ no sangue sugerem que esta molécula possa ser crucial para a disseminação viral após 

transmissão sexual ou contaminação sanguínea, quando os níveis de HIV-1 seriam ainda baixos 

(revisão de Geijtenbeek & van Kooyk, 2003).  
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Células dendríticas teciduais e certas preparações de DCs sanguíneas expressam CD4 e 

múltiplos receptores de quimiocinas, incluindo CCR5, CCR3, CCR2b, e CCR1 (Granelli-Piperno 

et al., 1996). Geralmente, células dendríticas imaturas expressam níveis maiores de CCR5 e 

pouca ou nenhuma expressão de CXCR4, enquanto as maduras expressam menos CCR5 e mais 

CXCR4 (Sallusto et al., 1998, Kawamura et al., 2001). Existem evidências de que isolados M-

trópicos de HIV-1 podem infectar DCs imaturas através de CCR5 (Granelli-Piperno et al., 1998, 

1999; Rowland-Jones, 1999). Por outro lado, muitos estudos mostraram que a replicação de HIV-

1 (i.e., infecção produtiva) em DCs maduras é completamente bloqueada ou ocorre em níveis 

muito baixos (Cameron et al., 1992; Granelli-Piperno et al., 1998; Bakri et al., 2001).  

Em relação às duas maiores subpopulações de DCs presentes em sangue humano: as DCs 

plasmacitóides CD11c-CD123+, envolvidas em resposta imune inata, e as DCs mielóides 

CD11c+CD123-, iniciadoras de resposta imune adaptativa, ambas expressam baixos níveis de 

CCR5 e CXCR4, mas apenas as mielóides expressam DC-SIGN. Os dois tipos são mais 

suscetíveis à infecção por variantes R5, mas as células dendríticas plasmacitóides CD11c-

CD123+ são mais facilmente infectadas pelo HIV-1 (Patterson et al., 2001). 

 

III. CÉLULAS T CD8+ E SUA PARTICIPAÇÃO NA INFECÇÃO PELO HIV-1: 

 

O estudo do papel de linfócitos T CD8+ na infecção pelo HIV-1 tem seguido duas linhas 

principais de investigação: atividade citotóxica vírus-específica e capacidade antiviral não-

citolítica (revisado em Yang & Walker, 1997). Alguns trabalhos sugerem que estas duas funções 

efetoras seriam em parte mediadas pela mesma população de células CD8+ (Toso et al., 1995, 

Buseyene et al., 1996, Yang et al., 1997).  

Células T citotóxicas (CTL) anti-HIV-1 surgem ainda na fase aguda da síndrome viral 

(figura 2), sendo um fator crítico para o controle da infecção primária (Pantaleo et al., 1994; 

Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994, Wilson et al., 2000). Este papel de CTL foi comprovado 

experimentalmente em um estudo de depleção de células CD8+ em macacos, os quais se 

tornaram incapazes de controlar a infecção primária (Schmitz et al., 1999). Durante a infecção 

primária, a frequência de precursores CTL HIV-específicos pode ser tão alta quanto 1/100 células 

(Koup et al., 1994). Esta resposta é tão potente, que permitiu pela primeira vez, em humanos, a 

detecção da  atividade  CTL  em  sangue  periférico (Walker et al., 1987)  e pulmões  (Plata et al.,  
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1987), o que vem sendo acompanhado atualmente pela metodologia de tetrâmeros MHC-

peptídeos (Altman et al., 1996; Wilson et al., 2000). A capacidade de recrutar um amplo 

repertório de CTL durante a infecção primária foi associado a um melhor controle da replicação 

primária e um melhor prognóstico (Borrow et al., 1994; Ogg et al., 1998; Wilson et al., 2000), 

porém a magnitude e especificidade da resposta CTL nem sempre apresenta correlação com a 

contagem CD4 ou manifestações clínicas (Addo et al., 2003).  

Apesar de linfócitos T CD8+ na infecção pelo HIV-1 apresentarem as duas funções 

efetoras, citotóxica vírus-específica e antiviral não-citolítica, estas células falham em prevenir a 

progressão da imunodeficiência na maioria dos casos. A atividade supressora não-citolítica de 

células T CD8+ é identificada já na fase aguda (Mackewicz et al., 1994b), porém diminui com a 

progressão da doença (revisado em Levy et al., 1996).  

Vários fatores parecem contribuir para uma atividade citotóxica HIV-1-específica 

deficitária (revisado em Lieberman et al., 2001 e McMichael & Rowland-Jones, 2001). Dentre 

estes, poderíamos incluir a própria infecção de células T CD8+ pelo HIV-1 (De Rossi et al., 

1986; Tsubota et al.,, 1989b, Lusso et al., 1990, 1991, Semenzato et al., 1995, De Maria et al., 

1991, 1994,  Mercure et al., 1993,  Flamand et al.,  1998,  Kitchen et al.,  1998,  Lee et al.,  1997, 

Livingstone et al., 1996, McBreen et al.,, 2001, Imlach et al., 2001, Saha et al., 2001a), a qual 

discutimos em revisão inclusa em anexo nesta tese, e uma diferenciação alterada de células T 

CD8+ na infecção pelo HIV-1 (Appay et al., 2000; McMichael & Rowland-Jones, 2001). 

 

III. 1. Diferenciação de células T CD8+ e suas alterações na infecção pelo HIV-1: 

 

 Ainda não se chegou a um consenso em relação à via utilizada para o desenvolvimento 

de células T CD8+ efetoras e de memória, mas os vários grupos de pesquisa que vêm 

estudando este processo de diferenciação dos linfócitos T CD8+ já descobriram alguns 

marcadores fenotípicos que indicam estágios de maturação destas células (figura I.3). 

 Diferentes isoformas da glicoproteína de membrana CD45R resultam de splicing 

alternativo de mRNA, CD45RA (isoforma de alto peso molecular) e CD45RO (isoforma 

de180kDa), e são expressas na superfície de células T, dividindo-as em duas subpopulações 

recíprocas (Terry et al., 1988; Thomas & Lefrançois, 1988). CD45R participa de transdução de 

sinal,  provavelmente  através   de  sua   atividade   proteína  tirosina   fosfatase,   com   substratos  
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principais incluindo Lck e Fyn (Charbonneau et al., 1988). Após ativação celular, ocorre 

transição de expressão de CD45RA para CD45RO (Akbar et al, 1988; Deans et al., 1989). 

Linfócitos T CD45RO+ expressam mais moléculas de adesão, como LFA-3, CD2 e LFA-1, e 

apresentam maior produção de IFN-γ, características de células T de memória (Sanders et al., 

1988). Além disso, como a frequência de células T que respondem a antígenos de memória é 

baixa em células CD45RA+ e alta em CD45RO+ (Sanders et al., 1988; Merkenschlager et al., 

1988; de Jong et al., 1991a), considera-se CD45RA marcador de células naive e, CD45RO, de 

células “primadas” ou de memória. Entretanto, sabe-se que a transição do fenótipo naive para 

memória não é unidirecional, a re-aquisição de CD45RA ocorre na ausência de antígeno (Bell & 

Sparshott, 1990; Sparshott & Bell, 1994; Bunce Bell, 1997). De fato, foi também demonstrado 

que células T CD8+ efetoras humanas expressam CD45RA (Hamann et al., 1997). Hamann e 

colaboradores (1997) distinguem entre células T CD8+ de memória e efetoras através de análise 

conjunta da expressão de CD27 e CD45RA.  

 CD27 é uma molécula transmembranar que, junto com receptores de TNF, CD40 e Fas 

(CD95) pertence à superfamília TNF/NGF-R (Camerini et al., 1991; Itoh et al., 1991; Goodwin 

et al., 1993), e interage com a molécula co-estimulatória CD70 (Bowman et al., 1994). Hendriks 

e colaboradores (2000) demonstraram que a molécula CD27 é necessária para a geração e 

manutenção da memória de célula T. As respostas primárias de células T CD4+ e CD8+ ao vírus  

influenza são prejudicadas em camundongos CD27-/-. Porém, os efeitos da deleção do gene 

CD27 são ainda mais profundos para a memória T, com uma cinética retardada e redução dos 

números de células T CD8+ vírus-específicas aos níveis encontrados em resposta primária 

(Hendriks et al. 2000).  

 Depois de prolongada ativação in vitro, a expressão de CD27 é gradualmente perdida (de 

Jong et al., 1991b; Hintzen et al., 1993). Aumento de células CD27- também é observado in vivo 

durante o envelhecimento (Rosenkranz et al., 1992) e em condições imunopatológicas, como 

esclerose múltipla (Hintzen et al., 1991) e transplante (Chamuleau et al., 1992). Enquanto todas 

as células CD4+CD45RA+CD45RO- expressam CD27, dentro do compartimento de linfócitos T 

CD8+ são encontradas células CD27- em ambas as subpopulações CD45RA+ e CD45RA-. 

O único fenótipo de linfócitos T CD8+ presente em sangue de cordão fetal é 

CD45RA+CD27+, indicando que este é o fenótipo de células “não primadas” ou naive. Estes 

linfócitos  CD8+   são  CD62L+  (L-selectina,  homing  receptor  para  linfonodos)  e  apresentam 
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baixos níveis de expressão de CD49d, CD49e, CD29, CD11a/CD18 e CD58. A maioria destas 

células é CD28+ e não expressa CD45RO (Hamann et al., 1997).  

As células CD8+ CD45RA- CD45RO+ CD27+ apresentam várias características de 

linfócitos T CD8+ de memória, tais como altos níveis de expressão de CD95 (Fas) e de membros 

da família de integrinas CD11a, CD18, CD29, CD49d e CD49e, e secretam além de IL-2, IFN-γ, 

TNF-α e IL-4. Esta subpopulação não possui atividade citolítica sem estímulo prévio in vitro, 

mas contém precursores CTL (Hamann et al., 1997). 

 Células T CD8+ efetoras possuem o fenótipo CD45RA+CD27- e, sem estímulo prévio in 

vitro, estas células apresentam várias características relacionadas à função efetora de CTL, tais 

como a expressão de perforina, granzimas A e B e o ligante de Fas (FasL ou CD95L), mediando 

citólise espontânea (Hamann et al., 1997). Além disso, são CD57+ e expressam altos níveis de 

CD11a, CD11b, CD18 e CD49d, enquanto são negativas para CD62L e CD28 (Hamann et al., 

1997). Este fenótipo CD8+CD28-, CD45RA+, CD11a
high

, CD11b+ e/ou CD57+ foi também 

demonstrado por outros grupos de pesquisa como sendo de células T CD8+ efetoras com 

atividade citotóxica (McFarland et al., 1992; Azuma et al., 1993a; Wang et al., 1995; 

Vingerhoets et al., 1995). Por outro lado, Pittet e colaboradores (2000) mostraram que o fenótipo 

CD56+CD45RA+ apresentou maior correlação com a função efetora de células T CD8+ (medida 

por capacidade citolítica direta) do que o fenótipo CD27-CD45RA+. 

 Foi demonstrado que células T CD8+ deste fenótipo efetor CD45RA+CD27- utilizam 

ambas as vias de exocitose de grânulos e Fas/FasL para induzir apoptose nas células alvos, porém 

também expressam receptores inibitórios de células NK, sugerindo que a sua atividade citolítica 

deve ser altamente controlada (Baars et al., 2000; Mingari et al., 2000). A expressão de 

receptores inibitórios de células NK havia sido observada antes em células T efetoras 

CD8+CD28- (Speiser et al., 1999). O aumento destes marcadores de células NK em linfócitos T 

durante ativação crônica ou envelhecimento reflete o acúmulo de células T efetoras/senescentes 

(Solana & Mariani, 2000; Tarazona et al., 2000). É interessante lembrar que CD56 (NCAM) é 

uma glicoproteína de membrana pertencente à superfamília Imunoglobulina e, em humanos, é um 

marcador típico de células NK (Nitta et al., 1989). A molécula CD57 (conhecida como antígeno 

Leu-7 ou HNK-1) é uma glicoproteína também expressa em células NK e subpopulações de 

células CD4+ ou CD8+ em indivíduos normais (Abo et al., 1982; Lanier et al., 1984). Os 

glicolipídios sulfoglucoronil reativos a HNK-1 são ligantes  para  L-selectina  e  P-selectina,  mas  
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DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS CD8+ 

             INDIVÍDUOS NORMAIS                                PACIENTES  INFECTADOS PELO HIV-1 
     Naive                                                                  Naive 
                           CD28+ CD27+                                               CD28+CD27+ 
                           CD45RA+ CD45RO-                                           CD45RA+CD45RO- 
                            CD11alow   CD62L+                                                  CD11alow CD62L+ 
                               CCR7+ CCR5-                                                            CCR7+ CCR5-  
                                   IFN-γ-  IL-2++                                                             IFN-γ-  IL-2++ 
                                   
                                      Intermediárias                                       Intermediárias 
 
 
 
 
 
 
            CD28+ CD27+  --> CD28- CD27+                  CD28+ CD27+ -->     CD28- CD27+       
                             --> CD28- CD27-                                               -->    CD28- CD27- 
                            CD45RA- CD45RO+                                          CD45RA-CD45RO+  
                              CD11alow   CD62L-                                              CD11alow CD62L- 
              CCR7+CCR5- --> CCR7+CCR5+                    CCR7+CCR5- --> CCR7+CCR5+   
                              --> CCR7-CCR5+                                          -->    CCR7-CCR5+ 
                          Perforina+ GranzimaA+                                  Perforina lll ooo www GranzimaA+ 
                                  IFN-γ+  IL-2+                                             IFN-γ+        IL-2+ 

                 Memória                                                                  Memória  
 
                                                    
                     
      CD28+CD27+                                                         CD28+CD27+ 
      CD45RA-CD45RO+                                               CD45RA-CD45RO+ 
      CD11ahigh   CD62L-                                                 CD11ahigh CD62L- 
      CCR7-CCR5+                                                          CCR7-CCR5+ 
      IFN-γ+  IL-2+                                                            IFN-γ+  IL-2+ 
       
 

 
                Efetoras                                                                       Efetoras   

            CD28- CD27-  poucasCD57+                                      CD28-CD27-    CD57+ 
            CD45RA+ CD45RO-                                                         CD45RA+CD45RO-  
            CD11ahigh CD62L-                                                          CD11ahigh CD62L- 
            CCR7-CCR5+                                                                  CCR7-CCR5+   
            Perforina++ GranzimaA+                                                Perforina+   GranzimaA+ 
            IFN-γ ++   IL-2-                                                                   IFN-γ ++   IL-2- 

 

Figura I.3. Estágios de diferenciação de células T CD8+ e alterações na infecção por HIV-1. 

As setas amarelas representam potencial de proliferação e, a verde, o sentido de 

direção de diferenciação. Adaptado de Appay et al. (2000). 



 

14 

 

Introdução 

 

não para E-selectina (Needham & Schnaar, 1993). Como já citamos acima, ambas moléculas 

estão presentes em células T efetoras terminais. 

 O fato de células T CD8+ efetoras apresentarem o fenótipo CD45RA+CD27- parece ser 

paradoxal, pois CD45RA é encontrado em células “não primadas” (Sanders et al., 1988; 

Merkenschlager et al., 1988) e a ausência de CD27 é típica de células cronicamente estimuladas 

(Chamuleau et al., 1992; de Jong et al., 1991b; Hintzen et al., 1991, 1993; Rosenkranz et al., 

1992). Isto é corroborado pelos achados de o repertório TCR Vβ de CD8+CD45RA+CD27- 

diferir de células “não primadas” CD8+CD45RA+CD27+, inclusive apresentando expansões 

oligoclonais, assim como o telômero ser menor em CD8+CD45RA+CD27- que em 

CD8+CD45RA+CD27+, indicando que esta população consiste de células que foram estimuladas 

por antígeno e evoluíram por vários ciclos celulares (Hamann et al., 1999a). Portanto, CD45RA 

não pode ser considerado um marcador apenas de células naive. Compatível com a seleção in 

vivo por antígenos específicos, estudos utilizando complexos tetraméricos HLA/peptídeos virais 

demonstraram que células T CD8+ específicas com fenótipo CD28- e CD45RA+CD27- podem 

ser encontradas em indivíduos portadores de EBV, HCV e CMV (He et al. 1999; Kern et al., 

1999). De fato, Wills e colaboradores (1999) observaram que em infecção primária por CMV, um 

clone individual vírus-específico apresentava-se CD45RO
high

, mas após resolução da infecção 

este clone era detectado em ambas as populações CD45RO
high

 e CD45RA
high

.  

 Como a proliferação induzida por estímulo via TCR parece ser acompanhada de 

downregulation de CD45RA (Akbar et al, 1988), a população CD45RA+CD27- deve adquirir 

este fenótipo por um estágio de transição CD45RA-, ou seja, células de memória CD45RA-

CD27+ ou CD45RA-CD27- (Hamann et al, 1999a, 1999b). Evidências de como ocorre este 

processo de diferenciação vêm de achados em infecções virais agudas (Hazenberg et al., 2000; 

Roos et al., 2000). Primeiro, em indivíduos infectados por vírus ocorre uma grande expansão de 

células com fenótipo de memória (CD8+CD45RA-CD27+CD28+) que expressam altos níveis do 

marcador de ciclo celular Ki67. Segundo, na infecção aguda aparecem linfócitos T CD8+ que 

expressam CD27 e não CD28. Isto difere de indivíduos sadios onde a expressão destas duas 

moléculas é semelhante entre si. Encontra-se então uma expansão considerável de células T 

CD8+CD45RA-CD27+CD28-, boa parte em ciclo (Ki67+). Ainda dentro desta subpopulação 

estão presentes células perforina+, indicando a existência de células diferenciadas. Terceiro, 

aumenta o número de células T CD8+CD45RA-CD27-CD28-, raras em indivíduos normais. Esta  
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subpopulação apresenta baixa expressão de Ki67, mas é enriquecida em células perforina+. 

Fiorentini e colaboradores (2001) descreveram como uma outra subpopulação intermediária, 

células CD8+CD28+CD11b+, que se expandem durante infecções virais primárias e voltam aos 

valores normais após resolução da infecção. Estas células CD8+CD28+CD11b+ apresentam altos 

níveis de CD45RO enquanto um pequeno percentual é CD57+, produzem IFN-γ, expressam 

perforina e exercem atividade citolítica, porém produzem também IL-2 e retêm a capacidade de 

proliferar. 

 De fato, Callan e colaboradores (1998) observaram que durante a infecção primária por 

EBV em humanos, a maioria das células T antígeno-específicas era CD45RA-. Ao mesmo tempo 

a expressão de CD28 era variável, sugerindo que parte destas células perdia CD28 durante o 

processo de diferenciação em CTL efetoras. Após a infecção aguda, a frequência de células T 

vírus-específicas era ainda alta, sendo aproximadamente um terço destas CD45RA+; e uma 

percentagem similar era CD28-, sugerindo que as células T CD8+ efetoras haviam revertido para 

CD45RA+. 

 A partir destes dados, Hamann e colaboradores (1999b) propõem que em resposta à 

infecção viral as células T CD8+ primeiramente sofrem expansão da população CD45RA-CD27+ 

e que o processo de diferenciação ocorre com perda sucessiva de CD28 e CD27, o que sugere um 

downregulation sequencial de moléculas co-estimulatórias durante a diferenciação T pós-tímica.  

Durante este processo, as células perdem progressivamente seu potencial de proliferação. Células 

efetoras completamente diferenciadas, que não proliferam mais quando estimuladas via TCR, 

passam a re-expressar CD45RA. Este modelo de diferenciação de células T CD8+ é compatível 

com a “ramificação” de células efetoras a partir de um pool de células de memória que 

proliferam. 

 Sabe-se ainda que células de memória CD45RO+ diferem de células CD45RA+ pelo seu 

padrão de migração (revisado em Mackay, 1993). Enquanto os linfócitos CD45RA+ migram 

quase que exclusivamente para órgãos linfóides, expressando o homing receptor CD62L e CCR7, 

as células de memória CD45RO+ migram por todo o organismo, utilizando as moléculas CLA 

(Cutaneous Lymphocyte Antigen), integrina α4β1 e CCR4 para direcionamento para pele, α4β7 e 

CCR5 para mucosa, e ainda CD62L e CCR7 para linfonodos (Campbell et al., 1999; Sallusto et 

al, 1999).  
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Sallusto e colaboradores (1999) classificam então os linfócitos T em três subpopulações 

de acordo com a expressão de CD45RA e CCR7: células T naive (CCR7+CD45RA+), células T 

de memória central (TCM: CCR7+CD45RA-) e células T de memória efetoras (TEM: CCR7-

CD45RA-), sendo que dentro da população CD8+ foi ainda identificada uma quarta 

subpopulação (CCR7-CD45RA+). De fato, em infecção persistente por EBV, foram encontradas 

duas populações tetrâmeros positivas EBV-específicas, uma semelhante a TCM e outra a TEM 

(Tussey et al., 2000). Dentro das quatro subpopulações de linfócitos T CD8+, a produção de IFN-

γ e a presença de grânulos contendo perforina apresentaram-se restritas às células CCR7- 

(Sallusto et al, 1999). Esta expressão de perforina mostrou-se predominante na subpopulação 

CD45RA+CCR7-, que corresponde às células efetoras terminais CD45RA+CD27- descritas por 

Hamann e colaboradores (1997, 1999a, 1999b). Recentemente, foi confirmada a ausência de 

CCR7 em células T CD8+ efetoras CD45RA+CD27- (Campbell et al., 2001). Foi ainda 

observado que as células CD8+ perdem progressivamente a produção de IL-2, provavelmente em 

função de sua diferenciação de células naive para efetoras (Sallusto et al, 1999). Ambas as 

subpopulações CCR7+ (TCM) e CCR7- (TEM) de indivíduos imunizados com toxóide tetânico 

respondem bem a um posterior desafio in vitro com o antígeno, indicando que células T efetoras 

permanecem  vivas  e  funcionando  bem  anos  após  a  imunização inicial  (Sallusto et al, 1999). 

Portanto, a memória seria mantida tanto por células T de memória clássicas (TCM) quanto por 

células T efetoras (TEM). Baseado em todos estes resultados, Sallusto e colaboradores (1999) 

propõem que células T naive se diferenciam em TCM e, depois, em TEM, o que se opõe ao modelo 

de diferenciação linear de efetor para memória.  

 

III. 2. Alterações de células T CD8+ na infecção pelo HIV-1: 

 

 Com a progressão da infecção pelo HIV, a frequência de precursores CTL medida por 

LDA diminui, o que indica um papel protetor para células T CD8+ (Klein et al., 1995; Koup et 

al., 1991; Pontesilli et al., 1998).   Entretanto é importante lembrar que LDA mede o pool de 

células de memória e não de CTL efetoras. Em algumas circunstâncias, grandes proporções de 

células T CD8+ estimuladas por antígeno apresentam deficiência de função efetora (Gallimore 

et al., 1998; Zajac et al., 1998), inclusive em infecção por HIV (Carmichael et al., 1993; Pantaleo 

et al., 1990; revisado em McMichael, 2000 e McMichael  & Rowland-Jones, 2001).  
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Pelo modelo de diferenciação ramificada de células T CD8+ (Hamann et al, 1999a), 

sugere-se que durante infecção viral persistente, através de ativação crônica, CTL vírus-

específicas poderiam estar enriquecidas no fenótipo de diferenciação terminal (CTL efetor: 

CD8+CD45RA+CD45RO-CD27-). Entretanto, em infecção por HIV, ocorre expansão de células 

predominantemente CD27+CD45RO+ ou CD27-CD45RO+ (Ogg et al, 1999; Roos et al., 2000; 

Hazenberg et al., 2000), enquanto os números de células T CD8+ naive diminuem 

progressivamente (Roederer et al., 1995). Ogg e colaboradores (1999) não detectaram 

enriquecimento de células CD27-CD45RO- (correspondente aos CTL efetores) em estudo 

longitudinal, o que sugere que esta subpopulação deve ter vida-curta, ou que a perda de CD45RO 

deve ser um fenômeno raro devido à estimulação contínua de infecção viral persistente, com 

muitas das células CD27+CD45RO+ (correspondente aos CTL de memória) manifestando função 

efetora. Ainda neste estudo, a perda das células ligantes de tetrâmeros apresentou correlação com 

o declínio de células CD4+ e aumento de viremia (Ogg et al, 1999).  

 De fato, muitos trabalhos mostraram que em indivíduos infectados por HIV-1 ocorre a 

expansão de células T CD8+ CD28-, predominantemente CD57+, com fenótipo ativado (HLA-

DR+, CD25+, CD38+, CD29+ e CD62L-) e marcador de memória (CD45RA-, CD45RO+), mas 

que apresentam expressão de perforina e atividade  citolítica (Ho  et al.,  1993;  Borthwick et  al., 

1994; Vingerhoets et al., 1995). Células CD8+CD28- que exercem atividade citotóxica HIV-

específica ou são precursores de CTL HIV- específicos aumentam com o declínio de CD4 

(Fiorentino et al., 1996; Lewis et al., 1999). Estas subpopulações devem se enquadrar nos 

fenótipos precursores de células efetoras CD45RA+CD27-, ou seja os estágios de transição 

CD45RA-, que incluem células de memória CD45RA-CD27+ ou células intermediárias 

CD45RA-CD27- (Hamann et al, 1999a, 1999b).  

 Por outro lado, Mollet e colaboradores (2000) encontraram como fenótipo predominante 

da população produtora de IFN-γ específica para HIV durante o controle eficiente da carga viral 

células CD8+CD27-CD11a
high

. Esta subpopulação efetora diminuia somente quando HAART 

induzia mudanças substanciais na carga viral (Mollet et al., 2000). Kostense e colaboradores 

também observaram que a proporção de células tetrâmero-positivas HIV-específicas produtoras 

de IFN-γ mostrou-se correlacionada à sobrevivência sem progressão para AIDS e à maturação 

para um estágio efetor CD27-. Estes autores sugerem que a maioria dos pacientes infectados por 

HIV apresentam grandes expansões de células HIV-específicas,  mas  que  muitas  destas  células  
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não parecem ser funcionais, levando o paciente a manter grandes números de células T CD8+ 

vírus-específicas frente a uma alta produção viral (Kostense et al., 2001a, 2001b).  

 Neste sentido, Appay e colaboradores (2000) mostraram que células HIV-específicas 

produzem citocinas antivirais, mas são defeituosas em sua função citolítica. A maioria das células 

tetrâmero-positivas específicas para CMV ou HIV secretaram IFN-γ e MIP-1β, embora uma 

subpopulação não produzisse TNF-α. Porém, a diferença marcante era que células HIV-

específicas expressavam bem menos perforina (<15%) que células CMV-específicas (50%) e 

exerciam menor citotoxicidade específica ex vivo. A falta de perforina foi também associada à 

expressão persistente de CD27. Além disso, as células T CD8+ HIV-específicas eram CD28-

CD45RA-CD45RO+, enquanto algumas células T CD8+ CMV-específicas expressavam 

CD45RA (Appay et al., 2000). Watanabe e colaboradores (2001) fizeram a mesma observação de 

que a expressão de perforina em células T CD8+ HIV-específicas era significativamente menor 

que em células T CD8 CMV-específicas. Em contraste, Sandberg e colaboradores (2001) 

detectaram ex vivo granzima B na maioria das células CD8+ CMV-específicas, enquanto 

perforina era raramente expressa, apesar de serem ambas as moléculas altamente expressas após 

ativação antígeno-específica. Foi também detectado que os grânulos citotóxicos de células T 

CD8+ presentes em tecido linfóide durante a infecção crônica por HIV contêm granzima A, mas  

não perforina (Andersson et al, 1999). É possível que a própria ausência de perforina em células 

HIV-específicas favoreça a expansão destas células de fenótipo alterado (Sad et al., 1996; 

Badovinac et al., 2000), como discutimos mais abaixo. 

Mais uma vez comparando células HIV-específicas e CMV-específicas, Champagne e 

colaboradores (2001) observaram que células T CD8+ maduras específicas para CMV 

apresentaram o fenótipo CCR7-CD45RA+, enquanto as células específicas para HIV eram 

CCR7-CD45RA-. Ainda neste trabalho, através de análise de capacidade de proliferação, foi 

demonstrado que este fenótipo CCR7-CD45RA- é um estágio pré-terminal de diferenciação. 

Resultados semelhantes foram mostrados por Chen e colaboradores (2001). Estes trabalhos 

sugerem que em infecção por HIV ocorre maturação incompleta de células T CD8+ e, pela 

ausência de CD62L e CCR7, estas células ainda seriam excluídas dos sítios linfóides, principal 

local de replicação viral (Pantaleo et al., 1991, 1993; Haase et al., 1996). 

 É possível que a expansão de células T CD8+ vírus-específicas sem função efetora na 

infecção pelo HIV ocorra devido à falta de ajuda do TH, como mostrado por Zajac et al. (1998)  
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na infecção por LCMV em camundongos. De fato, células HIV-específicas estão presentes em 

alta frequência em pacientes infectados mesmo quando a contagem CD4 é muito baixa, mas sem 

atividade efetora direta (Spiegel et al, 2000). Komanduri e colaboradores (2001) verificaram que 

aqueles pacientes HIV-1-infectados que mantêm a resposta de células T CD4+ ao CMV 

apresentam também células T CD8+ que se ligam ao epítopo CMV e produzem citocina efetora, 

sugerindo a correlação entre a atividade TH específica e CTL específica em indivíduos HIV-1-

infectados. Kalams et al. (1999) observaram esta associação de respostas, em uma coorte de 

pacientes infectados não tratados, para antígenos HIV-1: níveis de resposta proliferativa 

específica para p24 apresentaram correlação positiva com níveis de precursores CTL específicos 

para Gag, e correlação negativa com níveis de RNA viral plasmático. Neste sentido, resposta 

vigorosa de células T CD4+ HIV-1-específicas foi associada ao controle da viremia (Rosenberg 

et al., 1997). 

 O priming de células T CD8+ depende da interação entre células TH e células 

dendríticas (Ridge et al., 1998), que deve estar afetada na infecção por HIV em vários aspectos. 

As células T CD4+ diminuem em número e atividade (Lane et al., 1985; Miedema et al., 1988). 

Células dendríticas participam da captura e transmissão do vírus para células T CD4+ 

(Geijtenbeek et al., 2000a), e o funcionamento destas células apresentadoras pode ser prejudicado 

pela sua própria infecção (Cameron et al., 1996). Tudo isto pode dificultar progressivamente a 

capacidade de novas respostas primárias de células T CD8+. E estas, por sua vez, devem se 

tornar cada vez mais necessárias pela alta taxa de mutação viral levar ao escape do controle 

imune (McMichael & Phillips, 1997), como por exemplo as respostas CTL anti-Tat, que parecem 

ser muito eficientes no controle dos primeiros estágios da infecção (Allen et al., 2000). 

 A ativação e diferenciação de células T CD8+ naive em efetoras e/ou memória depende 

de interações com células dendríticas, envolvendo moléculas de membrana, tais como B7-1 e B7-

2 (Azuma et al., 1992), e citocinas, como IL-12, as quais podem ser induzidas por células T 

CD4+ que estimulam as células dendríticas via CD40L-CD40 (Caux et al., 1994; Bennet et al., 

1998; Ridge et al., 1998; Schoenberger et al., 1998). Os linfócitos TH também podem estimular 

células dendríticas independentemente de CD40 ou interagir diretamente com linfócitos T CD8+ 

através de citocinas, como IL-2 (Keene et al., 1982; Lu et al., 2000). Foi ainda observado que o 

up-regulation de CD40L era reduzido em células T CD4+ de pacientes infectados pelo HIV em 

estágios mais avançados da doença, enquanto em fases iniciais ocorria aumento  da  produção  de  
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IL-12 mediada por CD40, possivelmente contribuindo para os níveis elevados de várias citocinas 

(Vanham et al., 1999). Macrófagos estimulados por CD40L produzem β–quimiocinas 

supressoras de HIV-1 (Kornbluth et al., 1998) e fazem down-regulation de CD4 e CCR5 (Cotter 

et al., 2001). Por outro lado, CD40L junto com IL-4 induzem a expressão de CD4 e CXCR4 em 

linfócitos B, o que os torna suscetíveis à infecção por vírus HIV-1 duo-trópicos ou T-trópicos 

(Moir et al., 1999). Vingerhoets e colaboradores (1997) observaram que células T CD8+, e não 

células T CD4+, apresentaram hiporesponsividade à ativação mediada por CD28 ou CD40L em 

indivíduos infectados por HIV-1, com menor proliferação e menor produção de citocinas. De 

fato, trímero de CD40L (CD40LT) aumentou significativamente a resposta proliferativa de 

células T CD4+ de pacientes infectados ao Ag p24 de HIV, de maneira dependente de B7-CD28, 

algumas vezes associada à maior produção de IFN-γ (Dybul et al., 2000). Por outro lado, 

CD40LT aumentou a resposta de CTL, em ausência de TH, na maioria dos pacientes infectados, 

porém de modo variável. Nos pacientes em que havia baixa resposta a CD40LT, a adição de IL-2 

ou IL-15 aumentou a resposta CTL em cultura depletada de células T CD4+. Foi demonstrado 

que IL-15 endógena produzida por células dendríticas estimuladas por CD40LT pode ser um dos 

mecanismos de expansão de CTL em ausência de TH, quando falta IL-2 (Ostrowski et al., 2000). 

Também pode contribuir para a deficiência funcional de CTL o fato de que grande 

número de células T CD8+ de indivíduos infectados pelo HIV apresentarem down-modulation 

de CD3δ, além de CD28. Após cultura em IL-2, estas células re-adquirem CD3δ, mas não CD28, 

e passam a ter atividade citotóxica, desde que o paciente já não tenha progredido para AIDS 

(Trimble et al., 2000). De fato, precursores CTL capazes de responder a IL-2 diminuem com a 

progressão da doença (Jin et al., 1998). Ainda outros estudos demonstraram que IL-2 pode 

restaurar atividade citotóxica e a produção de IFN-γ de células T CD8+ de indivíduos infectados 

pelo HIV (Zou et al., 1999; Shankar et al., 2000). Grande expansão de células T CD8+ antígeno-

específicas, mas sem atividade efetora, também foi observada em macacos infectados por SIV. 

As células tetrâmero-positivas específicas para epítopo SIV não apresentaram produção de IFN-γ 

e IL-2, ou lise celular direta, e eram de fenótipo CD28+CD45RA-. O tratamento por uma semana 

com IL-2 exógena restaurou a produção de IFN-γ e atividade lítica (Xiong et al., 2001). 

 De Maria e colaboradores (1997) mostraram que a inibição da atividade citolítica de CTL 

de pacientes infectados por HIV contra células alvos autólogas envolvia a expressão em sua 

superfície de receptores inibidores  de  NK  (iNKR)  específicos  para  MHC  de  classe I.  Outros  



 

21 

 

Introdução 

 

estudos encontraram a co-expressão de vários iNKR em células T CD8+ de indivíduos infectados 

pelo HIV (De Maria & Moretta, 2000; De Maria et al., 2000). Por outro lado, a redução destes 

receptores após HAART é muito mais lenta quando comparada a outros marcadores de ativação 

de células T CD8+, como HLA-DR e CD38, e não apresenta correlação com a queda de 

contagem CD8 que acontece durante a terapia (Costa et al., 2001). A expressão de iNKR em 

células T CD8+ de pacientes infectados por HIV-1 poderia estar associada à produção local de 

algumas citocinas, tais como IL-15 (Mingari et al., 1998) ou TGF-β (Bertone et al., 1999).  

 O aumento da subpopulação CD8+CD57+ também poderia ser uma causa da inibição da 

atividade citotóxica de CTL em infecção por HIV-1. Já foi demonstrado que esta subpopulação é 

capaz de inibir atividade citolítica (Autran et al., 1991; Sadat-Sowti et al., 1991, 1994a; Mollet et 

al., 1998; Wang et al., 1994), inclusive HIV-específica (Autran et al., 1991; Joly et al., 1989; 

Sadat-Sowti et al., 1994a, 1994b). Em pacientes com AIDS, a eficiência lítica de CTL anti 

macrófagos alveolares e células expressando antígenos HIV pode ser inibida por um fator 

supressor produzido por células CD8+CD57+ alveolares. O declínio de atividade CTL alveolar 

anti-HIV ocorre em paralelo com o aumento local de células CD8+CD57+ (Autran et al., 1991; 

Joly et al., 1989).  

Um número maior de estudos enfoca a subpopulação CD8+CD28-, mas seus resultados 

nem sempre podem ser interpretados como sinônimos do comportamento da subpopulação 

CD8+CD57+. Em indivíduos normais ou infectados, a expressão de CD57 em células CD8+ 

geralmente se restringe à subpopulação CD28-, sendo raras as células CD8+CD28+CD57+ 

(Azuma et al., 1993a;
 
Vingerhoets et al., 1995; Kern et al., 1996). Por outro lado, uma proporção 

relativamente alta de células CD8+CD28- não expressa CD57, especialmente em pacientes 

infectados por HIV (Vingerhoets et al., 1995). 

 Efros e colaboradores (1996) haviam sugerido que a redução de telômeros, e da 

capacidade proliferativa de células CD8+CD28-, identificavam a senescência de células CD8+ 

como uma nova característica da imunopatogênese de HIV. Mas a senescência não parece ser 

sinônimo de disfunção. O fenótipo de células CD8+ citolíticas efetoras foi identificado como 

CD27-CD28-CD45RA+ (Azuma et al., 1993a; Hamann et al., 1997) e células CD8+ senescentes 

mantém sua citotoxicidade (Efros & Pawelec, 1997). Células CD8+CD28- que exercem atividade 

citotóxica HIV-específica ou são precursores de CTL HIV-específicos aumentam com o declínio 

de CD4 (Fiorentino et al., 1996;  Giorgi et al., 1999;  Lewis et al., 1999).  Weekes  et al.  (1999a)  
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encontraram número maior de precursores CTL específicos para HIV ou CMV na subpopulação 

CD8+CD28- que na população CD8+ total. Como para células CD8+CD57+, foi também 

encontrada uma forte associação entre soropositividade para CMV e expansão de CD8+CD28-, 

de forma independente da idade (Looney et al., 1999). Dalod e colaboradores (1999) observaram, 

em pacientes infectados com HIV-1, que a resposta a antígenos HIV-1 é encontrada em células 

CD8+CD28-, enquanto as respostas aos vírus EBV e influenza nestes mesmos pacientes eram 

predominantes em células CD8+CD28+. A subpopulação CD8+CD28- deve manter sua 

citotoxicidade, pois a interação CD28-B7 seria importante apenas para a geração de CTL, não 

para sua atividade (Azuma et al., 1993b). Por outro lado, Caruso e colaboradores (2000) 

observaram que grande número das células CD8+CD28- na infecção por HIV são CD11b, 

dificultando sua capacidade de interagir com endotélio, e apresentando menor capacidade 

citolítica. A subpopulação CD8+CD28- apresenta ainda correlação com o aumento de produção 

de IFN-γ durante o envelhecimento (Bandrés et al., 2000) ou a progressão da infecção por HIV-1, 

persistindo mesmo após um ano de HAART (Sousa et al., 1999). Entretanto, após ativação in 

vitro, ambas as subpopulações CD8+CD28+ e CD8+CD28- apresentaram funções efetoras em 

termos  de  citotoxicidade  redirecionada  por  anti-CD3  e  produção  de  IFN-γ (Borthwick et al., 

2000). A subpopulação CD8+CD28- pode ainda atuar como supressora de alo-reatividade de 

células TH, por evitar o up-regulation de moléculas B7 em células APC alvo (Liu et al., 1998; Li 

et al., 1999). 

 Assim como ocorre com a subpopulação CD8+CD57+, a marcante expansão de células 

CD8+CD28- é evidente in vivo em várias patologias, e se contrapõe a outra característica destas 

células que é o seu baixo potencial de proliferação in vitro, o que poderia ser em parte explicado 

pela redução de telômeros (Efros et al., 1996). Recentemente, Brenchley et al. (2003) definiu 

associação entre senescência e o fenótipo de CD57+, e não CD28-, em células CD8+ HIV-1-

específicas. 

 As alterações de células CD8+ em infecção por HIV, prejudicando suas funções, podem 

ainda ter outras explicações. Foi observada a presença de células T CD8+ do tipo Tc2 com 

reduzida atividade citolítica na infecção pelo HIV-1 (Maggi et al., 1994). Através de estímulo por 

Nef, as células CD8+ apresentaram diminuição da expressão de FasL, assim como de HLA-DR 

(Silvestris et al., 1999). É possível que o  downregulation  de  FasL,  descrito  em  estágios  mais  
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avançados da doença (Sieg et al., 1997), contribua para a função defeituosa de CTL em infecção 

por HIV.  

 Uma outra possível causa para a função alterada destes linfócitos em indivíduos HIV-1-

infectados seria a infecção das células T CD8+ com HIV-1, um dos temas de estudo desta tese.  

 

III.3. Atividade antiviral não citolítica de células T CD8+ sobre produção de HIV-1: 

 

 Os primeiros achados de que células T CD8+ são capazes de suprimir a replicação de 

HIV-1 foram publicados em 1986 pelo grupo de Jay Levy (Walker et al., 1986). Este estudo 

relatava que PBMC de indivíduos HIV-1-infectados assintomáticos produziam vírus quando 

células CD8+ eram removidas. Além disso, experimentos de repleção demonstraram que estas 

células T CD8+ suprimiam de modo dose-dependente. Como esta inibição podia ser mediada por 

fatores solúveis, e o efeito não parecia ser MHC-restrito, concluiu-se que seria um efeito antiviral 

não-citolítico. Estes experimentos iniciais demonstraram o papel potencial da resposta celular no 

controle da infecção pelo HIV-1 e tornaram-se o fundamento de vários outros estudos da 

atividade antiviral de células T CD8+, inclusive da descoberta do papel de quimiocinas na 

infecção pelo HIV-1 (Cocchi et al. 1996) e, indiretamente, da descoberta de co-receptores HIV-1 

(Alkhatib et al., 1996). 

 Os ensaios de supressão são geralmente realizados pela co-cultura de células T CD8+ 

com células T CD4+ infectadas de forma aguda (a partir de indivíduos soronegativos) ou 

endógena (de indivíduos infectados). O monitoramento da replicação viral é geralmente realizado 

através de atividade RT ou concentração de antígeno p24 de HIV-1 em sobrenadante (veja 

revisões em Levy et al., 1996; Yang & Walker, 1997 e Tomaras & Greenberg, 2001). 

 O ensaio endógeno mede a capacidade de células T CD8+ de um indivíduo suprimir a 

replicação de seus próprios vírus crescendo em suas células T CD4+. As células T CD4+ e CD8+ 

são isoladas de PBMC de indivíduos infectados pelo HIV, geralmente através de separações 

imunomagnéticas. As células são então ativadas por 2-3 dias em PHA ou CD3 e/ou CD28, e as 

células T CD8+ são adicionadas às células CD4+ endogenamente infectadas, em várias 

proporções. Este ensaio dificulta comparar a potência de células T CD8+ entre pacientes, além de 

a contagem de células T CD4+ de alguns indivíduos infectados ser baixa demais para que se 

possa realizar o experimento (revisado em Tomaras & Greenberg, 2001).  
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 O ensaio agudo pode medir a atividade antiviral de linfócitos CD8+ utilizando-se uma 

variedade de vírus e diferentes alvos celulares CD4+. As células T CD8+ são obtidas de 

indivíduos infectados ou não, podendo ser imediatamente utilizadas ou transformadas in vitro 

para gerarem linhagens celulares contínuas. As células alvos CD4+ são obtidas de indivíduos 

sadios, portanto quando as células T CD8+ são de indivíduos infectados sempre ocorre 

aloreatividade. Depois de ativadas por 2-3 dias em PHA ou CD3 e/ou CD28, as células alvos 

CD4+ são então infectadas com um inóculo viral conhecido, e as células T CD8+ são adicionadas 

em várias proporções à cultura. Neste sistema pode-se controlar o título e o tipo do vírus. Este 

ensaio também permite comparar a atividade de diferentes células T CD8+ (ou sob diferentes 

estímulos) enquanto mantém-se o vírus e a célula alvo constante (revisado em Tomaras & 

Greenberg, 2001).  

