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Resumo 

 

Finazzo C. Geração in vitro de células T efetoras e células T reguladoras 

mediada por células dendríticas pulsadas com vírus autólogo de pacientes 

infectados pelo HIV-1. [tese]. São Paulo. Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo; 2012. 

 

Imunização terapêutica utilizando células dendríticas derivadas de monócitos 

(MoDCs) pulsadas com antígenos de HIV constitui um meio promissor de 

potencializar a resposta imune específica anti-HIV em pacientes infectados. Neste 

contexto, é importante ressaltar que células dendríticas além de estimular a resposta 

imune específica, podem ser capazes de promover a tolerância periférica em 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ ao induzir deleção, anergia ou através da expansão de 

células T reguladoras (T regs). Experimentos in vitro foram conduzidos para avaliar 

a capacidade de MoDCs pulsadas com HIV autólogo inativado em induzir apoptose 

celular, respostas celulares específicas e a geração de T regs. Os pacientes avaliados 

neste estudo foram indivíduos infectados pelo HIV, sem uso de tratamento 

antirretroviral (n = 14) com número de células T CD4+ acima de 350 células/L. 

MoDCs foram geradas a partir de células mononucleares de sangue periférico e em 

seguida foram pulsadas com vírus autólogo inativado por Aldrithiol-2, tratadas com 

estímulo para maturação e então cultivadas com linfócitos autólogos. A apoptose de 

linfócitos T e MoDCs e a frequência de células efetoras e reguladoras foram 

avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados obtidos mostraram que não houve 

diferença nos níveis de apoptose de células T CD4+, T CD8+ ou MoDCs entre os 

grupos pulsadas e não pulsadas com HIV inativado. Foi observado que tanto MoDCs 

pulsadas quanto aquelas não pulsadas com o vírus autólogo inativado foram capazes 

de induzir células T CD4+ secretoras de IFN-, enquanto que apenas MoDCs 

pulsadas levou a um aumento no percentual de células T CD8+ efetoras. Pacientes 

com contagem de células T CD4+ acima de 500 células/L apresentaram um 

percentual maior de células T CD4+ secretoras de IFN após estimulo de MoDCs 

pulsadas. Esta diferença não foi observada em células T CD8 +. T regs também 

foram induzidas in vitro após cocultivo com MoDCs. Níveis basais mais elevados de 

T regs foram encontrados em pacientes com carga viral plasmática baixa. Em 

conjunto, os resultados indicam que MoDCs pulsadas com HIV-1 são capazes de 

induzir linfócitos T efetores, mas também aumentam a frequência de T regs in vitro. 

Além disto, pacientes com maior contagem de células T CD4 + foram capazes de 

responder de forma mais eficiente ao estímulo com MoDCs pulsadas. Viremia 

persistente na infecção crônica pelo HIV pode estar associada significativamente à 

perda de T reg. 

 

Palavras chaves: HIV-1; células dendríticas; Imunoterapia; células T efetoras; 

linfócitos T reguladores.  

 

 

 

 

 



  

 

 

Summary 

 

Finazzo C.  In vitro generation of effector T cells and regulatory T cells by 

monocyte-derived dendritic cells from HIV-1-infected patients pulsed with 

autologous virus. [thesis]. São Paulo. Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo; 2012.          

 

Therapeutic immunization using inactivated autologous HIV–pulsed 

dendritic cells (DCs) is a promising strategy to enhance specific anti-HIV immune 

responses in infected patients. In this context, it is important to note that 

DC besides stimulate a specific immune response, may be able to promote 

tolerance in peripheral CD4 + and CD8 + T cells inducing deletion, anergy or 

through expansion of regulatory T cells (T reg). In vitro experiments were 

conducted to evaluate the capacity of autologous HIV–stimulated DC to induce 

apoptosis, effector cellular T cell responses and T reg generation. For these 

purposes, we used peripheral blood from HAART–naïve HIV–infected patients 

(n=14) with CD4+ T cell counts above 350 cell/L for generation of monocyte–

derived DC (MoDC). MoDC were pulsed with aldrithiol-2 (AT-2)-inactivated 

autologous virus and matured. MoDC were then cocultured with autologous 

lymphocytes and the apoptosis, production of IFN- and T reg cell frequency were 

evaluated by flow cytometry. There was no difference in the rate of apoptosis of 

CD4, CD8 T cells or MoDC between the groups pulsed and not pulsed with 

inactivated HIV. MoDC pulsed or not with inactivated autologous virus induced 

IFN- +CD4+ T cells, whereas only pulsed MoDC were able to increase effector 

CD8+ T cells percentage along the time culture. Patients with CD4+ T cell counts 

above 500 had an increased percentage of CD4 + T cells secreting IFN- upon DC 

pulsed with HIV. This difference was not observed in CD8 + T cells. 

Interestingly, T reg were also induced in vitro after MoDC cocultivation. Higher 

baseline T reg counts were found in patients with lower plasma viral loads. These 

results show that MoDC pulsed with HIV-1 are able to induce effector 

lymphocyte but also elevate the frequency of T reg in vitro. Patients with higher 

CD4+ T cell counts are able to respond more efficiently to the stimulation with 

pulsed MoDC, and persistent viremia in chronic HIV infection is associated with 

significant loss of T reg. 

 

Keywords: HIV-1; Dendritic cells; Immunotherapy; Effector T cell; Regulatory T 

lymphocytes.  
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1. Introdução 

 

A infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), causadora da 

Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (Aids), reconhecida desde os anos 80, 

constitui um desafio sem precedentes na história moderna da Saúde Pública. Esta 

pandemia vem exigindo importantes medidas que mobilizam não só as autoridades 

sanitárias dos países envolvidos, mas também seus profissionais de saúde e 

instituições de pesquisa, na tentativa de minimizar seu impacto.  

Desde o início da epidemia, em 1980, até junho de 2011, o Brasil apresentou 

608.230 casos registrados de Aids de acordo com o último Boletim Epidemiológico 

(Ministério da Saúde, 2011). Em 2010, foram notificados 34.212 casos da doença e a 

taxa de incidência de Aids no Brasil foi de 17,9 casos por 100 mil habitantes. Estima-

se que 630.000 indivíduos estejam infectados, o que corresponde a aproximadamente 

1,9 % dos casos mundiais, segundo a Organização Mundial de Saúde (Ministério da 

Saúde, 2011; World Health Organization - WHO, 2010). Entretanto nos países em 

desenvolvimento, a infecção por HIV / Aids é um problema com grandes dimensões. 

Dados da WHO revelam que no ano de 2010, 1,8 milhões de pessoas morreram em 

decorrência desta doença (World Health Organization, UNAIDS, 2010). Vale 

lembrar que, o continente africano tem forte impacto neste índice de mortalidade em 

decorrência do grande número de indivíduos infectados e com Aids. 

Apesar dos progressos obtidos, a infecção pelo HIV / Aids ainda constitui um 

sério problema de saúde pública. O tratamento com drogas antirretrovirais (ARVs) 

desempenha uma ação positiva sobre a mortalidade relacionada com a Aids, porém 

induz alterações clínicas e laboratoriais importantes (Egger et al, 1997; Eron et al, 

1995; Eron et al, 1996; Fischl et al, 1987; Fischl et al, 1989; Fischl et al, 1990). O 

uso prolongado de ARVs, especialmente quando incluem os inibidores da protease, 

tem sido associado a várias anormalidades no metabolismo de lipídios, com aumento 

do risco de doenças cardiovasculares, redistribuição inadequada da gordura corporal 

e resistência à insulina, que também contribuem para a não adesão ao tratamento 

(Carr, 2000; Hengel et al, 1997; Henry et al, 1997; Lo et al, 1998; Madge et al, 

1999).  
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Além das alterações decorrentes da terapia antirretroviral, o aumento de 

pacientes com falência terapêutica e o reconhecimento de vírus altamente 

patogênicos exigem imediatamente o desenvolvimento de novas terapias contra o 

HIV /Aids. 

Entre as terapias propostas encontra-se a utilização de vacinas terapêuticas e/ou 

o uso de imunomoduladores, que tem como principais objetivos estimular a resposta 

imune específica contra o HIV e/ou possibilitar uma melhor reconstituição 

imunológica em pacientes com infecção pelo HIV em estádio avançado, além de 

retardar a terapêutica antirretroviral altamente potente. Essas ações resultariam em 

uma melhor condição de vida, uma menor transmissão do vírus e uma diminuição 

efetiva do uso de ARVs (Autran et al., 2003; Oshiro et al., 2009). 

Lu e colaboradores (2004) propuseram uma vacina terapêutica com células 

dendríticas derivadas de monócitos (MoDCs) pulsadas com HIV autólogo inativado 

para serem administradas em pacientes infectados cronicamente por esse vírus. Neste 

trabalho, as MoDCs foram utilizadas para tratar 18 pacientes, os quais não recebiam 

terapêutica antirretroviral altamente potente e apresentavam carga viral estável 

durante os seis meses precedentes ao uso dessa vacina. Os autores relataram uma 

diminuição média da carga viral em 80% dos pacientes, que se manteve estável nos 

primeiros 112 dias após a vacinação. Além disso, em oito pacientes foi observada 

uma prolongada supressão da carga viral, de mais de 90% com relação aos níveis 

iniciais, por pelo menos um ano. Essa vacina demonstrou ser capaz de induzir uma 

resposta imune celular efetiva contra o vírus, restabelecendo o número de células T 

CD4+, aumentando a resposta de linfócitos T citotóxicos (CTLs) e suprimindo a 

carga viral (Lu et al., 2004). 

Embora grande parte dos indivíduos tenha evoluído positivamente com o 

tratamento, observou-se, neste mesmo trabalho, que nem todos os indivíduos são 

capazes de responder adequadamente à vacina. Não são conhecidas as causas dessa 

variação da resposta à vacina, mas fatores como a indução da apoptose nas MoDCs e 

nos linfócitos antígeno-específicos, ou a estimulação e ativação de células T 

reguladoras (T regs) poderiam contribuir negativamente na resposta imunológica 

contra o HIV. 
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Neste contexto, com o objetivo de compreender melhor os mecanismos 

imunológicos envolvidos na resposta à vacina terapêutica nosso estudo visa avaliar in 

vitro fatores imunoreguladores como a indução da apoptose celular e a expansão de 

células T reguladoras mediante o estímulo de MoDCs pulsadas com HIV autólogo 

inativado de pacientes infectados com HIV. Resultados derivados deste estudo 

podem abrir caminho para o aperfeiçoamento deste método terapêutico. 

 

1.1 Infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Humana do tipo 1 (HIV-1) 

 

A infecção pelo HIV-1 está associada à destruição progressiva de linfócitos T 

CD4+ e o desenvolvimento de imunodeficiências que acabam levando à Aids (Douek 

et al., 2003). O HIV-1 tem a capacidade de infectar os linfócitos T CD4+ através da 

interação da proteína de seu envelope viral, gp120, com o receptor CD4 (Alkhatib et 

al., 1996) e os coreceptores CCR5 (Bass et al., 1992) e CXCR4 (Hogan et al., 2001) 

presentes na superfície da célula hospedeira. 

O curso da infecção pelo HIV-1 é caracterizado por uma viremia bifásica, 

marcada por uma disseminação e propagação do vírus nos tecidos linfáticos durante 

a infecção primária, seguida do início da resposta imune antiviral do hospedeiro. 

Essa resposta coincide com a diminuição da carga viral plasmática (Pantaleo et al., 

1993).  

A infecção aguda dura poucas semanas e cursa com um rápido aumento da 

carga viral, um acentuado declínio na contagem de linfócitos T CD4+ (Asquith et al., 

2000; Leonardo et al., 2002; Lyles et al., 2000; Cohen et al., 2001), disseminação do 

vírus para reservatórios de linfócitos T CD4+ em latência (Chun et al., 1998; Finzi et 

al., 1997; Chun et al., 1997) e o desenvolvimento de uma resposta imunológica 

específica contra o vírus (Pitcher et al., 1999; Rosenberg et al., 1997; Koup et al., 

1994), principalmente através de uma expansão maciça de linfócitos T CD8+ 

citotóxicos (CTL) (Kahn e Walker, 1998). A importância das células T CD8
+
 

citotóxicas é amplamente documentada e o surgimento desta resposta imunológica 

específica está diretamente correlacionado com uma diminuição da carga viral 

(Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994). 
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A fase crônica é caracterizada pelo esforço do sistema imunológico em 

recuperar os danos causados durante a fase aguda da infecção. Assim, indivíduos 

infectados com HIV-1 iniciam a fase crônica da doença através de uma resposta 

humoral e celular eficaz contra o HIV, mantendo o controle parcial da replicação 

viral. Entretanto, ao longo do tempo esta resposta sofre um declínio lento e 

progressivo concomitante à diminuição da fração de células T CD4+ infectadas e a 

um aumento na ativação imunológica crônica de linfócitos T CD4+ e T CD8+ de 

memória e naive associada à depleção sistêmica destas células, por apoptose (Douek 

et al., 2003; Derdeyn & Silvestri, 2005).  

 

1.2 Apoptose celular no curso da infecção pelo HIV-1 

 

A disfunção e a depleção de linfócitos T CD4+ são marcadores importantes da 

infecção pelo HIV e estão dentre as principais causas da imunodeficiência que se 

instala no decorrer da infecção (Westby et al., 1996; Hogan & Hamer, 2001). 

Inúmeras explicações para a redução de células T CD4+ têm sido propostas 

incluindo uma produção diminuída das células T pelo timo, a diminuição da 

capacidade proliferativa das células T CD4+, o armazenamento do vírus em células T 

específicas presentes no tecido linfóide e o aumento da morte celular através da 

indução da apoptose pelo HIV (Lawn et al., 2001; Ribeiro et al., 2002; Gougeon, 

2003).  Estes mecanismos, responsáveis pelo declínio de células T CD4+ não atuam 

da mesma forma nos linfócitos T CD8+, cujo número aumenta até os últimos 

estágios da infecção pelo vírus (Ribeiro et al., 2002).  

As células dendríticas (DCs), que também expressam o receptor CD4 e os 

coreceptores de quimiocinas, representam um alvo celular importante para o HIV-1, 

o que contribui para o desenvolvimento da imunodeficiência observada durante a 

infecção (Grassi et al., 1999; Donaghy et al., 2001; Jones et al., 2001). Essas células 

podem apresentar-se defeituosas especialmente pela ação das glicoproteínas do 

envelope viral que prejudicam sua maturação e secreção de citocinas (Meyaard et al., 

1993; Meltzer et al., 1990). Laforge et al. (2011) demonstraram em ensaios in vitro 

que MoDCs cultivadas com HIV durante o processo de diferenciação, aumentou a 

suscetibilidade destas células em sofrer apoptose em resposta aos receptores de morte 
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celular. Além disso, propuseram que a infecção com HIV/SIV estaria associada com 

um aumento das formas ativas das moléculas pró-apoptóticas Bax e Bak e com uma 

diminuição das proteínas antiapoptóticas Mcl-1 e FLIP. Estes resultados sugerem que 

ambas as vias intrínsecas e extrínsecas da apoptose estão envolvidas na morte de 

células apresentadoras de antígenos (APCs) durante a infecção pelo HIV/SIV. 

Porém, o impacto do HIV na indução de apoptose em monócitos e DCs ainda devem 

ser melhor elucidados. 

A apoptose representa um dos mais importantes mecanismos responsáveis pela 

depleção de linfócitos T CD4+ (Leaderman et al., 2000; Gougeon, 2003) e CD8+ 

durante a infecção por HIV-1 (Ameisen et al., 1991; Groux et al., 1992; Meyaard et 

al., 1994). Por sua vez, o HIV desenvolveu estratégias para desencadear os 

mecanismos apoptóticos tanto em células infectadas como em não infectadas, 

induzindo assim a destruição das células efetoras do sistema imunológico (Gougeon, 

2003; Saellens et al., 2004; Février et al., 2011). 

Os principais mecanismos de indução de apoptose nos linfócitos T durante a 

infecção pelo HIV são: morte direta de células alvo infectadas devido à 

citotoxicidade do vírus, morte de células circulantes causada por proteínas virais pró-

apoptóticas que são liberadas pelas células infectadas, morte dos linfócitos efetores 

através do recrutamento para os tecidos linfóides infectados, expressão alterada das 

moléculas reguladoras da apoptose celular pelos linfócitos e pelas APCs em 

consequência da ativação imunológica persistente e desregulação da produção de 

citocinas e quimiocinas (Gougeon & Montagnier, 1999; Selliah & Finkel, 2001; 

Saellens et al., 2004; Février et al., 2011). 

As glicoproteínas do envelope viral apresentam um papel crucial na apoptose 

associada ao HIV através da via mediada por receptores de morte celular ou pela via 

mitocôndria–dependente. A gp-120 solúvel ou ancorada à membrana celular induz 

ambas as vias apoptóticas Fas-dependente (aumento de Fas/FasL, diminuição de 

FLIP) e Fas-independente (aumento de Bax, diminuição de Bcl-2), através de 

receptores celulares tais como CD4, CXCR4 e CCR5.  A gp-120/gp-41 do HIV-1 é 

expressa na superfície da membrana plasmática de células infectadas levando à fusão 

célula-célula com células T CD4+ adjacentes não infectadas. Tais células fusionadas 
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entram em apoptose através da via intrínseca mitocôndria–dependente (Wan & Chen, 

2010). 