 Outro modelo é a co-cultura de células dendríticas e células T CD4+ (DC-CD4+) 

(Cameron et al., 1992; Pope et al., 1994; Weissman et al., 1995; Barker et al., 1996; Severino et 

al., 2000), o qual tenta imitar as interações celulares que ocorrem nos órgãos linfóides, principal 

sítio de replicação do HIV-1 (Pantaleo et al., 1993; Embretson et al.,1993). Neste modelo, para o 

estudo de infecção aguda, as células dendríticas são infectadas e então os linfócitos CD4+ são 

adicionados à cultura.  

 No sistema DC-CD4+, o grupo de Anthony Fauci (Barker et al., 1996) verificou que a 

modulação da replicação de HIV em células T CD4+ através de linfócitos CD8+ é um fenômeno 

multifatorial, envolvendo efeitos tanto inibitórios como estimulatórios na replicação de HIV. 

Observaram dois tipos de atividades antivirais de células T CD8+, uma presente em indivíduos 

não infectados ou infectados (em todos os estágios da doença), a qual é capaz de suprimir 

replicação viral no modelo endógeno desta co-cultura, e outra atividade, presente apenas em 

indivíduos infectados, capaz de suprimir a replicação de HIV no modelo agudo deste ensaio. 

Estas duas atividades podem ser ainda distinguidas pelo fato de apenas a última ser sensível à 

irradiação de células T CD8+. Por outro lado, células T CD8+ autólogas ou alogeneicas 

adicionadas ao sistema de infecção aguda DC-CD4+ não inibem, mas aumentam a produção 

viral. As tentativas de induzir o efeito supressor de células T CD8+ de indivíduos não infectados 

através de ativadores policlonais levaram, na verdade, ao aumento ainda maior da replicação 

viral. Acreditamos ser possível a participação de células T CD8+ na produção viral em co-

culturas com DC, e abordamos esta questão no estudo 4 desta tese. 
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Este grupo demonstrou ainda neste modelo DC-CD4+ que a supressão mediada por 

células T CD8+ para infecção endógena não se deve exclusivamente às β-quimiocinas MIP-1α, 

MIP-1β e RANTES, e ainda que estas quimiocinas não inibam a replicação viral aguda, quer de 

vírus X4 ou R5, embora inibam a replicação de vírus R5 em culturas PHA (Rubbert et al., 1997). 

 Severino e colaboradores (2000) observaram a atividade supressora de replicação de vírus 

R5 por células T CD8+ em linfócitos primários CD4+, monócitos e células dendríticas isoladas. 

Porém, a inibição viral era significativamente diminuída em co-culturas DC/CD4+, sugerindo 

que estes clusters seriam sítios de menor controle de replicação viral por células T CD8+ in vivo. 

Mais uma vez, sugerimos que a não inibição de replicação viral possa ter ocorrido por 

participação de células T CD8+ na produção. 

 Várias outras características da supressão por células CD8+ foram verificadas. Apesar de 

o efeito inibitório ser mediado por fator solúvel, o contato célula a célula é necessário para uma 

atividade ótima (Walker & Levy, 1989). O efeito antiviral é inversamente correlacionado ao 

estágio da doença (Walker & Levy, 1989; Brinchmann et al., 1990; Mackewicz et al., 1991, 

Landay et al., 1993). Em indivíduos assintomáticos sadios, baixas proporções de células CD8+ 

(geralmente 0,25 célula T CD8+/célula T CD4+) inibem a replicação viral, ao contrário de 

indivíduos  com  AIDS,  nos  quais  são  necessárias  proporções  de 2 ou mais (Mackewicz et al., 

1991). Por outro lado, células T CD8+ de indivíduos não infectados pelo HIV-1 geralmente 

apresentam efeito supressor quando em proporções ainda mais elevadas (revisado em Levy et al., 

1996). 

 Em infecção aguda, a inibição antiviral não-citolítica por células T CD8+ desenvolve-se 

anteriormente à produção de anticorpos neutralizantes vírus-específicos, e apresenta correlação 

temporal com o declínio da viremia (Mackewicz et al., 1994b). Outro estudo onde foi observada 

uma correlação inversa entre a atividade de células T CD8+ e carga viral demonstrou ainda que 

linfócitos T CD8+ derivados de linfonodos suprimem a replicação de HIV-1 in vitro (Blackbourn 

et al., 1996). Indivíduos LTNP parecem ter atividade antiviral de células CD8+ preservada, 

sugerindo um papel pra estas células na manutenção da latência clínica (Levy et al., 1996). Por 

outro lado, Ferbas e colaboradores (1995) observaram que atividade antiviral de células T CD8+ 

apresentava-se diminuída em indivíduos não-progressores com as menores cargas virais e as 

maiores contagens T CD4+. É possível que a baixa carga viral leve a uma ausência de estímulo 

antigênico para células T CD8+ e, desse modo, a uma diminuição de sua atividade. 
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Em relação à contagem CD4, existem dados conflitantes sobre sua correlação com a 

atividade antiviral de células T CD8+ em indivíduos infectados. Alguns encontraram correlação 

(Mackewicz et al., 1991; Gomez et al., 1994), outros não (Kootstra et al., 1997; Copeland et al., 

1997). Estes últimos estudos também não encontraram correlação com o estado clínico do 

indivíduo. 

 Foram ainda identificadas células CD8+ que inibem replicação de HIV-1 em certas 

coortes de indivíduos expostos não-infectados (Levy, 1993; Stranford et al., 1999) e em filhos de 

mães soropositivas não-infectados (Levy, 1993; Levy et al., 1998) ou infectados (Pollack et al., 

1997). É difícil interpretar estes resultados pelo fato de células CD8+ de indivíduos não 

infectados geralmente também apresentarem atividade supressora sob certas condições 

experimentais (Barker et al., 1996; Brinchmann et al., 1990; Rosok et al., 1997). Os efeitos 

supressores de células T CD8+ também foram observados para SIV (Kannagi et al., 1988; Ennen 

et al., 1994), HIV-2 (Rosok et al., 1997) e FIV (Jeng et al., 1996; Choi et al., 2000). 

 

III.4. Mecanismos de inibição viral por células T CD8+: 

 

 A inibição de replicação viral é mediada por moléculas “supressoras” solúveis ou de 

membrana de células T CD8+, as quais interagem com as células hospedeiras levando ou à 

inibição da entrada do vírus ou deflagrando alguma via intracelular de sinalização que afete 

negativamente o ciclo de vida viral (revisado em Tomaras & Greenberg, 2001 e Copeland, 2001).  

 O primeiro trabalho a descrever a inibição viral por células T CD8+ propôs que não 

envolveria citólise, já que a inibição podia ocorrer através de membrana semi-permeável (Walker 

et al., 1986), embora o contato célula a célula seja necessário para uma atividade ótima (Walker 

& Levy, 1989). Contudo, estudos semelhantes em humanos e macacos indicam que as células T 

CD8+ inibem melhor a replicação viral em células autólogas que alogeneicas (Kannagi et al., 

1988 e 1990; Tsubota et al., 1989a). Uma possível explicação é o fato de que CTLs específicas 

para HIV-1 (Yang et al., 1997), HBV (Guidotti et al., 1996) ou sarampo (Finke et al., 1995) 

produzem fatores solúveis antivirais, como, por exemplo, IFN-γ. 

 A análise de linhagem celular T CD8+ quando em co-cultura com células T CD4+ 

comparada com cultura em transwell (separadas por membrana semi-permeável), mostrou que 

vírus R5 foram suprimidos por contato ou fatores solúveis (>90% de inibição), enquanto vírus X4  



 

27 

 

Introdução 

 

eram melhor suprimidos por contato (>90%) do que por mediadores solúveis (73%). No caso de 

vírus R5, aparentemente a atividade mediada por contato ou por fatores solúveis era de potência 

equivalente quando em proporção de 2:1 CD8+/CD4+, contudo a atividade de contato é de maior 

potência quando a proporção CD8+/CD4+ é diminuída (Lacey et al., 1998; Tomaras et al., 2000; 

revisado em Tomaras & Greenberg, 2001). Muito da atividade solúvel anti-vírus R5 nestes 

estudos pode ser atribuída às β–quimiocinas, pois grande quantidade destas moléculas eram 

secretadas por esta linhagem celular. 

 Moléculas de membrana importantes para o efeito supressor de células T CD8+ na 

replicação viral não foram ainda identificadas. Algumas classes de fatores solúveis inibitórios 

parecem ser importantes: o Fator Antiviral de Célula T CD8+ (CAF, CD8+ T cell Antiviral 

Factor) derivado de linfócitos T CD8+, ainda não identificado, que inibe a replicação viral em 

nível de transcrição viral, as β-quimiocinas, que bloqueiam via CCR5, e a citocina IL-16. 

 CAF é encontrado em sobrenadantes de células T CD8+ estimuladas por mitógenos e 

apresenta atividade inibitória variável para um amplo espectro de vírus M ou T- trópicos de HIV-

1, assim como HIV-2 (Mackewicz & Levy, 1992; Brinchmann et al., 1990; Walker et al., 1991; 

Hsueh et al., 1994), sugerindo que seja independente de especificidade de antígeno ou co- 

receptor. CAF atua suprimindo a expressão de proteínas virais dirigidas por LTR (Chen et al., 

1993; Mackewicz et al., 1995; Copeland  et al., 1995). Embora muitas citocinas apresentem 

atividade anti-HIV, tais como IL-6 (IFN-β2), TNF-α, TNF-β, TGF-β , IFN-α, IFN-β , IFN-γ, IL-8 

e IL-4, estudos com anticorpos bloqueadores demonstram que não são responsáveis pela 

atividade inibitória de células T CD8+ (Mackewicz et al., 1994a; Brinchmann et al, 1991). CAF 

apresenta estabilidade em pH tão baixo quanto 2, resistência relativa à tripsina, estabilidade a 

temperaturas tão altas quanto 56
o
C por 30 minutos ou 100

o
C por 10 minutos, e estudos por 

exclusão de tamanho demonstram que deve ser uma proteína em torno de 30 kDa (revisado em 

Levy et al., 1996). 

Outro fator que suprime a replicação viral de HIV-1 e SIV in vitro é a citocina IL-16 

(Baier et al., 1995), originalmente descrita como uma substância que leva ao downregulation da 

molécula CD4 (Cruikshank et al., 1994). 

 As β–quimiocinas MIP-1α, MIP-1β e RANTES foram primeiramente identificadas por 

Cocchi e colaboradores (1995) sendo produzidas por células T CD8+ e apresentando atividade 

antiviral para vírus M-trópicos. Um dos mecanismos  de  inibição  de  replicação  viral  destas  β– 
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quimiocinas é o bloqueio da entrada viral por interação com o co-receptor CCR5 (Dragic et al., 

1996), assim como SDF-1 bloqueia a entrada de vírus T-trópicos por ser um ligante de CXCR4, 

outro co-receptor de HIV-1 (Bleul et al., 1996; Oberlin et al., 1996). Outro mecanismo de 

inibição por SDF-1 é através de downregulation de seu receptor (Amara et al., 1997). Contudo, 

células T CD8+ não produzem SDF-1 (Lacey et al., 1997) e vários estudos demonstram que as β–

quimiocinas não são responsáveis pela totalidade de atividade antiviral de células T CD8+ 

(Palliard et al., 1996; Mackewicz et al., 1996; Moriuchi et al., 1996; Barker et al., 1998; Leith et 

al., 1997; Rubbert et al., 1997). MDC (Macrophage-Derived Chemokine, ou quimiocina derivada 

de macrófago), ligante de CXCR4, foi identificada em sobrenadante de células T CD8+ de 

indivíduos infectados que suprimiam replicação de vírus X4 (Pal et al., 1997). Porém, outros 

estudos mostraram que MDC não inibia a replicação de HIV em células T (Arenzana-Seisdedos 

et al., 1998; Lee et al., 1998) e, portanto, não deve ser responsável por toda a atividade antiviral 

de células T CD8+. Recentemente, foi demonstrado que a inibição de vírus X4 deve-se a pelo 

menos duas frações de proteínas, sensíveis ao calor, uma >50 kDa, a qual se liga a heparina, e, 

outra, <50 kDa, que não se liga. O padrão de secreção destas proteínas mostrou-se diferente de β-

quimiocinas, e era produzido em maior quantidade por CTL de indivíduos infectados pelo HIV, 

em comparação com indivíduos HIV- (Geiben-Lynn et al., 2001). Também foi verificado que a 

supressão de expressão de genes mediada por HIV-LTR, mecanismo de ação de CAF, não se 

deve a β–quimiocinas (Copeland et al., 1997; Leith et al., 1997). Ainda em um destes estudos, 

observou-se que os sobrenadantes de células T CD8+ de indivíduos infectados por HIV-1 

apresentavam efeitos opostos na transcrição mediada por LTR em células T e monócitos 

(Copeland et al., 1997). Na verdade, os sobrenadantes de ambos os linfócitos T CD8+ e CD4+ 

apresentam este padrão de ação (Leith et al., 1999). 

 Se a presença ou não de β–quimiocinas é protetora para a progressão da doença é 

discutível. Nenhuma diferença significativa dos níveis de β–quimiocinas foi encontrada entre 

estágios assintomáticos ou sintomáticos da infecção pelo HIV-1 em dois estudos (Mackewicz et 

al., 1996; Rubbert et al., 1997), enquanto outro mostrou que a produção de β–quimiocinas era 

mais baixa em indivíduos com AIDS (Garzino-Demo et al., 1999). Vários tipos celulares 

produzem β–quimiocinas, além de linfócitos T CD8+. Aparentemente, a produção de β–

quimiocinas por células T CD4+ é mais importante para a proteção de infecção por vírus R5 que 

a derivada  de  células  T  CD8+.  Linfócitos  T  CD4+  produzem  MIP-1α,  MIP-1β  e  RANTES  
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(Paxton et al, 1996; Kinter et al., 1996a, 1996b; 2000; Furci et al., 1997). A secreção destas 

moléculas por células T CD4+, e não CD8+, apresentou correlação com progressão clínica mais 

favorável (Saha et al., 1998; Paxton et al, 2001). Em estudo cego prospectivo observou-se que os 

níveis de produção de RANTES por células T CD4+ e CD8+, assim como de inibição de 

expressão gênica de HIV por células T CD8+, antes do início de HAART, apresentou associação 

significativa com a manutenção de carga viral indetectável por mais de 1 ano (Fransen et al., 

2000). Outro trabalho demonstrou alta produção de β–quimiocinas por células T CD4+ em LTNP 

(Scala et al., 1997). C-C quimiocinas também são produzidas por macrófagos (Verani et al., 

1997) e células NK (Oliva et al., 1998), suprimindo infecção por HIV-1. 

 Os fatores antivirais produzidos por células T CD8+ podem estar envolvidos em 

imunidade protetora. Em estudo de Ahmed e colaboradores (2001), três macacos expostos a HIV-

2, mas soronegativos, resistentes ao desafio intra-retal com SIVsm, apresentaram maior produção 

de RANTES e MIP-1 que outros 39 animais naive. Além disso, sobrenadantes de células T CD8+ 

destes macacos resistentes suprimiam a infecção por SIV, o que era parcialmente neutralizado 

por anticorpos anti-quimiocinas (Ahmed et al., 2001).  

 A capacidade de atuar sem contato celular ou restrição HLA (discutido acima) sugere que 

o principal mecanismo das células efetoras de supressão de replicação de HIV seja não-citolítico 

e não específico para HIV. Alguns autores até sugerem que a células T citotóxicas sejam danosas 

pelo fato de eliminarem células T CD4+ (revisado em Zinkernagel, 1995), e que, portanto, fatores 

como CAF teriam um duplo papel de inibir a replicação viral e proteger células CD4+ da 

citotoxicidade de células T CD8+ por diminuir a expressão de proteínas virais em células 

infectadas (revisado em Levy et al., 1996). Por outro lado, as correlações clínicas entre a 

atividade antiviral de células T CD8+ e atividade citolítica de CTLs HIV-específicas sugerem 

que ambos os mecanismos sejam exercidos pelas mesmas células (revisado em Yang & Walker, 

1997). Mas, devemos ainda considerar que a maioria dos estudos que relatam uma relação 

inversa entre CTL e viremia HIV inicial utilizou ensaios LDA, que não medem atividade de 

células T CD8+ efetoras diretamente (Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994; Koup & Ho, 1994). 

 Foi verificado que células T CD8+ HIV-específicas não citolíticas (sem perforina) podem 

expressar β–quimiocinas antivirais. Nestes mesmos indivíduos infectados pelo HIV-1, a maioria 

das células específicas para antígenos de CMV que secretam β–quimiocinas antivirais possuem 

fenótipo citolítico (Appay et al., 2000). Este  estudo  sugere  que,  em  algumas  circunstâncias,  a  
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síntese de β–quimiocinas (atividade não citolítica) pode divergir do fenótipo citolítico. Mesmo 

em indivíduos normais, aproximadamente 60% das células T CD8+ que sintetizam MIP-1β não 

possuem perforina. Estas células são predominantemente de fenótipo ativado/memória (Kamin-

Lewis et al., 2001).  

 

IV. CITOCINAS DA FAMÍLIA DE RECEPTOR COMUM GAMMA (CITOCINAS γc) E 

SUA PARTICIPAÇÃO NA IMUNOPATOGÊNESE DA INFECÇÃO PELO HIV-1: 

 

IV.1. Citocinas γc e homeostasia de células T: 

 

 Os números de células T são controlados, tanto que a contagem de células periféricas é 

utilizada para monitorar certas doenças, inclusive a progressão da infecção pelo HIV. As células 

T maduras parecem perceber a ausência de outras semelhantes e respondem através de divisão 

celular, e o fenômeno não parece discriminar entre células T CD4+ ou T CD8+ (revisado em 

Freitas & Rocha, 2000; Marrack et al., 2000). Por outro lado, existe evidência  de  que  células  T 

CD4+ e T CD8+ são controladas até certo ponto de forma independente: em camundongos 

deficientes de CD4, células T CD8+ compensam a falta de células T CD4+ pelo seu aumento em 

números, mas o inverso não é verdadeiro em animais deficientes de CD8 (Bachmann et al., 

1995). 

 A proliferação, diferenciação e sobrevivência das células T pós-maturação intra-tímica 

dependem de vários fatores, inclusive contato com células apresentadores de antígeno, 

envolvendo moléculas de membrana e solúveis. Entretanto, a contribuição relativa de cada fator 

deve variar em diferentes condições e para cada tipo de células T.  

 A maioria das células naive derivam do timo, e não parece existir feedback negativo ou 

positivo de sua produção. Animais que recebem mais lobos tímicos apresentam maior número de 

células maduras, enquanto a depleção de células T periféricas não aumenta a produção tímica 

(Gabor et al., 1997; van Meerwijk et al., 1998), a não ser em algumas situações, como irradiação 

subletal (Mackall et al., 1997) ou HAART em pacientes HIV-1-infectados (Douek et al., 1998). 

Apesar de estes dois últimos casos serem situações de depleção de células T periféricas, os 

tratamentos devem afetar o timo diretamente, por exemplo, diminuindo a infecção e alterações 

tímicas pelo HIV. De modo geral, o output tímico parece depender apenas do próprio timo, mas a  
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produção não seria o único fator regulador dos números de células naive. Após sairem do timo, as 

células naive podem responder aos números de células T encontrados na periferia, e no caso de 

deficiência, passam a se dividirem reconstituindo o pool linfocitário, enquanto sofrem um 

processo de diferenciação limitado (Murali-Krishna et al., 2000; Goldrath et al., 2000; Cho et al., 

2000). Células T CD4+ ou CD8+ naive precisam interagir com moléculas MHC próprias (e 

peptídeos envolvidos na seleção positiva intra-tímica ou não) para sobreviverem e proliferarem 

na periferia em condições linfopênicas (Kirberg et al., 1997; Bender et al., 1999; Ernst et al., 

1999; Goldrath & Bevan, 1999) enquanto células T de memória não necessitam (Tanchot et al., 

1997; Murali-Krishna et al., 1999; Swain et al., 1999). 

 Várias evidências demonstram que citocinas que se ligam aos receptores contendo a 

cadeia comum γ (γc): IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15 (denominadas aqui citocinas γc) estão 

envolvidas na homeostasia de células T (revisado em Malek et al., 1999). Na doença de 

imunodeficiência severa combinada ligada ao X (X-SCID), caracterizada por desenvolvimento 

defeituoso de células T, ocorrem mutações em γc. Baseado nos resultados obtidos de 

camundongos knockout, a deficiência de IL-2-IL-2R não explica as anomalias associadas à X-

SCID; neste caso, os animais apresentam linfoproliferação, fenótipo ativado de células T 

periféricas, apoptose mediada por Fas prejudicada e autoimunidade (Sadlack et al., 1993; Kneitz 

et al., 1995; Kramer et al., 1995). Análises das diferentes citocinas γc revelaram que o sistema 

IL-7-IL7R é crucial para o desenvolvimento de células T (Peschon et al., 1994, Fry et al., 2001a). 

Já IL-15 é importante para a diferenciação de células NK (Lodolce et al., 1998). Tanto IL-7 como 

IL-15 estão envolvidas na proliferação e manutenção de linfócitos intra-epiteliais CD8αα TCRαβ 

e TCRγδ, ao menos em camundongos (Inagaki-Ohara et al., 1997). De fato, animais deficientes 

de citocinas γc apresentam homeostasia e sobrevivência de células T naive prejudicadas, mas 

resposta proliferativa normal ao estímulo antigênico (Nakajima et al., 1997; Lantz et al., 2000).  

 Para células naive, as citocinas envolvidas em sua sobrevivência são: IL-6, in vitro 

(Teague et al., 1997), IL-7 e IL-4, in vitro e in vivo (Boise et al., 1995; Vella et al., 1997; Hassan 

& Reen, 1998; Boursalian & Bottomly, 1999a, 1999b; Soares et al., 1998; Kishimoto & Sprent, 

1999; Webb et al., 1999; Marrack et al., 2000; Tan et al., 2001), em parte pela manutenção dos 

níveis de Bcl-2 intracelular (Vella et al., 1997). Alguns trabalhos indicam que apenas IL-7, e não 

IL-4, seria importante para a sobrevivência de células T naive in vivo (Tan et al., 2001; Vivien et 

al., 2001). IL-7 é capaz de expandir células T CD45RA+CD45RO- de neonatos ou de  adultos  in  
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vitro sem alterar seu fenótipo, além de induzir alta atividade de telomerase (Soares et al., 1998). 

É importante lembrar que no exemplo de grande aumento de células na periferia pela adição de 

mais lobos tímicos (Berzins et al., 1999), o timo é fonte de IL-7, necessária à sobrevivência de 

células T maduras. 

 Durante a resposta ao antígeno, as células ativadas aumentam rapidamente e em grande 

número. Este aumento envolve as moléculas TCRs e proteínas co-estimuladoras como CD27, 

CD28, OX40, 4-1BB, LFA-1 e CD2 (Jenkins et al., 1991; Brown et al., 1995; June et al., 1990; 

Chambers & Allison, 1997; Godfrey et al., 1994). Após ativadas, estas células geralmente são de 

vida curta. In vitro, elas podem ser mantidas vivas por membros da família de citocinas γc (Boise 

et al., 1995; Akbar et al., 1996; Vella et al., 1998) e por interferons tipo I (Marrack et al., 1999), 

mas não por IL-6 (Teague et al., 2000). As atividades de citocinas γc na indução de proliferação e 

de sobrevivência podem ser separadas: IL-4 e IL-7 podem prevenir a morte de células ativadas 

sem causar proliferação substancial, enquanto a sobrevivência e a proliferação são co-induzidas 

por IL-2 e IL-15 (Boise et al., 1995; Vella et al., 1998). O rápido desaparecimento de células 

ativadas não afeta os números de células naive e de memória.  Para que este processo de 

eliminação de células ativadas ocorra com grande eficiência, várias vias estão envolvidas, 

ativadas por Fas, TNF-αR ou radicais livres de oxigênio (Van Parijs et al., 1996; Sytwu et al., 

1996; Hildeman et al., 1999). 

 A presença do antígeno não parece ser essencial para a manutenção de células de 

memória, sugerindo a existência de mecanismos endógenos (Swain et al., 1999). As células de 

memória expressam maior quantidade de moléculas de adesão, permitindo uma adesão mais 

eficiente às células apresentadoras de antígeno, além de mudarem a expressão de vários 

receptores de quimiocinas, permitindo sua ocupação de diferentes nichos, com consequente 

expansão e/ou sobrevivência em relação às outras células de mesma especificidade (revisado em 

Freitas & Rocha, 2000). A maior capacidade de resposta de células de memória em relação às 

células naive também pode se dar por expressão de receptores diferentes ou de maior afinidade 

para citocinas. A divisão de células T CD8+ de memória depende de IL-15, produzida por células 

de estroma (Zhang et al., 1998), enquanto sua proliferação é inibida por IL-2, produzida por 

linfócitos T ativados durante as respostas imunes (Ku et al., 2000), mas também mantida ligada à 

matriz extracelular (Wrenshall et al., 1999).  
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 É possível que, durante o programa de diferenciação de células T, a expressão de 

receptores de citocinas seja regulado de modo coordenado com moléculas envolvidas no tráfico e 

localização em tecidos linfóides e não linfóides. Neste sentido, Manjunath e colaboradores (2001) 

demonstraram recentemente, em um modelo murino transgênico, que as citocinas IL-2 e IL-15 

podem modular a diferenciação de células T CD8+ em células de memória do tipo TEM ou TCM, 

respectivamente (Sallusto et al., 1999). Se, após ativação pelo antígeno, as células T CD8+ forem 

cultivadas em altas doses de IL-2, estas se desenvolvem em células de fenótipo e função efetores, 

tornando-se CCR7- CD62L-, expressando altos níveis de CD69, CD25, CD44 e ligante de P-

selectina, e sendo capazes de citotoxicidade imediata. Se, ao contrário, forem cultivadas em IL-

15, expressam CD62L, CCR7 e CD44, mas não se ligam a P-selectina, e apresentam baixos 

níveis de CD69 e CD25 (Manjunath et al., 2001). Por outro lado, Geginat e colaboradores (2001) 

observaram que IL-15, bem como IL-15+IL-7, estimularam muito mais a proliferação de células 

T CD4+ humanas purificadas em TEM, conforme a expressão de CD45RA e CCR7, que de TCM. 

Apenas as células T naive (TN) responderam à mistura de citocinas IL-4, TNF-α, IL-6 e IL-10. 

Mas a adição de TNF-α, IL-6 e IL-10 à cultura com IL-7+IL-15 permitiu o aumento de 

proliferação  de  células  de  memória  (TCM  e  TEM), e  ainda  a  proliferação  de  TN.  Entretanto, 

somente as células TCM, e não as TN, adquiriram o fenótipo TEM nesta última condição de cultura. 

A presença de células dendríticas nas culturas com IL-7+IL-15 tornaram as células naive também 

responsivas a estas citocinas, assim como aumentaram a responsividade de células de memória. É 

interessante que anticorpos anti-MHC não bloquearam estes efeitos das APC.  

 IFN-γ e perforina também participam de homeostasia de células T CD8+, perforina 

regulando a expansão e, IFN-γ, a imunodominância e a fase de morte celular (Badovinac et al., 

2000). A deficiência de perforina poderia aumentar a expansão de células T CD8+ por 

diminuição de morte de APC (Sad et al., 1996; Klenerman et al., 1998), resultando em maior 

exposição antigênica e maior ativação de precursores naive. Perforina também poderia agir 

diretamente em células Ag-específicas através de controle do balanço entre divisão celular e 

morte durante a fase de expansão (Gallimore et al., 1998; Matloubian et al., 1999). IFN-γ poderia 

alterar o proteossoma, modificando a resposta aos epítopos, ou regular moléculas envolvidas em 

morte celular, ou receptores que levam a sobrevivência, como IL-15R (Marrack et al., 2000). 

Neste sentido, a ausência de perforina em CTL HIV-específicas favoreceria a expansão destas 

células de fenótipo alterado (Sad et al. 1996).  
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IV. 2. Papel de citocinas γc na imunopatogênese da infecção pelo HIV: 

 

 O fato de citocinas indutoras de replicação de HIV apresentarem-se em níveis elevados 

durante a progressão da doença (Rieckmann et al.,1991; Vyakarnam et al., 1990; Merrill et 

al.,1989; von Sydow et al., 1991; Rautonen et al., 1991) e ocorrer alterações de expressão de 

citocinas Th1/Th2 (Maggi et al., 1994; Graziozi et al., 1994) indicam seu papel na 

imunopatogênese da infecção pelo HIV. O aumento de citocinas pró-inflamatórias favorece a 

replicação viral, já os efeitos da diminuição de produção de IL-2 são menos claros (Lane et al., 

1985; Cohen et al., 1997; Graziosi et al., 1994). 

 Múltiplas citocinas regulam a produção viral como observado em vários sistemas, de 

infecção aguda ou endógena, em células transformadas ou primárias, por manipulação de 

citocinas endógenas ou exógenas (revisado em Poli & Fauci, 1993, veja Quadro I.1). IL-1, IL-3, 

IL-6, TNF-α, M-CSF e GM-CSF aumentam a replicação viral em macrófagos derivados de 

monócitos in vitro (Vyakarnam et al., 1990;  Kinter et al. 1995a, 1995b, 2000;  Schuitemaker et 

al., 1992;  Poli et al., 1990;   Poli  et al.,  1994;  Perno  et al.,  1989;  Koyanagi  et al.,  1988;  

Meltzer  et al.,  1988; Gendelman et al., 1988; Gruber et al., 1995), mas não ocorre aumento in 

vivo de viremia plasmática em pacientes recebendo GM-CSF junto com terapia antiretroviral 

(Manfredi et al., 1996; Manfredi et al.,1995). IL-13 e IFN-α/β inibem HIV (Mikovits et al., 1994; 

Montaner et al., 1994; Goletti et al., 1996; Poli et al., 1994; Shirazi et al., 1992; Poli  et al., 1989; 

Shirazi  et al., 1993), enquanto IL-4, IL-10, TGF-β e IFN-γ apresentam efeitos inibitório ou 

estimulador dependendo das condições experimentais (Schuitemaker et al.,1992; Mikovits et al., 

1994; Kazazi  et al., 1992; Novak et al., 1990; Weissman et al., 1995; Finnegan et al 1996; Angel 

et al 1995; Poli  et al., 1991; Lazdins  et al., 1991; Goletti et al., 1996; Poli et al.,1994). Em 

células primárias, IL-1, IL-2, IL-4, IL-7, TNF-α e IFN-γ aumentam, enquanto IL-10 e IFN-α 

inibem a replicação viral (Kinter et al. 1995a, 1995b; Akridge et al., 1994; Kollmann et al., 1996; 

Kootstra et al., 1994; Masood et al., 1994; Montaner et al., 1994; Saville et al., 1994; Weissman 

et al., 1994). Os melhores ativadores de replicação viral são as citocinas pró-inflamatórias TNF-

α, IL-1, e IL-6. O próprio HIV é capaz de induzir a produção de TNF-α, IL-1 e IL-6 in vitro, que 

por sua vez aumentam a replicação viral, formando uma alça de amplificação autócrina/parácrina 

(Folks et al., 1989; Clouse et al., 1989; Vyakarnam et al., 1990;, Kinter et al. 1995a, 1995b; 

Ramilo et al., 1993). A produção destas citocinas não parece depender da infecção, pois a adição 

de proteínas do envelope induzem  a  secreção  destas  citocinas  através  da  ligação  de  CD4  na  
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superfície celular (Weissman et al.,1994; Merrill et al., 1989).O estímulo por TNF-α ocorre via 

ativação de NF-kB, que se liga em sítios do LTR viral, induzindo sua transcrição (Duh et al., 

1989; Israel et al., 1989). Citocinas pró-inflamatórias como TNF-, IL-1 e IL-6 aumentam 

replicação de HIV-1, enquanto IL-10 e TGF- diminuem (Fauci, 1993; Vyakarnam et al., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Efeitos de citocinas sobre a produção de HIV-1 em 

 

       Células T CD4+ Macrófagos 

 

IL-1ß                                                    

IL-2                                                   nt 

IL-3                             nt                     

IL-4                                                           

IL-6                             nt                          

IL-10                                                    

IL-12                                                   nt 

IL-13                             nt                     

IL-15                                                  nt 

IFN-α                                                  

IFN-γ                                                        

TGF-β                                              

GM-CSF                      nt                               

M-CSF                  nt                               

TNF-α/β                                               

CD30-ligante                                       

Quadro I. 1.  Citocinas e moléculas relacionadas às citocinas com efeitos regulatórios 

                       sobre a replicação do HIV-1. 

      aumento da replicação do HIV-1 

      supressão da replicação do HIV-1 

nt     não testado ou nenhum efeito significativo reportado 

                      Baseado em Poli & Fauci (Semin Immunol. 1993; 5(3):165-73). 
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Apesar de ser evidente a diminuição de atividade Th1 na infecção pelo HIV-1, a 

predominância de citocinas Th2 é debatida (Meyaard et al., 1994). Clerici e colaboradores 

(1989a; 1993; 1996) encontraram um padrão Th2 de secreção de citocinas pelos PBMC 

estimulados de pacientes infectados pelo HIV durante a progressão da doença Por outro lado, 

outros grupos de pesquisa observaram uma tendência de produção de citocinas Th0 ao invés de 

Th2 (Graziosi et al., 1994; Maggi et al., 1994). Em ambos os casos, a replicação de HIV foi 

maior em clones Th0 e Th2 que Th1 (Maggi et al., 1994; Vyakarnam et al., 1995), ressaltando a 

importância da resposta Th1, prejudicada na infecção pelo HIV (Clerici et al., 1993, 1996; Clerici 

& Shearer, 1993, 1994). 

 Dentre as citocinas γc, IL-2 é uma das mais estudadas em relação à infecção pelo HIV-1. 

Assim como in vivo ocorre diminuição dos níveis de IL-2 durante a progressão da doença, 

inclusive de seu mRNA, em PBMC e células de linfonodos (Graziosi et al., 1994; Cohen et al., 

1997; Lane et al., 1985), in vitro a infecção de células T CD4+ diminui sua capacidade de 

produzir IL-2, e células T CD4+ isoladas de pacientes respondem com baixa secreção de IL-2 

quando estimuladas por mitógenos ou estímulo antigênico (Graziosi et al., 1994). Recentemente, 

foi demonstrado que a menor produção de IL-2 em células T CD4+ ativadas CD69+ é uma 

disfunção seletiva, apresentando-se dissociada da produção de IFN-γ, o que deve ser levado em 

consideração ao se medir a frequência de células antígeno-específicas através de IFN-γ 

intracelular (Sieg et al., 2001). Uma recuperação significante da frequência de células produtoras 

de IL-2 só foi observada em pacientes infectados pelo HIV que apresentaram manutenção do 

controle da replicação viral durante HAART (Sousa et al., 1999). A reduzida produção de IL-2 

por células T CD4+ de indivíduos infectados pelo HIV é acompanhada por menor resposta 

proliferativa e maior suscetibilidade à apoptose (Lane et al., 1985; Miedema et al., 1988; Clerici 

et al., 1989a, 1989b, 1993; Groux et al., 1992; Meyaard et al., 1992). Neste sentido, a adição de 

IL-2 às células T de pacientes infectados pelo HIV aumenta a proliferação (Seder et al., 1995) e 

protege da apoptose in vitro (Adachi et al., 1996). A diminuição de apoptose parece estar 

relacionada à normalização do ciclo celular de linfócitos por ação de IL-2 (Paiardini et al., 2001). 

IL-2 restaura funções citotóxica e de produção de IFN-γ de CTL de indivíduos infectados pelo 

HIV ou macacos infectados pelo SIV (Trimble et al., 2000, Zou et al., 1999; Shankar et al., 2000; 

Xiong et al., 2001) e tem efeitos estimulador ou inibidor da atividade não citolítica de células T 

CD8+  dependendo das condições  de  cultura (Barker  et al.,  1995;  Kinter  et al . 1995a,  1995b,  
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1996a, 1996b). Por outro lado, para células T CD4+ ativadas, IL-2 parece ser o estimulador mais 

potente da replicação viral, provavelmente devido à sua dependência para a proliferação dos 

linfócitos (Gallo et al., 1984; Hazan et al., 1990). Embora IL-2 possa atuar de forma 

independente de outras citocinas (Weissman et al., 1996), IL-2 ativa a alça de amplificação 

autócrina ou parácrina de citocinas induzidas por HIV. Quando IL-2 é adicionada às culturas de 

PBMC ou CD8dPBMC infectadas com HIV, ocorre a produção de TNF-α, IL-1 e IL-6 e IFN-γ. 

Se estas citocinas endógenas são neutralizadas, a replicação viral é diminuída (Vyakarnam et al., 

1990; Kinter et al., 1995a, 1995b; Ramilo et al., 1993). O fato da adição de IL-2 às culturas de 

células mononucleares de pacientes infectados restaurar parcial ou completamente várias funções 

celulares, mas  por outro lado aumentar  a produção viral, enfatiza a correlação entre a ativação  

imune  e  a replicação viral (revisado em Kinter et al., 2000). IL-2 é ainda capaz de aumentar a 

expressão do co-receptor CCR5 em células T CD4+ (Bleul et al., 1997), e de CXCR4 em células 

T CD4+ de memória CCR7+ (Jourdan et al., 2000). 

 Os trials clínicos com administração de IL-2 demonstraram que são seguros em conjunto 

com terapia antiretroviral e que os pacientes apresentam aumento da contagem de células T 

CD4+ (revisado em Smith, 2001 e Mitsuyasu, 2001). Não houve aumento da viremia plasmática 

em indivíduos infectados pelo HIV tratados com IL-2 e terapia antiretroviral em relação aos 

níveis basais dos pacientes controles (apenas recebendo terapia antiretroviral), embora ocorra um 

aumento transitório na fase aguda do tratamento e, no caso de pacientes com baixa contagem 

CD4, os números de células T CD4+ não foram aumentados e a viremia foi elevada (Kovacs et 

al., 1996, 2001; Davey et al., 1997, 2000). A terapia com IL-2 também não foi capaz de melhorar 

a diversidade de repertório T em pacientes em estágio mais avançado da doença que 

apresentavam depleção de vários clones T CD4+ (Heath et al., 1995). Por outro lado, em modelo 

SCID-hu, IL-2 (bem como IFN-γ) manteve timócitos imaturos sem aumentar a carga viral, 

enquanto IL-4 ou IL-7, apesar de retardarem a depleção de timócitos imaturos, aumentaram a 

carga viral (Uittenbogaart et al., 2000). A administração diária de IL-2 levou à expansão de 

células NK, mas a imunoterapia intermitente com IL-2 causou mudanças agudas em ambas as 

populações CD4+ e CD8+, e a longo prazo, após interrupção da terapia, apenas o pool de células 

T CD4+ manteve-se aumentado (Jacobson, 1996; Khatri et al., 1998; Kovacs et al., 2001). Após 

apenas 5 dias de tratamento com IL-2, Zou e colaboradores (1999) observaram linfopenia aguda 

de Th naive ou memória, associada a um grande aumento de  expressão  de  CCR5  em  ambas  as  
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subpopulações T CD4+, enquanto antes da terapia CCR5 era restrito às células CD4+CD62L-

CD45RO+. Aumentos transitórios de CD38 e HLA-DR foram observados em células CD4+ e 

CD8+, porém CD25 aumentou exclusivamente em células T CD4+, de fenótipo naive ou 

memória (Kovacs et al., 2001). Mais interessante é o achado de que a administração intermitente 

de IL-2 durante HAART reduziu o reservatório de HIV em células T CD4+ quiescentes (Chun et 

al., 1999a). Porém, ao interromper-se o tratamento em pacientes em que não se detectavam vírus 

capazes de replicação em células T CD4+ quiescentes, altos níveis de viremia eram observados, 

sugerindo que ao se parar HAART com IL-2, vírus passaram a ser produzidos de sítios 

reservatórios não identificados (Chun et al., 1999b; Davey et al., 1999). 

IL-4, uma citocina γc que define o padrão Th2, encontra-se aumentada em pacientes 

infectados pelo HIV, como demonstrado por marcação intracelular, hibridização in situ, e por 

maior frequência de clones Th2; em crianças infectadas, alta replicação de HIV-1 foi 

correlacionada aos altos níveis de IL-4 em linfonodos (Mikovits et al., 1994; Kazazi et al., 1992; 

Novak et al., 1990). IL-4 sozinha, ou em conjunto com IL-2, estimula a replicação de HIV em 

células T CD4+, provavelmente pela ativação de sua proliferação (Weissman et al., 1996), mas 

também por outros mecanismos. Células Th2 expressam mais CXCR4 que Th1, o que apresenta 

correlação com sua maior produção de HIV-1 (Galli et al., 1998; Wang et al., 1998). A própria 

IL-4 modula a expressão de receptores de quimiocinas em células T CD4+ (Jourdan et al., 1998; 

Valentin et al, 1998; Wang et al., 1998), aumentando a expressão de CXCR4 e inibindo a de 

CCR5, sugerindo um papel para esta citocina na progressão da doença, quando ocorre mudança 

de vírus R5 para X4 (Valentin et al, 1998; Wang et al., 1998). Além disso, IL-4 estimula a 

expressão de HIV-1 via mecanismos de ativação de transcrição (Valentin et al, 1998). Para 

macrófagos derivados de monócitos, IL-4 pode ter efeito estimulador ou inibidor da replicação 

viral (Schuitemaker et al., 1992; Mikovits et al., 1994; Kazazi et al., 1992; Novak et al., 1990). 

IL-4 mesmo sem afetar a expressão de CCR5 pode aumentar a produção de HIV em 

monócitos/macrófagos primários (Valentin et al, 1998). Células T CD8+ do tipo TC2 são 

observadas na infecção pelo HIV-1, apresentando reduzida atividade citolítica (Maggi et al. 

1994), e IL-4 parece limitar a ativação, expansão e diferenciação de células T CD8+ com 

potencial citolítico, como mostrado em camundongos imunizados com peptídeos derivados de 

gp120 de HIVIIIB (Villacres & Bergmann, 1999). O papel prejudicial de IL-4 na imunopatogênese 

da infecção pelo  HIV é também sugerido pela associação entre as maiores proporções de  células  
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produtoras de IL-4, dentro da população CD4+, e especialmente da CD8+, e o re-aparecimento 

da viremia em pacientes submetidos à HAART (Sousa et al., 1999).  

 IL-7 é uma citocina γc importante na linfopoiese (revisado em Malek et al., 1999) e na 

homeostasia de linfócitos T (Schluns et al., 2000; Fry et al., 2001b; Mackall et al., 2001; Tan et 

al., 2001). Como IL-7 é produzida por células de estroma e não por células linfóides, como 

células epiteliais tímicas, células epiteliais intestinais (Watanabe et al., 1995), queratinócitos 

(Heufler et al., 1993) e células dendríticas (de Saint-Vis et al., 1998), altos níveis de  IL-7  podem 

ser gerados em condições linfopênicas, ressaltando sua importância como regulador endógeno da 

homeostasia.  