Está bem definido que a ativação imunológica crônica tem um importante 

papel na imunodeficiência modulada por células T e consequentemente na apoptose 

destas células (Hazenberg et al., 2000; Mohri et al., 1998; Rosenzweig et al., 1998; 

Leng et al., 2001). Durante a fase crônica da doença, a ativação imune generalizada 

está associada com o aumento da sinalização do HIV-1 através de vias pró-

apoptóticas dos linfócitos T e com uma diminuição da população de linfócitos T 

naive que ocorre com a progressão da doença, alcançando valores mínimos em 

indivíduos com Aids (Ginaldi et al., 1997; Ogg et al., 1999). Adicionalmente, a 

ativação imunológica crônica induz à expressão contínua de fatores de morte celular, 

podendo transformar linfócitos T e APCs em células efetoras da apoptose celular, 

levando à destruição também de células não infectadas ativadas (Gougeon & 

Montagnier, 1999). Sendo assim, através de seu recrutamento nos tecidos linfóides 

infectados, as células T CD4+ naive também podem ser mortas através das células 

dendríticas infectadas (Patterson et al., 2001).  

Os níveis de apoptose de células T têm uma correlação com a progressão da 

doença, tendo sido demonstrado que indivíduos infectados pelo HIV não-

progressores apresentam baixos níveis de apoptose celular (Gougeon, 2003; 

Gougeon et al., 1996). Além disso, um estudo desenvolvido na África mostrou que a 

infecção pelo HIV-2, que é menos patogênico que o HIV-1, está associado com um 

baixo nível de ativação celular e redução de apoptose em células T (Michel et al., 

2000). Tal fato foi confirmado a partir da observação de uma forte correlação entre 

ativação imunológica e a depleção de células T CD4+, que foi evidenciada quando 

foram comparados pacientes infectados pelo HIV-1 e pacientes infectados pelo HIV-

2 com grau similar de depleção de células T CD4+ (Sousa et al., 2002).  

Entretanto, apesar de muitos trabalhos mostrarem correlação entre a frequência 

de apoptose e a progressão da doença (Gougeon et al., 1996; Meyaard et al., 1992), 

existem resultados contraditórios (Muro-Cacho et al., 1995) refletindo o fato de que a 

apoptose pode não representar o único fator responsável pela depleção de células T 

(Lawn et al., 2001) e que outros mecanismos, por exemplo, mediados por T regs, 

podem estar envolvidos.  
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1.3 Células T reguladoras e a infecção pelo HIV-1 

  

         As células T reguladoras (T regs) possuem mecanismos imunossupressores 

essenciais para a indução e manutenção da autotolerância imunológica, que 

controlam células T auto-reativas (Sakaguchi et al., 1995; Suri-Payer et al., 1998). As 

T regs também regulam linfócitos T aloreativos que reconhecem antígenos tumorais 

e aloenxertos, reduzindo assim a imunidade antitumoral e a rejeição a enxertos. 

Controlam ainda o balanço entre a resposta imune de linfócitos T auxiliares 1 (Th1) e 

T auxiliares 2 (Th2) (Terabe et al., 2004; Taylor et al., 2001; Taylor et al., 2002; Xu 

et al., 2003). Além de todas estas funções supressoras de células T auto e aloreativas, 

as T regs também podem suprimir a resposta imune a bactérias (Hori et al., 2002), 

fungos (Montagnoli et al., 2002), parasitas (Belkaid et al., 2002; Hisaeda et al., 2004) 

e vírus (Iwashiro et al., 2001; Suvas et al., 2003; Dittmer et al., 2004). 

A maioria das T regs é CD4+ e expressa constitutivamente a molécula CD25 

(cadeia  do receptor de IL-2, IL-2R) (Sakaguchi et al., 1995). Embora amplamente 

veiculado, o uso da expressão de CD25 como um marcador fenotípico de T regs 

durante a resposta imune é muito limitado, pois células T recém-ativadas e não 

reguladoras também expressam transitoriamente a molécula CD25. Outros 

marcadores de superfície celular vêm sendo correlacionados com o fenótipo e função 

de T regs como a alta expressão de CD45RO (Baecher-Allan et al., 2001; Dieckmann 

et al., 2001) e CD62L (Kuniyasu et al., 2000; Eggena et al., 2005) ou a baixa 

expressão de CD127 (Liu et al., 2006; Seddiki et al., 2006), porém o marcador 

considerado mais específico de T regs é o fator de transcrição Foxp3 expresso nessa 

população (Hori et al., 2003; Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003).  

De fato, foi demonstrado que as T regs expressam especificamente o gene 

regulador Foxp3, que codifica um fator de transcrição chamado de forkhead 

transcription factor 3, que controla seu desenvolvimento e função (Hori et al., 2003; 

Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003). A expressão retroviral do gene Foxp3 em 

células T periféricas CD4+CD25+ murinas ou humanas resulta na aquisição da 

função supressora por essas células. Portanto, a expressão de Foxp3 pode ser usada 

como um marcador molecular específico para as T regs CD4+CD25+ (Kronenberg e 

Rudensky, 2005). 
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As T regs CD4+CD25+ naturais, geradas no timo, apresentam-se como uma 

subpopulação de células T funcionalmente distinta e madura e constituem 

aproximadamente 5-10% da população de células T CD4+ (Suri-Payerbet al., 1998; 

Sakaguchi, 2004). Essas células expressam preferencialmente as moléculas CTLA-4 

(citotoxic T lymphocyte antigen-4), GITR (glucocorticoid-induced TNFR-family 

related receptor) e PD-1 (programmed death-1) em sua membrana celular 

(Sakaguchi, 2004) e necessitam da ativação via receptor TCR para se tornarem ativas 

e exercerem sua função (Thornton & Shevach, 1998; Shevach, 2002). Uma vez 

ativadas, pressupõe-se que sua função reguladora seja dependente do contato célula-

célula (Shevach, 2002), de maneira antígeno específica (Tanchot et al., 2004; 

Nishimura et al., 2004; Belkaid & Rouse, 2005; Suffia et al., 2006).  

Além da geração tímica natural de T regs CD4+CD25+, células T 

convencionais podem converter-se em T regs in vivo após estimulação antigênica 

crônica ou em condições de linfopenia (Apostolou e Boehmer, 2004; Curotto de 

Lafaille et al., 2004; Walker et al., 2003) e in vitro através da estimulação via TCR 

(Chen et al., 2003; Fantini et al., 2004). Essas células são conhecidas como T regs 

adaptativas ou induzidas e podem expressar ou não o Foxp3. As T regs induzidas 

Foxp3
-
 podem ser de 2 grupos distintos: T regs tipo 1 (Tr1) e células T auxiliares 3 

(Th3). As Tr1 são provenientes de células T naive convencionais e dependem, 

exclusivamente, de IL-10 para sua diferenciação e função. As células Th3 estão 

envolvidas nas respostas relacionadas à tolerância oral e exercem seu papel supressor 

através da secreção de TGF- (Mills, 2004). Em relação as T regs induzidas Foxp3+ 

(T regi), para essas células adquirirem a expressão de Foxp3 e conseqüentemente, sua 

função reguladora, é necessário uma estimulação antigênica via TCR e a presença de 

TGF- e IL-2 (Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009). 

Como mencionado anteriormente, a ação das T regs não se limita apenas a 

antígenos próprios, podendo se estender também a agentes infecciosos. Desta forma, 

estas células contribuem para a persistência desses agentes infecciosos e o 

estabelecimento da infecção crônica (Mills et al., 2004; Belkaid & Rouse, 2005). 

As T regs possuem uma profunda ação inibitória sobre a ativação, proliferação 

e função efetora de células T CD4+ e CD8+. É sabido que essas células suprimem a 

produção de citocinas (especialmente a IL-2) nos linfócitos T respondedores e 



10 

  

inibem a atividade efetora das células T CD8+. Além disso, também exercem sua 

função supressora através do contato célula-célula. As T regs podem levar células 

efetoras à morte celular através de mecanismos perforina e/ou granzima dependentes, 

de maneira semelhante às células T CD8+ citotóxicas (Grossman et al., 2004; 

Gondek et al., 2005; Cao et al., 2007), ou podem enviar sinais inibitórios para as 

células efetoras através de três mecanismos: regulação do AMP cíclico intracelular, 

que leva à inibição da proliferação celular e formação de IL-2 (Boop et al., 2007); 

expressão do CD39 e CD73 responsáveis pela catalisação da adenosina gerada 

(Deaglio et al., 2007); e através da interação com B7 (CD80 e CD86) expresso nas 

células T respondedoras (Paust et al., 2004). 

Outra forma das T regs interferirem na atividade de células T é através da 

produção de citocinas supressoras como IL-10 (Asseman et al., 1999), TGFRead 

et al.,  Nakamura et al e IL-35 (Collison et al., 2007), que atuam 

interrompendo o ciclo celular das células alvos. Outras moléculas incluindo o 

monóxido de carbono e as galectinas produzidas pelas T regs também foram 

reportadas por apresentarem papéis funcionais na supressão celular (Garin et al., 

2007; Lee et al., 2007). 

T regs ativadas exercem uma modulação negativa na expressão das moléculas 

coestimuladoras CD80 e CD86, presentes nas APCs. As T regs expressam CTLA-4 

que ao se ligar ao CD80 e CD86, fazem com que as APCs apresentem sua 

capacidade coestimuladora diminuída. Dessa mesma forma, essas células também 

estimulam DCs a expressarem a enzima indoleamina 2, 3-dioxigenase (IDO). Essa 

enzima cataboliza a conversão do triptofano em kinurenina, substância que atua de 

uma forma tóxica nos linfócitos próximos às DCs (Oderup et al., 2006; Puccetti e 

Grohmann et al., 2007).  As T regs expressam a molécula LAG-3 que similarmente à 

ação do CTLA-4, interage com o MHC classe II presente nas DCs imaturas 

mantendo sua imaturidade e consequentemente, diminuindo sua capacidade de 

apresentação antigênica (Huang et al., 2004). 

Em suma, múltiplos mecanismos podem atuar na supressão mediada pelas T 

regs tanto em células efetoras como em APCs e várias moléculas podem ser 

secretadas ou expressas na superfície dessas células e contribuir diretamente em suas 

funções supressoras. Sendo assim, as T regs apresentam um papel importante 
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limitando a imunopatologia proveniente de altos níveis de estimulação imunológica 

presentes nas infecções crônicas virais (Sakaguchi, 2003). 

As T regs, assim como as células T convencionais, são progressivamente 

perdidas durante a infecção pelo HIV. Além disso, durante a fase crônica, a 

freqüência das T regs circulantes em indivíduos infectados é mais alta quando 

comparada com controles normais e a ativação imunológica aumenta com o declínio 

dessas células (Prendergast et al., 2010). As T regs expressam os coreceptores do HIV 

CCR5 e CXCR4 e uma vez estimuladas, essas células tornam-se mais suscetíveis à 

infecção pelo HIV (Ji & Cloyd, 2009). 

A queda no número das T regs circulantes pode ser explicada por diversos 

mecanismos: infecção preferencial pelo HIV e/ou propriedades apoptóticas das T 

regs e/ou realocação para outros tecidos linfóides (Février et al., 2011).  

A infecção crônica pelo HIV interfere na distribuição das T regs CD4+CD25+ 

(Chase et al., 2008) que apresentam-se com número aumentado nos linfonodos 

periféricos e nos tecidos linfóides das mucosas onde a maioria das replicações do 

HIV acontece. Quando é comparada a frequência das T regs no sangue periférico e 

na mucosa do duodeno, a frequência e o número absoluto das T regs das mucosas 

apresentam-se altamente elevadas em pacientes sem tratamento (Epple et al., 2006; 

Nilsson et al., 2006; Fazekas de St Groth & Landay, 2008).  A ligação do HIV nas T 

regs aumenta a expressão de receptores de migração como o CD62L, aumenta sua 

migração para os linfonodos periféricos e para o tecido linfoide das mucosas, e eleva 

sua sobrevida celular (Ji & Cloyd, 2009). 

Por outro lado, apesar de outros trabalhos relatarem que durante a infecção 

crônica, a freqüência das T regs apresenta-se significantemente aumentada no timo, a 

entrada destas células na periferia não garante sua preservação, e assim seu número 

absoluto se mostra substancialmente diminuído (Jiao, 2009). Dessa forma, a 

habilidade dessa subpopulação desenvolver um efeito benéfico, ou seja, controlar a 

ativação imunológica e consequentemente retardar a progressão da doença, 

apresenta-se prejudicada.  

Em modelos murinos de Aids, a progressão da doença está associada com o 

aumento de células T regs naturais no sangue periférico (Beilharz et al., 2004). Além 

disso, muitos estudos também indicam que a resposta imunológica contra a infecção 
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pelo HIV pode ser diminuída pelas T regs naturais (Aandahl et al., 2004; Kinter et 

al., 2004; Weiss et al., 2004) e que a persistência viral leva à expansão de T regs, 

resultando em uma tolerância imunológica aos antígenos do HIV (Weiss et al., 

2004). 

Neste contexto, as T regs apresentam uma importante função na 

imunoregulação e podem exercer um papel crítico na patogênese do HIV. Apesar da 

maioria das T regs de indivíduos infectados pelo HIV suprimirem a resposta de 

células T contra o vírus in vitro, e ainda induzirem a tolerância ao HIV in vivo, essas 

mesmas células também podem prevenir a ativação de células T CD4+ e assim, 

reduzir a viabilidade de células alvo para a replicação do HIV (Kinter et al., 2004). 

Desta forma, as células T regs apresentam dois papeis importantes na infecção viral, 

podendo controlar a imunopatologia e ao mesmo tempo facilitar a progressão para 

infecções crônicas (Nixon et al., 2005; Damoiseaux, 2006; Février et al., 2011). 

  

1.4 O papel das células dendríticas na infecção pelo HIV-1 

 

As células dendríticas (DCs) são as mais potentes células apresentadoras de 

antígenos (APCs) envolvidas no balanço entre a autotolerância e a resposta inata e 

adaptativa (Banchereu & Steinman, 1998; Usharauli, 2005).  

        Existem dois subtipos principais de DCs: as células dendríticas mielóides 

CD11c+ (DCMs), originárias de precursores mielóides CD34+, e as células 

dendríticas plasmocitóides CD123+ (DCPs) originárias de precursores linfóides. 

Ambas DCs são capazes de apresentar antígenos a linfócitos T específicos, porém 

diferem em outros aspectos funcionais. As DCMs são as mais abundantes e secretam 

altos níveis de IL-12 durante a apresentação antigênica, enquanto as DCPs produzem 

IFN- quando ativadas, desempenhando um importante papel na imunidade antiviral 

(Siegal et al., 1999; Cella et al., 1999). 

As DCs, em particular as DCMs, encontram-se distribuídas por todo o corpo, 

porém em maiores quantidades na pele e mucosas, onde são encontradas no estágio 

imaturo. Essas células imaturas expressam os receptores CCR5 e CCR6, 

responsáveis pela migração das DCs para os locais de inflamação onde são 
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produzidas quimiocinas inflamatórias tais como, MIP-1, MIP-1, MIP-3 e 

RANTES (Vanbervliet et al., 2002). Quando entram em contato com o antígeno as 

DCs imaturas respondem rapidamente internalizando o antígeno através da 

fagocitose, endocitose ou macropinocitose em vesículas lisossomais. Em seguida, 

essas células iniciam o processo de maturação, caracterizado pelo aumento na 

expressão das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade I e II (MHC 

I e II), moléculas coestimuladoras (CD80, CD86, CD40) e receptores de 

quimiocinas. Após o processo de maturação, as DCs expressam moléculas de adesão 

(CD54/ICAM-1, CD58/LFA-3, ALCAM), adquirindo a capacidade de migrar através 

dos vasos linfáticos aferentes até as áreas ricas em células T nos linfonodos.  Nestes 

locais, as DCs maduras apresentam os antígenos, via MHC classe I e II, aos 

linfócitos T CD8+ e T CD4+ específicos, estimulando a expansão clonal dos 

linfócitos T virgens (Banchereau et al, 2000; Liu et al, 2001; Steinman, 2001; 

Gluckman, et al, 2002; Adams et al, 2005).  

As DCs são os primeiros tipos celulares encontrados e infectados pelo HIV 

após a exposição da mucosa ao vírus, sendo assim, além de iniciarem a resposta 

imune primária através da apresentação do antígeno, essas células também são 

utilizadas como um meio de estabelecer a infecção e propagar o vírus no hospedeiro 

(Hewson et al., 1999). Assim, embora a freqüência de DCs infectadas in vivo seja até 

100 vezes menor do que as células T CD4+ (McIlroy et al., 1995; Collman et al., 

2003) estas células apresentam um papel fundamental na iniciação e manutenção da 

resposta imune contra o HIV (Knight & Stagg, 1993).  

O HIV pode infectar diretamente as DCs e estas células infectadas podem 

subseqüentemente infectar e induzir a apoptose nos linfócitos T CD4+ naive, 

contribuindo assim para a perda das células T CD4+ no início da infecção. 