De fato, através de imunohistoquímica com análise quantitativa de imagem foi 

demonstrado que IL-7 é produzida por células dendríticas em tecidos linfóides periféricos com 

depleção de células T mediada pela infecção pelo HIV (Napolitano et al., 2001). Alguns estudos 

mostram uma forte relação inversa entre níveis circulantes de IL-7 e números de células T CD4+ 

(Mackall et al., 2001), inclusive na infecção pelo HIV-1 (Llano et al., 2001; Napolitano et al., 

2001). Altos níveis de IL-7 encontraram-se associados a uma carga viral aumentada (Napolitano 

et al., 2001). Também foram detectados níveis mais altos de IL-7 em pacientes infectados pelo 

HIV com variantes SI e contagem CD4 menor que 200 células/μl (Llano et al., 2001). Neste 

sentido, IL-7 induziu a expressão de CXCR4 em PBMC in vitro (Llano et al., 2001), como 

também já havia sido observado por Jourdan e colaboradores (2000) em células T de memória 

CD4+CCR7+. É interessante que a administração de IL-7 em camundongos aumentou a 

proliferação basal de células T CD4+ e T CD8+ em 4 e 14X respectivamente, provocando um 

aumento desproporcional de células T CD8+ e alteração da relação CD4/CD8, sem induzir a 

expressão de marcadores de ativação (Geiselhart et al., 2001), enquanto in vitro IL-7 induziu a 

expressão de CD25, CD71, CD11a, CD40L e CD95 (Armitage et al., 1990; Fukui et al., 1997; 

Soares et al., 1998; Welch et al., 1989). A possibilidade de IL-7 contribuir para a expansão de 

células CD8+ e inversão da relação CD4/CD8 observadas na infecção pelo HIV-1 deve ser ainda 

estudada, pois foi detectada menor expressão de IL-7Rα em células T CD8+ de pacientes 

infectados pelo HIV-1 (Vingerhoets et al., 1998). 

 O papel de IL-7 na imunopatogênese de HIV é enfatizado pela sua associação in vivo com 

maior carga viral e variantes X4, bem como com sua ação estimuladora da replicação viral in 

vitro   de  PBMC  e  timócitos.   Culturas  de  CD8dPBMC  isolado  de  pacientes  assintomáticos  
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apresentaram replicação viral e níveis de DNA proviral aumentados pela adição de IL-7, 

enquanto IL-2 induziu maior proliferação e menor replicação viral (Smithgall et al., 1996). IL-7 

parece tornar células T CD4+ suscetíveis à infecção por HIV-1 independente da estimulação de 

sua proliferação (Unutmaz et al., 1999; Dardalhon et al., 2001). IL-7, junto com TNF-α, é 

importante para a replicação de HIV-1 em timócitos maduros CD4+CD8-CD3+ que interagem 

com células epiteliais tímicas (Chene et al., 1999) e favorece a persistência de vírus nestes 

timócitos maduros CD4+ através de continuada indução de  Bcl-2  (Guillemard et al.,  2001).  De 

fato, apesar de retardar a depleção de timócitos imaturos, IL-7 aumenta a carga viral 

(Uittenbogaart et al., 2000). Por outro lado,  IL-7  pode  exercer  alguns  efeitos  benéficos,  como 

induzir a atividade citotóxica de células T CD8+ (Hickman et al, 1990), inclusive HIV-específica 

(Carini & Essex, 1994; Ferrari et al., 1995), bem como sua atividade supressora de replicação 

viral (Smithgall et al., 1996). 

 IL-15 é uma outra citocina que compartilha com IL-2, além da cadeia β, a cadeia comum 

γ de seus receptores, esta última também presente em IL-4 e IL-7 (revisado em Waldmann & 

Tagaya, 1999). Ao contrário de IL-2, que é secretada por linfócitos T ativados, IL-15 é expressa 

por macrófagos (Doherty et al., 1996), células dendríticas (Jonuleit et al., 1997; Blauvelt et al., 

1996), células endoteliais (Mohamadzadeh et al., 1996), queratinócitos (Blauvelt et al., 1996), e 

outros tipos celulares; e sua produção é aumentada em infecções virais (Flamand et al., 1996; 

Atedzoe et al., 1997). De fato, os níveis séricos de IL-15 encontram-se elevados em pacientes 

infectados pelo HIV, e parecem apresentar associação com a hipergamaglobulinemia observada 

(Kacani et al., 1997). Apesar de ambas as citocinas, IL-2 e IL-15, estimularem a replicação de 

HIV, alguns estudos observaram que IL-15 induziu menor produção viral que IL-2 (Bayard-

McNeeley et al., 1996; Patki et al., 1996; Chehimi et al., 1997; Lucey et al., 1997; Al-Harthi et 

al., 1998), o que pode estar associado ao fato de IL-15 raramente ter aumentado a proliferação 

espontânea de PBMC de indivíduos infectados pelo HIV, apenas corrigindo a resposta a antígeno 

(Patki et al., 1996). Na verdade, nos estudos de Al-Harthi e colaboradores (1998) e Unutmaz e 

colaboradores (1999), a indução de expressão de HIV-1 mediada por citocinas (Il-2, IL-12, IL-15 

e IL-2, IL-4, IL-7, IL-15, respectivamente) apresentaram-se independentes da proliferação 

celular, não induziram atividade LTR, aumentando a replicação por um mecanismo pós-

trancripcional (Al-Harthi et al., 1998). O efeito de IL-15 sobre HIV-1 em PBMC foi ainda 

independente de citocinas endógenas (Al-Harthi et al., 1998).  
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 Perera e colaboradores (1999) observaram que IL-15 induziu a expressão de CCR5 em 

linfócitos T purificados não ativados. Apesar de IL-15 haver estimulado a produção de MIP-1α, 

MIP-1β, e RANTES por estes linfócitos T, ainda assim promoveu a entrada de isolado viral 

primário NSI (HIVUS-1), capaz de utilizar apenas o co-receptor CCR5, e sua replicação. Por outro 

lado, Jourdan e colaboradores (2000) mostraram que IL-15, assim como IL-2, IL-4 e IL-7, foram 

capazes de induzir a expressão de CXCR4 em células T de memória em repouso CD4+CCR7+, 

com consequente aumento de suscetibilidade às cepas X4 de HIV-1. 

IL-15 estimulou a expansão de CTL HIV-específicos (Kanai et al., 1996), sendo que IL-

15 endógena, produzida por células dendríticas estimuladas por CD40LT,  pode contribuir para a 

expansão de CTL de pacientes infectados pelo HIV em culturas depletadas de TH, onde falta IL-

2  (Ostrowski et al., 2000). Também o aumento da citotoxicidade (inclusive com aumento de 

granzima B e perforina) de células NK de pacientes infectados pelo HIV induzido por IL-15 foi 

independente de IL-2, bem como de IFNs, TNF-α, ou IL-12, embora IL-15 restaure a produção 

de IL-12 por PBMC (Chehimi et al., 1997). Assim como IL-2, IL-15 induziu atividade LAK e 

aumentou a produção de IFN-γ em indivíduos não infectados ou infectados pelo HIV (Lucey et 

al., 1997). IL-15 parece favorecer o recrutamento de células T CD8+ em tecidos extravasculares 

que participam do controle da infecção (Agostini et al., 1999), além de promover sua ativação e 

proliferação (Agostini et al., 1997). Neste sentido, é interessante que em infecção primária por 

SIV, os níveis de IL-15 aumentaram em PBMC e células de BAL, mas não em células de 

linfonodos (Caufour et al., 2001). Macrófagos alveolares de pacientes infectados pelo HIV-1 

também apresentaram maior expressão de IL-15 que aqueles derivados de indivíduos HIV- 

(Agostini et al, 2001). 

 IL-15 estimulou a expansão de CTL HIV-específicos (Kanai et al., 1996), sendo que IL-

15 endógena, produzida por células dendríticas estimuladas por CD40LT, pode contribuir para a 

expansão de CTL de pacientes infectados pelo HIV em culturas depletadas de TH, onde falta IL-

2 (Ostrowski et al.,  2000). Também o aumento da citotoxicidade (inclusive com aumento de 

granzima B e perforina) de células NK de pacientes infectados pelo HIV induzido por IL-15 foi 

independente de IL-2, bem como de IFNs, TNF-α, ou IL-12, embora IL-15 restaure a produção 

de IL-12 por PBMC (Chehimi et al., 1997). Assim como IL-2, IL-15 induziu atividade LAK e 

aumentou a produção de IFN-γ em indivíduos não infectados ou infectados pelo HIV (Lucey et 

al., 1997).  IL-15  parece favorecer o recrutamento de células T CD8+ em tecidos extravasculares  
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que participam do controle da infecção (Agostini et al., 1999), além de promover sua ativação e 

proliferação (Agostini et al., 1997). Neste sentido, é interessante que em infecção primária por 

SIV, os níveis de IL-15 aumentaram em PBMC e células de BAL, mas não em células de 

linfonodos (Caufour et al., 2001). Macrófagos alveolares de pacientes infectados pelo HIV-1 

também apresentaram maior expressão de IL-15 que aqueles derivados de indivíduos HIV- 

(Agostini et al, 2001). 

 Chehimi e colaboradores (1997) observaram que a adição de IL-15 preveniu a apoptose 

espontânea de PBMC de indivíduos infectados pelo HIV, mas não a induzida por mitógeno. 

Naora & Gougeon  mostraram  que   IL-15,  assim   como  IL-2,  não  inibe  a   apoptose   in vitro 

induzida por CD95, mas que IL-15 age como um importante fator de sobrevivência na prevenção 

de apoptose espontânea  de  PBMC  de  indivíduos  infectados  pelo  HIV-1,  bem  como  de  

células  T  naive CD4+CD45RO- (Naora & Gougeon, 1999a, 1999b). Apesar de ocorrer maior 

sobrevivência promovida por IL-15, associada à maior expressão de bcl-2, além de IL-15 

estimular maior proliferação celular que IL-2, os números de células viáveis não foram maiores 

com IL-15, provavelmente devido à sua maior ativação linfocitária e consequente aumento da 

suscetibilidade à apoptose (Naora & Gougeon, 1999b). Células Tc1 de fenótipo CD8+CD45RO+ 

isoladas de BAL de pacientes infectados pelo HIV sofrem grande apoptose espontânea quando 

em cultura, o que é inibido pela adição de IL-15 (Agostini et al., 2001), o que sugere que esta 

citocina contribua para a expansão de CTL pulmonares na infecção pelo HIV não só por 

favorecer seu recrutamento (Agostini et al., 1999), mas também sua sua ativação, proliferação 

(Agostini et al., 1997) e sobrevivência (Agostini et al., 2001). Células T CD8+ presentes nos 

pulmões foram encontradas expressando HIV (Semenzato et al., 1995), mas não há estudos sobre 

o possível papel de IL-15 na infecção de células T CD8+. 

Todas estas citocinas γc, IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 podem tornar células T CD4+ em 

repouso suscetíveis à infecção por vírus HIV-1 R5 e ainda suportam a transdução de células T 

CD8+ com vetor HIV-1 com eficiência semelhante ou maior que células CD4+ (Unutmaz et al., 

1999). Citocinas do tipo Th1 ou Th2 participam do controle da replicação de HIV-1. Citocinas 

Th2 aumentam a produção de HIV-1 X4, porém apresentam efeito inibitório sobre a produção de 

HIV-1 R5, enquanto citocinas Th1 têm efeito oposto em ambos os tipos de HIV-1 (Salgame et 

al., 1998; Galli et al., 1998; Wang et al., 1998; Suzuki et al., 1999). Estas diferenças devem estar 

correlacionadas  em  parte  com  a  regulação  diferencial  de  expressão de co-receptores CCR5 e  
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CXCR4 por citocinas Th1 e Th2 em células T CD4+, i.e., citocinas Th1 aumentam expressão de 

CCR5 (Patterson et al., 1999) e diminuem a de CXCR4 (Galli et al., 1998), enquanto citocinas 

Th2 aumentam expressão de CXCR4 (Valentin et al., 1998; Wang et al., 1998; Patterson et al., 

1999; Suzuki et al., 1999) e diminuem a de CCR5 (Patterson et al., 1999).  

  Aparentemente, citocinas do tipo Th1 aumentam os efeitos inibitórios de células T CD8+, 

enquanto as de tipo Th2 diminuem seus efeitos supressores. Assim, IL-2 aumenta a capacidade 

supressora de células T CD8+ de indivíduos infectados pelo HIV, enquanto cultura em IL-4 e IL-

10 inibem sua atividade antiviral. Contudo, a adição de IL-2 pode superar os efeitos inibitórios de 

citocinas Th2 sobre  a  atividade  supressora  de  células  T  CD8+ (Barker  et  al.,  1995).  Como 

as  células  T dependem de IL-2 para sua proliferação, não é surpresa que a atividade antiviral de 

células T CD8+ seja aumentada por IL-2.  Neste sentido, o co-estímulo por CD28, importante 

para a expressão tanto de IL-2 como de IL-2R (CD25), também aumenta a capacidade antiviral de células 

T CD8+ (Barker et al., 1997).  Outro estudo sugere que TNF-α pode afetar negativamente a capacidade de 

células T CD8+ suprimirem a replicação viral (Kubo et al., 1997). 

No modelo de infecção aguda em co-cultura DC-CD4+, citocinas que estimulam a 

proliferação de células T, como IL-2 e IL-4, aumentaram a replicação viral, enquanto os efeitos 

de IL-12 foram mais complexos. A produção de HIV-1 foi inibida pelo bloqueio de IL-2 

produzida de modo endógeno, bem como pela adição de IL-10, a qual bloqueia secreção de IL-2,  

funções de APC e ativação T. Citocinas pró-inflamatórias induziram um aumento moderado da 

replicação viral em co-culturas de DC pulsadas com HIV e células T CD4+ não estimuladas 

(Weissman et al., 1996). 

O papel das citocinas na regulação de produção viral foi observado em vários sistemas, 

como descrito acima, entretanto, muitos aspectos dessa regulação ainda continuam em aberto 

demandando mais pesquisas. 

  

  



 

44 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos 



 

45 

 

RELEVÂNCIA DO ESTUDO E OBJETIVOS 

 

O estudo do papel de linfócitos T CD8+ na infecção pelo HIV-1 tem seguido duas linhas 

principais de investigação: atividade citotóxica vírus-específica e capacidade antiviral não-

citolítica (revisado em Yang & Walker, 1997). Alguns trabalhos sugeriram que estas duas 

funções efetoras seriam em parte mediadas pela mesma subpopulação de células CD8+ (Toso et 

al. 1995, Buseyene et al. 1996, Yang et al. 1997).  

Como as células T CD8+ apresentam alterações fenotípicas e funcionais que 

comprometem seu papel protetor durante a progressão da doença (revisões de Lieberman et al., 

2001 e McMichael & Rowland-Jones, 2001), o estudo destas alterações pode contribuir, portanto, 

para um melhor entendimento da imunopatogênese da infecção pelo HIV-1, bem como para o 

melhor desenho de vacinas e/ou imunoterapias. Há de se considerar também que o fato de as 

próprias células T CD8+ serem alvos de infecção pelo vírus (discutido na revisão de Meireles-de-

Souza & Shattock, em anexo) teria impacto na imunopatogênese e no desenvolvimento de 

vacinas e/ou imunoterapias.  

Assim, o objetivo geral desta tese foi estudar alterações fenotípicas e funcionais de células 

T CD8+, em modelos in vitro de infecção pelo HIV-1, além de sua própria infecção pelo vírus 

como potencial fator de distúrbio.  

Procuramos relacionar fenótipos, como p. ex. as subpopulações CD28+ ou CD57+, com  

1) infecção por variantes X4 ou R5 de HIV-1, em culturas de CBMC ou PBMC; 

2) funções, tais como inibição de proliferação celular ou de produção viral; ou ainda com 

3) a susceptibilidade à infecção pelo HIV-1, inclusive durante sua interação com células 

dendríticas. 

 Do mesmo modo, investigamos a possível associação entre a infecção das células CD8+ e   

4) sua atividade antiviral, ou 

5) contribuição para a produção total de HIV-1, utilizando para isso culturas de PBMC, co-

culturas de células CD8+ e CD4+, ou ainda modelo de interação com células dendríticas. 

Além disso, como a progressão da infecção pelo HIV-1 é acompanhada por alterações no 

perfil de citocinas, decidimos analisar os efeitos de citocinas γc (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) sobre 

6) a susceptibilidade à infecção pelo HIV-1, e 

7) atividade antiviral dos linfócitos T CD8+, 

incluindo o papel de IL-15 endógena ou exógena durante a interação com células dendríticas. 
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RACIONAL E OBJETIVOS 

 

A progressão da infecção pelo HIV-1 é acompanhada por alterações não só do sistema 

imune, mas também do vírus, predominando aqueles que utilizam o co-receptor CCR5 em 

estágios iniciais e os que utilizam o co-receptor CXCR4 em estágios avançados (revisado em 

Miedema et al, 1994; Berger et al, 1999; Rowland-Jones, 2003).  Não se sabe ao certo o porquê 

destas alterações, mas é plausível que tanto o sistema imune possa interferir no processo de 

mudança na utilização de co-receptores pelo HIV-1, como também os diferentes tipos de vírus 

possam afetar de modo diverso as células do sistema imune. 

No caso dos linfócitos T citotóxicos, é bem conhecida a pressão seletiva que exercem 

sobre os vírus, inclusive o HIV-1 (Nowak et al., 1995; Koenig et al., 1995), assim como 

alterações fenotípicas e funcionais que comprometem seu papel protetor durante a progressão da 

infecção pelo HIV-1  (Champagne at al., 2001; revisões de Lieberman et al., 2001 e McMichael 

& Rowland-Jones, 2001). Alguns trabalhos propõem que estas alterações seriam derivadas de um 

processo de senescência acelerado (revisado em Appay & Rowland-Jones, 2002). Entretanto, não 

existem relatos da possível influência de variantes R5 ou X4 de HIV-1 sobre as alterações de 

células T CD8+. 

Assim, neste primeiro estudo, objetivamos: 

1.  Analisar a influência do vírus HIV-1, de variante R5 ou X4, sobre o fenótipo de 

células T CD8+.  

2. Comparar os efeitos de HIV-1 sobre o fenótipo de células T CD8+ de neonatos com 

seus efeitos em células T CD8+ de adultos, incluindo análise de marcadores de 

senescência. 

Para isso, infectamos, in vitro, células mononucleares de sangue de cordão umbilical 

(CBMC), utilizadas como fonte de células naive, ou células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC) de adultos, com variantes R5 (HIV-1BaL) ou X4 (HIV-1IIIB e HIV-1RF). 
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Alterações fenotípicas de células T CD8+ em culturas de CBMC e PBMC 

infectadas pelo HIV-1. 

 

 

RESUMO 

 

Durante a progressão da infecção por HIV-1, ocorre expansão das células T CD8+, 

predominantemente as de fenótipo CD28-, com expressão aumentada de CD57, HLA-DR, 

CD45RO e CD38. A aquisição da expressão de CD57 (e perda de CD28) pode resultar da 

ativação em longo prazo das células T CD8+, embora alguns estudos sugiram uma expansão 

antígeno-específica das células CD8+CD57+. Para avaliar a contribuição do vírus HIV-1 nas 

mudanças fenotípicas de células T CD8+, analisamos a expressão de CD57, CD28, CD27, 

CD45RA e CD45RO após infecção de células mononucleares de sangue de cordão umbilical 

(CBMC), ou células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de adultos, com variantes R5 

(HIV-1BaL) ou X4 (HIV-1IIIB e HIV-1RF). Encontramos, in vitro, um padrão fenotípico similar ao 

que ocorre durante a progressão da infecção in vivo (embora não estatisticamente significativo): 

redução do fenótipo naive (CD8+CD27+CD45RA+), aumento do fenótipo ativado/de memória 

(CD8+CD27+CD45RA- ou CD8+CD27+CD45RO+), bem como de células do estágio 

intermediário (CD8+CD27-CD45RA-), raras em indivíduos normais. Em culturas de CBMC, 

utilizadas como fonte de células naive, observamos um aumento de células CD8+CD57+ em 

culturas infectadas por vírus X4, enquanto a queda de expressão de CD27 em linfócitos T CD8+ 

nestas culturas infectadas não apresentou uma associação específica ao vírus X4. Estes mesmos 

marcadores, em células T CD8+ de adultos, apresentaram níveis de expressão in vitro 

diretamente relacionados à idade do doador. Portanto, nossos dados sugerem que o vírus HIV-1 

pode influenciar, direta ou indiretamente, as mudanças fenotípicas das células T CD8+, e que o 

uso de modelos de infecção in vitro pode ser útil para o estudo destas alterações e manipulações 

terapêuticas. 
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INTRODUÇÃO 

 

Durante a progressão da infecção por HIV-1, ocorre expansão de células T CD8+ 

predominantemente CD28-, com aumento da expressão de CD57, HLA-DR, CD45RO e CD38 

(Ho et al., 1993, Borthwick et al., 1994, Vingerhoets et al., 1995, Lynne et al., 1998, Tomiyama 

et al., 2000), enquanto os números de células T CD8+ com o fenótipo naive diminuem (Roederer 

et al., 1995).  

Em indivíduos normais, a molécula CD57 é encontrada essencialmente na subpopulação 

CD8+ que expressa o fenótipo efetor CD8+CD27-CD28-CD45RA+ (revisão por Hamann et al., 

1999a). Em resposta à infecção viral, ocorre uma expansão inicial de células CD8+ com o 

fenótipo de memória CD27+CD28+CD45RA-CD45RO+ e, no processo de diferenciação de 

linfócitos CD8+; há uma perda sucessiva de CD28 e CD27 e aumento da expressão de CD57 

(Hamann et al., 1997, 1999a, 1999b). Entretanto, em pacientes infectados com HIV-1, o 

amadurecimento de células CD8+ T específicas para o HIV-1, mas não para o CMV, parece 

deficiente, com células CD8+ específicas para o HIV-1 apresentando expressão persistente de 

CD27, baixos níveis de perforina e o fenótipo CD28-CD45RA-CD45RO+ ou CD45RA-CCR7- 

(Andersson et al., 1999; Appay et al., 2000, Champagne et al., 2001; Chen et al., 2001; 

Watanabe et al., 2001, revisões de McMichael, 2000;  McMichael & Rowland-Jones, 2001 e 

Lieberman et al., 2001).  

A aquisição da expressão de CD57 (e perda de CD28) pode resultar da ativação crônica 

das células T CD8+. O fato de que as células CD8+ são submetidas a grande expansão durante 

infecções virais poderia por si contribuir para as alterações fenotípicas observadas durante a 

progressão dessas doenças. Os processos de diferenciação envolvem ciclos de proliferação 

celular sucessivos, que por fim conduzem as células à senescência (Effros et al., 1996, revisto por 

Globerson & Effros, 2000). De fato, a expressão de CD57 em células T CD8+ esteve associada à 

senescência derivada da proliferação celular e à apoptose induzida por ativação (Brenchley et al., 

2003). No entanto, as subpopulações CD8+CD57+ e/ou CD8+CD28- são acumuladas in vivo 

durante infecções virais (Borthwick et al., 1994, Vingerhoets et al., 1995), ou in vitro, quando 

mantidas em presença de IL-2, com ou sem estímulos prévios com PHA ou anti-CD3 (Mollet et 

al., 1998, Borthwick et al., 2000). 



 

50 

 

Estudo 1 

 

Por outro lado, alguns estudos sugeriram uma expansão antígeno-específica de células 

CD8+CD57+. A expressão de CD57 foi associada a uma infecção prévia com CMV (Maher et 

al., 1985, Wursch et al., 1985, Wang et al., 1993, Hooper et al., 1999), mesmo em indivíduos 

infectados com HIV-1 (Evans et al., 1999). Já as culturas de PBMC oriundas de indivíduos 

infectados com HIV-1 apresentaram expansão da subpopulação CD8+CD57+ se estimulados com 

APC carregadas com HIV-1 (Mollet et al., 1998) ou com fibroblastos transfectados com nef 

(Silvestris et al., 1999).  

Entretanto, não existem relatos da possível influência de variantes R5 ou X4 de HIV-1 

sobre as alterações de células T CD8+. Desse modo, objetivamos nesse estudo analisar a 

influência de cepas de HIV-1 do tipo R5 ou X4 sobre o fenótipo de células T CD8+ após infecção 

in vitro de células mononucleares de sangue de cordão umbilical (CBMC), utilizadas como fonte 

de células naive, ou células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de adultos. 

Comparamos os efeitos de HIV-1 sobre o fenótipo de células T CD8+ de neonatos com seus 

efeitos em células T CD8+ de adultos, utilizando como marcadores de diferenciação e 

senescência CD27, CD28, CD45RA, CD45RO e CD57. 
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METODOLOGIA 

 

Culturas celulares 

 

 PBMC e CBMC foram isolados por gradiente de centrifugação em Ficoll-Hypaque 

(Sigma, Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, MO, USA) a partir de sangue obtido de voluntários 

adultos sadios ou de cordão umbilical proveniente de partos sem complicações, com a aprovação 

do Comitê de Ética do St. George’s Hospital Medical School (University of London, UK). 

 As culturas foram estabelecidas em densidade celular de 1x10
6
/ml (37

o
C, 5% CO2) em 

meio RPMI 1640 completo: suplementado com 10% soro fetal bovino (FCS), glutamina, 

penicilina e estreptomicina (Sigma). Culturas de PBMC e CBMC foram estimuladas com 10 

μg/ml PHA (Sigma) por 3 dias e a partir daí mantidas em meio de cultura completo suplementado 

com IL-2 (30 UI/ml, Boehringer-Mannheim, Roche Diagnostics Ltd, East Sussex, UK). O meio 

foi trocado duas vezes por semana. 

 

Vírus 

 

 As variantes R5 (HIV-1BaL) e X4 (HIV-1IIIB and HIV-1RF) de HIV-1 foram obtidas da 

Centralised Facility for AIDS Reagents (Medical Research Council, UK). Estoques virais de 

HIV-1BaL foram crescidos em culturas de PBMC ativadas por PHA, enquanto HIV-1IIIB e HIV-

1RF foram crescidos em células CEM (também obtidas da Centralized Facility for AIDS 

Reagents, Medical Research Council, UK). 

 

Infecção in vitro por HIV 

 

 Cada cultura estimulada por PHA de PBMC ou CBMC foi fracionada: parte foi mantida 

como controle e parte foi infectada por HIV-1BaL, HIV-1IIIB ou HIV-1RF a MOI 0.01, por 2 horas 

a 37
o
C, e então lavadas 3X em PBS. As culturas não infectadas e infectadas foram mantidas na 

presença de IL-2 (30 UI/ml, Roche) durante toda a cinética. 
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Análise fenotípica de células CD8+ 

 

 Para analisar o fenótipo das células T CD8+ em culturas infectadas ou controle, os 

seguintes anticorpos monoclonais foram utilizados em estudos de marcação tripla: anti- CD27-

Fluorescein IsoThioCyanate (FITC), anti-CD27-R-Phycoerythrin (RPE), anti-CD28-FITC, anti-

CD28-Cy-Chrome
TM

 (CyCh), anti-CD57-FITC, anti-CD45RA-FITC, anti-CD45RA-RPE, anti-

CD45RO-RPE, anti-CD45RO-CyCh, anti-CD8-RPE e anti-CD8-CyCh (PharMingen, Becton-

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA), bem como anti-CD27-FITC, anti-

CD57-FITC, anti-CD45RA-Phycoerythrin (PE) and anti-CD8-Peridin Chlorophyll Protein 

(PerCP) (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA). Os controles 

utilizados foram: anti-IgG1-FITC, anti-IgM-FITC, anti-IgG1-PE, anti-IgG2a-RPE, anti-IgG2a-

CyCh, anti-IgG2b-FITC, anti-IgG2b-RPE, anti-IgG1-CyCh (PharMingen), anti-IgG1-FITC, anti-

IgM-FITC, anti-IgG2b-PE e anti-IgG1-PerCP (Becton-Dickinson). 

 As células foram analisadas em um citômetro de fluxo FACScan (Becton-Dickinson) e os 

dados analisados por software WinMDI version 2.8 (disponível em http://facs.scripps.edu). 

 

Análise estatística 

 

As subpopulações celulares em diferentes condições de cultura foram comparadas através 

do teste t de Student, utilizando o software GraphPadPrism version 4. 
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RESULTADOS  

 

Culturas de CBMC ou PBMC infectadas pelo HIV-1 apresentam maior aumento relativo 

de linfócitos T CD8+, porém menor número absoluto de células T CD8+ que culturas não 

infectadas. 

 

Culturas de PBMC ou CBMC estimuladas com PHA e mantidas em presença de IL-2 

apresentam expansão de linfócitos T CD8+ (Mollet et al., 1998, Borthwick et al., 2000), 

entretanto o aumento numérico de células CD8+ foi menor em culturas infectadas que naquelas 

não infectadas. Culturas infectadas apresentaram menor viabilidade celular que as não infectadas, 

sendo menor a viabilidade das culturas infectadas por vírus X4 (HIV-1IIIB < HIV-1RF) que das 

infectadas por vírus R5 HIV-1BaL (dados não mostrados). Em consequência, o aumento absoluto 

de células foi menor em culturas infectadas (HIV-1IIIB < HIV-1RF < HIV-1BaL), incluindo o de 

células T CD8+. 

Por outro lado, como era de se esperar pela morte de linfócitos T CD4+, encontramos 

aumento percentual de células CD8+ nas culturas infectadas em relação às não infectadas, o qual 

foi maior para CBMC (em torno de 40%) que para PBMC (aproximadamente 15 a 20%).  

 

O padrão fenotípico de células T CD8+ durante a infecção in vitro pelo HIV-1 assemelha-se 

ao observado em pacientes. 

 

 Em culturas de CBMC ou PBMC infectadas pelo HIV-1, observamos uma diminuição da 

subpopulação de células T CD8+ naive (TN), com fenótipo CD27+CD45RA+ (figura 1.1A) ou 

CD27+CD45RO- (figura 1.1B), especialmente nas culturas infectadas pelo vírus X4 (IIIB), ainda 

que não estatisticamente significativo, sugerindo um paralelo à perda de linfócitos CD8+ naive 

durante a progressão da doença (Roederer et al., 1995). De fato, ao contrário do que ocorre em 

culturas não infectadas, nas quais o fenótipo naive de células T CD8+ de neonatos permanece 

predominante, mesmo que estimuladas in vitro com PHA, a diminuição do percentual de células 

T CD8+CD27+CD45RA+ (figura 1.1A) nas culturas de CBMC infectadas com variante X4 é tal 

que passa a apresentar expressão do fenótipo naive similar ao de cultura não infectada do doador 

PB1 (mais jovem que PB2). 
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Figura 1.1. Expressão das moléculas (A) CD27 e CD45RA, ou (B) CD27 e CD45RO, em células CD8+ 

(gating na população CD8+) em culturas de PBMC (de 2 diferentes doadores saudáveis: PB1, com 21 

anos de idade, e PB2, com 36 anos de idade) ou CBMC (CB) não-infectadas (NI) ou infectadas pelos 

variantes X4 (HIV-1IIIB) ou R5 (HIV-1BaL) de HIV-1, no dia 30 após o estímulo com PHA. No inserto 

estão representadas as localizações nos quadrantes das subpopulações de células CD8+: TN (T Naive), 

TM/ativado (T Memória/ativado), TE (T Efetora), Ti (T intermediária). 

TN TE 

Ti TM/ativado 

TN TE 
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Neste sentido, o incremento de percentual da subpopulação CD8+CD27-CD45RA+, 

considerada de fenótipo efetor (TE), nas culturas de CBMC infectadas com HIV-1 pode ter 

surgido pela aceleração da perda de expressão de CD27 nestas células naive CD8+CD45RA+ de 

neonato. Se a presença do vírus HIV-1 induziu ou não a diferenciação de células T CD8+ naive 

em efetoras só poderia ser avaliado por estudos funcionais, porém, a presença de IL-2 nestas 

culturas poderia ser um fator predisponente a este fenômeno. 

Em contraposição à diminuição de células CD8+ naive, observamos um aumento do 

fenótipo memória/ativado (TM/ativado) CD27+CD45RA- (figura 1.1A) ou CD27+CD45RO+ 

(figura 1.1B) de células CD8+ em culturas infectadas de PBMC ou CBMC, maior para HIV-1IIIB 

do que para HIV-1BaL, comparado aos controles, embora não significativo estatisticamente. O 

aumento do fenótipo TM/ativado em maior proporção nas culturas de células de neonatos que 

adultos parece estar em linha com o maior aumento percentual de células CD8+ em CBMC que 

PBMC (dados não mostrados). 

Células CD8+ com fenótipo TM/ativado CD28+CD45RA- foram também encontradas em 

níveis mais altos em culturas de PBMC infectadas pelo variante X4 que R5 (figura 1.2).  

 
              PB1     NI                PB1    HIV-1IIIB         PB2     NI                 PB2    HIV-1BaL         PB2    HIV-1IIIB 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Expressão das moléculas CD28 e CD45RA em células CD8+ (gating na população CD8
+
) em 

culturas de PBMC (de 2 diferentes doadores saudáveis: PB1, com 21 anos de idade, e PB2, com 36 anos 

de idade) não-infectadas (NI) ou infectadas pelos variantes X4 (HIV-1IIIB) ou R5 (HIV-1BaL) de HIV-1, no 

dia 30 após o estímulo com 10 µg/ml PHA (culturas mantidas em presença de 30 UI/ml IL-2).  

 

Estas populações parecem corresponder à expansão inicial de células CD8+ com o 

fenótipo de memória/ativado CD27+CD28+CD45RA-CD45RO+ descrito em resposta à infecção 

viral  (Hamann  et  al.,  1997,  1999a, 1999b).   Por   outro   lado,   o   aumento  da   subpopulação  

 



 

56 

 

Estudo 1 

 

intermediária CD28-CD45RA-/CD45RO+ (figura 1.2), ou CD27-CD45RA-/CD45RO+ (figura 

1.1) em culturas de PBMC infectadas com HIV-1, especialmente pelo variante X4, sugere um 

amadurecimento deficitário de células CD8+ T, como relatado in vivo em pacientes infectados 

(McMichael & Rowland-Jones, 2001; Lieberman et al., 2001). Provavelmente devido ao n 

pequeno, não fomos capazes de encontrar significância estatística. 

 

A perda de expressão de CD27 não apresenta uma associação específica aos variantes de 

HIV-1. 

  

Ainda indicando uma diferenciação alterada de células T CD8+ em presença do vírus 

HIV-1, observamos que nem sempre houve perda da expressão de CD27 em culturas de PBMC 

infectadas em relação às culturas não infectadas (PB2, na figura 1.3). De fato, em pacientes 

infectados com HIV-1, células CD8+ específicas para o HIV-1 apresentam expressão persistente 

de CD27 (Appay et al., 2000) . 
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Figura 1.3. Expressão da molécula CD27 nas células CD8+ (gating em CD8+) em culturas de PBMC (de 

2 diferentes doadores saudáveis: PB1, com 21 anos de idade, e PB2, com 36 anos de idade) ou CBMC 

(CB) não-infectadas (NI) ou infectadas pelos variantes X4 (HIV-1IIIB) ou R5 (HIV-1BaL) de HIV-1, no dia 

30 após o estímulo com PHA.  



 

57 

 

Estudo 1 

 

Por outro lado, apesar de células T CD8+ de neonatos permanecerem predominantente 

CD27+ mesmo quando estimuladas por mitógeno, observamos diminuição da expressão de CD27 

(p<0,05) na população CD8+  (gated)  em  culturas de  CBMC  infectadas,  sem  uma  associação  

específica aos variantes de HIV-1 (figura 1.4).  
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Figura 1.4. A perda de expressão de CD27 não apresenta uma associação específica aos variantes de 

HIV-1. (A) Percentual da subpopulação CD8+CD27+ em culturas de CBMC. (B) Percentual da 

subpopulação CD27+ em células CD8+ (gated) em culturas de CBMC. NI (não infectadas), BAL 

(variante R5 HIV-1BaL), RF (variante X4 HIV-1RF) e IIIB (variante X4 HIV-1IIIB). (*p<0,05, teste t não 

pareado, bicaudal). 

 

 

A expressão do marcador de senescência CD57 aumenta em linfócitos CD8+ de culturas de 

CBMC infectadas por variante de HIV-1 X4, mas não R5. 

 

É interessante notar que o incremento da população CD8+CD57+ foi proporcionalmente 

maior em culturas de CBMC que PBMC, o que poderia estar relacionado à maior expansão de 

células CD8 em culturas de células mais jovens. Neste sentido, também foi maior o aumento da 

população CD8+CD57+ na cultura do doador PB1 (indivíduo mais jovem) que PB2, embora não 

estatisticamente significativo (figura 1.5). De acordo com a literatura, encontramos percentuais 

mais altos de CD8+CD57+ (figura 1.5) e CD8+CD27-(figura 1.3), em células CD8+ de 

indivíduos mais velhos, mesmo em culturas não-infectadas, sustentando a associação dessas 

subpopulações CD8+ à senescência do sistema imune. De fato, a presença da molécula CD57 foi 

detectada   predominantemente   em   células   CD8+CD28-   de   culturas   de   PBMC,  enquanto  
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em culturas de CBMC esteve presente principalmente na subpopulação CD8+CD28+ (dados não 

mostrados). 
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 Figura 1.5. (A) Expressão do fenótipo CD8+CD57+ (quadrante superior direito) de células T (gating em 

células CD3+) em culturas de PBMC (de 2 diferentes doadores saudáveis: PB1, com 21 anos de idade, e 

PB2, com 36 anos de idade) ou CBMC (CB) não-infectadas (NI) ou infectadas pelos variantes X4 (HIV-

1IIIB) ou R5 (HIV-1BaL) de HIV-1, no dia 30 após o estímulo com PHA.  (B) Percentual da subpopulação 

CD8+CD57+ (gating em células CD3+) em culturas NI (não infectadas), ou infectadas por BAL (variante 

R5 HIV-1BaL), RF (variante X4 HIV-1RF) e IIIB (variante X4 HIV-1IIIB). Culturas de PBMC indicadas na 

figura como PB1 ou PB2 (de seus respectivos doadores), as outras culturas são de CBMC. 
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Células naive não expressam a molécula CD57 (Hamann et al., 1999a, 1999b). Porém, 

quando as culturas de CBMC previamente estimuladas com PHA foram infectadas com HIV-1, 

observamos aumento da expressão da CD57 (p<0,05) em culturas infectadas por variante X4 

HIV-1IIIB (ou HIV-1RF), mas não pelo variante R5 HIV-1BaL, quando comparadas às culturas não 

infectadas (figura 1.6), sugerindo um papel para o vírus X4 na modulação da expressão de CD57.  
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Figura 1.6. A expressão do marcador de senescência CD57 aumenta em linfócitos CD8+ de culturas de 

CBMC infectadas por variante de HIV-1 X4, mas não R5. (A) Percentual da subpopulação CD8+CD57+ 

em culturas de CBMC. (B) Percentual da subpopulação CD57+ em células CD8+ (gating em CD8
high

) em 

culturas de CBMC. NI (não infectadas), BAL (variante R5 HIV-1BaL), RF (variante X4 HIV-1RF) e IIIB 

(variante X4 HIV-1IIIB). (*p<0,05 e **p<0,005, teste t não pareado, bicaudal). 
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DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, observamos que a infecção in vitro com vírus HIV-1 induziu alterações do 

fenótipo de células T CD8+ próximas daquelas observadas in vivo durante a progressão da 

infecção pelo HIV-1, como diminuição do fenótipo naive de células T CD8+ (Roederer et al., 

1995), aumento de células senescentes CD8+CD57+ (Borthwick et al., 1994, Mollet et al., 1998) 

e TM/ativadas CD8+CD45RO+ ou CD45RA- (Ogg et al., 1999, Ross et al., 2000). As alterações 

fenotípicas foram sempre mais evidentes com HIV-1 X4 que R5, assim como in vivo as 

mudanças que ocorrem em células T CD8+ são acentuadas com a progressão da infecção 

(revisado em Cohen et al., 1997), a qual apresenta associação com a variante X4 (revisado em 

Berger et al., 1999).  

Como células naive não expressam CD57 (Hamann et al., 1999a), a expansão da 

subpopulação CD57+ de células CD8+ de neonatos, observado na infecção por HIV-1IIIB 

(p<0,005) ou HIV-1RF (p<0,05), mas não HIV-1BaL, sugere que o vírus HIV-1, especialmente de 

tipo X4, levaria ao aumento de expressão da molécula CD57 em células T CD8+ durante a 

progressão da doença. A molécula CD57 pode aparecer na superfície de células T CD8+ como 

resultado de ativação a longo-prazo de células CD57- que perdem a sua capacidade de proliferar 

após atingir estágio de diferenciação terminal (Dupuy d‟Angeac et al., 1994, Mollet et al., 1998). 

De acordo com opinião de Kern e colaboradores (1996), estas células CD8+CD57+ não 

representariam um marcador do desenvolvimento de imunodeficiência, e sim de diferenciação 

terminal/ativação imune. Neste contexto, em relação ao perfil de secreção de citocinas, esta 

subpopulação de células CD8+CD28-CD57+ parece apresentar mais características de células em 

estágio terminal de diferenciação, com maior produção de IFN-γ e, geralmente, sem produção de 

IL-2 (Dupuy d‟Angeac et al., 1994, Van den Hove et al., 1998, Kern et al., 1999, Silvestris et al., 

1999). 

Não podemos afirmar se estas células CD8+CD57+ são específicas para antígenos de 

variantes X4 de HIV-1. A expansão desta subpopulação in vitro com estímulo por células 

apresentadoras de antígeno carregadas com peptídeos HIV-1 (Mollet et al., 1998) ou por 

fibroblastos transfectados com nef (Silvestris et al., 1999), e o fato das células CD8+CD57+ 

serem oligoclonais (Batliwalla et al., 1996, Morley et al., 1995, Wang et al., 1995, Weekes et al., 

1999b) sugerem a expansão específica da subpopulação CD8+CD57+.  
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Encontramos expressão de CD57 inclusive naquelas células CD8+ que co-expressam 

CD28 (dados não mostrados), o que é raro em indivíduos normais (Azuma et al., 1993a,
 

Vingerhoets et al., 1995, Kern et al., 1996). É possível que as células CD28+CD57+ detectadas 

em nossas culturas infectadas com HIV-1 correspondam a um estágio precursor de células CD28-

CD57+, já que em receptores de transplante alogeneico de rim a reativação de CMV induziu 

mobilização de células CD28+CD57+ antes da expansão de células CD28-CD57+ no 

compartimento de linfócitos T CD8+ (Hazzan et al., 1997). Por outro lado, uma proporção 

relativamente alta de células CD8+CD28- não expressa CD57, como já observado, especialmente 

em pacientes infectados por HIV-1 (Vingerhoets et al., 1995).  

O fato de que a modulação da expressão das moléculas CD27, CD28 e CD57 nos 

linfócitos T CD8+ ocorre após sucessivas proliferações celulares, como demonstrado in vitro (de 

Jong et al., 1991b; Hintzen et al., 1993; Mollet et al., 1998; Labalette et al., 1999; Borthwick et 

al., 2000), e indicado pela sua senescência (Globerson & Effros, 2000; Brenchley et al., 2003), 

sugerem que essas mudanças fenotípicas podem resultar da ativação crônica de células T CD8+. 

De fato, em indivíduos normais, durante o envelhecimento, a expressão de CD27 e CD28 em 

linfócitos CD8+ está diminuída, enquanto as células CD8+CD57+ se acumulam (Rosenkranz et 

al., 1992; Bandrés et al., 2000). Neste sentido, nós encontramos percentuais mais altos de CD57+ 

e CD27- em células CD8+ de indivíduos mais velhos, mesmo em culturas não-infectadas, 

sustentando a associação dessas subpopulações CD8+ à senescência do sistema imune.  

É possível que o vírus HIV-1 possa exacerbar alterações fenotípicas típicas de 

senescência em células CD8+. De fato, muitos trabalhos propuseram que o HIV-1, através de 

ativação direta ou indireta, pode acelerar mudanças fenotípicas e funcionais no sistema imune 

típicas do envelhecimento (revisado em Appay & Rowland-Jones, 2002). 
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RACIONAL E OBJETIVOS  

 

 

 As células T CD8+CD57+, predominantemente CD28-, que se encontram expandidas 

durante a progressão da infecção por HIV-1 (Ho et al. 1993, Borthwick et al. 1994, Vingerhoets 

et al. 1995, Lynne et al. 1998, Tomiyama et al. 2000), estão associadas a uma série de atividades 

supressoras que diferem dependendo da origem dessas células ou estímulos. A subpopulação T 

CD8+CD57+ de pacientes infectados com HIV-1 pode inibir a atividade citotóxica anti-HIV-1 

(Joly et al., 1989, Sadat-Sowti et al., 1991, 1994a, 1994b) e produzir fator solúvel que inibe a 

proliferação de células PBMC estimuladas com os mitógenos pokeweed (PWM) e 

fitohemaglutinina (PHA). Entretanto, células CD8+CD57+ de indivíduos saudáveis suprimem, 

por contato de membrana, a resposta proliferativa de PBMC ao PWM, mas não ao PHA, e não 

inibem a resposta citotóxica anti-HIV-1 (Wang et al., 1993, 1994).  

 Considerando o papel supressor de células T CD8+CD57+ na replicação do HIV-1, 

Plaeger-Marshall et al. (1992), observaram que as células T CD8+ depletadas da subpopulação 

CD57+ de pacientes infectados com HIV-1 não inibem a replicação viral. Entretanto, Landay et 

al. (1993) não encontraram diferenças na atividade supressora da replicação de HIV-1 entre as 

subpopulações CD57+ e CD57- de células T CD8+ não-estimuladas de pacientes infectados com 

HIV-1 ou de células T CD8+ ativadas com PHA de indivíduos saudáveis. 

 Os dados in vivo também são contraditórios ao considerar o papel supressor da 

subpopulação CD8+CD57+ na replicação HIV-1. A emergência de células T CD8+CD57+ 

durante a infecção por HIV-1 mostrou-se associada a um setpoint viral reduzido (Lieberman et 

al., 1999). Entretanto, na progressão da doença, a expansão desta subpopulação mostrou-se 

associada a níveis plasmáticos aumentados de RNA viral (Levacher et al., 1992, Mathé et al., 

1994). Em contraste, Mollet et al. (1998) não encontraram correlação significativa entre a 

expansão de células CD8+CD57+ e carga plasmática viral em pacientes infectados HIV-1. 

 Nesse estudo, nós objetivamos reavaliar a atividade inibitória de células CD8+CD57+ na 

produção de HIV-1 em culturas estimuladas por PHA ou PWM e/ou mantidas na presença de 

interleucina 2 (IL-2), analisando dessa vez se o prejuízo da proliferação celular em culturas 
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estimuladas com PWM, mas não em culturas ativadas com PHA, contribuiria para a inibição da 

produção de HIV-1 mediada por células CD8+CD57+ derivadas de indivíduos saudáveis. 

 

Assim, neste segundo estudo, tivemos como objetivos:  

1- Avaliar se em presença das subpopulações CD8+CD57+ ou CD8+CD57- haveria 

inibição de proliferação celular em co-culturas com CD8dPBMC (estimuladas por 

PHA ou PWM e/ou mantidas na presença de IL-2).  

2- Avaliar se em presença das subpopulações CD8+CD57+ ou CD8+CD57- haveria 

inibição da produção viral de HIV-1 do tipo X4 em co-culturas com CD8dPBMC 

(estimuladas por PHA ou PWM e/ou mantidas na presença de IL-2) infectadas in 

vitro. 
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A subpopulação T CD8+CD57+ exerce efeito inibidor sobre a proliferação 

celular e a produção de HIV-1 do tipo X4. 

 

 

RESUMO 

 

Considerando a participação de células T CD8+CD57+ na supressão da replicação do HIV-1, 

dados anteriores in vivo e in vitro são contraditórios. A subpopulação CD8+CD57+ de pacientes 

infectados com HIV-1 inibe a atividade citotóxica anti-HIV-1 e produz fator solúvel que inibe a 

proliferação de PBMC induzida por pokeweed (PWM) ou fitohemaglutinina (PHA), enquanto 

células CD8+CD57+ de indivíduos saudáveis suprimem, via contato célula a célula, a resposta 

proliferativa de PBMC ao PWM, mas não ao PHA, e não inibem a citotoxicidade contra o vírus. 

No presente estudo, nós reavaliamos a atividade supressora de células CD8+CD57+ na replicação 

do HIV-1 em culturas estimuladas pelos mitógenos PHA ou PWM e/ou mantidas na presença de 

interleucina 2 (IL-2), analisando dessa vez se a inibição da proliferação celular em culturas 

estimuladas com PWM, e não com PHA (já que tais células CD8+CD57+ seriam oriundas de 

indivíduos saudáveis), contribuiria para a supressão da produção de HIV-1. Nossos resultados 

mostraram que a subpopulação CD8+CD57+ inibiu a produção do variante X4 HIV-1RF em co-

culturas de PBMC depletadas de CD8 e estimuladas com PWM (CD8dPBMC), mas não em co-

culturas estimuladas com PHA ou mantidas na presença de IL-2, sugerindo que sua atividade 

antiviral estaria relacionada à inibição da proliferação celular. Por outro lado, células T 

CD8+CD57- inibiram a produção de HIV-1 X4 mesmo na presença de proliferação celular. 

Nesse sentido, células T CD8+CD57- responderam melhor a IL-2 e apresentaram inibição mais 

acentuada da produção de HIV-1RF. Portanto, nossos dados dão suporte à dependência do status 

de ativação da célula alvo para a replicação viral e à identidade de células CD8+CD57-, inclusive 

de indivíduos sadios, como fonte de atividade supressora de produção de HIV-1 X4 semelhante à 

CAF (fator antiviral de células CD8), a qual não prejudica a proliferação celular. 
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INTRODUÇÃO 

 

 Durante a progressão da infecção por HIV-1 ocorre expansão de células T CD8+ 

predominantemente CD28-, com aumento de expressão de CD38, HLA-DR, CD45RO e CD57 

(Ho et al. 1993, Borthwick et al. 1994, Vingerhoets et al. 1995, Lynne et al. 1998, Tomiyama et 

al. 2000), enquanto os números de células T CD8+ de fenótipo naive diminuem (Roederer et al. 

1995).  

 A exata função das subpopulações CD8+ CD28- e CD57+ na infecção pelo HIV-1 não é 

bem conhecida, tendo sido associada tanto à atividade citotóxica como à supressão desta mesma 

atividade. Células CD8+ CD28- e CD57+ se enquadram no fenótipo de CTL efetoras (Hamann et 

al. 1999a, 1999b), e em pacientes infectados pelo HIV-1 foi verificado que elas expressam 

perforina e funcionalmente podem exercer citotoxicidade, assim como produzem IFN-γ 

(Fiorentino et al. 1996, Ho et al. 1993, Borthwick et al. 1994, Dalod et al. 1996, Mollet et al. 

1998, Lewis et al. 1999, Lieberman et al. 1999, Weekes et al. 1999a, 1999b; Eylar et al. 2001). 

Por outro lado, células CD8+CD57+ podem inibir atividade citotóxica anti-HIV-1 (Joly et al. 

1989, Autran et al. 1991, Sadat-Sowti et al. 1994a, 1994b). De fato, grandes proporções de 

células T CD8+ apresentam deficiência de função efetora citotóxica em pacientes infectados pelo 

HIV-1 (revisado em McMichael & Rowland-Jones, 2001 e Lieberman et al. 2001). 

 Alguns estudos sugerem que a expressão de CD57 em células T CD8+ está associada à 

infecção prévia com CMV (Maher et al. 1985, Wursch et al. 1985, Hooper et al. 1999, Wang et 

al. 1993), mesmo em indivíduos infectados pelo HIV-1 (Evans et al. 1999). Células CD8+CD57+ 

purificadas não proliferam in vitro com estímulos como PHA, Con A, anticorpos anti-CD2, anti-

CD3, ou anti-CD3/anti-CD28 (Ruthlein et al. 1988, Rouleau et al. 1993, Borthwick et al. 1994, 

Mollet et al. 1998), porém respondem a fibroblastos infectados com CMV, mas não com vírus 

herpes simplex tipo 1 ou com varicella zoster (Wang et al. 1995). Entretanto, culturas de PBMC 

de indivíduos infectados pelo HIV-1 também apresentam expansão da subpopulação 

CD8+CD57+ quando estimuladas in vitro por células apresentadoras de antígeno carregadas com 

peptídeos HIV-1 (Mollet et al. 1998) ou por fibroblastos transfectados com nef (Silvestris et al. 

1999), sugerindo ativação específica pelos antígenos HIV-1.  

Os estudos já publicados sobre o fenótipo de células T CD8+ supressoras da replicação de 

HIV-1 in vitro são contraditórios em relação à participação da subpopulação CD8+CD57+. 

Enquanto Plaeger-Marshall e colaboradores (1992) observaram que células CD8+  depletadas  da  
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subpopulação CD57+ não inibiam tão bem a replicação viral quanto a população total de células 

T CD8+, Landay e colaboradores (1993) não encontraram diferença significativa entre as 

subpopulações CD8+CD57+ e CD8+CD57-, ambas suprimindo a replicação viral. Por outro lado, 

este último trabalho mostrou que o efeito supressor de células T CD8+ sobre a replicação de 

HIV-1 está associado ao fenótipo HLA-DR+ e CD28+, como também verificado por Barker e 

colaboradores (1997), especialmente após a ativação de células CD8+CD28+ com anticorpos 

anti-CD28.  

 Os dados in vivo também parecem contraditórios em relação ao papel supressor da 

subpopulação CD8+CD57+ sobre a replicação de HIV-1. O aparecimento das células 

CD8+CD57+ na infecção primária por HIV-1 foi associado à carga viral inicial reduzida, 

sugerindo que elas possam contribuir para a contenção do vírus no início da doença (Lieberman 

et al. 1999). Porém, com a progressão da doença, esta subpopulação é ainda mais expandida e 

passa a apresentar-se associada ao aumento dos níveis de RNA viral plasmático (Levacher et al. 

1992, Mathé et al. 1994). Neste sentido, sabe-se que a atividade antiviral não citolítica de células 

T CD8+ diminui com a progressão da doença (revisado em Levy et al. 1996). Por outro lado, 

Mollet e colaboradores (1998) não observaram correlação significativa entre a expansão de 

células CD8+CD57+ em pacientes infectados pelo HIV-1 e a carga viral plasmática. 

  As células CD8+CD57+ já foram também relacionadas à supressão de proliferação de 

PBMC em resposta a PWM (Wang et al. 1993, Frassanito et al. 1998); ou a PHA e aloantígenos 

(Quan 1993). Desse modo, é possível que a presença desta subpopulação em maior percentual 

durante a progressão da infecção pelo HIV-1 possa suprimir a replicação viral pela inibição de 

proliferação celular.  

Portanto, nesse estudo objetivamos reavaliar a atividade inibitória de células CD8+CD57+ 

na produção de HIV-1 em culturas estimuladas por PHA ou PWM e/ou mantidas na presença de 

interleucina 2 (IL-2), analisando dessa vez se o prejuízo da proliferação celular em culturas 

estimuladas com PWM, mas não em culturas ativadas com PHA, contribuiria para a inibição da 

produção de HIV-1 mediada por células CD8+CD57+ derivadas de indivíduos saudáveis. Além 

disso, por utilizarmos vírus X4 (HIV-1IIIB) nos ensaios de supressão viral, cuja produção não é 

inibida por β-quimiocinas, poderemos inferir se estas subpopulações são capazes de inibir a 

replicação viral através de atividade semelhante ao CAF (Cellular Antiviral Factor ou Fator 

Celular Antiviral), o qual não afeta a proliferação celular (revisado em Levy et al. 1996). 
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METODOLOGIA 

 

 

Vírus 

 

 Estoques virais de HIV-1RF, uma variante X4 de HIV-1, foram crescidos em células CEM 

(ambos obtidos da Centralized Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, UK).  

 

Culturas celulares 

 

 Nós coletamos amostras de sangue em duas ocasiões de 4 voluntários saudáveis para 

estabelecer linhagens CD8+ e então purificar as frações celulares a serem usadas em co-culturas 

autólogas. PBMC foram isolados de amostras heparinizadas de sangue por densidade de 

centrifugação em  Fycoll-Hypaque (Sigma, Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, MO, USA).  

 PBMC foram preparados e processados, como destacado abaixo, para produzir as 

seguintes condições de cultura: 1) PBMC depletado de células CD8 (CD8dPBMC) e 2) 

CD8dPBMC mais células autólogas CD8+CD57+ ou 3) CD8dPBMC mais células autólogas 

CD8+CD57- cells. As culturas foram estabelecidas na densidade de 1x10
6
 células / ml (37

o
C, 5% 

CO2) em RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal bovino (FCS), glutamina, penicilina e 

estreptomicina (Sigma). As células foram mantidas na presença de IL-2 (30IU/ml, Boehringer-

Mannheim, Roche Diagnostics Ltd, East Sussex, UK) desde o dia 0 ou ativadas com os mitógenos 

PHA (10 g/ml, Sigma) ou PWM (1:80, Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France) nos dias 0 e depois 

de 3 ou 6 dias o meio foi trocado e a IL-2 foi acrescentada. Essas condições de cultura foram 

mencionadas no texto como IL-2, PHA ou PWM, respectivamente. O meio de cultura foi trocado 

duas vezes por semana. 

 Linhagens celulares CD8+ foram obtidas a partir de culturas a longo prazo (por mais de 1 

mês) de PBMC estimuladas com PHA e posteriormente mantidas em IL-2 (30 IU/ml, BM), sendo 

re-estimuladas em intervalos de 2 semanas com PHA (10 g/ml, Sigma), IL-2 (30 IU/ml, BM) e 

PBMC alogeneico tratado previamente com 40g/ml de mitomicina C (mit. C, Sigma) a 37
o
C por 

30 minutos. Após 3 dias, o meio era trocado e suplementado novamente apenas com IL-2. 
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Purificação de Subpopulações Celulares 

 

 As depleções e purificações celulares necessárias para os estudos funcionais foram 

realizadas utilizando-se o sistema de seleção celular com partículas super-paramagnéticas 

acopladas a anticorpos específicos (MicroBeads) da Miltenyi Biotec, de acordo com o protocolo 

fornecido pelo fabricante. Estas MicroBeads (50 nm de diâmetro) são biodegradáveis, e não 

interferem em ensaios biológicos, como previamente descrito (Manyonda et al. 1992).  

 As células foram ressuspensas em PBS suplementado com 0,5% BSA (Sigma) e 2 mM 

EDTA (Sigma), e incubadas com MicroBeads (15 min/6
o
-12

o
C). Após lavadas e ressuspensas no 

mesmo tampão, foram passadas por uma coluna de separação do tipo MS+ (para até 10
7
 células 

positivas) ou LS+ (para até 10
8
 células positivas). Estas colunas foram colocadas em campo 

magnético de um separador MACS (Magnetic Cell Separator, MiniMACS ou MidiMACS, 

respectivamente). As células magneticamente marcadas eram retidas na coluna, enquanto as não 

marcadas passavam. Estas células não marcadas constituíam as populações depletadas. Após a 

remoção da coluna do campo magnético, foi encaixado um êmbulo à sua parte superior e 

utilizamos pressão para retirar as células magneticamente retidas (fração celular positivamente 

selecionada). Para a obtenção de maior pureza, a fração positiva foi aplicada a uma nova coluna e 

repetiu-se todo o processo. 

 A população depletada de células CD8+ é aqui denominada CD8dPBMC, e foi isolada a 

partir de PBMC recém-obtido utilizando-se CD8 MicroBeads. Para facilitar a obtenção de maior 

número de células CD8+CD57+, bem como CD8+CD57-, estas subpopulações de células T 

CD8+ foram purificadas de linhagens celulares CD8+, previamente estabelecidas a partir de 

sangue do mesmo doador. Para a seleção destas células CD8+ utilizamos o MACS CD8 Multisort 

Kit (MB). As células foram magneticamente marcadas com CD8 MultiSort MicroBeads, lavadas, 

e aplicadas à coluna, a qual foi colocada sobre o campo magnético do separador MACS. As 

células que passavam pela coluna foram coletadas como outra fração CD8dPBMC, não utilizada 

nos ensaios funcionais. As células da fração positiva (CD8+) eram aplicadas a uma nova coluna, 

e, posteriormente, incubadas com o reagente Multisort Release (10 min/6
o
-12

o
C), o qual liberava 

as Multisort Microbeads enzimaticamente. Após serem lavadas, as células foram ainda incubadas 

com o reagente MultiSort Stop, para inibir a reação de  liberação  em  etapas  subsequentes.  Estas  
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células CD8+ purificadas foram separadas em subpopulações CD57- e CD57+ incubando-se  

primeiramente com anticorpo monoclonal anti-CD57-FITC (Pharmingen) e, após lavadas, com 

anti-FITC Microbeads (em gelo/30 min, cada incubação). As células foram ressuspensas no 

tampão PBS/BSA/EDTA, depois de haverem sido novamente lavadas, e então aplicadas à coluna, 

utilizando-se os mesmos princípios de seleção negativa e positiva acima descritos para o 

fracionamento celular. 

 A pureza das frações celulares foi verificada através de citometria de fluxo em FACScan 

(BD). 

 

Ensaio de atividade supressora das subpopulações CD8+CD57+ e CD8+CD57- sobre a 

replicação de HIV-1 

 

 A fração fresca  CD8dPBMC foi plaqueada a uma densidade de 2 x 10
5
 células/poço em 

placas de 96 poços com fundo em U (Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, 

USA) isoladamente ou em co-cultura com células autólogas previamente expandidas 

CD8+CD57+ e CD8+CD57- em razões de diluição de 50:1, 10:1 ou 2:1 (em triplicatas). Essas 

células foram cultivadas nas condições IL-2, PHA ou PWM, como descrito acima. Depois de 3 

ou 6 dias em cultura, as células foram infectadas por HIV-1RF por 2 horas a 37
o
C, e então lavadas 

3X em PBS. As culturas infectadas foram mantidas na presença continuada de IL-2 a 37
o
C for 

pelo menos 20 dias, e analisadas quanto à produção de HIV-1RF. 

 A produção viral foi quantificada pela atividade da enzima transcritase reversa (RT), 

como descrito abaixo, e foi expressa como cpm/5μl (volume de sobrenadante de cultura usado no 

mini ensaio RT). A percentagem de supressão da produção viral mediada por células 

CD8+CD57+ ou CD8+CD57- foi calculada usando os valores de RT encontrados em cada dia da 

cinética em que ocorreu o pico da produção viral por CD8dPBMC, através da fórmula: 

 

% Supressão = 100 – (valor em cpm da co-cultura da subpopulação CD8+/CD8dPBMC) x 100 

                              (valor em cpm da cultura CD8dPBMC) 

 

 Nós consideramos o limiar de supressão como 40%, de acorpo com as baixas 

percentagens de células CD8+ usadas nesses ensaios, e o fato de que elas foram derivadas de 

doadores saudáveis (veja os comentários por Levy et al., 1996 e Tomaras & Greenberg, 2001).  
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Ensaio Mini RT de atividade da enzima Transcriptase Reversa  

 

 Sobrenadantes de culturas infectadas foram coletados periodicamente e mantidos a -80
o
C 

até que sua atividade RT fosse medida através do ensaio “mini” RT descritos por Willey et al. 

(1988). Em resumo, 5μl de sobrenadante de cultura foi adicionado a triplicata a uma mistura de 

25μl contendo poli (A), oligo (dT), MgCl2 and 
32

P DTTP (
32

P marcado com deoxitimidina 

trifosfato 5´; Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, Buckinghamshire, UK). Depois de 2 

horas de incubação a 37
o
C, 5μl da mistura de reação foi pipetada para filtros de papel DE81 

(Whattman LabSales, Hillsboro, OR, USA). Os filtros foram secados e lavados 5x em 2X SSC e 

mais duas vezes em etanol 95%. Os filtros foram secados novamente e a atividade RT foi medida 

pela radioatividade contada com o 1450 Microbeta Plus Wallac (Perkin-Elmer Applied 

Biosystems, Warrington, UK). 

 

 

Ensaio de atividade supressora da proliferação celular das subpopulações CD8+CD57+ e 

CD8+CD57- 

 

 A atividade supressora de proliferação celular das subpopulações de células T CD8+ 

CD8+CD57+ and CD8+CD57-foi avaliada em paralelo à sua atividade antiviral não citolítica, 

nas mesmas condições de cultura utilizadas para o ensaio de supressão viral, exceto pela 

infecção.  

 A incorporação de 1 Ci de 
3
H-timidina (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, 

Buckinghamshire, UK) foi realizada por 18 horas após 3 ou 6 dias de estímulo sob as condições 

de cultura PHA, IL-2 ou PWM, e a contagem foi feita em 1450 Microbeta Plus Wallac (Perkin-

Elmer). Para a representação gráfica, expressamos a proliferação celular em índice de 

estimulação (IE), calculado através da fórmula: 

 

IE = (valor em cpm de co-cultura de subpopulação CD8+/CD8dPBMC) 

           (valor em cpm de cultura CD8dPBMC) 
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RESULTADOS 

 

As células CD8+CD57+ são capazes de inibir a produção de variante X4 de HIV-1 in vitro. 

 

 Células CD8+CD57+, de indivíduos sadios, expandidas previamente in vitro, mostraram-

se capazes de inibir a produção da variante X4 de HIV-1RF de forma dose-dependente, quando 

presentes em co-culturas com CD8dPBMC autólogas estimuladas com PWM (figura 2.1 e figura 

2.2A e 2.2C). Supressão acima de 50% foi observada a uma razão de 1:2 CD8+CD57+/ 

CD8dPBMC, mas não sempre em razões mais baixas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. A produção de HIV-1RF por CD8dPBMC ativado por PWM ou co-culturas de CD8dPBMC 

com CD8+CD57+ (CD8+CD57+/CD8d) ativadas por PWM, em diferentes razões, foi detectada pela 

atividade da transcritase reversa (RT), como descrito no mini ensaio RT. Culturas foram infectadas com 

HIV-1RF a MOI 0.01 por 2h/37
o
C, no dia 3 (A) ou 6 (B) após o estímulo. As cinéticas de produção viral 

em A e B foram realizadas com células de mesmo doador.  

 

Em co-culturas estimuladas com PWM e infectadas no dia 3, os níveis da supressão viral 

mediada por células CD8+CD57+ foram maiores do que aqueles induzidos pela subpopulação 

CD8+CD57- (figura 2.2A). De forma contrária, em co-culturas estimuladas por PWM e 

infectadas no dia 6, encontramos uma melhor inibição da produção viral mediada por células 

CD8+CD57- do que por CD8+CD57+ (figuras 2.2A and 2.2C).  
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Figura 2.2. Comparação dos efeitos inibitórios das subpopulações CD57+ ou CD57- de células 

CD8+sobre a produção de HIV-1RF (A e C) e proliferação celular (B e D) em co-culturas estimuladas por 

PWM de CD8+CD57+ ou CD8+CD57- com CD8dPBMC autólogas frescas. Os ensaios de proliferação 

celular foram realizados em paralelo aos ensaios de atividade antiviral, sob as mesmas condições de 

cultura, exceto a própria infecção. As culturas foram infectadas por HIV-1RF a MOI 0.01 por 2h/37
o
C, no 

dia 3 (A) ou dia 6 (C) após o estímulo. Os dados em A e B são de um doador, e em C e D, de outro 

doador. Linha vermelha delimita limiar de inibição de produção viral (A e C) ou de proliferação celular (B 

e D). 

CD8+CD57+/ CD8dPBMC 1:02 CD8+CD57+/ CD8dPBMC 1:10 CD8+CD57+/ CD8dPBMC 1:50

CD8+CD57-/ CD8dPBMC 1:02 CD8+CD57-/ CD8dPBMC 1:10 CD8+CD57-/ CD8dPBMC 1:50

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

A                                PWM d3 + HIV-1RF

%
 S

u
p
p

re
s
s

io
n

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

C                                PWM d6 + HIV-1RF

%
 S

u
p

p
re

s
s

io
n

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

B                                           PWM d3

S
t
im

u
la

ti
o

n
 I

n
d

e
x

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

D                                         PWM d6

S
ti

m
u

la
ti

o
n

 I
n

d
e
x



 

74 

 

Estudo 2 

A inibição da produção viral mediada por células CD8+CD57+ parece estar relacionada a 

sua atividade inibitória da proliferação celular, enquanto células CD8+CD57- foram 

capazes de inibir a replicação viral sem afetar a proliferação celular 

 Como mostrado acima, em co-culturas de CD8+CD57+/CD8dPBMC (a uma razão de 

1:2) estimuladas com PWM, observamos inibição da produção de vírus e da proliferação celular 

(figura 2.2). Entretanto, em co-culturas estimuladas com PHA ou com IL-2, a subpopulação 

CD57+ de células CD8+ não foi capaz de inibir a produção viral ou a proliferação celular, 

mesmo em uma razão de 1:2 CD8+CD57+/CD8dPBMC (figuras 2.3 e 2.4). 

 Por outro lado, a inibição da produção de HIV-1RF mediada pela subpopulação 

CD8+CD57- em qualquer uma das condições de co-cultura não foi associada a reduções da 

proliferação, ou mesmo ocorreu em relação direta com a proliferação celular observada nessas 

co-culturas (figuras 2.3 e 2.4). 

 

 

Figura 2.3. Comparação dos efeitos inibitórios das subpopulações CD57+ ou CD57- de células 

CD8+sobre a produção de HIV-1RF (A e C) e proliferação celular (B e D) em co-culturas estimuladas por 

PHA de CD8+CD57+ ou CD8+CD57- com CD8dPBMC autólogas frescas.O ensaio de proliferação 

celular foi realizado em paralelo ao ensaio de atividade antiviral, sob as mesmas condições, exceto a 

infecção. As culturas foram infectadas por HIV-1RF a MOI 0.01 por 2h/37
o
C, no dia 3 (A) após estímulo. 

Os dados em A e B são do mesmo doador. Linha vermelha delimita limiar de inibição de produção 

viral (A e C) ou de proliferação celular (B e D). 

-400

100

PWM d3 + HIV-1RF PWM d6 + HIV-1RF

CD8+CD57+/ CD8dPBMC 1:02 CD8+CD57+/ CD8dPBMC 1:10 CD8+CD57+/ CD8dPBMC 1:50

CD8+CD57-/ CD8dPBMC 1:02 CD8+CD57-/ CD8dPBMC 1:10 CD8+CD57-/ CD8dPBMC 1:50

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

PHA d3 + HIV-1RFA

%
 S

u
p

p
re

s
s

io
n

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

PHA d3 B

S
ti

m
u

la
ti

o
n

 I
n

d
e

x



 

75 

 

Estudo 2 

 

A citocina IL-2 aumenta a atividade inibitória de células CD8+CD57- e CD8+CD57+ sobre 

a replicação viral: 

 

 Ambas as subpopulações de células CD8+ apresentam uma tendência à capacidade 

aumentada de inibir a replicação viral se expostas a IL-2 por um período de tempo mais longo (6 

dias x 3 dias) anterior à infecção das co-culturas (figura 2.4A). No caso das células CD8+CD57-, 

a inibição viral por células previamente estimuladas com IL-2 por 6 dias parece ocorrer em 

relação direta com a proliferação celular observada nessas co-culturas (figuras 2.3 e 2.4) 

 

 

 

 

Figura 2.4. Comparação dos efeitos inibitórios das populações CD57+ e CD57- de populações CD8+ na 

produção de HIV-1RF (A) e a proliferação celular (B) em co-culturas estimuladas por IL-2 de CD8+CD57+ 

ou CD8+CD57- com CD8dPBMC autólogas frescas. O ensaio de proliferação celular foi realizado em 

paralelo ao de atividade antiviral, sob as mesmas condições de cultura, exceto pela infecção. As células 

foram infectadas por HIV-1RF a MOI 0.01 por 2h/37
o
C, depois de 3 ou 6 dias em cultura na presença de 

IL-2. Os dados em A e B são do mesmo doador. Linha vermelha delimita limiar de inibição de produção 

viral (A e C) ou de proliferação celular (B e D). 
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As próprias células CD8+CD57- são bem mais capazes de proliferar que as células 

CD8+CD57+ quando estimuladas com PHA (dados não mostrados), bem como de responderem a 

IL-2 (Dupuy d‟Angeac et al., 1994; Mollet et al., 1998). Neste sentido, encontramos IE de células 

CD8+CD57- após 3 (IE = 2,3) ou 6 (IE = 6,3) dias em presença de IL-2 bem mais alto que o de 

cultura de CD8dPBMC (IE = 1).  

Desse modo, corroboramos dados anteriores de que o fenótipo de células T CD8+ que 

suprimem a replicação viral seria o de células ativadas (CD25+, HLA-DR+ e CD28+) (Landay et 

al. 1993; Toso et al, 1995; Kinter et al, 1995a, 1995b) e de que a atividade CAF não diminui a 

proliferação celular (revisado em Levy et al. 1996).  

Por outro lado, a supressão de proliferação celular também contribuiu para uma menor 

produção viral, o que está de acordo com os achados de que a ativação celular favorece a 

replicação de HIV-1 (revisado em Cohen et al. 1997). Parece-nos que as duas subpopulações, 

CD8+CD57+ e CD8+CD57-, podem contribuir para a diminuição da replicação viral, porém, 

através de mecanismos diferentes. 
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DISCUSSÃO 

 

 A expansão da subpopulação CD8+CD57+ é um fenômeno bem conhecido que ocorre na 

infecção por HIV e outros vírus, e muitos estudos abordaram o papel dessas células. 

Aparentemente, células CD8+CD57+ são terminalmente diferenciadas e senescentes (Hamann et 

al., 1999a, Brenchley et al., 2003), resultando de ativação antigênica crônica (Dupuy d‟Angeac et 

al., 1994, Mollet et al., 1998), presente na infecção por HIV-1 (revisto por Lawn et al., 2001) e 

outras imunopatologias (Kern et al., 1996, Lynne et al., 1998). A capacidade dessas células de 

exercer atividade citotóxica e supressão anti-citotóxica pode contribuir para controlar a função 

efetora citolítica dos linfócitos T CD8+ durante infecções virais persistentes ou transplantes 

(Kern et al., 1996, Mollet et al., 1998). 

Uma outra função efetora de células CD8+ que pode desempenhar um papel na contenção da 

infecção da infecção por HIV-1 é a supressão não-citolítica da replicação do HIV-1 (Walker et 

al., 1986; reviews by Yang & Walker, 1997, Tomaras & Greenberg 2001). Trabalhos 

preliminares encontraram que as células CD8+CD57+ exerceram essa função melhor ou tão bem 

quanto as CD8+CD57- (Plaeger-Marshall et al., 1992; Landay et al., 1993). Entretanto, esses 

mesmos estudos e outros mais recentes associaram a atividade supressora anti-HIV de células 

CD8+ ao fenótipo ativado HLA-DR+ CD25+ Ki67+ CD8+CD28+ (Landay et al., 1993, Barker 

et al., 1997, Wilkinson et al., 2002). O achado de que a subpopulação CD8+CD57+ pode exercer 

supressão não citolítica da replicação de HIV-1 pode ser explicado pelo uso de células T CD8+ 

não-estimuladas derivadas de pacientes infectados com HIV-1 nesses estudos iniciais, uma vez 

que essas células apresentaram um fenótipo ativado CD38+ HLA-DR+ CD45RO+ ou CD45RA- 

nos adultos (Prince & Jensen, 1991) ou crianças (Plaeger-Marshall et al., 1993). Por outro lado, o 

fenótipo HLA-DR+ CD25+ Ki67+ CD8+CD28+ in vitro pode refletir uma maior resposta da 

subpopulação CD8+CD57-CD28+ a PHA, IL-2, anti-CD28 ou outros ativadores de linfócitos T 

(Dupuy d‟Angeac et al., 1994, Barker et al., 1997, Mollet et al., 1998). Entretanto, é curioso que 

Kinter et al. (1995a, 1995b) tenham previamente demonstrado que a citocina IL-2 é um 

importante indutor da atividade supressora da replicação viral de células T CD8+ e que aquela 

população CD8+CD25+ apresentou expressão aumentada de CD57. Isso pode estar relacionado 

ao fato de que altas doses de IL-2 podem promover a expressão de CD57 após vários ciclos 

celulares  de  linfócitos  T  CD8+CD57-  (Dupuy  d‟Angeac   et al.,   1994).   Nesse   contexto,   a   



 

78 

 

Estudo 2 

 

terapia  com  IL-2 aplicada a pacientes infectados com HIV-1, embora a longo prazo pudesse 

contribuir para a expansão da população CD8+CD57+, a curto prazo poderia aumentar o status 

de ativação de células CD8+ e sua atividade antiviral. De fato, nossos resultados mostram que a 

IL-2 aumenta a atividade antiviral de ambas CD8+CD57+ e CD8+CD57-, mesmo quando essa 

última subpopulação é mais susceptível a responder a esta citocina. 

 Nesse sentido, nós encontramos que as células CD8+CD57- apresentaram maior resposta 

proliferativa a IL-2 ou PHA do que a subpopulação CD8+CD57+ (dados não mostrados). É 

interessante que em co-culturas ativadas por PHA, ou mantidas em IL-2 desde o dia 0, a 

subpopulação CD8+CD57- contribuiu para a proliferação aumentada de uma forma dose-

dependente, e geralmente apresentou atividade inibitória sobre a replicação viral mais alta do que 

as células CD8+CD57+, embora a supressão estivesse usualmente abaixo do limiar em nossos 

experimentos. Portanto, a subpopulação CD8+CD57-, enriquecida no fenótipo CD28+, pode 

exercer atividade antiviral sem afetar a proliferação celular, corroborando dados anteriores que 

mostram que essas células seriam a fonte de CAF (fator antiviral de células CD8+, revisto por 

Levy et al., 1996, Barker, 1999 and Copeland, 2001). 

 De fato, CAF é descrito como incapaz de prejudicar a proliferação celular e é ativo contra 

as variantes X4 de HIV-1, enquanto ß-quimiocinas podem bloquear a infecção por variantes R5 

(revisto por Yang & Walker, 1997 e Copeland, 2001). Entretanto, a subpopulação CD8+CD57+ 

foi capaz de suprimir a produção da variante X4 HIV-1RF em co-culturas estimuladas com PWM, 

condições de cultura em que essas células também mediaram a inibição da proliferação celular, 

assim provavelmente sem envolvimento de CAF, uma vez que esse fator é considerado 

independente da atividade anti-proliferativa (revisto por Levy et al., 1996, Yang & Walker, 1997, 

Tomaras & Greenberg 2001). 

 Portanto, ambas as populações CD57+ e CD57-(CD28+) de células CD8+ parecem 

exercer atividade supressora sobre a produção de uma variante X4 de HIV-1 através de 

mecanismos diferentes. A capacidade de células CD8+CD57+ em suprimir a produção da 

variante X4 HIV-1RF em associação a inibição da proliferação celular está em concordância com 

o conceito de que a ativação celular favorece a replicação do HIV-1 (revisto por Lawn et al., 

2001). Esses resultados indicam a possibilidade de que células CD8+CD57+ de pacientes 

infectados com HIV-1 possam exercer atividade antiviral através da inibição da resposta 

proliferativa  de  células  infectadas.  Entretanto,  ainda   é  necessário   abordar  essa  questão  em  
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experimentos ex vivo, já que as atividades supressoras desta subpopulação diferem dependendo 

da fonte dessas células.  

A subpopulação CD8+CD57+ de indivíduos infectados com HIV-1, bem como de 

pacientes de mieloma múltiplo (MM) ou receptores de transplante de medula óssea, inibe a 

resposta proliferativa induzida por PWM através de fator solúvel (revisto por Wang & 

Borosysiewicz, 1995, Frassanito et al., 1998). Curiosamente, células CD8+CD57+ de pacientes 

MM também inibem a proliferação espontânea (Frassanito et al., 1998), e células CD8+CD57+ 

de pessoas saudáveis suprimem a proliferação de células T induzida por antígenos (Landay et al., 

1983). Se essa mesma atividade fosse detectada na subpopulação CD8+CD57+ de pacientes 

infectados com HIV-1, nós poderíamos supor que sua expansão durante a progressão da doença 

pudesse contribuir para a manutenção de reservatórios de HIV-1 em células quiescentes. A esse 

respeito, é importante notar que aumentos percentuais de CD8+CD57+ parecem estar associados 

a uma menor razão CD4/CD8 em pacientes apresentando MM (Frassanito et al., 1998) ou 

imunodeficiência comum variável (Jaffe et al., 1993a, 1993b). Em pacientes infectados com 

HIV-1, foi encontrada uma correlação inversa entre os números de células CD8+CD57+  e 

células T CD4+ ou a razão CD4/CD8 (Piras et al., 1990) ou nenhuma correlação com a depleção 

de CD4 (Mollet et al., 1998).  

 Em oposição à atividade antiviral de células T CD8+, observamos que a adição de células 

T CD8+ às culturas de CD8dPBMC levou ao aumento da replicação viral em algumas condições 

de cultura. Nestes casos, podemos levantar a hipótese de que as células T CD8+ estariam 

contribuindo para a produção viral, indiretamente através da secreção de citocinas ou 

quimiocinas, pois RANTES aumenta a replicação de HIV-1 X4 (Kinter et al. 1998, Gordon et al. 

1999, Appay & Rowland-Jones 2001), ou diretamente, já que o estímulo mitogênico por PHA ou 

PWM induz a co-expressão de CD4 em células T CD8+. Nós abordamos essa questão no 

próximo estudo desta tese e encontramos que a produção direta de HIV-1 por células T CD8+ 

usualmente não afeta os resultados observados da supressão da replicação viral in vitro, devido a 

uma cinética mais lenta de replicação viral nas células T CD8+ comparada àquela de células 

CD4+. 
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RACIONAL E OBJETIVOS 

 

 A atividade supressora não-citolítica de células T CD8+ contribui para o controle da 

produção de HIV (revisões de Yang & Walker, 1997; Copeland, 2001 e, Tomaras & Greenberg, 

2001). Contudo, esta atividade antiviral de células T CD8+, bem como sua capacidade citotóxica, 

são afetadas durante a progressão da infecção pelo HIV-1 (revisões de Yang & Walker, 1997; 

Lieberman et al., 2001; McMichael, 2000;  McMichael & Rowland-Jones, 2001).  

Se a infecção de células T CD8+ pelo HIV-1, demonstrada in vitro (De Rossi et al., 1986; 

Tsubota et al., 1989b; Lusso et al., 1990, 1991; De Maria et al., 1991; Mercure et al., 1993; 

Stanley et al., 1993; Su et al., 1995; Lee et al., 1997; Kitchen et al., 1997; 1998; Flamand et al., 

1998; Yang et al., 1998; Zloza et al., 2003) e em pacientes infectados(Semenzato et al., 1995; 

Livingstone et al., 1996; McBreen et al., 2001; Imlach et al., 2001; Saha et al., 2001a, 2001b), 

especialmente na fase AIDS, teria algum impacto sobre as atividades antivirais destas células 

permanece indefinido. Neste estudo, investigamos se a infecção produtiva de células T CD8+ 

afetaria sua atividade supressora da replicação de HIV-1 in vitro. 

Muitos trabalhos anteriores demonstraram a atividade supressora de células T CD8+ 

sobre a produção de HIV-1 in vitro, atividade esta geralmente induzida por estímulo mitogênico 

(revisões de Levy et al., 1996; Yang & Walker, 1997; Tomaras & Greenberg, 2001). Pressupõe-

se que neste tipo de ensaio somente as células T CD4+ ou a população de PBMC (Peripheral 

Blood Mononuclear Cells ou células mononucleares de sangue periférico) depletada de células 

CD8+ (CD8dPBMC) seriam infectadas, enquanto a supressão de replicação viral seria dada pela 

ação de células T CD8+ sobre estas células alvos. Estes pressupostos não são válidos diante de 

alguns achados. Por um lado, sabe-se atualmente que mesmo as células T CD4+ podem 

contribuir para a inibição de replicação viral (Paxton et al., 1996, Kinter et al., 1996a, 1996b, 

Furci et al., 1997). E por outro lado, já há algum tempo conhece-se o fato de em culturas deste 

tipo ser possível ocorrer a infecção de células T CD8+, primeiramente explicada pelo contato 

íntimo entre as células T citotóxicas e suas células alvos (De Maria et al., 1991, 1994, Mercure et 

al., 1993). Mesmo a população de PBMC depletada de células CD4+ (CD4dPBMC) pode ser 

infectada in vitro. Através de estímulo por PHA, anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, ou contato 

com células dendríticas alogeneicas, a fração CD8+ de PBMC passa a co-expressar a molécula 
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CD4 e torna-se susceptível à infecção pelo vírus HIV-1 (Flamand et al., 1998, Kitchen et al., 

1998, Yang et al., 1998).  

É possível, então, que as células T CD8+ contribuam para a produção total de HIV-1 não 

apenas através de suas atividades antivirais, mas também pela sua própria produtividade. Assim, 

a menor inibição de replicação viral encontrada em co-culturas de linfócitos CD4+ e CD8+ sob 

certos estímulos poderia ocorrer não só pela menor atividade supressora das células CD8+, mas 

também pelo fato de as células CD8+ produzirem HIV-1 nestas condições.  

Além disso, uma vez que a atividade anti-HIV-1 de células CD8+ varia de acordo com a 

citocina presente no ensaio (revisto por Levy et al., 1996), nós procuramos analisar se citocinas 

c IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 promovem a produção de HIV-1 por células CD8+ T e portanto 

afetam o resultado da função antiviral. Estudos anteriores já haviam mostrado que a atividade 

supressora não citolítica é criticamente dependente de citocinas presentes no ensaio (Barker et al. 

1995, Kinter et al. 1995a, 1995b; Smithgall et al. 1996, revisões de Kinter et al. 2000, Levy et al. 

1996). Por exemplo, a IL-2 aumenta a supressão CD8+ antiviral, como também outras citocinas 

Th1, como interferon- (IFN-, enquanto a IL-4 e a IL-10 não (Barker et al. 1995, Kinter et al. 

1995a, 1995b, 1996a, 1996b, revisões de Clerici & Shearer 1993, 1994, Kinter et al. 2000, Levy 

et al. 1996). Assim, nesse trabalho, pela primeira vez comparamos os efeitos de IL-2, IL-4, IL-7 e 

IL-15 sobre a atividade antiviral de células CD8+ e sua contribuição para a produção de HIV-1 

pelas próprias células CD8+.  

 

 

 Portanto, são objetivos deste estudo: 

 

1- Analisar se a infecção produtiva de linfócitos CD8+ contribui para a produção viral total em 

co-cultura com linfócitos CD4+ ou em culturas de PBMC depletadas de CD8. 

2- Comparar a capacidade de produção viral de linfócitos CD8+ infectados com HIV-1 do tipo 

X4 com os níveis de co-expressão de CD4 e CXCR4 em presença de diferentes citocinas γc. 

3- Verificar se esta co-expressão de CD4 é essencial para a infecção produtiva com HIV-1. 

4- Comparar as cinéticas de produção viral de linfócitos T CD4+ e CD8+ sob diferentes 

estímulos, tais como as citocinas c IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15. 

5- Comparar as cinéticas de produção viral com as de supressão viral sob diferentes estímulos. 
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Duplo papel de linfócitos T CD8+ na infecção pelo HIV-1:  

alvos e supressores da replicação viral. 