 A infecção da célula dendrítica (DC) pelo HIV ocorre no estágio imaturo da 

célula, através da ligação da proteína do envelope viral, gp120, ao receptor CD4 e 

aos coreceptores CCR5 ou CXCR4 expressos na membrana celular (Zaitseva et al., 

1997; MacDougall et al., 2002). Além disso, a DC pode capturar o HIV através de 

receptores de lectina tipo-C, em especial o CD209, também denominado DC-SIGN 

(Turville et al, 2002; Geijtenbeek et al., 2000). Porém, independentemente do modo 
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de entrada do vírus na DC, ambos os processos tornam-na infectada e capaz de 

infectar uma célula T CD4+.  

Diversos trabalhos apontam para o declínio, ao longo da infecção pelo HIV, do 

número e da atividade funcional das APCs, incapacitando o organismo de elaborar 

uma resposta antiviral adequada favorecendo assim a progressão do quadro 

infeccioso até a doença propriamente dita (Aids) (Barron et al, 2003). Acredita-se 

que essas alterações, juntamente com a diminuição do número de linfócitos T CD4+, 

sejam responsáveis pelo progresso da infecção (Grassi et al., 1999; Donaghy et al., 

2001; Jones et al., 2001).  

As DCs também apresentam um papel importante no controle da função e 

expansão das populações de células T reguladoras, visto que DCs podem expandir 

ativamente as células T supressoras CD4+CD25+ proporcionando um mecanismo 

que evita a indução da autoimunidade (Steinman et al., 2003; Steinman & 

Nussenzweig, 2002; Yamazaki et al., 2003). Fehervari & Sakaguchi (2004) 

demostraram que as DCs são as únicas APCs capazes de resgatar as T regs do estado 

anérgico, estimular a sua proliferação e produção de IL-2, e ainda ativar sua função 

imunossupressora mantendo estável a expressão do Foxp3. 

 Estudo in vitro realizado em pacientes infectados pelo HIV revelou que DCs 

imaturas infectadas pelo HIV não foram ativadas mediante os estímulos de 

maturação, e deste modo foram incapazes de apresentar um perfil imunogênico. 

Essas células não conseguiram processar e apresentar o antígeno viral, desta forma 

estabelecendo uma tolerância ao vírus. Além disso, observou-se um aumento da 

função imunossupressora evidenciada através do aumento na produção de IL-10 em 

cocultivo dessas células com linfócitos autólogos. Os autores sugeriram que a 

infecção viral pode participar com um aumento da expressão de receptores de ICOS-

L, presente na superfície das DCs, responsáveis pela indução das T regs (Granelli-

Piperno et al., 2004). 

Considerando o papel central que as DCs desempenham no direcionamento da 

resposta imune, tem sido proposta a manipulação do sistema imunológico para o 

controle de doenças infecciosas através de vacinas terapêuticas, incluindo 

imunoterapia para pacientes infectados pelo HIV-1. Apesar de apresentarem uma 

condição imunológica adequada no início da infecção, os indivíduos infectados não 
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são capazes de eliminar o vírus. Dessa forma, constitui-se um grande desafio 

estimular o organismo através das DCs de maneira a conter efetivamente a infecção. 

Essas células vêm sendo amplamente utilizadas como adjuvantes e carreadores de 

antígeno para induzir respostas antígeno-específicas de células T com pouca ou 

nenhuma toxicidade em estratégias de vacinação para uma variedade de doenças, 

incluindo câncer ( Sinkovics & Horvath, 2000; Wierecky et al., 2006 ).  

No contexto de imunoterapia, é importante notar que DCs, além de seu 

papel em estimular uma resposta imune específica, tambem podem promover 

tolerância periférica em células T CD4+ e CD8+ via deleção, anergia ou expansão de 

T regs (Reis e Sousa, 2006; Yamazaki & Steinman, 2009). 

Assim, células Th1-vírus específicas podem ajudar diretamente a promover a 

diferenciação das células T CD8+ - vírus específicas através da secreção de citocinas 

in situ e/ou através de um mecanismo indireto, desencadeando a ativação da DC 

mediada por CD40 que favorece a diferenciação de celulas T CD8+ (O'Sullivan & 

Thomas, 2003). Assim, estratégias de vacinação que aumentam células Th1-vírus 

específicas poderiam potencialmente ser utilizadas no tratamento de pessoas com 

infecção progressiva pelo HIV-1 e outras doenças virais crônicas. 

Estratégias de imunização utilizando DCs pulsadas com antígeno têm se 

mostrado uma forma racional e promissora de potencializar a resposta imune 

específica anti-HIV em pacientes infectados. A proposta da vacina é retardar o início 

da terapêutica antirretroviral altamente potente resultando em uma melhor condição 

de vida e, sobretudo reduzindo a resistência precoce aos antirretrovirais.  

Trabalho anteriormente publicado mostrou que uma vacina composta de 

MoDCs autólogas pulsadas com HIV-1 autólogo inativado pelo calor, diminuiu 

progressivamente a magnitude e a amplitude da resposta das células T CD8 + HIV-1-

específicas e aumentou a resposta proliferativa das células T CD4+ HIV-1-

específicas (Garcia et al., 2005). Connolly e colaboradores (2008) também aplicaram 

uma vacina de MoDCs autólogas carregadas com um peptídeo sintético do HIV em 

pacientes tratados com HAART e observaram um aumento significativo na 

freqüência de células produtoras de IFN-γ HIV-específicas. Curiosamente,  

resultados preliminares deste mesmo trabalho sugeriram um aumento na frequência 

de T regs  CD4 + CD25 + Foxp3+ após 2-4 semanas da vacinação. Esse aumento de 
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T regs poderia ter impedido uma resposta mais robusta de células T HIV-1- 

específicas para essa terapia (Rinaldo, 2009). 

Resultados expressivos foram demonstrados por Lu e colaboradores (2004) que 

utilizaram MoDCs autólogas pulsadas com vírus autólogo inativado quimicamente. 

Esta vacina mostrou ser uma estratégia promissora para controlar a infecção, uma 

vez que induziu uma resposta imune celular efetiva contra o vírus e suprimiu a carga 

viral. 

Neste contexto, se considerarmos o interesse nesta vacina terapêutica e 

avaliarmos seu custo operacional, a expectativa gerada em torno do tratamento e o 

fato de que nem todos os pacientes respondem eficientemente à vacina, torna-se 

crucial entender os possíveis mecanismos envolvidos durante esta estimulação que 

possam estar envolvidos na boa ou na má resposta dos pacientes vacinados. Essa 

informação ajudaria a avaliar possíveis mudanças deste protocolo com o fim de 

potencializar seu sucesso.  

Este estudo propõe realizar uma avaliação in vitro da frequência de células T 

efetoras e T regs de pacientes crônicamente infectados antes e após estimulação com 

MoDCs autólogas pulsadas com HIV autólogo inativado. Além disso, este estudo 

avalia os níveis de apoptose de células T e DCs durante o cocultivo. A indução de T 

regs e morte celular dos linfócitos após a vacinação com DCs pulsadas pode explicar 

as variações observadas nos resultados após a vacinação terapêutica de Lu e 

colaboradores (2004). Estes dados fornecem informações importantes a fim de 

maximizar o sucesso dessa estratégia de vacinação terapêutica e beneficiar um 

número maior de pacientes infectados pelo HIV. 
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2. Objetivo geral 

 

Avaliar in vitro a capacidade de MoDCs pulsadas com HIV autólogo inativado em 

induzir respostas celulares específicas e mecanismos imunorreguladores em 

pacientes infectados pelo HIV-1 

 

2.1 Objetivos específicos 

  

1. Avaliar a apoptose de MoDCs, induzida por HIV autólogo inativado e 

apoptose de linfócitos ativados após estímulo com MoDCs pulsadas com HIV 

autólogo inativado. 

 

2. Avaliar a frequência de células T CD4+ e CD8+ produtoras de IFN- após 

estímulo com MoDCs pulsadas com HIV autólogo inativado  

 

3.  Analisar a frequência de T regs após interação de linfócitos com MoDCs 

pulsadas com vírus autólogo inativado.  
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1 Casuística 

 

Foram incluídos no estudo 14 pacientes cronicamente infectados pelo HIV, 

sem uso de terapia antirretroviral, com contagem de células T CD4+ acima de 350 

células/L, sem alteração significativa no número de células T CD4+ e carga viral 

plasmática nos últimos 6 meses (até 25% no número absoluto de células TCD4+ e 

variação de até 0,5 log na carga viral). 

Foram fatores de exclusão mulheres grávidas, menores de 18 anos, indivíduos 

com neoplasias, infecções oportunistas (até 6 meses do período que antecede o 

estudo), doenças autoimunes, imunodeficiências primárias e/ou que apresentem 

contagem de células T CD4+ inferior a 350 células/L.  