 

 

RESUMO  

 

Células CD8+ T contribuem para controlar a infecção por HIV-1 através de atividades 

supressoras citotóxicas e não-líticas, entretanto, uma série de evidências vem mostrando que elas 

também são alvo do HIV-1. Nós objetivamos investigar se a infecção produtiva de células CD8+ 

poderia afetar sua atividade supressora. Uma vez que essa função antiviral de células CD8+ varia 

de acordo com a citocina presente nesse ensaio, nós procuramos analisar a produção viral em co-

culturas de linfócitos CD4+ e CD8+ sob a influência de algumas citocinas c alteradas durante a 

infecção por HIV-1 (IL-2, IL-4, IL-7 or IL-15). Para isso, as células CD4+ e CD8+ foram 

previamente ativadas com PHA e então expostas ao X4 HIV-1RF, cada tipo celular 

separadamente. Como controles, utilizamos células que não foram submetidas ao mitógeno. 

Paradoxalmente, nós observamos que os mesmos estímulos PHA+IL-2 e PHA+IL-15 que 

induziram níveis mais altos de infecção produtiva de CD8 foram aqueles que promoveram a 

supressão da produção viral medidas em co-culturas CD8+/CD4+ (razão 1:1) no momento de 

pico de atividade RT de culturas CD4+. Isso pode em parte ser explicado pela cinética mais lenta 

de produção viral por células CD8+ comparadas às células CD4+, que pode fazer delas 

reservatórios virais potenciais. Portanto, as células CD8+ contribuem para a produção total de 

HIV-1 não apenas por atividades antivirais, mas também por sua própria produtividade. Terapias 

utilizando as citocinas c IL-2 ou IL-15 na infecção por HIV-1 podem ter que considerar a 

ativação não apenas dos reservatórios em células T CD4+, mas também de células T CD8+. 
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INTRODUÇÃO 

 

 Como a atividade supressora de células T CD8+ é modulada pelas citocinas presentes 

durante o ensaio in vitro (Barker et al. 1995, Kinter 1995a, 1995b, Smithgall et al. 1996, revisões 

de Kinter et al. 1996a, 2000, Levy et al. 1996), decidimos analisar em culturas infectadas os 

efeitos de algumas citocinas  c (que utilizam a cadeia comum ) alteradas na infecção pelo HIV-

1, como interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-7 ou IL-15. Enquanto os níveis de IL-2 (Clerici et al, 

1989a, 1989b, 1993; Clerici & Shearer, 1993, 1994; Sieg et al., 2001) e IL-15 (d‟Ettorre et al., 

2002, Ahmad et al., 2003) encontram-se diminuídos nesta infecção, a produção de IL-4 (Clerici 

et al, 1993; Clerici & Shearer, 1993, 1994; Sousa et al., 1999) e IL-7 (Kacani et al., 1997; Llano 

et al., 2001; Napolitano et al., 2001) são aumentadas.  

Células T CD8+ apresentam diferentes padrões de supressão da replicação de HIV-1 

quando estimuladas com PHA e citocinas do tipo Th1 ou Th2 (Barker et al. 1995, revisado em 

Levy et al. 1996). Como observamos em nosso estudo anterior, e de acordo com trabalhos 

prévios (Barker et al. 1995, Kinter et al. 1995a, 1995b), a adição de IL-2, citocina c do tipo Th1, 

aumenta a atividade antiviral de células T CD8+, apesar de IL-2 ser bastante conhecida por sua 

capacidade de estimular a replicação viral em células CD4+, mesmo quiescentes (revisado em 

Kinter et al. 2000). Por outro lado, IL-4, citocina c do tipo Th2, diminui o potencial de inibição 

de replicação viral de células T CD8+ (Barker et al. 1995). Embora ambas as citocinas IL-2 e IL-

15, que compartilham IL-2R, além do receptor c, estimulem a replicação de HIV-1, alguns 

estudos mostraram que IL-15 induz menor produção viral que IL-2 (Lucey et al. 1997, Bayard-

McNeeley et al. 1996, Patki et al. 1996), o que pode estar associado ao fato de IL-15 raramente 

ter aumentado a proliferação espontânea de PBMC de indivíduos infectados pelo HIV-1, apenas 

corrigindo a sua resposta a antígeno (Patki et al. 1996). Já os efeitos de IL-15 sobre a atividade 

supressora de células T CD8+ não foram ainda avaliados. Uma outra citocina γc, IL-7, apresenta-

se em níveis aumentados na infecção pelo HIV-1 (Mackall et al. 2001, Llano et al. 2001; 

Napolitano et al. 2001), assim como IL-15 (Kacani et al. 1997). Sabe-se que IL-7 é capaz de 

induzir a replicação de HIV-1 (Smithgall et al. 1996, Dardalhon et al. 2001), mas pode também    

estimular    a    atividade   citotóxica   de   células   T   CD8+   (Hickman  et  al.  1990), inclusive 

específica para HIV-1 (Carini & Essex 1994; Ferrari et al. 1995), bem como sua atividade 

supressora de replicação viral (Smithgall et al. 1996).  
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 Assim, neste estudo, abordamos os efeitos das citocinas γc IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 

simultaneamente sobre a produção de HIV-1 por células T CD8+ e sua atividade antiviral não-

citolítica in vitro. Comparamos também as cinéticas de produção viral pelos dois tipos 

linfocitários, CD4+ e CD8+, com as cinéticas de supressão de replicação viral em co-culturas. 

Desse modo, pretendemos avaliar a contribuição relativa de células CD4+ e CD8+ para a 

produção total de HIV-1 sob influência das diferentes citocinas γc, e se haveria alguma 

correlação entre a produtividade de células CD8+ e a co-expressão de CD4 e co-receptores de 

HIV-1 CXCR4 e CCR5, ou ainda seu menor efeito supressor em algumas condições de cultura. A 

produção viral foi analisada através de ensaios de atividade de transcriptase reversa, citometria de 

fluxo para antígenos virais ou detecção de DNA proviral por Taqman Real Time Polymerase 

Chain Reaction (PCR). Os resultados obtidos podem ser de relevância para o planejamento de 

terapias imunomoduladoras, especialmente em estágios mais avançados da infecção pelo HIV-1, 

quando a contribuição de células T CD8+ para a produção viral seria maior (Livingstone et al. 

1996; McBreen et al. 2001; Imlach et al. 2001). 
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METODOLOGIA 

 

Purificação de subpopulações celulares 

 

Para estudo de linfócitos de adultos, voluntários saudáveis doaram amostras de sangue 

periférico, ou obtivemos buffy-coats do banco de sangue do St. George’s Hospital Medical 

School (University of London, UK). Para estudo de linfócitos de neonatos, amostras de sangue de 

cordão umbilical provenientes de partos sem complicações foram obtidos com a aprovação do 

Comitê de Ética do St. George’s Hospital Medical School (University of London, UK). PBMC ou 

CBMC foram isolados por centrifugação em gradiente de densidade em Ficoll-Hypaque (Sigma, 

Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, MO, USA). 

 As depleções e purificações celulares necessárias para o estudo da produção e supressão 

viral sob diferentes estímulos foram realizadas utilizando-se o sistema de seleção celular com 

partículas super-paramagnéticas acopladas a anticorpos específicos (MicroBeads) adquiridos da 

Miltenyi Biotec (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), de acordo com o protocolo 

fornecido pelo fabricante. Estas MicroBeads (50 nm de diâmetro) são biodegradáveis, e não 

interferem em ensaios biológicos, como previamente descrito (Manyonda e cols. 1992).  

 As células foram ressuspensas em PBS suplementado com 0,5% BSA (Sigma) e 2 mM 

EDTA (Sigma), e incubadas com MicroBeads (15 min/6
o
-12

o
C). Após lavadas e ressuspensas no 

mesmo tampão, foram passadas por uma coluna de separação do tipo MS+ (para até 10
7
 células 

positivas) ou LS+ (para até 10
8
 células positivas). Estas colunas foram colocadas em campo 

magnético de um separador MACS (Magnetic Cell Separator, MiniMACS ou MidiMACS, 

respectivamente). As células magneticamente marcadas eram retidas na coluna, enquanto as não 

marcadas passavam. Estas células não marcadas constituíam as populações depletadas. Após a 

remoção da coluna do campo magnético, foi encaixado um êmbulo à sua parte superior e 

utilizamos pressão para retirar as células magneticamente retidas (fração celular positivamente 

selecionada). Para a obtenção de maior pureza, a fração positiva foi aplicada a uma nova coluna e 

repetiu-se todo o processo. 

 Células CD8+ foram positivamente selecionadas utilizando-se CD8 MicroBeads (MB). A 

população depletada de células CD8+ é aqui denominada CD8dPBMC ou CD8dCBMC, e parte 

desta podia ser utilizada para a seleção de células CD4+, através de CD4 MicroBeads (MB). 

Quando as células CD4+ foram selecionadas a partir de  população  total,  obtinhamos  também a  



 

87 

 

Estudo 3 

fração CD4dPBMC ou CD4dCBMC.  

Para a seleção de subpopulações de células CD8+ (CD28+ e CD28-) utilizamos o MACS 

CD8  Multisort  Kit  (MB).  As  células  foram  magneticamente  marcadas  com  CD8   MultiSort 

MicroBeads, lavadas, e aplicadas à coluna, a qual foi colocada sobre o campo magnético do 

separador MACS. As células que passavam pela coluna foram coletadas como fração 

CD8dPBMC. As células da fração positiva (CD8+) eram aplicadas a uma nova coluna, e, 

posteriormente, incubadas com o reagente Multisort Release (10 min/6
o
-12

o
C), o qual liberava as 

Multisort Microbeads enzimaticamente. Após serem lavadas, as células foram ainda incubadas 

com o reagente MultiSort Stop, para inibir a reação de liberação em etapas subsequentes. Estas 

células CD8+ purificadas foram separadas em subpopulações CD28+ e CD28- incubando-se 

primeiramente com anticorpo monoclonal anti-CD28-FITC (Pharmingen) e, após lavadas, com 

anti-FITC Microbeads (em gelo/30 min, cada incubação). As células foram ressuspensas no 

tampão PBS/BSA/EDTA, depois de haverem sido novamente lavadas, e então aplicadas à coluna, 

utilizando-se os mesmos princípios de seleção negativa e positiva acima descritos para o 

fracionamento celular. A pureza das frações celulares foi verificada através de citometria de fluxo 

em FACScan (BD), como descrito abaixo. 

 

Anticorpos monoclonais e citometria de fluxo 

 

 Para análise da co-expressão de CD4 em células T CD8+ de culturas de PBMC, bem 

como para avaliação da pureza de frações celulares e estudo da expressão de co-receptores em 

células T CD4+ e CD8+, utilizamos os seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD4-FITC 

(FITC= IsoTioCionato de Fluoresceína), anti-CD3-PE (PE= Ficoeritrina), anti-CXCR4-PE, anti-

CCR5-PE, anti-CD28-FITC, anti-CD28-CyCh (CyCh = Cy-Chrome
TM

), anti-CD57-FITC, anti-

CD8-PE e anti-CD8-CyCh (Pharmingen). Os controles foram anti-IgG1-FITC, anti-IgM-FITC, 

anti-IgG1-PE, anti-IgG2b-PE e anti-IgG1-CycH (Pharmingen).  

 Incubamos 10
5
-10

6 
células/tubo com diferentes combinações destes anticorpos (em 

volume de 10 µl cada anticorpo) por 30 min, em gelo e protegidas da luz. Após lavadas 3x em 

PBS 2% FCS, as células foram ressuspensas em 0.5 ml de 2% paraformaldeido tamponado, e 

adquiridas em citômetro de fluxo FACScan (BD). As populações viáveis foram determinadas 

através de sua granularidade e tamanho celular. A análise dos dados foi realizada através do 

programa WinMDI versão 2.8 (fornecido pelo site http://facs.scripps.edu/). 

http://facs.scripps.edu/
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Infecção in vitro por HIV-1 

 

Estoques virais do isolado X4 HIV-1RF foram crescidos em células CEM (ambos obtidos 

do Centralized Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, UK). 

Culturas de PBMC, CD8dPBMC, CD4dPBMC e frações celulares CD4+ ou CD8+ foram 

estabelecidas na densidade celular de 1x10
6
/ml (37

o
C, 5% CO2) em meio completo: RPMI 1640 

suplementado com 10% soro fetal bovino (FCS), 2mM glutamina, 100 U/ml penicilina e 

estreptomicina (Sigma). Cada cultura foi estimulada com PHA (1g/ml, Sigma) por 3 dias, na 

presença das citocinas c IL-2 (30IU/ml, Boehringer-Mannheim, Roche Diagnostics Ltd, East 

Sussex, UK), IL-4, IL-7 e IL-15 (10 ng/ml, R&D Systems Europe Ltd, Abingdon, UK) antes da 

infecção. Em paralelo, as mesmas frações foram simplesmente mantidas na presença de citocinas 

c pelo mesmo período antes da infecção. 

Cada fração celular foi plaqueada em triplicata (a 2 x 10
5
 cells/well) em placas de 96 

poços com fundo em U (Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA). 

CD8dPBMC ou células CD4+ foram co-cultivadas com células CD8+ autólogas nas razões 

celulares de 1:2, 1:1 or 2:1 (em triplicatas). As células foram infectadas com HIV-1RF na 

multiplicidade de infecção de 1.0 (MOI), por 2 horas a 37
o
C, e então lavadas 3x em PBS. As 

culturas infectadas foram mantidas em meio completo suplementado com a mesma citocina c 

presente previamente durante a estimulação, por pelo menos 20  dias. O meio foi trocado duas 

vezes por semana. Sobrenadantes da cultura infectada foram coletados periodicamente e 

mantidos a -80
o
C antes de serem ensaiados para a produção de HIV-1RF. 

 Para checar se a infecção de células T CD8+ era dependente de células CD4, nós usamos 

10 g/ml de anticorpo neutralizante anti-CD4 (monoclonal murino ADP 318/C4120, obtido da 

Centralised Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, UK) 30 minutos antes e 

durante a exposição ao HIV-1RF.  

 

Ensaio Mini RT de atividade da enzima Transcriptase Reversa  

 

A atividade da transcritase reversa foi medida no ensaio mini RT descrito por Willey et 

al. (1988). Em resumo, 5μl de sobrenadante de  cultura  foi  adicionado  em  triplicata  a  25μl  da  
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mistura contendo poli (A), oligo (dT), MgCl2 e 
32

P DTTP (deoxitimidina 5‟-trifosfato 
32

P-

marcado) (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, Buckinghamshire, UK). Depois de 2 horas 

de incubação a 37
o
C, 5μl da reação de mistura foram pipetados em papel de filtro DE81 

(Whattman LabSales, Hillsboro, OR, USA). Os filtros foram secados, lavados 5x em 2X citrato-

salina padrão (SSC) e duas vezes mais em etanol 95%. Os filtros foram secados novamente e a 

atividade RT foi medida por contagem de radiação com o 1450 Microbeta Plus Wallac (Perkin-

Elmer Applied Biosystems, Warrington, UK).  

 A atividade média RT das triplicatas foi expressa em cpm/μl, e a produção viral foi 

considerada positiva quando essa atividade RT esteve acima de 250 cpm/l. 

 

 

Detecção de antígenos do HIV-1 por citometria de fluxo 

 

 Para detectar antígenos do HIV-1 nas populações celulares CD4+ ou CD8+ de culturas 

infectadas, nós usamos anticorpos monoclonais KC57-RD1 (RD1 = Phycoerythrin, Coulter 

International Corp., Miami, Florida, USA), que reconhecem em Western blot as proteínas 55, 39, 

33 e 24 kDa (mencionadas no texto como anticorpo anti-p24) do core viral do HIV-1, em 

conjunto com anti-CD4-FITC e anti-CD8-CyCh antibodies (Pharmingen). Como controles, nós 

usamos os anticorpos anti-IgG2b-RD1 (Coulter), anti-IgG1-FITC e anti-IgG1-CyCh 

(Pharmingen).  

As células (10
5
-10

6
/tubo) foram incubadas por 40 minutos com o reagente 

ORTHOPermeaFix (Ortho Diagnostic Systems Inc., Raritan, NJ, USA) à temperatura ambiente 

(rt), de acordo com as instruções do fabricante. Depois de permeabilizadas, as células foram 

lavadas com 5% BSA 0.0055% EDTA PBS e o pellet celular foi ressuspendido e incubado 

simultaneamente com os anticorpos que reconhecem antígenos virais ou os marcadores CD4 e 

CD8, ou seus controles (10 µl each, 40 min/rt). As células então foram lavadas novamente, 

centrifugadas, ressuspendidas em tampão e analisadas em citômetro de fluxo FACScan (Becton-

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA). 
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Ensaio de atividade antiviral sobre a produção de HIV-1 in vitro de células T CD8+ ou de suas 

subpopulações CD8+CD28+ ou CD8+CD28- 

 

 Em ensaios de efeito supressor de células T CD8+ ou suas subpopulações CD28+ ou 

CD28- sobre a replicação viral utilizamos apenas HIV-1RF, que por ser um variante X4 não é 

sensível às ações inibitórias de ß-quimiocinas, permitindo o reconhecimento de atividade 

antiviral de células T CD8+ do tipo CAF (Cellular Antiviral Factor ou Fator Celular Antiviral) 

(revisado em Levy et al. 1996). 

 Ativamos em separado PBMC ou CBMC ou suas subpopulações celulares com PHA 

(1g/ml, Sigma) e alguma das citocinas c por 3 dias, ou mantivemos as células pelo mesmo 

tempo em presença de apenas alguma das citocinas c, antes da infecção viral. Utilizamos 2 x 10
5
 

células de PBMC ou CBMC, ou de suas frações depletadas de CD8 (CD8dPBMC ou 

CD8dCBMC), ou suas células CD4+, em cada poço (em triplicata) de placa de 96 poços com 

fundo em U (Falcon, BD) e, as células CD8+ (de PBMC ou CBMC) ou as suas subpopulações 

CD8+CD28+ ou CD8+CD28- foram adicionadas a CD8dPBMC, ou CD8dCBMC, ou células 

CD4+ (de PBMC ou CBMC), em proporções de 1:2, 1:1 ou 2:1.  

 A produção viral foi quantificada pela atividade RT, e foi expressa em cpm/5μl (volume 

do sobrenadante de cultura usado no “mini” ensaio RT). O cálculo do percentual de inibição da 

replicação viral por células CD8+ ou suas subpopulações CD8+CD28+ ou CD8+CD28- foi 

realizado utilizando-se os valores RT encontrados no dia da cinética em que ocorreu o pico de 

produção viral pela cultura de CD8dPBMC, ou CD8dCBMC, ou células CD4+ (de PBMC ou 

CBMC), através das fórmulas: 

% supressão = 100 – (valor RT de co-cultura CD8+/ CD4+ x 100) 

                                     (valor RT de cultura CD4+) 

ou 

% supressão = 100 – (valor RT de co-cultura CD8+/CD8d x 100) 

                                     (valor RT de cultura CD8d) 

 

onde CD8+ corresponde a células CD8+ totais ou suas subpopulações CD8+CD28+ ou 

CD8+CD28- (de PBMC ou CBMC) em co-cultura com células CD4+ (de PBMC ou CBMC), ou 

com CD8dPBMC ou CD8dCBMC (representados na fórmula como CD8d). 
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Ensaio Taqman Real-Time PCR para quantificação de DNA HIV-1 proviral 

 

 Escolhemos este método para quantificação de DNA de HIV-1 por ser de alta 

sensibilidade e reprodutibilidade (Désiré et al., 2001). Aplicamos à detecção de provírus, em 

alguns pontos da cinética de infecção por HIV-1, em linfócitos CD4+ e CD8+ (1x10
6
/ml) 

cultivados isoladamente ou em co-cultura separadas por membrana com poros de 1m (co-

cultura em transwell, com Falcon
TM

 Cell Culture Inserts e Falcon
TM

 Companion Tissue Culture 

Plates, BD). Como controle, utilizamos a linhagem celular OM-10.1 (obtida da Centralised 

Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, Grã-Bretanha), que contém uma cópia 

proviral por célula. 

 DNA das células em cultura foi extraído através de digestão, overnight a 55
o
C e 5 min a 

95
o
C, com proteinase K (500μg /ml), Nonidet P-40 (0.1% vol/vol) (Sigma), e tampão PCR II 

(PE). O DNA viral foi purificado utilizando-se colunas de centrifugação QIAamp (Qiagen). PCR 

quantitativo proviral para DNA LTR (LTR = Long Terminal Region ou Região Longa Terminal) 

de HIV-1 foi realizado através de real-time PCR em sistema de detecção de sequência ABI Prism 

7700 (PE) como previamente descrito (Greenhead et al., 2000). Os seguintes reagentes foram 

utilizados para este ensaio: LTR forward primer , 5‟-CAC ACA AGG CTA CTT CCC TGA-3‟ 

(59 a 79); LTR reverse primer, 5‟-TCT CTG GCT CAA CTG GTA CTA GCT T-3‟ (141 a 165); 

sonda 5‟-(6-carboxi-fluoresceína [FAM]) AGA ACT ACA CAC CAG GGC CAG GGA TCA G 

(6-carboxi-tetrametil-rodamina [TAMRA])-3‟ (85 a 112) (baseado na sequência referência para 

HIV-1, isolado HXB2; GenBank número de acesso K03455); β-actina forward primer, 5‟-TCA 

CCC ACA CTG TGC CCA TCT AGC A-3‟  (486 a 510);  reverse  primer, 5‟-AGT   CAG  TCA  

GGT CCC GGC C-3‟ (567 a 585); sonda 5‟-(VIC proprietary dye) ATG CCC TCC CCC ATG 

CCA TCC TGC GT (Q) (TAMRA)-3‟ (GenBank, número de acesso AB004047). Primers e 

sonda marcada com FAM foram obtidos de MWG e sonda de β-actina marcada com VIC foi 

obtida de PE. β-actina foi utilizada como um controle interno, permitindo a normalização do 

número de cópias relativas de HIV ao número de equivalentes genoma da amostra.  

 

Análise estatística 

Diferentes condições de cultura foram comparadas através do teste t de Student, 

utilizando o software GraphPadPrism version 4. 
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RESULTADOS 

 

A co-expressão de CD4 em células T CD8+ é essencial para a infecção por HIV-1, 

entretanto a produção de vírus depende do estímulo e das citocinas do ambiente. 

 

Está bem estabelecido que a IL-2 ativa reservatórios de HIV-1 (Chun et al., 1999a; 

Stellbrink et al., 2002; Siliciano et al., 2003; revisão de Pau & Tavel, 2002). Mais recentemente, 

demonstrou-se que a IL-7 estimula a produção de vírus por células T CD4+ latentemente 

infectadas (Scripture-Adams et al., 2002). Uma vez que linfócitos T CD8+ atuam como 

reservatórios virais e contribuem para a compartimentalização do HIV-1 (MacBreen et al., 2001; 

Potter et al., 2003), a possibilidade de usar citocinas c como imunoterapias anti-HIV-1 levanta a 

questão de se existe um efeito diferencial dessas citocinas na produção de HIV-1 por células T 

CD8+ infectadas. 

Um trabalho anterior mostrou que PBMC depletado de células CD4 (CD4dPBMC) 

estimulado por PHA e cultivado na presença de IL-2 passa a expressar CD4 e essas células 

CD8+CD4+ se tornam susceptíveis à infecção por X4 HIV-1 (Flamand et al., 1998). Nesse 

estudo, nós comparamos a capacidade produtora de HIV-1 de células CD8+ positivamente 

selecionadas derivadas do PBMC e ativadas por PHA na presença das citocinas c IL-2, IL-4, IL-

7 ou IL-15, ou simplesmente mantidas na presença dessas citocinas sem estímulo antigênico. Nós 

encontramos que células T CD8+ estimuladas com PHA+IL-2 ou PHA+IL-15 conseguiram 

produzir X4 HIV-1RF em níveis mais elevados (p<0.05 e p<0.001, respectivamente) do que 

aqueles observados em culturas de CD8+ ativadas por PHA+IL-4 ou PHA+IL-7 (figura 3.1). Não 

houve diferença estatística significativa entre a produção viral por células CD8+ ativadas por 

mitógeno na presença de IL-2 ou IL-15. Mais ainda, quando todas as culturas de células CD8+ 

ativadas por PHA+IL-2 (7/7) ou PHA+IL-15 (6/6) foram positivas para a produção de HIV-1RF, 

apenas 3 de 5 culturas de CD8+ ativadas por PHA+IL-4, e 3 de 4 ativadas por PHA+IL-7, foram 

positivas.  

Surpreendentemente, células CD8+ não estimuladas por mitógenos apresentaram 

produção detectável de HIV-1RF na presença de IL-15 (produção de vírus acima do basal em 3 de 

4 experimentos), mas  não  quaisquer  outras  citocinas  c  testadas  (figura  3.1).   Embora  IL-15  
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compartilhe algumas propriedades com IL-2 (Grabstein et al 1994, Giri et al 1995, Fehniger & 

Caligiuri 2001), os níveis de produção de HIV-1 nas culturas de células CD8+ mantidas na 

presença de IL-15 foram significativamente diferentes daquelas encontradas na presença de IL-2 

(p<0.05). 
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Figura 3.1. As citocinas c IL-2 e IL-15 são melhores promotoras da produção da variante X4 de 

HIV-1 por células CD8+ ativadas do que IL-4 ou IL-7. Produção de X4 HIV-1RF por células CD8+ 

purificadas mantidas na presença de diferentes citocinas c, com estímulo prévio por PHA (preto) ou não 

(branco) antes da exposição ao vírus. Células CD8+ positivamente selecionadas foram ativadas por PHA 

por 3 dias na presença das citocinas c IL-2 (30 IU/ml), IL-4 (10 ng/ml), IL-7 (10 ng/ml) ou IL-15 (10 

ng/ml), lavadas e mantidas por mais 24-48h na presença daquela citocina c, e então plaqueadas em 

triplicatas e expostas a HIV-1RF. Essas culturas infectadas foram mantidas em meio suplementado com a 

mesma citocina c previamente presente durante a estimulação, por toda a cinética de produção de HIV-

1RF. Como controles, células CD8+ purificadas foram mantidas na presença de citocinas c pelo mesmo 

período antes da exposição ao HIV-1RF, bem como depois. As células CD8+ foram consideradas 

produtivamente infectadas se o valor de RT estava acima do limite superior de background de 250 cpm/µl 

(para células CD8+ ativadas por PHA, a produção de HIV-1 acima do background foi encontrada em 7/7 

experimentos na presença de IL-2, 3/5 experimentos na presença de IL-4 e 3/4 experimentos na presença 

de IL-7). As barras representam a média + SEM para os valores mais altos da atividade da transcritase 

reversa (RT) detectada em cada condição das culturas de CD8+ independente do dia da cinética (cada 

condição em triplicata em cada experimento). O pico de produção do vírus pelas culturas CD8+ foi 

geralmente observado depois de 15 dias de exposição ao HIV-1RF. As médias são referentes a pelo menos 

3 diferentes doadores para experimentos em cada uma das condições. 
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De acordo com estudos anteriores (Flamand et al., 1998, revisão de Meireles-de-Souza & 

Shattock, em anexo da tese), nós observamos que a infecção por HIV-1 de células CD8+ foi 

dependente da molécula CD4, uma vez que o uso de anticorpos neutralizantes monoclonais anti-

CD4 bloqueou completamente a produção de HIV-1 (p< 0.05, figura 3.2).  
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Figura 3.2.  A co-expressão de CD4 é essencial para a infecção por HIV-1RF das células CD8+. O uso 

de 10 g/ml de anticorpo anti-CD4 neutralizante (símbolos abertos), 30 minutos antes e durante a 

exposição ao HIV-1RF, bloqueou completamente a infecção produtiva de culturas de células CD8+ 

ativadas por PHA e mantidas na presença de IL-2 (quadrados pretos, p=0,0279) ou IL-15 (losangos pretos, 

p=0,0282). Os dados são representativos de 2 experimentos (realizados em triplicatas). 

 

Neste sentido, em concordância com os níveis de produção de vírus observados em 

culturas, a co-expressão de CD4 em células CD8+ ativadas por PHA foi estatisticamente mais 

significativa em culturas estimuladas na presença de IL-2 e IL-15 (p<0.01) do que na presença de 

IL-4 e IL-7 (p<0.05) comparada aos controles (células CD8+ purificadas a fresco) (figura 3.3). 

Por outro lado, células CD8+ não estimuladas por mitógenos apresentaram aumento da expressão 

de CD4 comparadas aos controles após 3 dias de exposição a IL-4 and IL-15 (p<0.01), mas não a 

IL-2 ou IL-7 (figura 3.3). Entretanto, a expansão de células CD8+CD4+ promovida pela citocina 

c IL-4 não resultou em infecção viral produtiva, o que foi observado em algumas culturas de 

células CD8+ na presença de IL-15 (figura 3.1). Esses dados sugerem que a infecção produtiva 

de células CD8+ é dependente não apenas da expressão de CD4, mas também do estímulo e das 

citocinas presentes no ambiente. 
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Figura 3.3. (A) Níveis de co-expressão de CD4 foram analisados por citometria de fluxo em células 

CD8+ purificadas a fresco de PBMC (controle) e mantidas por 3 dias na presença de diferentes citocinas 

γc (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) em culturas ativadas por PHA (preto) ou não estimuladas (branco). As barras 

representam a médiaSEM das percentagens de CD4+CD8+ em diferentes preparações de células CD8+. 

Médias são representativas de pelo menos 3 doadores / condição. (B) Células CD8+ co-expressando 

CD4 podem ser visualisadas no quadrante superior direito. Estas células CD8+ foram purificadas a fresco 

de PBMC (d0) e mantidas por 3 dias na presença das citocinas γc IL-2 ou IL-15 em culturas ativadas por 

PHA. 

células CD8+   d0          PHA+IL-2      d3           PHA+IL-15      d3    

CD8 

   CD4 (gate em CD3) 
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Níveis de expressão de CXCR4 não parecem ser responsáveis pela produção diferencial da 

variante X4 de HIV-1 por células CD8+ T na presença de IL-2, IL-4, IL-7 ou IL-15. 

 

Citocinas influenciam a atividade de HIV-1 através da modulação de seus co-receptores 

(revisões de Kinter et al. 2000, Alfano & Poli, 2001). Nós então investigamos a expressão de 

CXCR4 em células CD8+ mantidas na presença de citocinas c IL-2, IL-4, IL-7 ou IL-15 e 

ativadas ou não por PHA como uma possível explicação para a produção diferencial de X4 HIV-

1 por células CD8+ T cells em diferentes condições de cultura.  

Um forte aumento da expressão de CXCR4 induzido por IL-4 foi previamente descrito em 

PBMC e nas células T CD4+ (Jourdan et al., 1998; Valentin et al, 1998; Wang et al., 1998, 

Unutmaz et al 1999). De modo concordante, nós observamos o nível mais alto de expressão de 

CXCR4 no dia 3 das culturas de células CD8+ não estimuladas por mitógenos na presença da 

citocina c IL-4 (figura 3.4). Demonstrou-se que a IL-7 aumenta a expressão de CXCR4 e dá 

suporte a produção de X4 HIV-1 (Moran et al. 1993, Smithgall et al. 1996, Llano et al., 2001, 

Schmitt et al, 2003). De fato, IL-4 e IL-7 permitem níveis mais altos de expressão de CXCR4 em 

culturas de células CD8+ não estimuladas por mitógenos do que IL-2 ou IL-15 (figura 3.4). O 

mesmo padrão de expressão de CXCR4 na presença de citocinas c IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 

foram anteriormente observados para a subpopulação de memória CD4+ CXCR4- CCR7+ 

(Jourdan et al., 2000).  

Embora células CD8+ ativadas por PHA tenham apresentado maior produção de vírus na 

presença de IL-2 e IL-15 do que IL-4 ou IL-7, nós observamos o nível mais alto de expressão de 

CXCR4 por células CD8+ no dia 3 após a estimulação mitogênica, quando as células foram 

infectadas, novamente na presença de IL-4 (figura 3.4). Entretanto, níveis aumentados de 

expressão de CXCR4 em células CD8+ estimuladas com PHA foram encontrados na presença de 

citocinas c IL-2, IL-4, IL-7 ou IL-15 após uma semana em cultura (figura 3.4). 

Ao contrário da expressão de CXCR4, as células CD8+ não estimuladas por mitógeno 

apresentaram expressão reduzida de CCR5 após 3 dias na presença de IL-4, enquanto IL-15 

induziu um notável aumento na expressão de CCR5 (figura 3.4), de uma forma similar àquela 

previamente reportada em células CD4+ (Valentin et al 1998). De fato, foi descrito que a IL-4 

estimula a replicação de variantes de HIV-1 X4 e inibe a de R5 em células CD4+ (Valentin et al 

1998). Entretanto, muito embora IL-4 induza a expressão de CD4 (figura 3.3A) e  CXCR4 (figura  
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3.4) em células CD8+ não estimuladas por mitógeno, nenhuma infecção produtiva de células 

CD8 por HIV-1RF foi detectada nessas condições de cultura. Esses dados sugerem que fatores 

adicionais podem ser necessários para que células CD8+ sejam produtivamente infectadas, além 

da expressão de CD4 e do co-receptor CXCR4. 

               
           
Figura 3.4. Expressão dos co-receptores CXCR4 e CCR5 em células CD8+ purificadas obtidas a 

fresco de PBMC (dia 0 = D0) ou depois de 3 (D3) ou 7 dias (D7) na presença de diferentes citocinas γc, 

em culturas estimuladas ou não com PHA. Os dados são representativos de 2 experimentos. 

 

PBMC depletado de células CD4+ apresenta um perfil semelhante de produção de HIV-1 

ao de células T CD8+ purificadas, enquanto células T CD4+ respondem igualmente a 

diferentes citocinas c.  

 

PBMC depletado de células CD4 (CD4dPBMC) apresentou a mesma tendência seletiva 

de produção de HIV-1 na presença de diferentes citocinas c que a observada para células T 

CD8+ (compare figura 3.1 e figura 3.5), embora em níveis mais altos de atividade RT (exceto 

para células mantidas na presença de IL-15 sem estímulo por PHA). Entretanto, não houve 

diferença estatisticamente significativa na produção de HIV-1RF entre as condições de cultura de 

CD4dPBMC. 

Por outro lado, a população CD4+ apresentou infecção produtiva pela variante X4 HIV-

1RF em todas as condições de cultura, bem como PBMC e as populações depletadas de CD8 

(CD8dPBMC) (figura 3.5). Nós também não encontramos nenhuma diferença estatisticamente 

significativa na produção de vírus por células T CD4+, CD8dPBMC ou PBMC  entre  as  culturas 
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 na presença de diferentes citocinas c, com ou sem ativação prévia por PHA. 
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Figura 3.5. Produção de HIV-1RF por CD4dPBMC, CD8dPBMC, PBMC ou células CD4+ na presença de 

diferentes citocinas γc (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) em culturas ativadas por PHA (preto) ou não estimuladas 

(branco). As barras representam a média+ SEM dos maiores valores da atividade da transcriptase reversa 

em cada condição de cultura. As médias são relativas a pelo menos 3 experimentos para cada condição 

(cada experimento em triplicata). 

 

Células CD8+ de neonato também são passíveis de infecção produtiva por variante X4 de 

HIV-1 por mecanismo CD4-dependente. 

 

A subpopulação CD8+ purificada de sangue de cordão umbilical não apresentou infecção 

produtiva pelo variante X4 HIVRF se mantida em presença das citocinas γc IL-2, IL-4, IL-7 ou 

IL-15 sem estímulo prévio por mitógeno. Por outro lado, estas células CD8+ naive estimuladas 

com PHA, e mantidas em cultura com IL-2 ou IL-15, apresentaram alguma atividade RT 

detectável (figura 3.6). Como esperado, o uso de anticorpos neutralizantes anti-CD4 no momento 

de infecção bloqueou a produção viral, indicando mecanismo de entrada CD4-dependente (dados 

não mostrados). 

CD4dPBMC 

PBMC 

CD8dPBMC 

CD4+ 
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Embora não tenha ocorrido diferença estatisticamente significativa na produção de vírus 

por CBMC, CD8dCBMC ou CD4dCBMC na presença de diferentes citocinas c, com ou sem 

ativação prévia por PHA (figura 3.6), aparentemente células de neonatos foram mais sensíveis à 

ação de IL-4 e IL-7 que células de adultos, talvez porque estas citocinas estimulam melhor a 

proliferação de células naive que IL-2 ou IL-15 (Soares et al., 1998).  
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Figura 3.6. Produção de HIV-1RF por CBMC, CD8dCBMC, CD4dCBMC ou células CD8+ na presença 

de diferentes citocinas γc (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) em culturas ativadas por PHA (preto) ou não 

estimuladas (branco). As barras representam a média+ SEM dos maiores valores da atividade da 

transcriptase reversa em cada condição de cultura. As médias são relativas a pelo menos 2 experimentos 

para cada condição de cultura (sempre em triplicatas), exceto condições PHA+IL-4 e PHA+IL-7 não 

testadas em culturas de células CD8+ purificadas de sangue umbilical. 

 

Células CD8+ ativadas apresentam atividade antiviral na presença de IL-2 e IL-15, mas não 

de IL-4 ou IL-7. 

 IL-2 e IL-15 promoveram a supressão da produção de vírus em co-culturas de CD4+ e 

CD8+ estimuladas por mitógenos comparadas a culturas de células CD4+ sozinhas estimuladas 

por PHA (em torno de 90% de inibição da produção viral, figura 3.7A). Na presença  de  IL-4  ou  
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IL-7, células CD8+ estimuladas com PHA apresentaram alguma atividade antiviral (em torno de 

50% de inibição da produção viral, figura 3.7A).  

 Embora células CD8+ ativadas com PHA tenham apresentado inibição da produção viral 

em co-culturas de CD8+/CD8dPBMC, nenhuma condição de cultura apresentou 90% de 

supressão da produção de HIV-1RF (figura 3.7B). Novamente, a IL-2 e a IL-4 deram suporte à 

produção viral aumentada em co-culturas CD8+/CD8dPBMC comparadas a culturas 

CD8dPBMC (figura 3.7B). Por outro lado, IL-7 e IL-15 levaram à diminuição da produção de 

vírus em co-culturas de CD8+/CD8dPBMC comparadas às culturas CD8dPBMC. (figura 3.6B). 

Enquanto as células CD8+ ativadas por PHA na presença de IL-15 promoveram uma supressão 

de 90% da produção viral em co-culturas com células T CD4+ (figura 3.7A), o mesmo não foi 

verdadeiro para co-culturas com CD8dPBMC (figura 3.7B). 
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Figura 3.7. (A) Supressão da produção de HIV-1RF em co-culturas de células CD8+ e CD4+ 

purificadas (a uma razão de 1:1). As barras representam a médiaSEM da percentagem de supressão da 

produção de HIV-1RF medida em co-culturas em relação às culturas de CD4+ no mesmo momento do pico 

da produção viral. As médias são representativas de pelo menos 3 experimentos para cada condição (em 

triplicata). Nós observamos que as percentagens de supressão foram inferiores em menores razões 

CD8+/CD4+ nas culturas e superiores em maiores razões, indicando um mecanismo dose-dependente 

(dados não mostrados). (B) Suppressão da produção de HIV-1RF em co-culturas de células CD8+ 

purificadas com fração CD8dPBMC (a uma razão de 1:1). As barras representam médiaSEM da 

percentagem de supressão da produção de HIV-1RF medida em co-culturas com relação a culturas de 

CD8dPBMC no momento de pico da produção viral. As médias são representativas de pelo menos 3 

experimentos para cada condição (em triplicatas). Nós observamos que as percentagens de supressão 

foram inferiores em razões menores de CD8+/CD8dPBMC em co-culturas e superiores em razões maiores 

de CD8+/CD8dPBMC em co-culturas, indicando um mecanismo dependente de dose (dados não 

mostrados). 

(A) CD8+/CD4+ (B) CD8+/CD8dPBMC 
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As citocinas c IL-2 e IL-15 promovem o papel dual de células T CD8+ como alvos e 

supressores da replicação do HIV. 

 

 Considerando o papel dual das células CD8+ como alvos do HIV-1 e supressores da 

replicação do HIV-1, o balanço entre ambas as atividades de linfócitos CD8+ pode contribuir 

para a produção viral líquida. Paradoxalmente, nós observamos que as mesmas citocinas IL-2 e 

IL-15 que induziram níveis mais altos de infecção produtiva de células CD8+ ativadas por PHA, 

foram as que promoveram a maior supressão da produção de vírus em co-culturas de CD4+ e 

CD8+ estimuladas por mitógeno (figuras 3.1 e 3.7A). 

 Esses dados aparentemente contraditórios podem ser explicados pela cinética da produção 

viral por células T CD8+ estimuladas com PHA comparadas às células CD4 (figura 3.8). 

De fato, uma vez que a inibição da produção viral em co-culturas CD8+/CD4+ é medida 

no momento do pico da atividade RT de culturas de células CD4+, a atividade supressora de 

células CD8+ prevaleceu sobre a produtividade em momentos mais iniciais de tais culturas 

estimuladas com PHA+IL-2 ou PHA+IL-15 (figura 3.8A). Curiosamente, co-culturas 

CD4+/CD8+ apresentaram níveis mais baixos de produção de HIV-1RF do que culturas de CD4+ 

ou CD8+ no mesmo ponto da cinética, sugerindo que os linfócitos T CD4+ também exercem 

supressão da replicação viral em células CD8+. 

Durante a supressão da replicação viral em co-culturas de CD8/CD4 previamente ativadas 

por PHA, a maior parte das células produtoras de HIV-1 na presença de IL-2 e IL-15 são 

CD8+CD4- (figura 3.8A), enquanto a IL-7 parece manter as células CD4+ e CD4-CD8- como 

principais células produtoras de HIV-1 (figura 3.8B). Neste sentido, as co-culturas CD8+/CD4+ 

estimuladas com PHA+IL-7 preservaram uma proporção mais elevada de células CD4+ (dados 

não mostrados) 

 Portanto, o resultado dos ensaios de supressão viral parece depender do balanço entre a 

produção do vírus e a atividade antiviral não-citolítica de células T CD8+, bem como da cinética 

diferente de produção do vírus por células CD4+, CD8dPBMC e CD8+. 
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Figura 3.8(A) Cinética da produção de HIV-1RF em culturas ativadas por PHA+IL-2 ou PHA+IL-15  

(os dados são representativos de 3 experimentos, realizados em triplicatas). As cinéticas de atividade 

transcriptase reversa (RT) de cada população estão representadas (em azul escuro: PBMC, rosa: 

CD8dPBMC, azul claro: CD4+, amarelo: CD8+ e magenta: co/cultura CD8+/CD4+ a razão de 1:1). 

Abaixo dos gráficos de cinética, está representada a expressão de CD4 e CD8 em células produtoras de 

vírus (gating em células KC57+ ou p24+) no dia 16 da mesma cinética. 

 

PHA+IL-2

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

5000

d5 d10 d15 d19 d23

R
T

 
(
c
p
m

/
5
u
l)

PHA+IL-15

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

5000

d5 d10 d15 d19 d23

R
T

 
(
c

p
m

/
5
u
l)

PBMC 

CD8/CD4 1:1 

PBMC 

CD8/CD4 1:1 



 

103 

 

Estudo 3 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8(B) Cinética da produção de HIV-1RF em culturas ativadas por PHA+IL-4 ou PHA+IL-7  

(os dados são representativos de 3 experimentos, realizados em triplicatas). As cinéticas de atividade 

transcriptase reversa (RT) de cada população estão representadas (em azul escuro: PBMC, rosa: 

CD8dPBMC, azul claro: CD4+, amarelo: CD8+ e magenta: co/cultura CD8+/CD4+ a razão de 1:1). 

Abaixo dos gráficos de cinética, está representada a expressão de CD4 e CD8 em células produtoras de 

vírus (gating em células KC57+ ou p24+) no dia 16 da mesma cinética. 
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Carga proviral de células CD4+ excede a de células CD8+ durante a cinética de infecção 

por variante X4 HIV-1RF 

 

A carga proviral acumulada ao longo da cinética de infecção por variante X4 HIV-1RF foi 

maior em células CD4+ que CD8+, mesmo em culturas estimuladas com PHA e mantidas em 

presença de IL-2 ou IL-15, nas quais observamos maior produção viral por células CD8+ ao final 

da cultura (figura 3.7A). Estes dados indicam que, apesar de células T CD8+ poderem se tornar 

reservatórios de HIV-1, as células CD4+ permanecem como principal fonte do vírus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9. Carga proviral de HIV-1RF em culturas de células CD4+, CD8+ ou em co-culturas foi 

quantificada por Taqman real-time PCR, como descrito na metodologia. Células CD4+ e CD8+ foram 

purificadas a partir de buffy-coats em três experimentos similares, realizados em triplicatas (BC1 e BC3 

são dois diferentes buffy-coats). 
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DISCUSSÃO 

 

 Trabalhos anteriores demonstraram que as células CD8+ podem ser produtivamente 

infectadas in vitro (De Rossi et al., 1986; Tsubota et al., 1989b, Lusso et al., 1990, 1991, De 

Maria et al., 1991, 1994, Mercure et al., 1993, Flamand et al., 1998, Kitchen et al., 1997, 1998, 

Yang et al., 1998, Stanley et al., 1993, Su et al., 1995, Lee et al., 1997). Nesse estudo, nós 

analisamos a influência de certas citocinas c alteradas durante a infecção por HIV-1, como IL-2, 

IL-4, IL-7 ou IL-15, nos níveis de produção de HIV-1 por células T CD8+. Nós também 

avaliamos a atividade antiviral de células CD8+ sob as mesmas condições de cultura.  

 Nossos resultados mostraram que o status de ativação das células CD8+ determina o 

papel dual destas células como alvo do HIV-1 e efetor anti-HIV. Nesse sentido, células CD8+ 

ativadas apresentam níveis muito mais elevados de co-expressão de CD4, que conjuntamente 

com CXCR4 e CCR5, promovem a infecção por HIV-1. De fato, o uso de anticorpos 

monoclonais neutralizantes bloqueou a infecção produtiva de células CD8+ de outra forma 

observada quando as células foram ativadas com PHA e mantidas na presença de IL-2 ou IL-15. 

Esse experimento confirma relatos prévios de que a infecção por HIV-1 de células CD8+ é 

dependente de CD4 (Flamand et al., 1998), embora isolados de HIV-1 que usam CD8 ao invés de 

CD4 como receptor primário tenham sido detectados em um paciente infectado (Saha et al., 

2001a).  

 Entretanto, a expressão de CD4 e CXCR4 não parecem ser suficientes para determinar a 

infecção produtiva de células CD8+ pelo X4 HIV-1RF. Nós encontramos altos níveis de expressão 

desses co-receptores, essenciais para a entrada do vírus, em células CD8+ ativadas na presença de 

IL-4, entretanto, nós não detectamos infecção produtiva dessas células. Por outro lado, quando 

estas mesmas células foram co-cultivadas com células dendríticas alogênicas, depois de 20 dias 

de uma primeira tentativa de infectá-las, passamos a detectar produção de HIV-1 (dados não 

mostrados), sugerindo que o status de ativação das células CD8+ é crucial para determinar a 

produção do vírus.  

 De fato, o status de ativação é tido como uma condição sine qua non para a replicação do 

vírus HIV-1 (Zack et al., 1990; Bukrinsky et al., 1991), de tal forma que as co-infecções levam 

ao aumento da carga viral em pacientes (revisto por Lawn et al.,  2001).  As  citocinas produzidas  
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durante as respostas imunes contra antígenos de HIV-1 e outros podem contribuir para aumentar 

o status de ativação de células produtoras de vírus, incluindo os linfócitos CD8+. Nesse sentido, 

nós encontramos que a IL-2 e a IL-15 dão suporte à produção de HIV-1RF por células CD8+ 

ativadas. Por outro lado, as células CD8+ naive derivadas do cordão umbilical foram mais 

sensíveis ao efeito da IL-7 do que as células CD8+ do PBMC, embora a IL-2 e a IL-15 tenham 

promovido a produção viral por estas células depois da ativação com PHA. Neste sentido, a IL-2 

e a IL-15 sabidamente mantém linfócitos ativados vivos (Boise et al., 1995; Vella et al., 1998; 

Wu et al., 2002), e há evidências de que a IL-2 e a IL-15 aumentem a sobrevivência e a função de 

células CD8+ específicas para HIV-1 (Kinter et al. 1996a, 1996b; Mueller et al., 2003a, 2003b), 

enquanto a IL-7 é importante para a sobrevivência de células T naive (Tan et al., 2001; Vivien et 

al., 2001). Ainda mais recentemente o papel da IL-15 na expansão e na diferenciação de células 

humanas virgens CD8+ tem sido relatado (Alves et al., 2003).  

 O status de ativação, influenciado pelas citocinas do ambiente, podem afetar ambos os 

papéis das células CD8+ como alvos e supressores de replicação viral. Nesse sentido, a IL-2 e a 

IL-15 promoveram a mais forte atividade antiviral de células CD8+ ativadas por PHA. Para 

células CD8+ não-ativadas, IL-7 e IL-15 contribuíram para alguma inibição da produção viral. 

 As respostas paradoxais de células CD8+ ativadas à IL-2 e IL-15 com respeito à produção 

viral podem ser explicadas pela cinética lenta de produção de HIV-1 por células CD8+. Mesmo 

quando o provirus está acumulado em células CD8+ durante a progressão da infecção, células 

CD4+ são ainda o seu principal reservatório do vírus. Entretanto, em alguns pacientes infectados, 

os linfócitos CD8+ contribuem para uma proporção de carga proviral mais alta do que as células 

CD4+ (Livingstone et al., 1996; Marodon et al., 1999). A elucidação dos mecanismos que 

governam a freqüência relativa de células CD8+ infectadas durante a progressão da doença e sua 

contribuição relativa para a carga viral total requer investigação mais aprofundada e será crucial 

para entender seu papel na patogênese da infecção por HIV-1. 

 



 

107 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudo 4 



 

108 

 

ESTUDO 4 

 

RACIONAL E OBJETIVOS 

 

O fato de células T CD8+ serem passíveis de infecção pelo HIV-1 pode contribuir para a 

imunopatogênese da infecção pelo HIV-1. Trabalhos anteriores demonstraram que linfócitos T 

CD8+ purificados ou PBMC depletado de CD4 eram induzidos a co-expressarem CD4 quando 

ativados por estímulos como mitógenos, anticorpos monoclonais anti-CD3/anti-CD28 ou células 

dendríticas alogeneicas, tornando-os susceptíveis à infecção produtiva por HIV-1 (Flamand et al., 

1998; Kitchen et al., 1998).   

Em nosso Estudo 3, observamos que células T CD8+ purificadas estimuladas com PHA e 

mantidas em presença de diferentes citocinas γc se tornam de fato susceptíveis à infecção por 

HIV-1 do tipo X4.  Entretanto, a produção viral foi significativamente maior em presença de IL-2 

e IL-15, do que em presença de IL-4 ou IL-7.  

Paradoxalmente, estas mesmas citocinas IL-2 e IL-15 promoveram maior atividade 

antiviral de células T CD8+ ativadas com PHA (≥90% de supressão de produção de HIV-1 do 

tipo X4 em co-culturas CD8+/CD4+) que IL-4 ou IL-7. É ainda interessante dizer que, 

comparando os efeitos de IL-2 e IL-15 em células T CD8+ não estimuladas por mitógeno, IL-15 

promoveu a atividade antiviral destas células em co-culturas CD8+/CD4+ (inibição de quase 

50%), enquanto IL-2 aumentou a produção viral nestas co-culturas. 

Em outro modelo de co-cultura, em que células T interagem com células dendríticas 

(DCs), foi também observado que IL-2 aumenta a produção viral em co-culturas DC/CD4+ 

(Weissman et al., 1996). Neste modelo de co-cultura DC/CD4+, a presença de células T CD8+ 

autólogas ou alogeneicas de indivíduos não infectados promove a supressão viral da infecção 

endógena, enquanto estas células T CD8+ adicionadas ao sistema DC/CD4+ de infecção aguda in 

vitro não inibem, mas aumentam a produção viral (Barker et al., 1996). De fato, vários trabalhos 

demonstraram que o controle da replicação viral por células T CD8+ é menor neste último 

modelo de co-cultura de linfócitos CD4+ com células dendríticas (Barker et al., 1996; Rubbert et 

al., 1997; Severino et al., 2000), especialmente se os linfócitos CD8+ adicionados a esta co-

cultura forem de indivíduos não infectados pelo HIV-1 ou se houver alguma aloreatividade neste 

sistema. Tentativas de induzir o efeito supressor de células T CD8+ através do uso de ativadores 

policlonais levaram a um aumento ainda maior da replicação viral neste sistema (Barker et al., 

1996).   
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Dentro dessa linha de estudo, procuramos investigar se haveria alguma correlação entre o 

menor efeito supressor dos linfócitos CD8+ no modelo de co-cultura DC/CD4+/CD8+ e sua 

susceptibilidade à infecção pelo HIV-1. Além de utilizarmos DC alogeneicas, testamos se em 

contato com células dendríticas autólogas ocorreria também a infecção de células T CD8+ por 

HIV-1.  

E, como células dendríticas são estimuladas a produzirem IL-15 por vírus (Azimi et al., 

2000), é possível supor que esta IL-15 endógena seria capaz de aumentar a produção de HIV-1 

por células T CD4+, ou mesmo CD8+, no sistema de co-cultura com células dendríticas. Assim, 

objetivamos também neste estudo avaliar os efeitos de IL-15 endógena e exógena sobre a 

replicação viral em co-culturas de DC e células T. 

 

 

Assim, neste quarto estudo, nossos objetivos foram: 

 

1- Investigar se haveria alguma correlação entre o menor efeito supressor dos linfócitos 

CD8+ no modelo de co-cultura DC/CD4/CD8 e sua susceptibilidade à infecção pelo 

HIV-1.  

2- Testar a possibilidade de células T CD8+ serem infectadas produtivamente quando co-

cultivadas com células dendríticas pulsadas com HIV-1, quer alogeneicas ou 

autólogas, imaturas ou maduras. 

3-  Avaliar os efeitos de IL-15 endógena ou exógena sobre a produção viral e a atividade 

antiviral de células T CD8+ em co-culturas com células dendríticas. 
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ESTUDO 4 

 

Papel de IL-15 endógena e exógena sobre a susceptibilidade de linfócitos T 

CD8+ à infecção produtiva por HIV-1 e sua atividade antiviral em modelo de 

interação de células dendríticas com linfócitos T CD4+ autólogos. 

 

RESUMO 

 

Um modelo de co-cultura de células dendríticas (DC) e linfócitos que mimetiza as 

interações celulares dentro dos órgãos linfóides representa um sistema relativamente fisiológico 

para estudar o papel das citocinas e das subpopulações celulares na infecção por HIV-1. Vários 

estudos demonstraram que o controle da replicação viral por células CD8+ é mais difícil em co-

culturas DC/CD4/CD8 do que em CD4/CD8. No presente estudo, nós objetivamos investigar se 

poderia haver alguma correlação entre o menor efeito supressor de linfócitos CD8+ e a alta 

susceptibilidade à infecção por HIV-1 nesse sistema. Uma vez que DC estimuladas por vírus 

podem produzir IL-15, que nós previamente demonstramos promover infecção produtiva de 

células T CD8+, bem como sua função antiviral, nós também avaliamos o papel de IL-15 

endógena e exógena na atividade RT de X4 HIV-1RF em co-culturas de células T CD8+ e/ou 

CD4+ com DCs autólogas. Pela primeira vez, nós observamos produção viral por linfócitos T 

CD8+ em contato com DCs autólogas previamente pulsadas com HIV-1, sugerindo que células 

CD8+ também podem ser trans-infectadas. Infecção dessas células CD8+ pode ser explicada pela 

co-expressão de CD4 e CXCR4, provavelmente com o suporte da interação CD28/B7, uma vez 

que as células CD8+CD28+ apresentaram níveis mais altos de co-receptores e produtividade de 

HIV-1 do que as células CD8+CD28-. O uso de anticorpos monoclonais neutralizantes anti-IL-15 

diminuiu a produção viral em co-culturas DC/CD4+, indicando que a IL-15 endógena promove 

atividade RT em células CD4+. Por outro lado, nós só detectamos produção viral por co-culturas 

autólogas DC/CD8 na presença de IL-15 exógena. Entretanto, a adição de IL-15 promoveu uma 

menor produção viral em co-culturas DC/CD4/CD8 do que em co-culturas DC/CD4, sugerindo 

que a atividade antiviral e a produtividade de HIV-1 ocorrem simultaneamente em células T 

CD8+ sob influência de IL-15. Portanto, muito embora a IL-15 promova produção viral por 

células CD4+ ou CD8+, essa citocina c parece ser um estímulo importante para a atividade 

antiviral CD8+, merecendo pesquisa mais aprofundada como potencial imunoterapêutica.  
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INTRODUÇÃO 

                                                                         

 Os tecidos linfóides são o principal reservatório e local de replicação de HIV-1 (Pantaleo 

et al., 1991; 1993; Harris et al., 1997; revisado em Pierson et al., 2000). Assim, um modelo de 

cultura que imite as interações celulares que ocorrem nos órgãos linfóides representa um sistema 

relativamente fisiológico para se estudar o papel de citocinas e subpopulações celulares na 

infecção pelo HIV-1.  

 No modelo de co-cultura de células dendríticas e linfócitos CD4+ (DC/CD4), Barker et 

al. (1996) observaram que a modulação da replicação de HIV-1 em células T CD4+ através de 

linfócitos CD8+ é um fenômeno multifatorial, envolvendo efeitos tanto inibitórios quanto 

estimulatórios sobre a replicação de HIV-1. Neste modelo de co-cultura DC/CD4, a presença de 

células T CD8+ autólogas de pacientes ou alogeneicas de indivíduos não infectados promove a 

supressão viral da infecção endógena, enquanto estas células T CD8+ adicionadas ao sistema 

DC/CD4 de infecção aguda in vitro não inibem, mas aumentam a produção viral (Barker et al., 

1996). De fato, vários trabalhos demonstraram que o controle da replicação viral por células T 

CD8+ é menor neste último modelo de co-cultura de linfócitos CD4+ com células dendríticas, 

especialmente se os linfócitos CD8+ adicionados a esta co-cultura forem de indivíduos não 

infectados pelo HIV-1 ou se houver alguma aloreatividade neste sistema (Barker et al., 1996; 

Rubbert et al., 1997; Severino et al., 2000). Tentativas de induzir o efeito supressor de células T 

CD8+ através do uso de ativadores policlonais levaram a um aumento ainda maior da replicação 

viral (Barker et al., 1996).   

Considerando os achados prévios de que a ativação mitogênica ou o contato com células 

dendríticas alogeneicas induzem linfócitos T CD8+ a co-expressarem CD4 e, dessa forma, a se 

tornarem susceptíveis à infecção pelo HIV-1 (Flamand et al., 1998; Kitchen et al., 1998), é 

possível que as células T CD8+ contribuam para o aumento de produção viral neste sistema. 

Assim, neste estudo procuramos investigar: (1) a possibilidade de células T CD8+ serem 

infectadas produtivamente quando co-cultivadas com células dendríticas pulsadas com HIV-1, 

quer alogeneicas ou autólogas, imaturas ou maduras; (2) se haveria alguma correlação entre o 

menor efeito supressor dos linfócitos CD8+ no modelo de co-cultura DC/CD4/CD8 e sua 

susceptibilidade à infecção pelo HIV. 
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No modelo de co-cultura com células dendríticas utilizado neste estudo, o único estímulo 

fornecido aos linfócitos CD4+ ou CD8+ é o próprio contato com as DCs. Entretanto, como 

células dendríticas são ativadas por vírus a produzirem IL-15 (Azimi et al., 2000), citocina esta 

que demonstramos promover tanto a infecção produtiva de células T CD8+ quanto seu efeito 

supressor sobre a replicação viral (dados apresentados no estudo anterior desta tese), nós 

objetivamos também: (3) avaliar os efeitos de IL-15 endógena ou exógena sobre a produção viral, 

bem como (4) analisar os efeitos desta citocina, de forma endógena ou exógena, sobre a atividade 

antiviral de células T CD8+ em co-culturas com células dendríticas. 
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METODOLOGIA 

 

Vírus 

 

Os estoques virais de HIV-1RF foram crescidos em células CEM (ambos fornecidos pela 

Centralised Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, Grã-Bretanha). 

 

Purificação de Subpopulações Celulares 

 

Voluntários sadios nos doaram sangue periférico por 2 vezes, em diferentes ocasiões, a 

primeira para a preparação de cultura de células dendríticas, e a segunda para obtenção de 

linfócitos frescos para co-culturas autólogas ou alogeneicas.  

PBMC foi isolado através de centrifugação em Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich Inc., Saint 

Louis, MO, EUA). Para a seleção de células CD8+ e células CD4+, utilizamos CD8 MicroBeads 

e CD4 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha), respectivamente, conforme 

descrito no Estudo 3 e resumido abaixo. 

As células foram ressuspensas em PBS suplementado com 0,5% BSA (Sigma) e 2 mM 

EDTA (Sigma), e incubadas com MicroBeads (15 min./6
o
-12

o
C). Após lavadas e ressuspensas no 

mesmo tampão, foram passadas por uma coluna de separação (Miltenyi Biotec) do tipo MS+ 

(para até 10
7
 células positivas) ou LS+ (para até 10

8
 células positivas), as quais eram colocadas 

em campo magnético de um separador MACS (Magnetic Cell Separator, MiniMACS ou 

MidiMACS, respectivamente).   

A separação das subpopulações CD8+CD28+ e CD8+CD28- foi realizada através de 

incubações sequenciais com MACS CD8 Multisort Kit (Miltenyi Biotec), anticorpo monoclonal 

anti-CD28-FITC (Pharmingen, Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, 

EUA), e anti-FITC Microbeads (Miltenyi Biotec). Células CD8+ foram purificadas utilizando-se 

CD8 MultiSort MicroBeads. O reagente Multisort Release (10 min./6
o
-12

o
C) liberava as 

Multisort Microbeads da fração CD8 positiva.  Após serem lavadas, as células foram ainda 

incubadas com o reagente MultiSort Stop, para inibir a reação de liberação em etapas 

subseqüentes. A fração CD8 positiva foi separada em subpopulações CD28+ e CD28- incubando-

se primeiramente com anticorpo monoclonal anti-CD28-FITC (Pharmingen) e, após lavadas, com 

anti-FITC Microbeads (em gelo/30 min.,  cada  incubação).  As  células  foram  ressuspensas  em  
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tampão PBS/BSA/EDTA, depois de haverem sido novamente lavadas, e então aplicadas à coluna 

MS+ ou LS+ (Miltenyi Biotec). 

 

Anticorpos Monoclonais e Citometria de Fluxo 

 

Para análise da pureza das frações celulares ou da expressão de CD4 e de co-receptores 

para HIV-1 em células T CD8+, utilizando os seguintes anticorpos monoclonais: anti- CD4-

FITC, CD3-PE, CXCR4-PE, CCR5-PE, CD28-FITC, CD28-CyCh, CD8-PE e CD8-CyCh 

(Pharmingen). Os controles foram IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG2b-PE, IgG1-CycH (Pharmingen).  

As células foram incubadas (10
5
-10

6 
células/tubo) com diferentes combinações destes 

anticorpos para marcações triplas (em volume de 10 µl cada anticorpo), por 30 min., em gelo e 

protegidas da luz. Depois de lavadas 3x em PBS 2% FCS, as células foram ressuspensas em 0.5 

ml de 2% paraformaldeido tamponado, e adquiridas em citômetro de fluxo FACScan (Becton-

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, EUA). As populações viáveis foram 

determinadas através de sua granularidade e tamanho celular. A análise dos dados foi realizada 

através do programa WinMDI versão 2.8 (fornecido pelo site http://facs.scripps.edu/). 

 

Preparação de células dendríticas 

 

 PBMC (1x10
6
 células/ml) foi cultivado (37

o
C, 5% CO2) em meio completo (MC): RPMI 

1640 suplementado com 10% FCS, glutamina, penicilina e estreptomicina (Gibco BRL, Cergy-

Pontoise, França). Após 2 horas de aderência ao plástico (em placas de 6 poços, Falcon
TM

, 

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, EUA), as células não aderentes foram retiradas 

gentilmente, lavando-se com PBS. Os monócitos aderentes foram cultivados em MC fresco 

suplementado com 50 ng/ml IL-4 e 100 ng/ml GM-CSF (R&D Systems Europe Ltd, Abingdon, 

Grã-Bretanha).  Após 7 dias, as células não aderentes foram coletadas, lavadas em PBS e 

purificadas por seleção negativa, através de incubação com Dynabeads (Dynal AS, Oslo, 

Noruega) anti-CD2, anti-CD3 e anti-CD19 (na proporção de 4:1 células alvo), por 20 min. a 4
 o

C, 

com rotação. As células ligadas às Dynabeads foram removidas em magneto (Dynal), e o 

sobrenadante contendo DCs imaturas foi obtido, e novamente aplicado ao magneto para aumentar 

a  pureza  celular.  Para   estimularmos   a   maturação  de   DCs,   incubamos   com   10 ng/ml  de  

http://facs.scripps.edu/
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lipopolissacarídeo (LPS, Sigma) a partir do dia 6 de cultura, e cultivamos por mais 48 horas. Para 

a realização de experimentos em paralelo, culturas de DCs imaturas, em ausência de LPS, foram 

estendidas por mais 1 dia, para que as duas preparações de DCs fossem completadas 

simultaneamente.  

 

Infecção in vitro com HIV-1 

 

 As preparações de DCs imaturas ou maduras foram plaqueadas em placas de 96 poços 

(Falcon
TM

), na concentração de 1x10
4
 células/poço. Estas culturas de DCs foram “pulsadas” com 

HIV-1 X4 (HIV-1RF) através de exposição aos vírus, por 2 horas a 37
o
C, em multiplicidade de 

infecção de 0,01. Após “pulsadas”, as células dendríticas foram lavadas por 3x em PBS.  

Linfócitos T CD4+ e/ou CD8+ (ou suas subpopulações), purificados de PBMC fresco, como 

descrito acima, foram então, imediatamente, adicionados (2x10
5
 células/poço, em triplicatas) às 

culturas de DCs.  

Algumas preparações de DCs receberam tratamento com 40 μg/ml mitomicina C (Sigma), 

a 37
o
C/30 min./5% CO2, antes de serem “pulsadas” com HIV-1. 

Os sobrenadantes de culturas foram coletados periodicamente e guardados a -80
 o

C até 

serem utilizados para a dosagem de atividade da transcriptase reversa, conforme descrito abaixo.  

 

Ensaio Mini RT de atividade da enzima Transcriptase Reversa  

 

Como parâmetro de produtividade viral, dosamos a atividade RT das culturas celulares 

utilizando um “mini” ensaio. Resumidamente, 5μl de sobrenadante de cultura foram adicionados 

em triplicata a 25μl de uma mistura contendo poli(A), oligo(dT) (Pharmacia), MgCl2 e 
32

P DTTP 

(deoxitimidina 5‟-trifosfato marcada com 
32

P) (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, 

Buckinghamshire, Grã-Bretanha). Após incubação por 2 horas a 37
o
C, 5μl da mistura de reação 

foram pipetados sobre papel DE81 (Whattman LabSales, Hillsboro, OR, EUA). O papel foi seco 

ao ar, lavado 5 vezes em 2X SSC e mais duas vezes em etanol 95%. Os filtros foram secos 

novamente, e a contagem radioativa foi realizada em contador 1450 Microbeta Plus Wallac 

(Perkin-Elmer Applied Biosystems, Warrington, Grã-Bretanha).  

A produção viral foi expressa em cpm/μl (consideramos como positiva a atividade RT 

igual ou maior a 300cpm/l). 
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Avaliação dos efeitos de IL-15 endógena ou exógena 

 

Para analisarmos os efeitos de IL-15 endógena sobre a susceptibilidade à infecção por 

HIV-1 ou atividade antiviral de linfócitos CD8+, as culturas foram mantidas sem adição de 

citocinas (condição de cultura denominada “Not”) ou em presença de anticorpo monoclonal 

neutralizante anti-IL-15 (10 g/ml, R&D Systems Europe Ltd, Abingdon, Grã-Bretanha) 

(condição de cultura denominada “anti-IL-15”).  

Os efeitos de IL-15 exógena foram avaliados em culturas com adição da citocina IL-15 

(10ng/ml, R&D) (condição de cultura denominada “IL-15”). 

 

Ensaios de supressão viral 

 

 O efeito supressor de células T CD8+ em co-culturas com células dendríticas e células 

CD4+ (DC/CD4/CD8) foi medida em relação à maior atividade RT detectada em co-culturas 

DC/CD4+ através da fórmula: 

 

% supressão = 100 – (valor RT de co-cultura DC/CD4/CD8 x 100) 

                                     (valor RT de co-cultura DC/CD4) 

 

 Em alguns casos, comparamos o efeito supressor de células T CD8+ em co-culturas 

DC/CD4/CD8 com a atividade supressora das mesmas células CD8+ em co-cultura apenas com 

células CD4+ autólogas. O percentual de supressão nas co-culturas CD8/CD4 foi medida em 

relação à maior atividade RT detectada em cultura de células CD4+através da fórmula: 

 

% supressão = 100 – (valor RT de co-cultura CD8/CD4 x 100) 
                                     (valor RT de cultura CD4) 

 

 

Análise estatística 

 

 Para comparação de diferentes condições de co-cultura de linfócitos e células dendríticas 

de mesmos doadores foi utilizado teste t de Student pareado bicaudal através do software 

GraphPadPrism version 4. 
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RESULTADOS 

 

Em presença de células dendríticas alogeneicas, células T CD8+ são infectadas 

produtivamente por HIV-1 e apresentam menor atividade antiviral.   

 

 Células T CD8+ alogeneicas e/ou ativadas com mitógeno quando adicionadas a co-

culturas de linfócitos CD4+ com células dendríticas autólogas “pulsadas” com HIV-1 (DC/CD4) 

aumentam a produção viral (Barker et al., 1996). Considerando os achados prévios de que a 

ativação mitogênica ou o contato com células dendríticas alogeneicas induzem linfócitos T CD8+ 

a co-expressarem CD4 e, dessa forma, a se tornarem susceptíveis à infecção pelo HIV-1 

(Flamand et al., 1998; Kitchen et al., 1998), é possível que a infecção produtiva de células T 

CD8+ contribua para o aumento de produção viral neste sistema.  

Em nosso estudo anterior (Estudo 3), mostramos que as citocinas -c IL-2 ou IL-15 

promovem tanto a infecção produtiva de células T CD8+ ativadas por mitógeno quanto sua 

atividade antiviral. Neste estudo, decidimos utilizar apenas as células dendríticas como estímulo 

para os linfócitos T e testarmos o papel de IL-15, citocina produzida por células dendríticas 

ativadas por vírus (Azimi et al., 2000). 

Comparamos, então, a atividade antiviral e produção de HIV-1 por células T CD8+ em 2 

diferentes modelos de co-cultura com células T CD4+ autólogas. No primeiro modelo, as células 

T CD8+ foram co-cultivadas com células T CD4+ autólogas (na proporção de 1:1 CD4/CD8), e 

ambas expostas aos vírus. No segundo modelo, células CD4+ e CD8+ (também na proporção 1:1) 

foram co-cultivadas com DCs alogeneicas previamente “pulsadas” com HIV-1. Nestes 2 

modelos, utilizamos células T não estimuladas com mitógeno e mantidas em presença de IL-15, o 

que nos permite distinguir o papel de IL-15 independente da presença de células dendríticas.  

Observamos que a atividade antiviral de células T CD8+ foi menor quando os linfócitos 

foram mantidos em contato com células dendríticas alogeneicas (figura 4.1). É possível que a 

infecção produtiva de células T CD8+ tenha contribuído para a menor inibição de produção viral 

neste modelo, pois detectamos atividade de transcriptase reversa (RT) em co-culturas de células 

CD8+ com DCs alogeneicas previamente “pulsadas” com HIV-1 (fig. 4.1B), mas não em culturas 

de apenas células CD8+ não estimuladas, mesmo que em presença de IL-15 (fig. 4.1A).  
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Figura 4.1. Atividade antiviral de células T CD8+ em co-cultura com células T CD4+ ou em co-

culturas DC/CD4/CD8. (A) Células T CD4+ e CD8+ purificadas de PBMC foram cultivadas 

isoladamente ou em co-cultura (proporção 1:1). Neste experimento, linfócitos CD8+ inibiram a replicação 

viral em 61% comparada à produção observada em culturas de células CD4+. (B) Em co-cultura com DCs 

alogeneicas, células T CD8+ foram infectadas produtivamente com HIV-1RF, e a inibição de replicação 

viral diminuiu para 12%. Todas as culturas foram feitas em triplicatas e mantidas em presença de IL-15 

(10ng/ml); dados representativos de 2 experimentos realizados. 

 

Células T CD8+ em co-cultura com células dendríticas alogeneicas ou autólogas apresentam 

produção de HIV-1, especialmente a subpopulação CD8+ CD28+  

 

 Kitchen e colaboradores (1998) haviam descrito que células T CD8+ quando em contato 

com células dendríticas alogeneicas ou estimuladas por anti-CD3/anti-CD28 passam a expressar 

CD4, além de CXCR4 e CCR5, e são infectadas quando depois expostas diretamente ao HIV-1. 

Neste estudo, investigamos se o contato com células dendríticas autólogas também levaria células 

T CD8+ a se tornarem susceptíveis à infecção pelo HIV-1. E, como provavelmente a interação 

CD28-B7 estaria relacionada à indução de expressão da molécula CD4 e dos co-receptores de 

HIV-1, CXCR4 e CCR5, em linfócitos CD8+, consideramos relevante estudarmos se as 

subpopulações CD8+CD28+ e CD8+CD28- seriam moduladas de modo diferente. A 

susceptibilidade destas subpopulações à infecção por vírus HIV-1 quando em contato com células  

A B 
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dendríticas autólogas ou alogeneicas previamente “pulsadas” com HIV-1RF também foi testada 

com adição ou não de IL-15 às co-culturas DC/CD8.  

 Pela primeira vez, observamos produção viral quando células T CD8+ foram co-

cultivadas com células dendríticas autólogas previamente “pulsadas” com HIV-1 (figura 4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.2. Células T CD8+ produzem HIV-1 quando co-cultivadas com DCs autólogas “pulsadas” 

com o vírus. Produção viral foi detectada em co-culturas de linfócitos T CD8+ com células dendríticas 

autólogas previamente “pulsadas” com HIV-1RF (DC/CD8), mas não em culturas das mesmas DCs 

“pulsadas”. Células T CD8+ foram co-cultivadas na proporção de 20:1 DC, em presença de IL-15 

(10ng/ml). Dados são derivados de 8 experimentos, realizados com DCs imaturas ou maduras. A atividade 

de transcriptase reversa (RT) igual ou > 300cpm/l (demarcada pela linha tracejada) foi considerada 

positiva. 

 

Nossos resultados mostraram que as subpopulações CD8+CD28+ e CD8+CD28- se 

comportam de modo diferente quando expostas às células dendríticas alogeneicas ou autólogas. 

Células T CD8+CD28+, mas não CD8+CD28-, apresentaram produção viral em co-culturas com 

DCs alogeneicas previamente “pulsadas” com vírus HIV-1RF (figura 4.3A), sem suplementação 

de citocinas (condição “Not”). Porém, com adição de IL-15 (condição “IL-15”) detectamos 

atividade RT em co-culturas DC/CD8 de ambas subpopulações, embora as co-culturas 

DC/CD8+CD28+ fossem mais produtivas. Por outro lado, apenas co-culturas de DCs autólogas, 

“pulsadas” com HIV-1RF, com a subpopulação CD8+CD28+ apresentaram produção viral (fig. 

4.3B). 
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Figura 4.3. Produção de HIV-1RF em co-culturas DC/CD8+CD28+ ou DC/CD8+CD28-  

alogeneicas (A) ou autólogas (B), sem (“Not”) ou com adição de 10 ng/ml da citocina IL-15 (“IL-

15”). Culturas foram realizadas em triplicatas, com células dendríticas imaturas tratadas com 

mitomicina C, e células CD8+CD28+ e CD8+CD28- recém-purificadas de PBMC de um mesmo 

doador (n=4 doadores, médias ± DP). Atividade RT foi considerada positiva se igual ou maior 

que 300 cpm/µl (demarcada pela linha tracejada). Diferenças significativas (p<0,05) entre as co-

culturas estão marcadas com o símbolo de estrela.  

 

A maior produção de HIV-1 do tipo X4 em células CD8+CD28+ que CD8+CD28- pode ser 

explicada pela maior expressão de CD4 e de co-receptor CXCR4 após interação com células 

dendríticas alogeneicas ou autólogas 

 

Células T CD8+ recém-purificadas em subpopulações CD8+CD28+ e CD8+CD28-, não 

ativadas por mitógeno, foram expostas às células dendríticas alogeneicas ou autólogas, porém 

não “pulsadas” com HIV-1, por 1 semana antes de avaliarmos a sua expressão de CD4, CXCR4 e 

CCR5.  

Após contato com células dendríticas alogeneicas, observamos que a subpopulação 

CD8+CD28+ apresentou maior expressão de CD4 do que a subpopulação CD8+CD28- (figura 

4.4). Células CD8+CD28+ também foram induzidas a expressar CD4 quando em co-cultura com 

células dendríticas autólogas (figura 4.4), embora em percentual menor que em contato com 

células dendríticas alogeneicas, explicando nossos achados de produção viral (figura 4.3). 
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             #1  CD8+CD28+      #1  CD8+CD28-      #2  CD8+CD28+      #2  CD8+CD28-  

 

(A)  Células CD8+ x DCs Alogeneicas 
      CD8                  

                                                                                                           CD4 
 

(B) Células CD8+ x DCs Alogeneicas 
      CD8 (gate em CD3)             

                                                                                                           CD4 
 

                  (C) Células CD8+ x DCs Autólogas 
CD8 

                                                                                                                                          CD4                
 

               (D) Células CD8+ x DCs Autólogas 
      CD8 (gate em CD3)           

                                                                                                                                                       CD4 

                                                                                                                                                                      
Figura 4.4. Co-expressão de CD4 em células CD8+CD28+ e CD8+CD28-, isoladas a partir de PBMC 

de dois doadores (#1 e #2), após 1 semana em co-cultura (1:20 DC/CD8) com DCs alogeneicas (A-B) ou 

DCs autólogas (C-D) imaturas (tratadas com mitomicina C).  
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Após contato com células dendríticas alogeneicas, observamos que a subpopulação 

CD8+CD28+ apresentou maior expressão do co-receptor CXCR4 que a subpopulação 

CD8+CD28-, o inverso ocorrendo para CCR5 (figura 4.5). A expressão de CXCR4 pelas 

subpopulação CD8+CD28+ e CD8+CD28- foi maior em contato com células dendríticas 

autólogas que alogeneicas (figura 4.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.5. Expressão de co-receptores de HIV-1 nas subpopulações CD28+ e CD28- de células T 

CD8+ após contato com células dendríticas autólogas ou alogeneicas. Células CD8+CD28+ e 

CD8+CD28- recém-purificadas a partir de PBMC foram co-cultivadas por 1 semana com DCs autólogas 

(AUTO DC) ou DCs alogeneicas (ALLO DC) (1:20 DC/CD8) imaturas (previamente tratadas com 

mitomicina C) antes da marcação com anticorpos específicos anti-CXCR4 e CCR5. Dados apresentados 

referentes a um mesmo doador, representativos de experimentos realizados com 2 doadores. 

 

A maior produção de HIV-1RF por células CD8+CD28+ que por CD8+CD28- em co-

culturas com DCs alogeneicas ou autólogas “pulsadas” com vírus (fig. 4.3) poderia, então, ser 

explicada pela maior expressão de CD4 (fig. 4.4) e CXCR4 (fig. 4.5) pela subpopulação CD28+ 

que CD28- de linfócitos T CD8+ quando expostas às DCs alogeneicas ou autólogas.  

CD8+CD28+ CD8+CD28+ CD8+CD28- CD8+CD28- 
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IL-15 promove a produção viral, bem como a atividade antiviral de células T CD8+, em co-

culturas de células dendríticas com linfócitos T autólogos. 

 

 Estudos prévios (Barker et al., 1996) e nossos resultados (fig. 4.1) sugerem que linfócitos 

T CD8+ apresentam menor inibição de replicação de HIV quando em presença de DCs 

alogeneicas, talvez pela sua própria infecção produtiva pelo vírus. Como detectamos produção de 

HIV-1RF não só em co-culturas DC/CD8 alogeneicas, mas também autólogas, decidimos estudar 

em co-culturas DC/CD4/CD8 autólogas a atividade antiviral de linfócitos CD8+. Analisamos 

neste modelo os efeitos de IL-15 endógena e exógena sobre a atividade inibitória de células T 

CD8+, já que DCs podem ser fonte de IL-15, especialmente em situações de infecção viral 

(Azimi et al., 2000), e esta citocina favorece a infecção produtiva de linfócitos CD8+, bem como 

sua atividade supressora (dados apresentados no Estudo 3). 

 Em presença de IL-15 exógena, a inibição de produção viral em co-culturas 

DC/CD4/CD8 comparadas às co-culturas DC/CD4 foi geralmente superior a 40% (figura 4.6). 

Esta atividade antiviral sobre a produção de HIV-1RF foi similar àquela observada no Estudo 3 

para co-culturas de linfócitos T CD4/CD8 (1:1) não estimulados com mitógeno e mantidos em 

presença de IL-15.  

Sem adição de citocinas, não observamos atividade antiviral. O uso de anticorpos 

neutralizantes anti-IL-15 pareceu diminuir a atividade antiviral de células T CD8+ em relação à 

condição “Not”, sugerindo um papel para IL-15 endógena no controle de produção viral.  

Entretanto, este aparente efeito da neutralização de IL-15 endógena sobre a atividade 

antiviral pode ser explicado pela diminuição da produção de HIV-1 por células CD4+ observada 

em co-culturas DC/CD4 na condição “anti-IL-15” (figura 4.7A). Estes resultados sugerem que a 

produção viral de células T CD4+ em co-cultura com células dendríticas autólogas depende de 

IL-15 endógena. 
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Figura 4.6. Papel de IL-15 endógena e exógena na inibição de produção viral em co-culturas 

DC/CD4/CD8 (proporção 1:1 CD4/CD8) em comparação com DC/CD4. Papel de IL-15 endógena foi 

avaliada nas condições “Not” (sem adição de citocinas) e “Anti-IL-15” (com adição de 10 g/ml de 

anticorpo monoclonal neutralizante anti-IL-15). Papel de IL-15 exógena foi avaliada na condição “IL-15” 

(com adição de 10ng/ml de IL-15). Dados apresentados representam as médias de resultados de 5 

experimentos (médias ± DP) realizados com células dendríticas maduras, “pulsadas” com HIV-1RF, e 

linfócitos T autólogos de 5 diferentes doadores (proporção 1:20 DC/linfócitos). Diferenças significativas 

(p<0,05) entre as co-culturas estão marcadas com o símbolo de estrela. 

 

Enquanto IL-15 endógena parece ser importante para a produção viral em linfócitos T 

CD4+ (não pré-estimulados) co-cultivados com DCs autólogas “pulsadas” com HIV-1RF, a 

adição de IL-15 exógena às co-culturas de DCs autólogas, imaturas ou maduras, aumentou a 

produção viral de células T CD4+ e pôde promover a de células T CD8+ (fig. 4.7A), sem deixar 

de estimular a atividade antiviral dos linfócitos T CD8+ (fig. 4.7B).  O efeito de IL-15 exógena 

sobre a produção viral e atividade antiviral de linfócitos T CD8+ foi mais evidente para a 

subpopulação CD8+CD28+ (fig. 4.7C). 
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 (A) 

 

 

 

Figura 4.7. IL-15 promove a produção viral e a atividade antiviral de células T CD8+  em co-culturas 

com células dendríticas autólogas. Em (A), mostramos as cinéticas de produção viral observada em co- 
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 (A) 

 

(B)                                                                      (C)                                                                                   

 

culturas autólogas de DC/CD4, DC/CD8 e DC/CD4/CD8 (proporção 1:1 CD4/CD8) ou culturas das 

mesmas DCs “pulsadas” com HIV-1, nas condições “Not” (sem adição de citocinas), “Anti-IL-15” (com 

adição de 10 g/ml de anticorpo monoclonal neutralizante anti-IL-15) e “IL-15” (com adição de 10ng/ml 

de IL-15). A atividade de transcriptase reversa (RT) igual ou > 300cpm/l (demarcada pela linha 

tracejada) foi considerada positiva. Dados apresentados são representativos de 9 experimentos realizados 

com células autólogas de 5 diferentes doadores. Células dendríticas, imaturas ou maduras, foram 

“pulsadas” com HIV-1RF antes de linfócitos T autólogos recém-isolados serem adicionados às culturas 

(proporção 1:20 DC/linfócitos). Estes linfócitos T não foram pré-estimulados com mitógenos ou citocinas. 

Algumas culturas de células dendríticas foram previamente tratadas com mitomicina C (mit. C, 40 μg/ml).  

Em (B), apresentamos o percentual de inibição de produção viral observado nas co-culturas 

DC/CD4/CD8, comparadas às co-culturas DC/CD4, mostradas em (A).  Em (C), mostramos as cinéticas 

de produção viral de co-culturas de células dendríticas com linfócitos T CD4+ e/ou subpopulações CD28+ 

e CD28- de linfócitos T CD8+ autólogos, representativas de experimentos realizados com 2 diferentes 

doadores.  
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 Enquanto IL-15 endógena parece ser importante para a atividade viral em linfócitos T 

CD4+ (não pré-estimulados) co-cultivados com DCs autólogas “pulsadas” com HIV-1RF, a 

adição de IL-15 exógena às co-culturas de DCs autólogas, imaturas ou maduras, aumentou a 

produção viral de células T CD4+ e pôde promover a de células T CD8+ (fig. 4.7A), sem deixar 

de estimular a atividade antiviral dos linfócitos T CD8+ (fig. 4.7B).  O efeito de IL-15 exógena 

sobre a produção viral e atividade antiviral de linfócitos T CD8+ foi mais evidente para a 

subpopulação CD8+CD28+ (fig. 4.7C). 
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DISCUSSÃO 

 

 Células T CD8+ exercem importante papel no controle da replicação do vírus HIV-1, a 

qual ocorre principalmente nos órgãos linfóides (Pierson et al., 2000). Nestes tecidos, a presença 

de células dendríticas deve contribuir para a transmissão dos vírus e para sua produção, quer por 

estímulos de membrana ou citocinas secretadas que ativem a replicação viral nos linfócitos T ou 

pela próprias DCs (Weissman & Fauci 1997; Geijtenbeek et al., 2000a). Assim, é importante que 

se avalie a atividade antiviral de células T CD8+ quando em contato com células dendríticas, em 

especial autólogas. 