Os pacientes foram selecionados no Ambulatório Clínico de Dermatologia 

Especializada - ADEE - 3002 do Departamento de Dermatologia do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HCFMUSP) e 

participaram voluntariamente após assinatura de termo de consentimento livre e 

esclarecido aprovado pela Comissão de Ética para Analise de Projetos de Pesquisa 

do HCFMUSP - CAPPesq (n°: 730/06), de acordo com a resolução n° 196/96 do 

Ministério da Saúde, sobre pesquisa envolvendo seres humanos. 

 

3.2 Ativação de PBMCs de doador sadio para expansão viral 

 

Para a obtenção de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de 

doador sadio foram utilizadas bolsas de sangue obtidas do Hospital Alemão Oswaldo 

Cruz, com sorologia negativa para HIV, sífilis, hepatite, doença de chagas, malária e 

HTLV. 

O material foi separado por gradiente de Ficoll/Hypaque e as PBMCs obtidas 

foram congeladas e armazenadas a -70
o
 C ou em nitrogênio líquido. 

Entre 24 a 48 horas antes do uso, cerca de 10
7
 células foram descongeladas e 

cultivadas em 5 mL de meio de cultura RPMI (Gibco Life Technologies) contendo 
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10% de soro fetal bovino (SFB), 5 g/mL de fitohemaglutinina (PHA) e 20 UI/mL 

de IL-2 para promover a ativação das células. 

 

3.3 Isolamento e expansão de vírus  

 

O isolamento e expansão de vírus obtidos através de amostra de sangue 

periférico de pacientes infectados foram realizados segundo protocolo obtido da 

ACTG Laboratory Technologist Committe, com algumas modificações (disponível 

em http://www.niaid.nih.gov/daids/vir_manual/full_vir_manual.pdf). Todas as 

etapas, incluindo isolamento, expansão e inativação, foram realizadas em laboratório 

de nível de biossegurança 2+ do Laboratório de Virologia do Instituto de Medicina 

Tropical (IMT-USP), cujo acesso foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Cláudio 

Sergio Pannuti. 

Para este ensaio foram coletados aproximadamente 20 mL de sangue 

periférico de paciente infectado pelo HIV. Após diluição do sangue à proporção de 

1:2 em solução salina, as PBMCs foram separadas por gradiente Ficoll/Hypaque 

densidade 1077, através de centrifugação por 20 minutos a 867g.  

Cerca de 10
7 

PBMCs de paciente infectado foram juntados às PBMCs de 

doador sadio, (previamente ativadas com PHA por 24 a 48 h) e a mistura de células 

foi cultivada em meio de cultura RPMI contendo 10% de SFB e IL-2 (20
 
UI/mL) e 

mantida a 37
o
 C em estufa de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias e 

semanalmente as culturas foram realimentadas com 10
7 

PBMCs de doador sadio 

previamente ativadas com PHA.  

As culturas foram monitoradas semanalmente pelo método de ELISA, de 

acordo com as informações do fabricante (ELISA kit Vironostika HIV-1 Antigen, 

Biomerieux, Marcy l'Etoile, France), para detecção da proteína p24 no sobrenadante. 

Culturas positivas foram expandidas em garrafas maiores e culturas que se 

mantiveram por mais de 4 semanas negativas foram desprezadas.  

A cada repique o sobrenadante da cultura contendo as partículas virais foi 

armazenado a –20
o
 C para posterior inativação. Após acúmulo de cerca de 200-250 

mL de sobrenadante comprovadamente positivo para p24 as culturas foram 

http://www.niaid.nih.gov/
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finalizadas, sendo as PBMCs armazenadas em nitrogênio líquido e o sobrenadante 

aliquotado e congelado a -70
o
 C. 

 

3.4 Inativação do vírus HIV 

 

Para a inativação dos vírus obtidos por expansão em PBMCs de doador sadio, 

foi utilizado o protocolo descrito por Rossio et al. (1998), com algumas 

modificações. 

O volume total dos sobrenadantes obtidos nas culturas de expansão viral foi 

incubado com 250 M de Aldrithiol-2 (AT-2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

sob agitação constante por 1 hora a 37
o
 C a fim de se preservar intacta a conformação 

nativa do vírus e manter a capacidade da gp120 de se fundir à célula.  

Após a inativação, o material foi centrifugado a 3.000g por 20 minutos para 

remoção de debris celulares e a seguir, concentrados em dispositivo de ultrafiltração 

Amicon (Millipore, Billerica, MA, USA) com membrana de 100 kDa, através de 

centrifugação a 2880 g por 20 minutos em cada ciclo. Após a concentração de todo o 

volume, o material foi lavado 2 vezes em PBS estéril para remoção do AT-2. 

A purificação dos vírus foi realizada por ultracentrifugação em centrífuga 

L80 Beckman, utilizando rotor de ângulo móvel (SW41 Ti). Para tanto, o material foi 

acondicionado sobre solução de sacarose 20% em TNE (20 mM de Tris/HCl, 20 mM 

de NaCl e 2,5 mM de EDTA), na proporção de 1/3 de sacarose: 2/3 sobrenadante 

concentrado e em seguida centrifugado a 4
o
 C por 1 hora a 100.000 g. Após este 

período, todo o material acima da sacarose foi removido e o pellet ressuspendido em 

TNE. Procedeu-se à nova centrifugação por mais 1 hora a 100.000 g e em seguida o 

pellet foi ressuspendido em meio de cultura (AIMV) e quantificado com relação ao 

número de partículas virais através da reação de cadeia de polimerase (PCR), 

utilizando kit Cobas Amplicor (Roche Diagnostics). 

O controle do processo de inativação foi realizado através da cultura durante 

4 semanas de uma alíquota de partículas virais inativadas, na presença de PBMCs 

previamente estimuladas com PHA. O sobrenadante foi recolhido a cada 3 dias e 

monitorado com relação aos níveis de p24, dosados através da técnica de ELISA. 
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3.5 Geração e estímulo de células dendríticas  

 

Para a obtenção de células dendríticas derivadas de monócitos (MoDCs) de 

indivíduos infectados pelo HIV foram coletados 70 mL de sangue periférico e as 

células mononucleares foram separadas por gradiente Ficoll/Hipaque (Amersham 

Biosciences, Piscataway, NJ).  

Em seguida, células CD14+ foram purificadas por seleção magnética 

(VARIOMACS, Miltenyi Biotech, Alemanha). Para tanto, as PBMCs foram 

incubadas com microesferas magnéticas conjugadas a anticorpo monoclonal anti-

CD14 humano (Miltenyi Biotech, Alemanha) e após lavagem foram acondicionadas 

em colunas magnéticas. Após exaustiva lavagem para retirada de células não 

marcadas, a coluna foi removida do campo magnético e as células CD14+ foram 

eluídas e cultivadas em meio de cultura (AIM-V; Adoptive Immunotherapy Media - 

Gibco, Langley, OK, USA) suplementado com 50 ng/mL de IL-4 e 50 ng/mL de 

GM-CSF (R&D Systems, Wiesbaden, Germany). No 3º dia a cultura foi 

suplementada pela adição de IL-4 e GM-CSF nas mesmas concentrações. No 6
o 

dia 

de cultura as células foram pulsadas por 2 horas com HIV autólogo inativado e após 

2 ciclos de lavagem, foi adicionado reforço de IL-4 e GM-CSF (50 ng/mL de cada 

citocina), acrescentando-se ainda um pool de citocinas pró-inflamatórias (50ng/mL 

de TNF, 10ng/mL de IL-1 e 100ng/mL de IL-6) (R&D Systems, Wiesbaden, 

Germany). As células foram então cultivadas por mais 48 horas para completa 

ativação (Sallusto & Lanzavecchia, 1994; Romani et al, 1996). Após 48 horas de 

cultivo as células foram utilizadas para ensaios de citometria e co-cultivo com 

linfócitos. 

As células CD14-, constituídas predominantemente por linfócitos, foram 

congeladas a –70°C para uso posterior.  

 

3.6 Caracterização fenotípica de células dendríticas  

 

MoDCs pulsadas ou não com vírus, foram analisadas com relação à expressão 

de moléculas de superfície por citometria de fluxo (FacsCalibur, BD Bioscience). 



   24 

   

Para tanto foi analisado o percentual de células expressando CD1a, CD11c, 

CD14, CD80, CD83, CD86, HLADR e DC-SIGN, utilizando anticorpos 

monoclonais específicos para cada marcador, conjugados a fluorocromos e seus 

respectivos isótipos (BD Bioscience Pharmingen, California, USA). Foram 

analisados no mínimo 10.000 eventos de um gate determinado segundo as 

características de tamanho e granulosidade, excluindo-se a região de células mortas. 

O software FlowJo™ (Tree Star, Ashland, OR) foi utilizado para análise dos dados. 

 

3.7 Interação de células dendríticas com linfócitos 

  

A fração de células CD14- constituída predominantemente por linfócitos T 

autólogos, e conservados por congelamento, foi cultivada na concentração de 2x10
5
 

células/poço na presença de MoDCs maduras previamente pulsadas com HIV 

autólogo inativado (1x10
9
 partículas virais/mL). Foram utilizadas as proporções 

linfócito/DC de 5:1. As células foram distribuídas em duplicatas em placas de 96 

poços (Corning Incorporated Costar, NY, USA) e incubadas a 37
o
 C em atmosfera 

contendo 5% de CO2 por 5 dias (Weissman et al., 2000; Moris et al., 2006). 

 

3.8 Análise da apoptose  

 

A viabilidade tanto das MoDCs pulsadas com vírus autólogo quanto dos 

linfócitos T por elas estimulados foi avaliada após cocultivo, com a finalidade de 

quantificar as células em apoptose em comparação ao cocultivo estimulado com DC 

não pulsadas com o vírus. Para tanto foi estabelecida uma cinética em 3 tempos: 0, 

96 e 120 horas após o cocultivo. Amostras contendo cerca de 2x10
5
 células, 

analisadas em duplicata, foram coradas com os marcadores de superfície celular 

através da incubação por 30 minutos com anticorpos monoclonais específicos, em 

ambiente escuro a 4
o
 C. Os anticorpos monoclonais utilizados foram CD3 (PCy5), 

CD4 (PE), CD8 (PE), CD11c (PCy5) e CD14 (PE) (BD Bioscience Pharmingen, 

California, USA), além dos respectivos controles isotípicos. 

 Durante o início do processo de apoptose celular ocorre uma perda do 

potencial da membrana interna da mitocôndria. Essa mudança no potencial da 
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membrana pode ser avaliada pela marcação da mitocôndria com corantes catiônicos e 

lipofílicos dependentes de potencial, como o 3, 3'-dihexyloxacarbocyanine iodide 

(DiOC6), permitindo análise por citometria de fluxo (Sgonc & Gruber, 1998). 

Portanto, após o período de incubação dos marcadores de superfície, a apoptose foi 

determinada pela perda do potencial da transmembrana da mitocôndria, através da 

marcação com 40 nM de DiOC6 (Calbiochem, EMD Biosciences) por 15 min a 

37
o
C. 

     As amostras foram em seguida adquiridas em citômetro de fluxo e a 

porcentagem de perda celular foi analisada de acordo com a seguinte fórmula: 

([número de células vivas antes do cocultivo – número de células vivas após o 

cocultivo] / número de células vivas antes do cocultivo) x 100. A sobrevida celular 

foi calculada da seguinte maneira: 100 - % de perda celular (Oliveira et al., 2007). O 

software FlowJo™ (Tree Star, Ashland, OR) foi utilizado para análise dos dados. 

 

3.9 Análise da produção de IFN- por citometria de fluxo 

 

A análise da produção de IFN- foi realizada após cocultivo com MoDCs 

pulsadas ou não pulsadas com HIV autólogo inativado nos tempos 0, 96 e 120 horas, 

sendo que 22 horas antes do término, cada cultura foi tratada com 20 g/mL de 

brefeldina A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). O controle positivo da marcação 

intracelular foi constituído pela cultura de MoDCs+linfócitos estimulados por 21 

horas com 20 ng/mL de forbol miristato acetato (PMA) (Sigma-Aldrich) + 10 g/mL 

de ionomicina (IONO) (Sigma-Aldrich). 

            Para a análise da produção de IFN- por células T CD4+ e CD8+ foi 

utilizada a combinação de anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD8 e anti-IFN-

conjugados respectivamente a PECy5, FITC e PE (BD Bioscience Pharmingen).  

Inicialmente foram marcadas as moléculas de superfície celular (CD3 e CD8) 

através da adição de 10 L de cada anticorpo e as células foram incubadas por 30 

minutos a 4°C. Em seguida as células foram lavadas com tampão de coloração e 

então se iniciou o protocolo para marcação intracelular, utilizando o kit Fix & Perm 

Caltag, Burlingame, CA). As células foram fixadas (reagente A) por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas com tampão de marcação e 
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permeabilizadas (reagente B) por 20 minutos a 4°C conforme protocolo padronizado 

pelo fabricante (Caltag) sendo nesta etapa incubadas com anticorpo anti-IFN-

Caltag). Após a incubação, as células foram lavadas e ressuspendidas em PBS para 

aquisição no citômetro de fluxo. Foram analisados no mínimo 50.000 eventos de um 

gate determinado segundo as características de tamanho e granulosidade, excluindo-

se a região de células mortas. O software FlowJo™ (Tree Star, Ashland, OR) foi 

utilizado para análise dos dados. 

 

3.10 Análise da população de células T reguladoras 

 

          A frequência de T regs, caracterizadas pelo fenótipo CD4+CD25+Foxp3+, foi 

analisada nas culturas de linfócitos estimulados por MoDCs pulsadas ou não com 

vírus inativado, em diferentes tempos, quais sejam 0, 96 e 120 horas. 

Cerca de 2x10
5
 células foram coletadas e ressuspendidas em meio RPMI com 

1% de soro fetal bovino e as moléculas de superfície (CD4 e CD25) foram marcadas 

utilizando os anticorpos monoclonais conjugados respectivamente aos fluorocromos 

PE e PCy5 (BD Bioscience Pharmingen).  

A suspensão de células foi então marcada intracelularmente com o anticorpo 

anti-FOXP3 utilizando-se o kit PE anti-human Foxp3 Staining Set (eBioscience San 

Diego, CA, USA), segundo especificações do fabricante.  Em suma, após a marcação 

das moléculas de superfície, as células foram lavadas com PBS e então incubadas 

com 1mL da solução de fixação/permeabilização por 30 minutos no escuro a 4
 o

C. 

Em seguida, as amostras foram lavadas 2 vezes com 1 mL do tampão de 

permeabilização e em seguida ressuspendidas com 100 L do mesmo tampão e 

incubadas com 20 L do anticorpo anti-Foxp3 (eBioscience) a 4 
o
C por 30 minutos 

no escuro. Após este período as amostras foram lavadas novamente e então 

ressuspendidas em 200 L de PBS.  

As amostras foram então analisadas no citômetro de fluxo adquirindo-se no 

mínimo 50.000 células de uma população determinada segundo suas características 

de tamanho e granulosidade, excluindo-se a região de células mortas. Os dados 

adquiridos foram analisados utilizando-se software FlowJo™ (Tree Star, Ashland, 

OR). 
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3.11 Determinação da concentração de citocinas por citometria de fluxo 

 

A dosagem de citocinas de IL-2, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN- e IL-17 no 

sobrenadante de coculturas de linfócitos e MoDC pulsadas e não pulsadas com AT-

2-HIV foi realizada por citometria de fluxo utilizando o Kit Human Th1/Th2/Th17 

Cytometric Bead Array (CBA, BD Pharmingen, CA, EUA).  

As amostras de sobrenadantes e a curva de concentração padrão foram 

incubadas com microesferas de captura recobertas com anticorpos específicos para as 

respectivas citocinas e com o anticorpo de detecção marcado com ficoeritrina (PE). 

Após as incubações, foi acrescentado 1mL da solução de lavagem e centrifugado por 

10 minutos a 1100 rpm. Retirou-se o sobrenadante e com 300 μL da solução de 

lavagem ressuspendeu-se as amostras para as aquisições no citômetro de fluxo.  

As aquisições das amostras foram realizadas no citômetro BD FACS 

Calibur (BD&Bioscience) e os resultados foram gerados em formato gráfico e 

tabular utilizando BD CBA Analysis Software (BD&Bioscience). O limite de 

detecção fornecido pelo fabricante é de 2,6 pg/mL (IL-2), 2,4 pg/mL (IL-6), 4,5 

pg/mL (IL-10), 3,8 pg/mL (TNF-α), 3,7 pg/mL (IFN-) e 18,9 pg/mL (IL-17). 

 

3.12 Congelamento e descongelamento de células 

 

Células obtidas por depleção de monócitos CD14+ foram congeladas para 

uso posterior. Para tanto, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em solução 

de soro fetal bovino contendo 10% de DMSO (Sigma-Aldrich), em caixa de 

congelamento com isopropanol. Os tubos foram armazenados a –80
o
 C por 24h e 

posteriormente transferidos para nitrogênio líquido. 

Para descongelamento, o criotubo contendo as células foi rapidamente 

imerso em banho-maria a 37
o
C e as células lavadas por 2 vezes em meio de cultura 

para retirada do meio de congelamento. A viabilidade das células descongeladas foi 

avaliada através da utilização do corante azul de tripan. 
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3.13 Análise estatística 

 

A análise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 

(versão 4.0). Dados não paramétricos foram analisados pelo teste de Wilcoxon 

comparando o inicio do cocultivo com os diferentes momentos após a cocultura. 