Em estudos anteriores sobre a atividade antiviral de células T CD8+ em presença de 

células dendríticas, foram observados efeitos tanto inibitórios quanto estimulatórios sobre a 

replicação de HIV-1 (Barker et al., 1996). Como o controle da replicação viral por células T 

CD8+ foi menor em presença de células dendríticas se estes linfócitos eram alogeneicos (Barker 

et al., 1996), nós postulamos ser possível que a produção de vírus por estes mesmos linfócitos 

CD8+ poderia contribuir para sua menor supressão viral quando em co-cultura com DCs e células 

CD4+. Baseamos esta hipótese sobre o fato de o contato com células dendríticas alogeneicas 

induzir linfócitos T CD8+ a co-expressarem CD4 e, dessa forma, a se tornarem susceptíveis à 

infecção pelo HIV-1 (Kitchen et al., 1998). 

 Corroborando estes estudos, nossos resultados mostraram que células T CD8+ 

apresentaram menor atividade antiviral em presença de células dendríticas alogeneicas (veja fig. 

4.1). É possível que a infecção produtiva de células T CD8+ tenha contribuído para a menor 

inibição de produção viral no modelo DC/CD4/CD8, pois culturas de células CD8+ não 

estimuladas apresentaram produção viral apenas quando em contato com DCs alogeneicas 

previamente “pulsadas” com HIV-1.  

A infecção de células T CD8+ por HIV-1 do tipo X4 nestas co-culturas pode ser 

explicada pela expressão de CD4 e CXCR4 após contato com DCs alogeneicas (figuras 4.4 e 

4.5), como mostrado anteriormente (Kitchen et al., 1998). Em nosso modelo, entretanto, poderia 

ainda participar a molécula DC-SIGN, pois a única fonte de vírus foram DCs previamente 

“pulsadas” com HIV-1RF, enquanto no estudo de Kitchen e colaboradores (1998) as células T 

CD8+ foram expostas aos vírus após o contato com DCs alogeneicas. Assim, é possível que 

também células T CD8+ sejam trans-infectadas quando co-cultivadas com DCs  “pulsadas”   com  
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HIV-1. Neste sentido, observamos que células dendríticas “pulsadas” com HIV-1, mesmo quando 

não produtivas, são capazes de passar o vírus para linfócitos T CD4+, corroborando trabalhos 

prévios (Cameron et al. 1994, 1996, Weissman & Fauci 1997, Rowland-Jones 1999, Geijtenbeek 

et al., 2000a).  

Diferentemente de estudos anteriores, células T CD8+ foram expostas e mantidas em co-

cultura com as células dendríticas “pulsadas” com HIV-1, situação mais próxima do que ocorre 

durante a infecção in vivo.  Detectamos produção viral em co-culturas DC/CD8 não só 

alogeneicas, mas também autólogas, em especial se as células T CD8+ fossem da subpopulação 

CD28+ e se a citocina IL-15 fosse adicionada in vitro (veja figuras 4.2 e 4.3).  

Pela primeira vez mostramos que células CD8+ passam a co-expressar CD4 quando em 

contato com células dendríticas autólogas, e não apenas com células dendríticas alogeneicas 

como visto anteriormente (Kitchen et al., 1998). A co-expressão de CD4, principalmente na 

subpopulação CD8+CD28+ em contato com DCs autólogas (fig. 4.4), deve explicar a 

possibilidade de infecção produtiva em co-culturas DC/CD8 autólogas, sem a necessidade de 

estímulo prévio com mitógeno (pré-requisito demonstrado no Estudo 3).  

 O estímulo para a expressão de CD4 em linfócitos T CD8+ parece envolver a interação 

das moléculas CD28/B7 durante o contato de células T CD8+ e DCs, pois a subpopulação 

CD8+CD28+ apresentou maior expressão de CD4 e susceptibilidade à infecção pelo HIV-1 que a 

subpopulação CD8+CD28- (figuras 4.3 e 4.4). Nossos resultados estão de acordo com o trabalho 

de Kitchen e colaboradores (1998), em que células T CD8+ estimuladas por anti-CD3/anti-CD28 

passaram a expressar CD4, além de CXCR4 e CCR5. Segundo Jourdan et al. (2000), o aumento 

de expressão de CXCR4 pela interação com células dendríticas autólogas seria dependente das 

interações CD40-CD154 e CD134-CD134L, talvez facilitada quando as células CD8+ são 

CD28+. É interessante notar que se durante a interação com DCs autólogas houvesse ativação de 

CD3, prevenia-se a indução de expressão de CXCR4 neste estudo (Jourdan et al., 2000), o que 

pode ser interpretado como um fenômeno similar aos nossos resultados de menor expressão de 

CXCR4 por células CD8+CD28+ quando em contato com células dendríticas alogeneicas (fig. 

4.5). 

Além da maior expressão de CD4 e CXCR4, outro fator que explicaria a maior 

produtividade da subpopulação CD8+CD28+ seria o fato de,  reconhecidamente,  os  linfócitos  T  
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CD8+CD28+ serem mais capazes de proliferar que os linfócitos CD8+CD28- (Efros et al. 1996), 

o que facilitaria a replicação viral na subpopulação CD28+.  

A adição da citocina IL-15 mostrou-se um importante estímulo para a infecção produtiva 

por HIV-1 em co-culturas DC/CD8 autólogas, como também observamos anteriormente para 

células T CD8+ ativadas por mitógeno (Estudo 3). A ativação de proliferação de células T CD8+ 

por IL-15, bem como a maior indução de expressão de CD4 em presença desta citocina (dados 

mostrados no Estudo 3), podem contribuir para produção de  HIV-1 em co-culturas DC/CD8 

autólogas. 

Pelo fato de células dendríticas poderem ser fonte de IL-15, especialmente em situações 

de infecção viral (Azimi et al., 2000), analisamos o papel de IL-15 endógena comparando co-

culturas autólogas sem adição de citocinas com co-culturas em presença de anticorpos 

neutralizantes anti-IL-15. Observamos que IL-15 endógena, e não somente a exógena, promove a 

produção viral em co-culturas de linfócitos T CD4+ mantidos em contato com DCs autólogas 

previamente “pulsadas” com HIV-1, a qual é diminuída em presença de anticorpos neutralizantes 

anti-IL-15 (fig. 4.7). É interessante notar que o tratamento de DCs com mitomicina C antes de 

serem “pulsadas” com HIV-1 parece diminuir sua capacidade de transmitir e/ou estimular a 

replicação de HIV-1 em linfócitos T CD4+ na condição “Not”, talvez por uma menor produção 

de IL-15. Neste sentido, observamos que a neutralização de IL-15 causou menor efeito em co-

culturas DC/CD4 tratadas com mitomicina C do que naquelas não tratadas, bem como em co-

culturas de DCs maduras que imaturas. Assim, nossos resultados sugerem que a atividade viral de 

células T CD4+ em co-cultura com células dendríticas autólogas depende de IL-15 endógena. Por 

outro lado, não detectamos efeito desta citocina endógena sobre a produção viral de co-culturas 

DC/CD8 ou atividade antiviral destes linfócitos CD8+. É possível que a produção endógena de 

IL-15 seja diminuída em DCs “pulsadas” com HIV-1, impedindo que se detectem quaisquer 

prováveis efeitos sobre os linfócitos T CD8+. 

Apesar de a adição de IL-15 promover replicação viral quando células T CD8+ são 

mantidas em contato com DCs autólogas previamente “pulsadas” com HIV-1, esta produção do 

vírus não parece contribuir para diminuição da atividade antiviral de linfócitos CD8+ em co-

culturas DC/CD4/CD8 autólogas, ao contrário do que observamos em co-culturas alogeneicas. 

De fato, a inibição de produção viral observada nestas co-culturas com DCs autólogas foi  similar  
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àquela observada no Estudo 3 para co-culturas de linfócitos T CD4/CD8, autólogos  e não 

estimulados, mantidos em presença de IL-15 exógena. 

Portanto, de acordo com nossos resultados do Estudo 3, a adição de IL-15 parece 

promover tanto a produção viral quanto a atividade antiviral mediada por células T CD8+, 

sugerindo um duplo papel para estes linfócitos na imunopatogênese da infecção pelo HIV-1, 

como alvos e supressores da replicação viral. Ainda corroborando nossos dados do Estudo 3 e 

trabalho de Landay et al., 1993, observamos que a subpopulação CD28+ de linfócitos T CD8+ 

apresenta melhor atividade antiviral que a subpopulação CD28-, embora sejam mais susceptíveis 

à infecção pelo HIV-1 quando em contato com DCs “pulsadas” com o vírus. 

Assim, o modelo de co-cultura com células dendríticas parece ser útil para melhor 

compreensão não só da imunopatogênese da infecção pelo HIV-1, bem como para o desenho de 

vacinas, microbicidas e imunoterapias. Neste sentido, nossos resultados sugerem que, em caso de 

vacinas terapêuticas com células dendríticas, seria preferível DCs autólogas e não alogeneicas, 

pois estas últimas parecem estimular mais o papel de linfócitos T CD8+ como alvos que 

supressores da replicação de HIV-1. Além disso, como no modelo de co-cultura com DCs 

autólogas o papel de linfócitos T CD8+ como inibidor da replicação viral foi promovido com a 

adição de IL-15, apesar desta citocina estimular a replicação do vírus em células T CD4+ e 

CD8+, é possível que IL-15 possa ser utilizada como adjuvante em vacinas não só pelo seu 

reconhecido efeito de ativação de células T CD8+ de memória, como também pelo estímulo à 

atividade antiviral destes linfócitos. Estas propriedades também tornam esta citocina uma 

imunoterapia em potencial, em especial se acoplada à terapia antiretroviral, para que não 

contribua para aumentar os reservatórios virais. 
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Linfócitos T CD8+ são primordiais para o controle da replicação viral em indivíduos 

infectados pelo HIV-1, no entanto, na infecção crônica, células T CD8+ HIV-1-específicas não 

controlam adequadamente a infecção, apresentando defeitos funcionais mais graves em doença 

avançada (Lieberman et al., 2001). Vários fatores parecem contribuir para isso, dentre estes, 

poderíamos incluir evidências cumulativas da própria infecção de células T CD8+ pelo HIV-1 

(De Rossi et al., 1986; Tsubota et al.,, 1989b, Lusso et al., 1990, 1991, Semenzato et al., 1995, 

De Maria et al., 1991, 1994, Mercure et al., 1993, Flamand et al., 1998, Kitchen et al., 1998, Lee 

et al., 1997, Livingstone et al., 1996, McBreen et al.,, 2001, Imlach et al., 2001, Saha et al., 

2001a), e uma diferenciação alterada dos linfócitos T citotóxicos na infecção pelo HIV-1 (Appay 

et al., 2000; McMichael & Rowland-Jones, 2001), incluindo declínio de células T CD8+ 

(Margolick et al, 1995), especialmente de fenótipo CD45RA+ (Rabin et al., 1995; Roederer et 

al., 1995). 

Assim, em nosso trabalho, decidimos analisar alguns aspectos fenotípicos e funcionais de 

células T CD8+, em modelos in vitro de infecção pelo HIV-1, além de sua própria infecção pelo 

vírus como potencial fator de distúrbio, no intuito de contribuir para um melhor entendimento da 

imunopatogênese da infecção pelo HIV-1, bem como para o melhor desenho de vacinas e/ou 

imunoterapias.  

 Discutiremos, a seguir, algumas questões abordadas pela primeira vez em nossos Estudos 

1-4 desta tese. 

 

As alterações fenotípicas de células T CD8+ se agravam com a progressão da doença. Elas 

estariam relacionadas à presença de diferentes variantes X4 ou R5 de HIV-1?  

 

Nossos dados indicam que o HIV-1 pode influenciar, direta ou indiretamente, as 

mudanças fenotípicas das células T CD8+, e que o uso de modelos de infecção in vitro pode 

ser útil para o estudo destas alterações e manipulações terapêuticas. As alterações 

fenotípicas foram mais evidentes com HIV-1 X4 que R5, assim como in vivo as mudanças 

que ocorrem em células T CD8+ são acentuadas com a progressão da infecção (Ho et al., 

1993, Borthwick et al., 1994, Roederer et al., 1995; Vingerhoets et al., 1995, Lynne et al., 1998, 

Tomiyama et al., 2000).  
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O padrão fenotípico de células T CD8+ durante a infecção in vitro pelo HIV-1 apresentou 

semelhanças ao observado em pacientes durante a progressão da doença. Em culturas infectadas, 

especialmente pela variante X4 de HIV-1, encontramos redução do fenótipo naive e aumento do 

estágio intermediário e fenótipo ativado/de memória de células CD8+, embora não 

estatisticamente significativos.  

A diminuição da subpopulação CD45RA+ de células T CD8+ de neonatos e adultos, em 

especial em culturas infectadas por variante X4 HIV-1IIIB, sugere um paralelo à perda de 

linfócitos T CD8+ naive durante a progressão da doença (Roederer et al., 1995). Isto poderia ser 

explicado pela maior expressão de CXCR4 em células naive (Bleul et al., 1997). Em 

contraposição à diminuição de células CD8+ naive, observamos um aumento do fenótipo 

memória/ativado (TM/ativado) CD27+/CD28+/CD45RA-/CD45RO+, também descrito em 

resposta a infecções virais (Hamann et al.,1997, 1999a, 1999b). O aumento da subpopulação 

intermediária CD27-/CD28-/CD45RA-/CD45RO+ observado em culturas de PBMC infectadas 

com HIV-1, especialmente por variantes X4, também foi relatado in vivo em pacientes infectados 

(Roos et al., 2000; Tomiyama et al., 2002).  

Por outro lado, o fato de nem sempre encontrarmos diminuição da expressão de CD27 em 

culturas de PBMC infectadas está de acordo com os achados de Appay et al. (2000) de expressão 

persistente de CD27 em células CD8+ específicas para o HIV-1. Em estudo longitudinal de 

pacientes infectados pelo HIV-1, não foi detectado enriquecimento de células CD27-CD45RO- 

(ou CD45RA+), correspondente aos CTL efetores, o que sugere que esta subpopulação deve ter 

vida-curta, ou que a perda de CD45RO deve ser um fenômeno raro devido à estimulação 

contínua de infecção viral persistente (Ogg et al., 1999), como deve ocorrer em nossas culturas 

infectadas. 

Em culturas de CBMC infectadas, embora a perda de expressão de CD27 fosse 

significativa, esta não apresentou uma associação específica aos variantes de HIV-1. Sabe-se que 

após prolongada ativação in vitro, a expressão de CD27 é gradualmente perdida (de Jong et al., 

1991b, Hintzen et al., 1993). Neste sentido, o incremento de percentual da subpopulação CD27-

CD45RA+ não deve ser considerado como indicativo de diferenciação das células T CD8+ naive 

em células T CD8+ efetoras de neonatos, o que só poderia ser comprovado pelo estudo da 

expressão de perforina ou IFN-γ, ou pela sua atividade citotóxica frente a células alvos. 
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Dentre as alterações fenotípicas observadas durante a infecção in vitro pelo HIV-1, a mais 

significativa foi o aumento da subpopulação CD57+ de células CD8
high

 de neonatos em culturas 

infectadas por variantes X4 HIV-1IIIB (p<0,005) ou HIV-1RF (p<0,05), sugerindo um papel, direto 

ou indireto, para o vírus X4 na modulação da expressão de CD57. De fato, células naive não 

expressam CD57 (Hamann et al., 1999a), e a expansão da subpopulação CD8+CD57+ quando 

estimuladas in vitro por células apresentadoras de antígeno carregadas com peptídeos HIV-1 

(Mollet et al. 1998) ou por fibroblastos transfectados com nef (Silvestris et al. 1999), sugerem 

ativação específica pelos antígenos HIV-1. A expansão específica de células CD8+CD57+ é 

também sugerida pela sua oligoclonalidade (Batliwalla et al., 1996, Morley et al., 1995, Wang et 

al., 1995, Weekes et al., 1999b). 

Por outro lado, a expansão da subpopulação CD8+CD57+ pode resultar de ativação 

antigênica crônica (Dupuy d‟Angeac et al., 1994, Mollet et al., 1998). Além da grande ativação 

causada pelo estímulo antigênico devido à contínua produção viral (McMichael & Rowland-

Jones 2001 e Lieberman et al., 2001), a participação de co-fatores, como as infecções 

oportunistas poderiam contribuir para as alterações fenotípicas de células T CD8+. Neste sentido, 

alguns estudos sugerem que a expressão de CD57 em células T CD8+ está associada à infecção 

prévia com CMV (Maher et al. 1985, Wursch et al. 1985, Hooper et al. 1999, Wang et al. 1993), 

mesmo em indivíduos infectados pelo HIV-1 (Evans et al. 1999).  

Após HAART, com o controle da carga viral, algumas das alterações fenotípicas são 

atenuadas, como, por exemplo, a diminuição de expressão de marcadores de ativação e memória 

em células T CD8+ (Autran et al., 1997, Bisset et al., 1998, Al-Harthi et al., 2000). O fato de que 

as células CD8+ são submetidas a grande expansão durante infecções virais poderia por si 

contribuir para as alterações fenotípicas observadas durante a progressão dessas doenças. Os 

processos de diferenciação envolvem ciclos de proliferação celular sucessivos, que por fim 

conduzem as células à senescência (Effros et al., 1996, revisto por Globerson & Effros, 2000). 

Recentemente, Brenchley et al. (2003) defenderam que a expressão de CD57 seria um marcador 

de senescência mais importante que a perda de expressão de CD28. De acordo com a literatura 

(Bandrés et al., 2000, Brenchley et al., 2003), encontramos percentuais mais altos de 

CD8+CD57+ em células CD8+ de indivíduos mais velhos, mesmo em culturas não-infectadas, 

corroborando a associação desta subpopulação à senescência do sistema imune. O acúmulo de 

células CD8+ senescentes poderia se dar pela resistência à apoptose dos linfócitos  que  passaram  
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por múltiplas proliferações antígeno-específicas  (Spaulding  et al., 1999). Se o acúmulo de 

células CD8+ CD57+ ou CD28- ocorre por menor morte celular é debatido (Rouleau et al., 1993, 

Lewis et al., 1994, Borthwick et al., 1994, Frassanito et al., 1998, Mollet et al., 1998, Van den 

Hove et al., 1998, Posnett et al., 1999, Mugnaini et al., 1999, Borthwick et al., 2000). 

 O aumento de expressão de CD57 observado em células CD8+ de neonatos sugere 

que o vírus HIV-1, direta ou indiretamente, pode exacerbar o processo de senescência do 

sistema imunitário, em especial variantes X4 de HIV-1, associados à progressão da doença 

(revisado em Miedema et al, 1994; Berger et al, 1999; Rowland-Jones, 2003). De fato, muitos 

trabalhos propuseram que o HIV-1, através de ativação direta ou indireta, pode acelerar 

mudanças fenotípicas e funcionais no sistema imune típicas do envelhecimento (revisado em 

Effros & Pawelec, 1997; Appay & Rowland-Jones, 2002). É importante aqui citar que a 

mortalidade e a incidência de AIDS aumentam de forma altamente relacionada à idade do 

paciente na época da soroconversão (Collaborative Group on AIDS Incubation and HIV 

Survival* including the CASCADE EU Concerted Action, 2000).  Seria interessante investigar se 

a expansão de células CD8+CD57+, presente em indivíduos mais velhos, contribuiria para o pior 

prognóstico destes pacientes. 

Se o papel funcional de células T CD8+CD57+ está relacionado à sua senescência, então 

poderíamos supor que células deste fenótipo, expandidas após estímulo antigênico, poderiam 

modular a replicação de HIV-1. Assim, perguntamos: 

 

Células T CD8+CD57+ acumuladas após extensa ativação imunológica modulam a replicação 

de HIV-1?  

 

 Levando em consideração que a expansão de células CD8+CD57+ seria resultado de uma 

extensa ativação imunológica que por fim as tornariam senescentes, utilizamos em nosso estudo 

subpopulações CD57+ ou CD57- purificadas a partir de culturas a longo prazo de PBMC 

estimuladas e re-estimuladas com mitógeno e alo-antígenos.  

Nossos resultados mostraram que ambas as subpopulações CD57+ e CD57- (CD28+) de 

linfócitos CD8+ podem exercer atividade supressora sobre a produção de variante X4 de 

HIV-1 através de mecanismos diferentes.  
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Enquanto células CD8+CD57+ suprimem a produção do vírus X4 HIV-1RF ao inibir 

a proliferação celular, a atividade supressora de células CD8+CD57- (CD28+) sobre a 

replicação viral ocorre em presença de proliferação celular. 

O potencial da subpopulação CD8+CD57+ inibir resposta proliferativa poderia contribuir 

para a manutenção de reservatórios de HIV-1 em células quiescentes durante a progressão da 

doença. Por outro lado, a possível associação entre a expansão de células CD8+CD57+ e a queda 

de contagem CD4 durante a progressão da infecção pelo HIV-1 merece ainda mais estudos. Em 

pacientes infectados com HIV-1, foi encontrada uma correlação inversa entre os números de 

células CD8+CD57+ e células T CD4+ ou razão CD4/CD8 (Piras et al., 1990) ou nenhuma 

correlação com a depleção de CD4 (Mollet et al., 1998). Porém, em pacientes com mieloma 

múltiplo (Frassanito et al., 1998) ou imunodeficiência comum variável (Jaffe et al., 1993a, 

1993b) o aumento de linfócitos CD8+CD57+ foi associado a uma menor razão CD4/CD8. 

A senescência de células CD8+CD57+ em nossas culturas foi comprovada pela ausência 

de capacidade proliferativa frente a estímulos mitogênicos ou em resposta à IL-2. Ainda assim, 

ambas as subpopulações apresentaram uma tendência a maior atividade supressora de replicação 

viral se expostas por um período de tempo mais longo à IL-2. Apenas para a subpopulação 

CD8+CD57- este aumento de inibição viral ocorreu em relação direta com a proliferação celular, 

sugerindo que estas células exercem melhor atividade antiviral quando ativadas. 

Considerando que a atividade não citolítica anti-HIV exercida por fator antiviral de 

células CD8+ (CAF) é descrita não prejudicar a proliferação celular e é ativa contra as variantes 

X4 de HIV-1 (revisto por Yang & Walker, 1997 e Copeland, 2001), nossos resultados indicam a 

subpopulação CD8+CD28+CD57- como produtora deste fator. Em estudos anteriores, o papel de 

células CD8+CD57+ na inibição não citolítica da replicação viral é contraditório: Plaeger-

Marshall et al. (1992) sugeriram inibição de replicação viral, Landay et al. (1993) não 

encontraram diferença significativa entre as subpopulações CD8+CD57+ e CD8+CD57-, ambas 

suprimindo a replicação viral. Por outro lado, este último grupo mostrou que o efeito supressor de 

células T CD8+ sobre a replicação de HIV-1 está associado ao fenótipo HLA-DR+ e CD28+, 

como também verificado por Barker et al. (1997), especialmente após a ativação de células 

CD8+CD28+ com anticorpos anti-CD28. Assim, corroboramos estes últimos trabalhos. 
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As células CD8+CD28+ poderiam ser responsáveis ainda por outra atividade antiviral não 

citolítica, já que células T CD8+ HIV-específicas não citolíticas (sem perforina) podem expressar 

β–quimiocinas antivirais, sugerindo que, em algumas circunstâncias, a síntese de β–quimiocinas 

(atividade não citolítica) pode divergir do fenótipo citolítico (Appay et al., 2000). Mesmo em 

indivíduos normais, aproximadamente 60% das células T CD8+ que sintetizam MIP-1β não 

possuem perforina. Estas células são predominantemente de fenótipo ativado/memória (Kamin-

Lewis et al., 2001).  

Portanto, a perda de expressão de CD28 e a expansão de células CD8+CD57+ são 

alterações fenotípicas de linfócitos T CD8+ que podemos relacionar à queda de atividade 

antiviral não citolítica descrita durante a progressão da infecção pelo HIV-1 (Walker & Levy, 

1989; Brinchmann et al., 1990; Mackewicz et al., 1991, Landay et al., 1993). Em relação à 

atividade citolítica, embora células T CD8+CD57+ de pacientes infectados com HIV-1 

expressem perforina e funcionalmente podem exercer citotoxicidade, assim como produzem IFN-

γ (Fiorentino et al. 1996, Ho et al. 1993, Borthwick et al. 1994, Dalod et al. 1996, Mollet et al. 

1998, Lewis et al. 1999, Lieberman et al. 1999, Weekes et al. 1999a, 1999b; Eylar et al. 2001), 

também tem sido descrito que esta mesma subpopulação CD57+ de linfócitos CD8+ de pacientes 

seria capaz de inibir atividade citotóxica anti-HIV-1 (Joly et al. 1989, Autran et al. 1991, Sadat-

Sowti et al. 1994a, 1994b). 

A menor atividade funcional de linfócitos T CD8+ em estágios mais avançados da doença 

poderia ainda ser correlacionada à presença de células T CD8+ infectadas pelo HIV-1, 

especialmente na fase AIDS (Semenzato et al., 1995; Livingstone et al., 1996). A freqüência de 

células CD8+ infectadas em sangue periférico e a sua contribuição para o total de carga proviral 

em PBMC aumentam com a progressão da doença. Em indivíduos com contagens de células 

CD4+ < 200/µl, a maioria das células infectadas do sangue periférico eram células dendríticas ou 

linfócitos CD8+ e, em alguns pacientes de AIDS, a infecção de células CD8+ contribuiu para 66-

97% da carga proviral total (Livingstone et al., 1996). Como ao longo da progressão da infecção 

pelo HIV-1 a diminuição da atividade antiviral de células T CD8+ parece ocorrer em paralelo à 

maior contribuição destes linfócitos para a carga proviral total, decidimos estudar se a infecção de 

células T CD8+ afetaria seu papel supressor não citolítico. 

 



 

139 

 

Discussão 

A infecção de células CD8+ por HIV-1 contribui para a replicação viral total através de sua 

própria produção e/ou por afetar sua atividade antiviral não citolítica? 

 

Ao considerar o duplo papel de células T CD8+ como alvos de HIV-1 e supressores da 

replicação HIV-1, o equilíbrio entre ambas as atividades de linfócitos CD8+ talvez contribua para 

a produção viral líquida. Abordamos esta pergunta em nosso Estudo 3 e verificamos que em 

pontos iniciais da cinética de co-culturas de células CD4+ e CD8+ purificadas, a atividade 

supressora de células T CD8+ prevaleceu sobre sua própria produção de HIV-1. Entretanto, 

as co-culturas CD4+/CD8+ apresentaram níveis inferiores de produção do variante X4 HIV-1 RF 

que culturas de linfócitos T CD4+ ou culturas de linfócitos T CD8+ no mesmo ponto da cinética, 

sugerindo que também os linfócitos T CD4+ exerceram supressão da replicação viral em 

células T CD8+ nas co-culturas CD4+/CD8+.  

Estudos anteriores mostraram que em fases tardias de culturas de PBMC ativadas por 

lectina, células CD8+CD4- são as principais células contendo HIV-1 ou DNA proviral SIV (De 

Maria et al, 1991; Montaner et al, 1990; Tsubota et al, 1989b), primeiramente explicado pelo 

contato íntimo entre as células T citotóxicas e suas células alvos (De Maria et al., 1991, 1994, 

Mercure et al., 1993). O pico da produção de vírus por tais células T CD8+ ocorreu cerca de 30 a 

40 dias pós-infecção (Mercure et al, 1993; Montaner et al, 1990; Tsubota et al, 1989b). A re-

estimulação destas células CD8+CD4- por anti-CD2 ou PHA induz replicação viral, 

demonstrando infecção produtiva (De Maria et al, 1991; Tsubota et al, 1989b), e pode propagar 

vírus para linfócitos CD4+ não infectados (De Maria et al, 1991). Em culturas de PBMC ativado 

por lectina infectadas pelo HIV-1 ou SIV, embora células CD4+CD8– portadoras do vírus 

diminuam com o tempo, células CD8+CD4- aumentam (Montaner et al, 1990; Tsubota et al, 

1989b). Tal declínio em células T CD4+ em culturas infectadas poderia ser uma conseqüência da 

morte de células ou da redução da expressão de CD4.  

Neste sentido, em nossas culturas, quando células CD4+ e CD8+ (purificadas de PBMC e, em 

seguida, estimuladas por PHA+IL-2 ou PHA+IL-15, antes da infecção com HIV-1RF), foram 

comparadas, o pico de produção do HIV-1 pelos linfócitos CD4+ precedeu o derivado de 

células CD8+, indicando a cinética mais lenta de replicação do HIV-1 em linfócitos CD8+. 

Níveis de produção de HIV-1 por células CD8+ foram inferiores aos observados em culturas de 

células CD4+, provavelmente devido à baixa percentagem de linfócitos CD8+ produtivamente 

infectados (< 5 %, dados não mostrados). A carga proviral acumulada ao longo da cinética de  
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infecção foi maior em células CD4+ que CD8+, mesmo em culturas estimuladas com PHA e 

mantidas em presença de IL-2 ou IL-15, nas quais observamos maior produção viral por células 

CD8+ ao final da cultura. Assim, apesar de células T CD8+ poderem se tornar reservatórios 

de HIV-1, as células CD4+ permaneceram como principal fonte do vírus. Digno de nota, uma 

cinética mais lenta da replicação viral em linfócitos CD8+ do que em CD4+ também foi 

demonstrada para isolados CD8-trópico de HIV-1 (Saha et al, 2001a).  

A cinética lenta e a baixa susceptibilidade à infecção de células CD8+ observadas in vitro 

pode refletir a compartimentalização de seqüências de HIV-1 detectadas em linfócitos CD8+ e 

CD4+ in vivo (Livingstone et al, 1996; McBreen et al, 2001; Potter et al, 2003). Com efeito, 

estudos recentes demonstraram que linfócitos CD8+ infectados in vivo podem conter isolados 

filogeneticamente distintos que mostram grau mais baixo de diversidade genética quando 

comparados às populações de linfócitos T CD4+ e monócito/macrófago infectados (Potter et al, 

2003). Estes dados podem significar uma menor população infectada, menores quantidades de 

vírus fundador e reduzido turnover viral. Isso é consistente com a observação de que a freqüência 

de células CD8+ infectadas é relativamente estável ao longo da terapia anti-retroviral apesar da 

diminuição correspondente de linfócitos CD4+ infectados (McBreen et al, 2001) e que eles 

exibem menos mutações resistentes à droga (Potter et al, 2003). 

A infecção por HIV-1 de células CD8+ mostrou-se dependente da molécula CD4, 

uma vez que o uso de anticorpos neutralizantes monoclonais anti-CD4 bloqueou 

completamente a produção de HIV-1. A co-expressão de CD4 em células T CD8+ dependente 

de ativação pós estimulação por lectina tinha sido documentada anteriormente (Blue, et al., 

1985), e muitos estudos têm descrito replicação de HIV-1 ou SIV em células T CD8+ após 

infecção in vitro de PBMC ativado por lectina (De Maria,  et al., 1991;  Mercure, et al., 1993; 

Montaner, et al., 1990; Tsubota, et al., 1989b). Assim, enquanto a infecção por HIV-1 de células 

CD8+CD4– purificadas de PBMC ativado não tenha sido possível, a menos que se co-cultive 

com CD4+CD8- autólogas anteriormente infectadas (De Maria,  et al., 1991), a expressão de 

CD4 induzida por ativação torna células T CD8+ então duplas positivas e suscetíveis a infecções 

por HIV-1. Isto, por sua vez, deve levar à supressão da expressão de CD4 de superfície (Kitchen 

et al., 1997), gerando o fenótipo CD8+CD4- responsável por um segundo pico de produção de 

vírus em cultura (De Maria,  et al., 1991, Mercure, et al., 1993; Montaner, et al., 1990; Tsubota et 

al.,1989b). A demonstração de que a infecção de células T CD8+ poderia ocorrer  dependente  da  
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co-expressão de CD4 veio de estudos posteriores. Em PBMC depletado de células CD4+ pode 

ser detectada a co-expressão transitória de CD4 por células CD8+ após estimulação com PHA e 

outros ativadores de célula T, incluindo anti-CD3 e superantígenos como enterotoxina B de 

Staphylococcus ou toxina da síndrome do choque tóxico-1. Tal estimulação tornou linfócitos 

CD8+ sensíveis à infecção pela variante X4 HIV-1 IIIB, que foi inibida por tratamento com o 

anticorpo monoclonal de CD4 (Flamand et al.,1998). 

Embora o modelo dependente de CD4 seja considerado o mecanismo dominante de 

infecção pelo HIV in vivo, interações entre env/co-receptor podem ocorrer in vitro na ausência de 

expressão de CD4. Este fenômeno foi observado com o HIV-2 (Endres, et al., 1996; Potempa, et 

al., 1997; Reeves, et al., 1997) SIV (Edinger, et al., 1997; Martin, et al., 1997; Potempa, et al., 

1997)  e HIV-1 (Bandres, et al., 1998; Dumonceaux, et al., 1998; Hesselgesser, et al., 1997). No 

entanto, enquanto a eficiência da infecção independente de CD4 pelo HIV-2 é comparável ao 

SIV, ambas são nitidamente superiores às do HIV-1 (Reeves et al, 1999). De fato, a eficiência da 

interação env/co-receptor para a maioria dos isolados de HIV-1 é muito baixa para que 

desempenhe um papel importante na infecção de células T CD8 + in vivo. 

Um trabalho recente sugeriu que isolados de HIV-1 podem infectar diretamente células 

CD8+ usando a molécula CD8 ao invés de CD4 como um receptor primário (Saha et al., 2001a). 

Dois isolados virais derivados ex vivo de clones de célula T CD8+ infectados por HIV-1 (Saha et 

al., 2001a)  promoveram infecção direta de células CD8+ in vitro independente de CXCR4 e 

CD4, mantendo a capacidade de infectar células T CD4+ (Saha et al., 2001a).  Prova de que estes 

isolados de HIV-1 usaram CD8 como receptor foram: 1) expressão de CD8 foi reduzida após a 

infecção; 2) anticorpos anti-CD8 bloquearam a entrada viral e sua replicação em células CD8+; e 

3) células resistentes tornaram-se sensíveis após expressão de CD8. Estudos mais aprofundados 

são necessários para avaliar adequadamente a freqüência de tais variantes em uma população 

mais ampla. 

 

Citocinas γc são capazes de promover a infecção produtiva de células T CD8+ e/ou 

modular sua função antiviral não citolítica? 

 

Em todos os estudos anteriores a manutenção dos linfócitos após ativação por lectina era 

realizada em presença da citocina IL-2. Uma vez que linfócitos T CD8+ podem atuar como 

reservatórios virais e contribuir para a compartimentalização  do  HIV-1 (MacBreen  et al.,  2001;  
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Potter et al., 2003), a possibilidade de usar citocinas c como imunoterapias anti-HIV-1 levanta a 

questão de se existe um efeito diferencial dessas citocinas na produção de HIV-1 por células T 

CD8+ infectadas, e se isso afetaria a sua atividade antiviral. A IL-2 já havia sido relatada 

aumentar a supressão antiviral mediada por células CD8+, como também outras citocinas Th1, 

como IFN-, enquanto a IL-4 e a IL-10 não (Barker et al. 1995, Kinter et al. 1995a, 1995b, 

revisões de Clerici & Shearer 1993, 1994, Kinter et al. 1996a, 2000, Levy et al. 1996). 

Procuramos então analisar se citocinas c IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 promovem a produção de HIV-

1 por células CD8+ T e portanto afetariam como resultado a sua função antiviral.  

Nossos resultados mostraram que citocinas γc IL-2 e IL-15 promovem o papel dual de 

células T CD8+ como alvos e supressores da replicação do HIV. IL-2 e IL-15, que 

compartilham além da cadeia comum γ de seu receptor, também a cadeia ß, promovem a infecção 

produtiva de células T CD8+ previamente ativadas com a lectina PHA, bem como dão suporte à 

sua atividade antiviral não citolítica, suprimindo a replicação do variante X4 HIV-1RF em co-

culturas CD4+/CD8+. As células T CD8+ estimuladas com a lectina PHA e mantidas em 

presença das citocinas IL-2 ou IL-15 produziram HIV-1RF em níveis mais elevados do que 

aquelas mantidas em presença de IL-4 ou IL-7. Em concordância com os níveis de produção de 

vírus observados nestas culturas, a co-expressão de CD4 em células CD8+ ativadas por PHA foi 

estatisticamente mais significativa em culturas estimuladas na presença de IL-2 e IL-15 do que na 

presença das citocinas γc IL-4 e IL-7. Por outro lado, encontramos altos níveis de expressão de 

CD4 e CXCR4, co-receptores essenciais para a entrada do variante X4 de HIV-1, em células 

CD8+ mantidas em presença de IL-4 sem ativação mitogênica prévia, porém não detectamos 

infecção produtiva dessas células. Estes dados demonstraram que a infecção produtiva de 

células CD8+ é dependente não apenas da expressão de CD4 e co-receptor, mas também do 

estímulo e das citocinas presentes no ambiente, já que a expressão de CD4 e CXCR4 não foi 

suficiente para determinar a infecção produtiva de células CD8+ por variante X4 de HIV-1.  

 Estímulos essenciais para os linfócitos T são o reconhecimento de antígeno via TCR e a 

interação CD28-B7, e estes são capazes de induzir a co-expressão de CD4 em células T CD8+ 

como demonstrado através da utilização de anticorpos monoclonais anti-CD3 ou anti-CD3/anti-

CD28 para ativar linfócitos T CD8+ (Flamand et al., 1998; Kitchen et al., 1998). Estas ligações 

ocorrem durante a interação com células apresentadoras profissionais, e, de  fato,  o  contato  com  
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células dendríticas alogeneicas torna as células T CD8+ susceptíveis à infecção produtiva por 

HIV-1 (Kitchen et al., 1998).   

Como o controle da replicação viral por células T CD8+ é menor em modelo de co-

cultura de linfócitos CD4+ com células dendríticas (Barker et al., 1996; Rubbert et al., 1997; 

Severino et al., 2000), especialmente se os linfócitos CD8+ adicionados a esta co-cultura forem 

aloreativos ou  se tiver utilizado ativadores policlonais (Barker et al., 1996), supomos que as 

células T CD8+ pudessem contribuir para a maior produção viral nestas situações, já que são 

estímulos capazes de induzir a co-expressão de CD4.  Por isso, conduzimos o nosso Estudo 4, 

procurando responder às perguntas abaixo: 

 

Linfócitos T CD8+ seriam infectados produtivamente quando co-cultivados com células 

dendríticas autólogas “pulsadas” com HIV-1? Isso levaria a uma menor atividade antiviral das 

células T CD8+ quando em contato com linfócitos T CD4+ e células dendríticas?   

 

  De acordo com os trabalhos anteriores, células T CD8+ apresentam menor atividade 

antiviral em presença de células dendríticas alogeneicas, o que mostramos estar associada à 

infecção produtiva destes linfócitos T CD8+ pelo HIV-1.  

A ativação CD28/B7 parece ser importante para a indução de expressão de co-

receptores de HIV-1 e, consequentemente, para a infecção produtiva de células T CD8+, 

pois ocorre maior produção de HIV-1 do tipo X4 em células CD8+CD28+ que CD8+CD28-, 

que apresentam maior expressão de CD4 e de co-receptor CXCR4 após interação com 

células dendríticas alogeneicas ou autólogas. Pela primeira vez, mostramos produção viral por 

linfócitos T CD8+ em contato com células dendríticas autólogas previamente pulsadas com HIV-

1, sugerindo que células CD8+ também poderiam ser trans-infectadas como ocorre com linfócitos 

CD4+ (Geijtenbeek et al., 2000a). Infecção dessas células CD8+ pode ser explicada pela co-

expressão de CD4 e CXCR4, provavelmente com o suporte da interação CD28/B7, uma vez que 

as células CD8+CD28+ apresentaram níveis mais altos de co-receptores e produtividade de HIV-

1 do que as células CD8+CD28-. 
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Qual seria o papel de IL-15 na modulação da replicação viral quando linfócitos T CD4+ e 

CD8+ interagem com células dendríticas? 

 

IL-15 promove a produção viral, bem como a atividade antiviral de células T CD8+, 

em co-culturas de células dendríticas com linfócitos T autólogos. O uso de anticorpos 

monoclonais neutralizantes anti-IL-15 diminuiu a atividade RT em co-culturas DC/CD4+, 

indicando que a IL-15 endógena promove produção viral em células CD4+ em contato com 

células dendríticas autólogas. Por outro lado, nós só detectamos produção viral em co-culturas 

autólogas DC/CD8 na presença de IL-15 exógena. Entretanto, a adição de IL-15 promoveu uma 

menor produção viral em co-culturas DC/CD4/CD8 do que em co-culturas DC/CD4, sugerindo 

que a adição de IL-15 promove simultaneamente a atividade antiviral e a produtividade de 

HIV-1 em células T CD8+ quando em contato com linfócitos T CD4+ e células dendríticas 

autólogas. Portanto, muito embora a IL-15 promova produção viral por células CD4+ ou CD8+, 

essa citocina c parece ser um estímulo importante para a atividade antiviral CD8+, merecendo 

pesquisa mais aprofundada como potencial imunoterapêutica. 

Ainda corroborando nossos dados do Estudo 3, observamos que em presença da citocina 

IL-15, a subpopulação CD28+ de linfócitos T CD8+ apresenta melhor atividade antiviral 

que a subpopulação CD28-, embora sejam mais susceptíveis à infecção pelo HIV-1 quando 

em contato com células dendríticas “pulsadas” com o vírus. 

 

Por fim, discutiremos: 

 

Como entendemos a participação de células T CD8+ na imunopatogênese da infecção pelo 

HIV-1 à luz de nossos resultados e da literatura? 

 

Para melhor compreender a interrelação entre HIV-1 e células T CD8+, esquematizamos a 

seguir (figura D.1) os vários aspectos fenotípicos e funcionais dos linfócitos CD8+ abordados 

nesta tese e os discutimos abaixo:  
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Figura D. 1. Modelo de imunopatogênese da infecção pelo HIV-1 que considera a infecção de células 

T CD8+ (CD4-CD8+ ou CD4+CD8+).   Legenda: 

 

 

 

 

 

 

(A) A diminuição de células naive CD8+ CD45RA+ observado em nossas culturas (fig. 1.1), 

em especial durante infecção por vírus X4, parece ser um paralelo ao que ocorre in vivo, 

provavelmente porque linfócitos naive são preferencialmente infectados via CXCR4 pela sua alta 

expressão deste co-receptor em comparação a CCR5 (Bleul et al., 1997).  

 

 (B) Considerando que linfócitos T de cordão umbilical são representativos de emigrantes tímicos 

recentes, a maior queda de contagem CD4+ de neonatos que de adultos observada em nossas 

culturas poderia ser explicada pelo fato de timócitos CD4+ simples-positivos (SP), ou duplo-

positivos (DP), apresentarem expressão maior de CXCR4 que CD8+ SP (Taylor et al., 2001). A 

frequência de células CD4+CD45RA+ infectadas por vírus X4 in vivo foi correlacionada à taxa 

de depleção de linfócitos T CD4+ (Blaak et al., 2000), sugerindo que a infecção de células naive 

por HIV-1 X4 deve interferir na produção de células CD4+. 

 

(C) Os níveis da citocina γc IL-7 são inversamente relacionados à contagem CD4. Altos níveis 

de IL-7 podem ser gerados em condições linfopênicas, ressaltando sua importância como 

regulador endógeno da homeostasia T. Na infecção pelo HIV, IL-7 é produzida por células 

dendríticas em tecidos linfóides periféricos com depleção de células T, e níveis plasmáticos altos 

foram associados a uma carga viral aumentada (Napolitano et al., 2001).  

É possível que IL-7 contribua para a produção preferencial de variantes X4, e 

consequentemente para a progressão da doença, pois induz a expressão de CXCR4 em PBMC 

(Llano et al., 2001) ou células T de memória CD4+CCR7+ (Jourdan et al., 2000). Em nosso 

estudo, observamos que células CD8+ purificadas de PBMC e mantidas em presença de IL-7 

apresentam altos níveis de expressão de CXCR4, além de  aumentarem  sua  expressão  de  CCR5  
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(fig. 3.4). Ainda assim, IL-7 promoveu pouca produção do variante X4 HIV-1RF em células T 

CD8+ ativadas (fig. 3.1) em contraposição à produção viral de células CD4+, CD8dPBMC ou 

PBMC em presença desta citocina (fig.3. 5).  

Não podemos afirmar se a menor produção de HIV-1 em culturas de céllas CD8+ 

purificadas seria devido aos efeitos de IL-7 ao induzir a atividade citotóxica de células T CD8+ 

(Hickman et al, 1990), inclusive HIV-específica (Carini & Essex, 1994; Ferrari et al., 1995). Por 

outro lado, mostramos atividade supressora de replicação viral não citolítica em presença de IL-7 

(figura 3.7), corroborando trabalho anterior de Smithgall et al. (1996). Mesmo durante a 

supressão da replicação viral, IL-7 parece manter as células CD4+ e CD4-CD8- como principais 

células produtoras de HIV-1 (figura 3.8B). 

Observamos uma maior tendência à produção de HIV-1 do tipo X4 por células CD4+ de 

neonatos (consideradas naive) sem estímulo prévio por mitógeno em presença de IL-7 que IL-2 

ou IL-15 (fig.3.6), o que poderia ser explicado pelo fato desta citocina estimular melhor a 

proliferação de células naive que IL-2 ou IL-15 (Soares et al., 1998). Entretanto, outros trabalhos 

mostraram que IL-7 pode tornar células T CD4+ suscetíveis à infecção por HIV-1 independente 

da estimulação de sua proliferação (Unutmaz et al., 1999; Dardalhon et al., 2001). Mais 

recentemente, demonstrou-se que a IL-7 estimula a produção de vírus por células T CD4+ 

latentemente infectadas (Scripture-Adams et al., 2002). Ainda se considerarmos que linfócitos T 

CD4+ de cordão umbilical seriam representativos de linfócitos CD4+ recentemente emigrados do 

timo, IL-7, junto com TNF-α, é importante para a replicação de HIV-1 em timócitos maduros 

CD4+CD8-CD3+ que interagem com células epiteliais tímicas (Chene et al., 1999) e favorece a 

persistência de vírus nestes timócitos maduros CD4+ através de continuada indução de Bcl-2 

(Guillemard et al., 2001). De fato, apesar de retardar a depleção de timócitos imaturos, IL-7 

aumenta a carga viral (Uittenbogaart et al., 2000). Em nossas culturas, também observamos uma 

proporção mais elevada de células CD4+ em presença de IL-7 (dados não mostrados).  

Por outro lado, a administração de IL-7 em camundongos aumentou a proliferação basal 

de células T CD4+ e T CD8+ em 4 e 14X respectivamente, provocando um aumento 

desproporcional de células T CD8+ e alteração da relação CD4/CD8 (Geiselhart et al., 2001). A 

possibilidade de IL-7 contribuir para a expansão de células CD8+ e inversão da relação 

CD4/CD8 observadas na infecção pelo HIV-1 deve ser ainda estudada, pois foi detectada menor 

expressão de IL-7Rα em células T CD8+ de pacientes infectados (Vingerhoets et al., 1998). 



 

148 

 

Discussão 

 

(D) As alterações fenotípicas mais significativas em células de neonatos que de adultos 

(Estudo 1) poderiam ser devidas à própria infecção de linfócitos T CD8+ naive. De fato, 

observamos que células CD8+ naive de neonatos são passíveis de infecção produtiva por variante 

X4 de HIV-1, embora em níveis bem menores que linfócitos CD8+ de adultos (figuras 3.5 e 3.6).   

A menor capacidade de replicação de HIV-1 em células naive provavelmente ocorre pelo 

seu estado menos ativado (Chun et al., 1998, Roederer et al., 1997; Spina et al., 1997). Também 

em neonatos as células CD4+CD45RO+ seriam as predominantemente infectadas (Sleasman et 

al., 1996). Por outro lado, Blaak et al. (2000) encontraram variantes R5 principalmente em 

células CD45RO+ e X4 igualmente distribuídos em células CD4+ CD45RO+ e CD45RA+. (B). 

Em relação às células CD8+ neonatais, enquanto Yang et al. (1998) mostraram que 

podem ser produtivamente infectadas com variantes  R5  de  HIV-1, mas  não  X4,  Kitchen et al.  

(1998) detectaram maior co-expressão de CD4 nestas células CD8+ naive e suscetibilidade à 

infecção por vírus X4.  

A indução preferencial da expressão de CD4 em células CD8+CD45RA+ e posterior 

susceptibilidade à infecção in vitro (Yang et al., 1997) refletiria a predominância in vivo de 

acúmulo proviral em linfócitos T CD8+ CD45RA+ em vez de em células CD45RO+ em alguns 

indivíduos infectados (McBreen et al.,1998). Provírus de HIV-1 (X4 e R5) foram detectados em 

timócitos CD8+CD4- de camundongos SCID-hu e em modelos in vitro de infecção (Kitchen et 

al., 1997; Lee et al., 1997; Stanley et al., 1993; Su et al., 1995; Uittenbogaart et al., 2000). No 

entanto, timócitos maduros CD3
high

CD4-CD8+ não parecem ser diretamente sensíveis a infecção 

por HIV-1, mesmo em co-cultura com timócitos CD4+ infectados (Lee et al., 1997), sugerindo 

que essas células podem ter sido infectadas numa fase anterior em seu desenvolvimento. Na 

verdade, as células T CD8+ expressam CD4 naturalmente durante a maturação intratímica. 

Kitchen et al. (1997) demonstraram que tais células DP são suscetíveis à infecção produtiva por 

HIV-1 e que algumas destas continuam sua diferenciação em timócitos maduros CD3
high

CD8+. 

Curiosamente, embora o HIV-1 seja encontrado predominantemente em timócitos CD4+, um 

isolado de HIV-1 foi associado a uma maior carga viral nos timócitos CD8+ do que CD4+, 

porém seu provírus não foi detectado nos esplenócitos CD8+, sugerindo que tais timócitos CD8+ 

não emigraram para órgãos periféricos e muito provavelmente foram eliminados antes de 

deixarem o timo (Lee et al., 1997). Assim, a infecção por HIV-1 de timócitos CD8+ e sua 

eliminação  subseqüente pode contribuir para o  declínio generalizado de  células  T  CD8+  naive  
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observado nos indivíduos infectados com HIV-1 (Rabin et al., 1995; Roederer et al., 1995). Por 

outro lado, a diferenciação bem-sucedida destas células pode contribuir para níveis aumentados 

de células T CD8+CD45RA+ infectadas por HIV-1 na circulação periférica (McBreen et 

al.,1998). As observações de que regiões V3 de HIV-1 em células CD8+ eram parcialmente ou 

completamente diferentes daqueles recuperados de células CD4+ (seqüências V3 foram 

geralmente não diferenciadas entre as populações CD4+ CD45RA+ ou CD45RO+) levaram a 

sugestão de que a infecção por HIV-1 de células T CD8+ ocorre preferencialmente durante a 

maturação intratímica (Kitchen et al.,1998).  A ativação antigênica conduziria à distribuição 

destas seqüências únicas entre populações CD8+ efetoras e de memória. De acordo com esta 

hipótese observou-se que a infecção por HIV-1 de células CD8+CD45RA+ parecia estar inativa e 

freqüências de células  CD8+ infectadas foram estáveis durante terapia anti-retroviral. Na 

verdade, células CD45RA+ infectadas podem ser exportadas do timo em um estado latente, e o 

vírus permanecer em latência até estímulo do receptor de células T (TCR) (Brooks et al., 2001). 

Contrário a este argumento é a observação de que células de memória CD45RO + podem 

reverter para um fenótipo CD45RA+ (Hamann   et al., 1997, Hamann   et al., 1999a) e linfócitos 

T CD8+ efetores podem apresentar um fenótipo CD27-CD45RA+CCR7– (Campbell et al., 2001; 

Hamann   et al., 1997; Sallusto et al., 1999). Assim, ambas a infecção intratímica e a periférica de 

células T CD8 + poderiam dar origem à detecção preferencial da infecção por HIV-1 dentro das 

células T CD8+CD45RA+. No entanto, seria esperado que a estimulação periférica de células 

CD8+ na infecção por HIV-1 mantivesse a co-expressão de CD45RO e CD4 (Imlach et al., 2001; 

Sullivan et al., 2001). Na verdade, um segundo estudo pelo mesmo grupo demonstrou que co-

expressão de CD4 foi encontrada principalmente em células CD8+ com fenótipo ativado 

(CD69+, CD71+) expressando CD45RO ou CD45RO e CD45RA em sua superfície. Estas células 

CD4+CD8+CD45RO+ apresentaram elevada freqüência de infecção por HIV-1 in vivo (Imlach et 

al., 2001). Dados discrepantes entre esses dois estudos podem ser reflexo de métodos diferentes 

de isolamento de linfócitos CD8+. Em ambos os estudos, linfócitos CD8+ foram isolados pela 

tecnologia imunomagnética. No primeiro estudo (McBreen et al, 2001) linfócitos CD8+ foram 

isolados primeiro removendo todas as células expressando CD4, demonstrando a infecção de 

HIV-1 de linfócitos CD8+ CD4-linfócitos. No segundo estudo, o enriquecimento foi usado para 

isolar  linfócitos  SP  e  DP  CD8+.  Verificou-se   que   linfócitos  CD8+    co-expressando   CD4  



 

150 

 

Discussão 

 

apresentaram a infecção em 5/8 indivíduos, ao mesmo tempo que linfócitos CD8+CD4- só foram 

infectados em 2/8 indivíduos e em uma menor freqüência (Imlach et al, 2001). 

Estes dados sugerem que células T CD8+ infectadas com HIV-1 são geradas por meio 

de infecção de células T CD8+ ativadas, em vez de exportação de precursores infectados no 

timo. O peso das evidências in vitro indica que essa infecção por HIV-1 de linfócitos CD8+ 

depende muito provavelmente de CD4, possivelmente induzida na periferia por ativação de 

células T CD8+ (Flamand et al, 1998; Kitchen et al, 1998; Yang et al, 1997).  

 

(E) Células dendríticas contribuem para a ativação e infecção de células T CD4+ e CD8+ 

provavelmente por um conjunto de interações, tais como partículas de HIV-1 aderidas à molécula 

DC-SIGN, apresentação de antígenos específicos de HIV-1, ligação CD28-B7, e produção de 

citocinas estimulatórias.  

A co-expressão de CD4 pode ser induzida em células T CD8 + por contato com células 

dendríticas alogeneicas ou ligação cruzada de CD3 e CD28 (Yang, et al., 1997; Kitchen et 

al.,1998). Células CD8+ estimuladas dessa maneira expressam CXCR4 e CCR5 e são sensíveis à 

infecção por HIV-1. Segundo Jourdan et al. (2000), o aumento de expressão de CXCR4 pela 

interação com células dendríticas autólogas seria dependente das interações CD40-CD154 e 

CD134-CD134L, talvez facilitada quando as células CD8+ são CD28+. É interessante notar que 

se durante a interação com células dendríticas autólogas houvesse ativação de CD3, prevenia-se a 

indução de expressão de CXCR4 neste estudo (Jourdan et al., 2000), o que pode ser interpretado 

como um fenômeno similar aos nossos resultados de menor expressão de CXCR4 por células 

CD8+CD28+ quando em contato com células dendríticas alogeneicas Além da maior expressão 

de CD4 e CXCR4, outro fator que explicaria a maior produtividade da subpopulação 

CD8+CD28+ seria o fato de, reconhecidamente, os linfócitos T CD8+CD28+ serem mais capazes 

de proliferar que os linfócitos CD8+CD28- (Efros et al. 1996), o que facilitaria a replicação viral 

na subpopulação CD28+.  

Células T CD8+ poderiam ainda ser infectadas por um mecanismo semelhante ao que 

ocorre para células T CD4+ ao entrar em contato com células dendríticas, em trans via DC-

SIGN. Células dendríticas podem reter vírus infecciosos em sua superfície por longos períodos de 

tempo (Weissman et al., 1995). Este fenômeno parece envolver a molécula DC-SIGN (DC-

specific ICAM-3-grabbing nonintegrin,  ou  CD209),  a  qual  permite  que células T CD4+ sejam  
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infectadas em trans (Geijtenbeek et al., 2000a, 2000b). O vírus HIV-1 adere-se firmemente às 

células dendríticas imaturas pela ligação de gp120 à molécula DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 

2000a, 2002). Esta interação não resulta em infecção produtiva das DCs pelo HIV-1, e sim 

permite que o vírus seja carreado aos linfonodos regionais, onde estas células interagem e ativam 

os linfócitos T CD4+, facilitando sua infecção em trans. De fato, as células T CD4+ não são 

infectadas por baixos títulos virais sem a ajuda de DC-SIGN in trans (Geijtenbeek et al., 2000a). 

Células T CD8+CD4- isoladas também são suscetíveis a HIV-1 se co-cultivadas com 

células T CD4+ anteriormente infectadas (De Maria  et al., 1991). Estudos recentes relatam que a 

infecção por HIV-1 de células CD4- mediada por trans-receptor requer contato direto entre 

células CD4- expressando co-receptor e células CD4+ (Speck et al, 1999). Tal infecção por HIV-

1 é dependente de moléculas de CD4 e CCR5 ou CXCR4 expressas em células vizinhas que 

colaboram em trans para permitir a fusão célula/vírus. Isso pode representar um processo em 

potencial de entrada do HIV-1 em células CD8+ durante a infecção pelo HIV-1. Em outro estudo, 

células T CD8+CD4- específicas para HIV-1 nef tornaram-se infectadas na interação com células 

alvo B linfoblastóides HIV-1+, sugerindo que células T CD8+ tornam-se infectadas, pelo menos 

in vitro, durante a eliminação dos alvos HIV-1+ (De Maria et al 1994). A extensão na qual isto 

ocorre in vivo é difícil de ser medida. 

A expressão de novo de CD4 em células CD8+ é uma resposta comum à ativação. É 

provável que tenha profundas conseqüências na infecção por HIV-1, em que um aumento de 

células CD8 + T ativadas, associado à progressão da doença, pode ampliar o número de alvos 

potenciais. De fato, enquanto uma pequena percentagem de células DP T pode ser detectada em 

indivíduos normais (Blue, et al., 1985), vários estudos têm relatado o aumento da capacidade 

desta subpopulação de DP em pacientes infectados por HIV-1 (Imlach et al., 2001; Radkowski et 

al., 1996; Ribrag et al., 1993; Sullivan et al., 2001; Weiss et al., 1998). A percentagem mais 

elevada de DP em símios (Currier et al., 1991; Dean et al., 1996) pode explicar por que a 

infecção por SIV é freqüentemente observada em células T CD8 + de macacos (Dean et al., 

1996). 

As citocinas produzidas durante as respostas imunes contra antígenos de HIV-1 e outros 

podem contribuir para aumentar o status de ativação de células produtoras de vírus, incluindo os 

linfócitos T CD8+. Neste sentido, nós encontramos que a IL-2 e a IL-15 dão suporte à produção 

de  HIV-1RF  por  células CD8+ ativadas, bem como à sua atividade antiviral, sugerindo que estes  
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linfócitos T CD8+ exercem um papel dual na imunopatogênese da infecção pelo HIV-1, 

como alvos e supressores da replicação viral. Para células CD8+ não-ativadas, IL-7 e IL-15 

parecem contribuir mais para seu papel na inibição da produção viral. 

O status de ativação é tido como uma condição sine qua non para a replicação do vírus 

HIV-1 (Zack et al., 1990; Bukrinsky et al., 1991), de tal forma que as co-infecções levam ao 

aumento da carga viral em pacientes (revisto por Lawn et al., 2001). Parece-nos que o status de 

ativação de células T CD8+ pode determinar uma delicada interação entre sua 

susceptibilidade à infecção produtiva por HIV-1 e sua atividade antiviral. O status de 

ativação, influenciado pelas citocinas do ambiente, podem afetar ambos os papéis das células 

CD8+ como alvos e supressores de replicação viral. Com efeito, células CD4+CD8+ ativadas 

apresentam ampliados produção de ß-quimiocinas (MIP-1α/ß, RANTES) in vitro (Zloza et al, 

2003). Tal produção de ß-quimiocinas  induzida por ativação pode  de  alguma  forma  explicar  a 

replicação preferencial de cepas X4 de HIV-1 em células T CD8+ ativadas que co-expressam 

CD4, bem como CXCR4 e CCR5 (Zloza et al., 2003). 

Co-infecções podem também contribuir como um mecanismo alternativo para 

infecção de linfócitos CD8+ independente de CD4 quando ocorre a produção de pseudotipos 

virais.  Lusso et al. (1990) observaram que  células T humanas co-infectadas com HIV-1 e 

HTLV-II ou HTLV-I geraram progênie de partículas virais de fenótipo misto, permitindo a 

penetração de partículas virais em células humanas CD4-, incluindo linfócitos T maduros CD8+. 

Foi demonstrado que essa infecção era independente de CD4, pois anticorpos monoclonais anti-

CD4 neutralizantes não conseguiram bloquear a entrada do HIV-1, e ao mesmo tempo, a 

neutralização do soro anti-HTLV-I humano aboliu a infecção. Embora a infecção de células 

CD8+ verdadeiramente independente de CD4 possa ocorrer em culturas co-infectadas, não 

existem provas suficientes para sugerir que tais mecanismos possam ser responsáveis pela 

infecção significativa de células T CD8+ vivo. Na verdade, a incidência de co-infecção por 

HTLV-1 é demasiadamente baixa para ser responsável pela infecção por HIV-1 de células T 

CD8+ na maioria dos indivíduos infectados por HIV-1 (Fields, et al., 2001). No entanto, a 

infecção por HTLV-1 está aumentando em todo o mundo, especialmente entre usuários de drogas 

intravenosas (UDI), de forma que pode ser de até 15-30 % em algumas populações de UDI 

infectadas por HIV-1, como visto no Brasil (Brites et al., 1997;  De Araujo et al., 1994; 

Guimaraes, et al., 2001), merecendo mais investigações.  
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Produção do pseudotipo viral poderia explicar manifestações precoces da susceptibilidade 

à infecção por HIV-1 dos clones de células CD8+ transformados por HTLV-I (De Rossi et al., 

1986) e linhagens CD8+CD4- derivadas de pacientes com mielopatia associada ao HTLV-I 

(Shoji et al., 1991). No entanto, Macchi et al.(1993) demonstraram que essa infecção por HTLV-

1 do PBMC de adultos humanos ou de linfócitos CD8 + purificados deram origem a células 

ativadas CD45RO+ CD4+CD8+. Estes dados sugeriram que neste caso a infecção de células 

CD8+ pode ser dependente da expressão de CD4. Curiosamente, a infecção por HHV-6 também 

induz expressão de novo de RNA mensageiro para CD4 em células CD8 + T maduras, tornando-

as sensíveis a infecção por HIV-1 (Lusso et al.,. 1990). Apesar da alta soroprevalência de HHV6 

mundo afora, e do fato de que HHV-6 tem sido frequentemente isolado dos doentes com AIDS 

(Lusso & Gallo, 1995), tal mecanismo não é capaz de se responsabilizar pela infecção de HIV-1 

dos linfócitos CD8+ em todas as situações. Na verdade, células CD8+ infectadas por HIV-1 nos 

pulmões descritas por Semenzato et al.(1994) não eram co-infectadas pelo HHV-6. No entanto, é 

possível que pacientes co-infectados por HIV-1 e HTLV-I ou HHV-6 possam apresentar uma 

freqüência mais alta de CD8+ células abrigando HIV-1, talvez contribuindo para sua disfunção 

ou esgotamento. Neste sentido, pacientes co-infectados com HTLV-1 muitas vezes apresentam 

nível mais avançado de progressão da doença (Brites et al., 1997; Schechter, et al., 1994), carga 

viral superior (Brites et al., 1998) ou sobrevivência por período mais curto (Brites et al., 2001; 

Pedral-Sampaio, et al., 1997 ) que os infectados pelo HIV-1 por si só.  

HIV-1 proviral foi encontrado em células CD8+CD4- pulmonares durante inflamação 

crônica das vias respiratórias inferiores (Semenzato, et al., 1995) caracterizada por um afluxo 

maciço de CTL específicas para HIV-1, sugerindo que o status de ativação destas células 

promove a infecção. Embora a expressão de CD4 não tivesse sido detectada em sua superfície, 

foi demonstrado que essas células CD8+ expressam RNA para CD4. 

 

(F) A expansão de células CD8+CD57+ parece correlacionada à menor atividade antiviral. 

Outra marca registrada da infecção por HIV-1 é a expansão de células T CD8+CD28-, 

(Borthwick et al, 1994; Choremi-Papadopoulou et al, 1994; Mugnaini et al,  1999; Roos et al, 

2000; Vingerhoets et al, 1995; Zaunders et al, 1995). A infecção preferencial e a subseqüente 

deleção de células CD8+CD28+, talvez devido ao aumento da co-expressão de CD4 em resposta 

à ativação de CD3/CD28 ou ao contato com células dendríticas, pode contribuir para a disfunção  
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observada dessas células (Borthwick et al, 1994; Lewis et al, 1994; Mugnaini et al, 1999; 

Trimble et al, 2000; Vingerhoets et al, 1995) e aparente maior expansão de células CD8+CD28- 

(Trimble et al, 2000), provavelmente CD57+. Vingerhoets et al. (1997) observaram que células T 

CD8+, e não células T CD4+, apresentaram hiporesponsividade à ativação mediada por CD28 ou 

CD40L em indivíduos infectados por HIV-1, com menor proliferação e menor produção de 

citocinas, o que pode ocorrer pela queda da subpopulaçào CD8+CD28+ nestes pacientes. 

Recentemente, descobrimos que mesmo que células CD8+CD28+ sejam mais suscetíveis 

à infecção produtiva por variante X4 HIV-1RF que CD8+CD28- após contato com células 

dendríticas, estes linfócitos também exercem forte supressão da replicação viral, corroborando a 

noção que o status de ativação é essencial para o duplo papel de células T CD8+ como alvos de 

HIV-1 e efetores. Nossos dados estão em conformidade com os resultados anteriores mostrando 

este fenótipo como fonte de atividade de CAF" (Barker et al., 1997; Landay et al.,  1993;  Levy  

et al, 1996). É importante observar que a expressão de CD28 em células CD8+ declína durante 

progressão da infecção por HIV-1 (Choremi-Papadopoulou et al., 1994; Mugnaini et al., 1999; 

Trimble et al., 2000; Vingerhoets et al., 1995), bem como a atividade CAF" (Barker et al, 1996; 

Landay et al., 1993; Mackewicz & Levy, 1992). Resta ainda  determinar se a infecção de células 

T do CD8+CD28+ pelo HIV-1 contribui para o esgotamento desta subpopulação (Giorgi et al., 

1999; Margolick et al., 1995; Roederer, 1998). 

 O aumento da subpopulação CD8+CD57+ (ou CD28-) também poderia ser uma causa da 

inibição da atividade citotóxica de CTL em infecção por HIV-1. Já foi demonstrado que esta 

subpopulação é capaz de inibir atividade citolítica (Autran et al., 1991; Sadat-Sowti et al., 1991, 

1994a; Mollet et al., 1998; Wang et al., 1994), inclusive HIV-específica (Autran et al., 1991; Joly 

et al., 1989; Sadat-Sowti et al., 1994a, 1994b). Em pacientes com AIDS, a eficiência lítica de 

CTL anti macrófagos alveolares e células expressando antígenos HIV pode ser inibida por um 

fator supressor produzido por células CD8+CD57+ alveolares. O declínio de atividade CTL 

alveolar anti-HIV ocorre em paralelo com o aumento local de células CD8+CD57+ (Autran et al., 

1991; Joly et al., 1989). 

A subpopulação CD8+CD57+ de indivíduos infectados com HIV-1, bem como de 

pacientes de mieloma múltiplo (MM) ou receptores de transplante de medula óssea, inibe a 

resposta proliferativa induzida por PWM através de fator solúvel (revisto por Wang & 

Borosysiewicz, 1995, Frassanito et al., 1998).  Curiosamente,  células  CD8+CD57+ de pacientes  
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MM também inibem a proliferação espontânea (Frassanito et al., 1998), e células CD8+CD57+ 

de pessoas saudáveis suprimem a proliferação de células T induzida por antígenos (Landay et al., 

1983). Se essa mesma atividade fosse detectada na subpopulação CD8+CD57+ de pacientes 

infectados com HIV-1, nós poderíamos supor que sua expansão durante a progressão da doença 

pudesse contribuir para a manutenção de reservatórios de HIV-1 em células quiescentes. A esse 

respeito, é importante notar que aumentos percentuais de CD8+CD57+ parecem estar associados 

a uma menor razão CD4/CD8 em pacientes apresentando MM (Frassanito et al., 1998) ou 

imunodeficiência comum variável (Jaffe et al., 1993a, 1993b). Em pacientes infectados com 

HIV-1, foi encontrada uma correlação inversa entre os números de células CD8+CD57+ e células 

T CD4+ ou a razão CD4/CD8 (Piras et al., 1990) ou nenhuma correlação com a depleção de CD4 

(Mollet et al., 1998).  

 A capacidade de células CD8+CD57+ suprimir a produção de HIV-1 em associação 

à inibição da proliferação celular está em concordância com o conceito de que a ativação 

celular favorece a replicação do HIV-1 (revisto por Lawn et al., 2001). Esses resultados 

indicam a possibilidade de que células CD8+CD57+ de pacientes infectados com HIV-1 possam 

exercer atividade antiviral através da inibição da resposta proliferativa de células infectadas. 

Entretanto, ainda é necessário abordar essa questão em experimentos ex vivo, já que as atividades 

supressoras desta subpopulação diferem dependendo da fonte dessas células.  

 

Portanto, o efeito direto da infecção por HIV-1 de linfócitos T CD8 + na progressão da 

doença continua a ser difícil de quantificar. O prejuízo à população de células CD8+ é 

multifatorial (revisões por Lieberman et al, 2001; McMichael, 2000; McMichael & Rowland-

Jones, et al, 2001); a importância da infecção direta destas células para as alterações fenotípicas e 

funcionais observadas, ou até mesmo a depleção, exige mais investigação.  

Os relatos conflitam sobre a associação relativa entre a freqüência de células CD8+ 

infectadas, o estado da doença e a contagem de CD4 (Imlach et al, 2001;  Livingstone, et al, 

1996; Marodon et al, 1999; McBreen et al, 2001). Assim permanece indefinido se há uma 

associação entre a restrição de células alvo devido à depleção dos linfócitos CD4+ e a replicação 

do HIV-1 em células T CD8+ durante a progressão da doença, tal como sugerido por Livingstone 

et al. (1996). Além disso, a distribuição relativa de provírus em células CD8+ ativadas (Imlach et  
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al, 2001), que poderia contribuir para a carga viral, e linfócitos  CD8+ CD45RA+ com infecção 

latente (Imlach et al, 2001; McBreen et al, 2001), continua a ser controversa.  

Em alguns pacientes, linfócitos CD8+ infectados contribuem para uma maior proporção 

da carga proviral global que células CD4+CD8- (Imlach et al, 2001;  Livingstone, et al, 1996; 

Marodon et al, 1999; McBreen et al, 2001). A elucidação dos mecanismos que regem a 

freqüência relativa das células CD8+ infectadas e a sua contribuição para o total de carga viral 

exigem mais esforços e será crucial para a compreensão de seu papel na patogênese da infecção 

por HIV.  

No entanto, o papel crítico de células T CD8+ no controle da replicação viral fortemente 

sugere que o desenvolvimento de novas opções terapêuticas que ajam sobre estes linfócitos serão 

essenciais para a futura erradicação da infecção.  

 

Como nossos resultados podem contribuir para melhor planejar imunoterapias ou vacinas 

direcionadas para HIV-1? 

 

É hoje geralmente aceito que a resposta vírus-específica de célula T CD8+ desempenha 

um papel importante no controle de HIV replicação in vivo e, a manutenção desta população é 

necessária para o controle contínuo. Mesmo com o sucesso da terapia anti-retroviral altamente 

ativa (HAART), respostas fortes de célula T CD8+ anti-HIV-1 são muitas vezes não aparentes na 

infecção crônica, tornando improvável a erradicação viral bem sucedida. O tratamento precoce 

pode ser particularmente importante para a preservação das respostas de células CD8+. Assim, há 

uma necessidade premente de desenvolver opções adicionais de tratamento como um 

complemento à HAART, que poderiam restaurar respostas específicas de células T CD8+ ao 

HIV-1. O uso terapêutico de imunização e citocinas poderia fornecer modalidades adicionais para 

manter ou induzir respostas específicas de célula T CD8+ adequadas em infecção crônica. 

Entretanto, a capacidade de vacinas terapêutica para expandir significativamente os números de 

células T CD8+ HIV-1-específicas foi decepcionante.  As implicações de custo e mão-de-obra de 

tal abordagem significa que é pouco provável ser aplicável em grande escala. No entanto, estes 

dados sugerem que as respostas de célula T CD8+ específicas para o HIV-1 podem ser 

expandidas em indivíduos infectados (Imami et al, 2003).  
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Abordagens alternativas para manutenção ou expansão de células T CD8+ em indivíduos 

infectados consideram a utilização de citocinas como imunoterapia em conjunto com HAART. 

Muito desse conceito foi baseado em observações de que células CD8+ podem ser expandidas ex 

vivo de pacientes infectados com HIV-1 através de adição de citocinas exógenas às culturas.  

Com base na observação de que a expansão de células T CD8 é dependente de ajuda de células T 

CD4 + (Lieberman et al., 2001), estudos iniciais focaram na adição de IL-2. Estudos ex-vivo mais 

recentes avaliaram o potencial de IL-7 e IL-15 (Alves et al 2003) sozinho ou em combinação 

com IL-2, na expansão de células T CD8+. Estes estudos produziram resultados mistos, com 

alguns grupos mostrando aumento de expansão e outros mostrando pouco ou nenhum efeito.  

Assim, na era de terapias antiretrovirais altamente ativas, a co-administração de IL-2 é 

uma tentativa de atuar em reservatórios de HIV-1 e restaurar a função imune, embora com 

sucesso limitado (Chun et al. 1999a, Davey et al., 2000,  Imami  &  Gotch,   2002,  Pau  &  

Tavel,  2002). Novos estudos apontam para a possibilidade de se usar IL-15 (Ahmad et al.,  2003, 

Mueller et al., 2003a), como imunoterapia em potencial para pacientes infectados com HIV-1.  

As citocinas IL-2 e IL-15, vistas como imunoterapias potenciais anti-HIV, pertencem à 

família de citocinas c, compartilhando a cadeia comum  do receptor também com IL-4 e IL-7 

(Waldmann et al., 1998). Um aspecto importante é que os níveis dessas citocinas c IL-2, IL-4, 

IL-7 e IL-15 são alterados durante a infecção por HIV-1. Enquanto os níveis de IL-2 (Clerici et 

al, 1989a, 1989b; Clerici & Shearer, 1993, 1994; Sieg et al., 2001) e IL-15 (d‟Ettorre et al., 2002, 

Ahmad et al., 2003) são reduzidos durante a infecção por HIV-1, produção de IL-4 (Clerici & 

Shearer, 1993, 1994; Sousa et al., 1999) e IL-7 (Kacani et al., 1997; Llano et al., 2001; 

Napolitano et al., 2001) estão aumentadas nessa infecção. Os níveis de IL-15 parecem estar 

relacionados ao curso da infecção por HIV-1 e à terapia anti-retroviral efetiva (d‟Ettorre et al., 

2002, Amicosante et al 2003). Por outro lado, o efeito da IL-7 na progressão do HIV-1 é 

controvesa. Foi demonstrada uma relação inversa entre os níveis séricos de IL-7 e a contagem de 

CD4 (Napolitano et al., 2001). Entretanto, a administração de IL-7 a símios infectados com SIV 

estimulou a renovação de linfócitos T sem aumento da replicação viral (Nugeyre et al. 2003). 

Essas citocinas c IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 podem afetar a diferenciação de células CD8+, 

a sua proliferação e sobrevivência, bem como aspectos funcionais, como a expressão de 

perforina, granzimas e a secreção de fatores antivirais, como IFN- e quimiocinas, e 

conseqüentemente o controle não citolítico e citotóxico de HIV-1 (Lucey et al 1997, Mueller et al  
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2003a). A diferenciação e capacidade funcional de células CD8+ podem ser afetadas como 

consequência da falta de ajuda de células T CD4+, principais alvos da infecção (Douek et al., 

2002). A diminuição de IL-2, e IL-15, parece ser um importante fator nesta disfunção (Clerici et 

al, 1989a, 1989b; Sieg et al., 2001; Jin et al., 1998; Chitnis et al., 2003; d‟Ettorre et al., 2002, 

Ahmad et al., 2003).  

Até o presente, apenas IL-2 foi testada em estudos clínicos. A maioria deles sugerem que, 

enquanto a imunoterapia com IL-2 pode provocar aumento significativo de células T CD4 +, 

alterações transitórias, ou nenhuma, foram vistas na contagens de células T CD8+ (Kovacs et al 

2001; Pido-Lopez et al 2003). Demostrou-se que a imunoterapia com IL-2 conjuntamente com a 

terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART) aumenta respostas de células T CD8+ contra 

HIV-1 em indivíduos infectados (Chun et al., 1999a; Davey et al., 2000; Imami & Gotch,  2002; 

Pau & Tavel, 2002).  Isso  sugere  que  a  IL-2  possa  influenciar  positivamente  a  qualidade  da 

resposta anti-HIV-1 CD8+ sem influenciar o número total de células CD8+ ou sua resposta 

proliferativa (Imami et al., 2001). 

Vantagens de IL-15 sobre IL-2 para a imunoterapia contra HIV-1 incluem a ausência de 

um efeito significativo na expressão viral em PBMC de pacientes infectados ou menor produção 

viral na presença de IL-15 do que de IL-2. (Patki et al 1996, Chehimi et al 1997, Lucey et al 

1997, d‟Ettorre et al., 2002). Uma avaliação comparativa da capacidade de IL-2, IL-7 e IL-15 

para expandir células T CD8+ de pacientes pediátricos ex vivo revelou que a IL-15 era a citocina 

mais potente em aumentar resposta imune específicas para HIV-gag (Chitnis et al 2003). 

Enquanto a IL-2 promove a morte induzida por ativação (AICD) (Lenardo et al., 1999), a IL-15 

inibe a morte induzida por ativação promovida pela IL-2, de uma tal forma que a IL-15 mantém 

células CD8+ de memória, e a IL-2 inibe sua persistência in vivo (Waldmann, 2001; Waldmann 

et al., 1998, 2001; Zhang et al 1998, Ku et al., 2000). De fato, a IL-15 não apenas aumenta as 

funções efetoras (produção de IFN- e citotoxicidade) de células T CD8+ HIV-1-específicas 

(Mueller et al., 2003a), mas também sua sobrevivência, provavelmente através do aumento da 

expressão de Bcl-2 (Naora & Gougeon, 1999b; Mueller et al., 2003b).  

Observamos papel estimulador de IL-2 e IL-15 sobre a atividade antiviral de células 

CD8+, apesar destas citocinas também promoverem a replicação nas mesmas células CD8+ pré-

ativadas. Como poucas células CD8+ apresentam as condições necessárias à sua infecção, i. e., 

co-expressão de moléculas  CD4,  e como a produção viral destas células parece ser mais lenta, o  
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papel protetor destas citocinas parece ser mais importante. O fato de IL-15 promover a atividade 

antiviral de células CD8+, não previamente estimuladas, em contato com células dendríticas, 

indica que ela possa ter efeitos talvez mais benéficos que IL-2 (Barker et al., 1996) em vacinas 

imunoterapêuticas para pacientes infectados pelo HIV-1. 

As citocinas IL-4 e IL-7 apresentam-se aumentadas na infecção pelo HIV-1 (Clerici & 

Shearer, 1993, 1994; Sousa et al., 1999; Kacani et al., 1997; Llano et al., 2001; Napolitano et al., 

2001). Alguns achados indicam um papel deletério destas citocinas sobre a progressão da 

infecção, como, p. ex., a maior expressão de CXCR4 induzida por IL-4 e IL-7, o que 

provavelmente favoreceria a infecção por vírus X4, ou ainda a indução de expressão de DC-

SIGN (Geijtenbeek et  al.,  2000a), enquanto níveis maiores de IL-7 vem sendo associado a 

menor contagem CD4 e também à possível emergência de vírus X4 (Llano et al., 2001). Em 

nossos estudos, geralmente estas citocinas aumentam a produção  viral  de  várias  subpopulações 

celulares, inclusive de células naive, porém IL-7 pode exercer algum estímulo de atividade 

antiviral. 

Enquanto a expansão ex vivo das células CD8+ efetoras como uma abordagem terapêutica 

prática para a infecção crônica seria pouco provável, estes estudos sugerem que o uso de 

citocinas como imunoterapia poderia ter um papel a desempenhar para a manutenção ou a 

indução de células T CD8+ de memória efetoras in vivo.  

Será importante no futuro avaliarmos os efeitos destas várias citocinas sobre a replicação 

viral de células CD8+ derivadas de pacientes infectados, bem como sobre as interações celulares 

entre os linfócitos CD8+, CD4+ e células dendríticas. Nossos ensaios realizados em diferentes 

modelos de cultura e co-culturas mostraram-se úteis para a avaliação de parâmetros fenotípicos e 

funcionais de células T CD8+ e acreditamos sejam de valor para o aprofundamento não só destes 

estudos, mas também de outros que visem a análise de mutações virais ou fatores de restrição e 

latência em diferentes tipos celulares, bem como de drogas ou imunoterapias. 

Em conjunto, nossos resultados apontam para uma perda progressiva da função antiviral 

CD8+, e paralelamente, uma transformação dessas células em um importante reservatório viral, o 

qual poderia se tornar produtivo uma vez que o contato com células dendríticas poderia romper a 

latência da infecção. O desenho de novas terapias anti-HIV-1 deve levar em consideração esse 

papel dual das células CD8+ na infecção. 
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1. As alterações fenotípicas observadas in vitro parecem ser mais evidentes em presença de 

variantes X4 que R5, sugerindo que as mudanças que ocorrem em células T CD8+ ao 

longo da progressão da infecção in vivo estariam relacionadas às variações virais. 

2. A diminuição do fenótipo naive CD27+ e o aumento de expressão de CD57 em células 

CD8+ de neonatos indicam que o vírus HIV-1 exacerba o processo de senescência do 

sistema imunitário. 

3. Células T CD8+CD57+ acumuladas após extensa ativação imunológica modulam a 

replicação de HIV-1. 

4. As subpopulações CD57+ e CD57- (CD28+) de linfócitos CD8+ inibem a produção de 

variante X4 de HIV-1 através de mecanismos diferentes. Enquanto células CD8+CD57+ 

suprimem a produção viral ao inibirem a proliferação celular, a atividade supressora de 

células CD8+CD57- (CD28+) sobre a replicação viral ocorre em presença de proliferação 

celular (mecanismo descrito para CAF). 

5. A perda de expressão de CD28 e a expansão de células CD8+CD57+ são alterações 

fenotípicas de linfócitos T CD8+ que podemos relacionar à queda de atividade antiviral 

não citolítica.  

6. A capacidade de células CD8+CD57+ suprimirem a produção de HIV-1 em associação à 

inibição da proliferação celular está em concordância com o conceito de que a ativação 

celular favorece a replicação do HIV-1. 

7. A ativação de células CD8+ promove seu papel supressor sobre a replicação do vírus 

HIV-1, porém torna estas células mais suscetíveis à própria infecção produtiva pelo vírus. 

Células T CD8+ infectadas com HIV-1 são geradas por meio de infecção de células T 

CD8+ ativadas.  
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Conclusões 

8. A infecção de células CD8+ pelo HIV-1 é dependente da molécula CD4, uma vez que o 

uso de anticorpos neutralizantes monoclonais anti-CD4 bloqueia completamente a 

produção de HIV-1. Porém, a infecção produtiva de células CD8+ é dependente não 

apenas da expressão de CD4 e co-receptor, mas também do estímulo e das citocinas 

presentes no ambiente. 

9. As citocinas γc IL-2 e IL-15 (+PHA) aumentam a atividade supressora de células CD8+, 

bem como sua susceptibilidade à infecção pelo HIV-1, de forma paralela, indicando que 

IL-2 e IL-15 promovem o papel dual de células T CD8+ como alvos e supressores da 

replicação do HIV. 

10.  A capacidade supressora de células T CD8+ aumenta em culturas expostas por maior 

tempo à citocina IL-2 antes da infecção, especialmente as de fenótipo CD57-/CD28+. 

11. A supressão viral ocorre de modo mais eficiente com células CD8+ da subpopulação 

CD28+ do que CD28-/CD57+. Em paralelo, a infecção produtiva de células CD8+ parece 

mais acentuada na subpopulação CD8+CD28+ que CD8+CD28-.  

12. A cinética mais lenta de replicação do HIV-1 em linfócitos T CD8+ explica porque a 

atividade supressora de células T CD8+ prevalece sobre sua própria infecção produtiva 

em pontos iniciais da cinética de co-culturas de células CD4+ e CD8+. 

13. Apesar de células T CD8+ poderem se tornar reservatórios de HIV-1, as células CD4+ 

permanecem como principal fonte do vírus. 

14. Também os linfócitos T CD4+ parecem exercer supressão da replicação viral em células 

T CD8+ nas co-culturas de células CD4+ e CD8+.  

15. As citocinas γc IL-4 e IL-7 (+PHA) são capazes de elevar a carga viral de células T 

CD4+. 
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Conclusões 

16. Células T CD8+ apresentam menor atividade antiviral em presença de células dendríticas 

alogeneicas, o que mostramos estar associada à infecção produtiva destes linfócitos T 

CD8+ pelo HIV-1. 

17. O contato de células CD8+CD28+ (mas não CD28-) com DC alogeneicas (ou menos 

acentuadamente, autólogas) expostas ao vírus X4 HIVRF leva à sua infecção, efeito 

incrementado por IL-15.  

18. A IL-15 tem um papel importante no controle da produção viral. A adição de IL-15 

promove simultaneamente a atividade antiviral e a produtividade de HIV-1 em células T 

CD8+ (em especial da subpopulação CD28+) quando em contato com linfócitos T CD4+ 

e células dendríticas autólogas. Já a IL-15 endógena promove produção viral em co-

culturas de células T CD4+ (não ativadas) em contato com células dendríticas autólogas 

expostas a HIV-1. 

19. Nossos modelos de cultura e co-culturas mostraram-se úteis para a avaliação de 

parâmetros fenotípicos e funcionais de células T CD8+ e podem ser utilizados para o 

aprofundamento destes estudos. 

20. O desenho de novas terapias anti-HIV-1 deve levar em consideração o papel dual das 

células CD8+ na infecção pelo HIV-1, como alvos e supressores da replicação viral. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 

Nossos ensaios realizados em diferentes modelos de cultura e co-culturas mostraram-se 

úteis para a avaliação de parâmetros fenotípicos e funcionais de células T CD8+ e acreditamos 

sejam de valor para o aprofundamento não só destes estudos, mas também de outros que visem a 

análise de mutações virais ou fatores de restrição e latência em diferentes tipos celulares, bem 

como de drogas ou imunoterapias.  

Como continuidade deste trabalho,  será importante no futuro obtermos dos pacientes 

infectados pelo HIV-1, em diferentes fases clínicas, as subpopulações de células CD8+, 

CD28+CD57- ou CD28-CD57+, para estudos funcionais sob efeito das várias citocinas γc aqui 

testadas, incluindo a análise da infecção destas células pelo HIV-1, para assim darmos mais um 

passo frente ao possível uso destas citocinas como imunoterapias.  
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