Mann-Whitney foi utilizado para comparar diferenças entre os grupos de indivíduos. 

O coeficiente de correlação de Spearman foi utilizado para determinar a correlação 

entre duas variáveis. A significância estatística foi definida como P ≤ 0,05. 
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4. Resultados 

 

4.1 Características demográficas e dados laboratoriais dos pacientes 

 

Selecionamos pacientes cronicamente infectados pelo HIV-1 com carga viral 

plasmática (CV) detectável, acima de 50 cópias/mL para obtenção do isolado viral e 

contagem de células T CD4+ igual ou acima de 350 células/L. 

O grupo de pacientes estudados foi constituído por 71% de indivíduos do 

sexo masculino (10/14), com contagem média de células T CD4+ de 553 células/L 

(range, 351 - 921 células/L) e contagem média de células T CD8+ de 1214 

células/L (660 – 3099 células/L) (Tabela I). A média de nadir de células T CD4+ 

dos pacientes estudados foi de 474 células/L (351–753 células/μL). 
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Tabela I. Características demográficas e dados laboratoriais dos pacientes. 

 

   

Contagem de células T 

CD4+ (céls/L) 

Contagem de 

células 

T CD8+ 

(céls/L) 

Carga Viral 

(cópias/mL) 

Carga 

Viral 

(Log) 

Pacientes Sexo Idade Basal Nadir Basal 

  

1 F 39 518 473 1.069 3. 679 3,6 

2 M 48 534 534 1.160 21.189 4,3 

3 F 30 904 447 3.099 102.000 5,0 

4 F 42 619 570 1.294 7.597 3,9 

5 M 49 852 624 1.952 8.427 3,9 

6 M 40 921 753 764 145.000 5,2 

7 M 40 413 413 1.303 53.300 4,7 

8 M 35 477 494 810 32.906 4,5 

9 F 40 607 369 680 548 2,7 

10 M 32 474 460 660 6.983 3,8 

11 M 27 595 595 907 3.985 3,6 

12 M 31 380 380 1.373 2.923 3,5 

13 M 24 351 351 935 18.503 4,3 

14 M 41 371 371 988 23.566 4,4 

média ± 

D.P. 

 

38,4 ± 7,4 553 ± 201 474 ± 124 1.214 ± 641 30.757 ± 42.671 4,1 ± 0,6 
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4.2 Monitoramento da viabilidade celular em cocultivos de linfócitos 

estimulados com MoDCs pulsadas com vírus inativado 

 

Para avaliar se o vírus inativado (AT-2-HIV) poderia induzir apoptose nas 

MoDCs ou se MoDCs pulsadas com AT-2-HIV teriam a capacidade de alterar a 

viabilidade dos linfócitos estimulados por essas células, avaliamos a viabilidade 

celular após 96 e 120 horas de cocultivo. Para isso, utilizamos o corante catiônico 

DiOC6, cuja fluorescência reflete o potencial transmembrana mitocondrial, que é um 

marcador precoce de apoptose. Considerou-se o início do cocultivo (tempo 0) como 

100% da viabilidade celular.  

As Figuras 1A-C ilustram um exemplo representativo da estrategia de gate 

utilizada para contemplar as duas populações analisadas (linfócitos e DCs). 

Inicialmente consideramos o tamanho (SSC) e granulosidade (FSC) das células 

(Figura 1A), seguido do marcador específico de cada população (Figura 1B). 

Utilizando o gate especifico, analisamos através de um histograma a expressão do 

marcador de viabilidade Dioc6 (Figura 1 C).  

Por sua vez, as Figuras 1D-F mostram os resultados obtidos nas amostras de 

cocultivos. Observamos que houve uma diminuição gradual da viabilidade celular 

após 96 e 120 h de cocultivo, em relação ao tempo 0. Esta redução foi observada 

tanto nas MoDCs quanto nos linfócitos, independente das MoDCs terem sido 

pulsados ou não com AT-2-HIV. Além disso, não foi detectada diferença na taxa de 

apoptose de MoDCs pulsadas ou não com AT-2-HIV (Fig. 1D) e nos linfócitos T 

CD8 + (Fig. 1E) e T CD4 + (Fig. 1F) estimulados por essas DCs. 

Estes resultados sugerem que o AT-2-HIV não induziu morte celular nas 

MoDCs pulsadas e, além disso, MoDCs pulsadas não interferiram na viabilidade de 

linfócitos estimulados por essas células. 
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  A                                            B                                           C 

  

D                                             E                                            F 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Viabilidade de MoDCs pulsadas com vírus inativado e de linfócitos 

estimulados após cocultivo. Gráfico (dotplot) representativo da 

estratégia de gate para análise de células viáveis na população de 

linfócitos T CD4+ de pacientes HIV+ (A, B, C). Linfócitos de pacientes 

infectados pelo HIV-1 (n = 14) foram cultivados com MoDCs pulsadas 

(grupo DC-HIV) ou não pulsadas com vírus autólogo inativado (grupo 

DC) e o percentual das MoDCs (D), células T CD8 + (E) e células T 

CD4 + (F) viáveis foi determinado por citometria de fluxo utilizando o 

corante DiOC6. Os resultados são expressos em média ± SEM. 

 

 

 

 

0h 96h 120h 
0

20

40

60

80

100

   MoDC

Tempo de cocultivo

C
D

1
1
c
+

C
D

1
4
-D

io
C

6
+

 (
%

c
é
ls

)

0h 96h 120h 
0

20

40

60

80

100

       CD8+

Tempo de cocultivo

C
D

3
+

C
D

8
+

D
io

C
6
+

 (
%

 c
é
ls

)

0h 96h 120h 
0

20

40

60

80

100 DC

DC-HIV

CD4+

Tempo de cocultivo

C
D

3
+

C
D

4
+

D
io

C
6
+

(
%

 c
é
ls

)



   34 

   

4.3 Perfil imunofenotípico das MoDCs pulsadas com AT-2-HIV 

  

Para avaliarmos o perfil fenotípico de MoDCs após pulso com HIV autólogo 

inativado, inicialmente diferenciamos DCs a partir de monócitos (n = 14 pacientes). 

Nesta fase obtivemos DCs com perfil de imaturidade. As células apresentaram-se 

com aspecto arredondado como observado na figura 2A e B. Em seguida as MoDCs 

foram pulsadas com AT-2-HIV e induzidas a maturação com citocinas pró-

inflamatórias. Nesta fase, as DCs ativadas foram caracterizadas morfologicamente 

por seu aspecto estrelado devido às projeções dos dendritos (Figura 2 C, D). O 

aspecto das culturas de MoDCs não pulsadas com o vírus foi semelhante ao das 

MoDCs pulsadas. Após 48h estas culturas contendo MoDCs pulsadas e não pulsadas 

foram avaliadas por citometria de fluxo quanto à expressão das moléculas HLADR, 

CD80, CD86, DC-SIGN, CD1a e CD83.  

A Figura 3 ilustra um ensaio representativo da estratégia de escolha do gate 

para análise das populações de MoDCs. Inicialmente, considerou-se o tamanho 

(SSC) e granulosidade (FSC) destas células, seguido do marcador específico CD11c 

(marcador de células dendríticas) versus a expressão das moléculas de 

coestimulação/ativação em questão. 

A Figura 4 representa as médias do percentual de células positivas e da 

intensidade media de fluorescencia obtida para cada marcador. Observamos que 

dentre as células CD11c positivas analisadas, os resultados foram semelhantes entre 

MoDCs pulsadas e não pulsadas com o vírus em pacientes infectados pelo HIV-1, 

sugerindo que o AT-2-HIV não interferiu na expressão das moléculas de 

coestimulação/ativação das MoDCs. 
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   A                                                             B 

        
 

   C                                                             D 

    
 

 

Figura 2 - Análise morfológica das células dendríticas derivadas de monócitos 

de pacientes infectados pelo HIV-1. Imagem representativa de cultura 

de MoDCs de pacientes infectados pelo HIV-1. No estágio imaturo, as 

MoDCs são caracterizadas através de seu aspecto aredondado (A, 

aumento de 10x e B, aumento de 20x). Uma vez pulsadas com o vírus 

inativado e então induzidas à maturação com citocinas pró-

inflamatórias, obtemos o perfil de MoDCs ativadas, ou seja, as células 

apresentam-se com projeções dos dendritos caracterizando um aspecto 

estrelado (C, aumento 10x e D, aumento de 20x). 

 

 

 

 

 

 

 

 



   36 

   

 

  A                                     B                               C                                  D 

  E                                    F                                G                                  H 

 

 

 Figura 3 - Estratégia de gate para definir população de MoDCs CD11c+ e suas 

respectivas moléculas coestimuladoras. Dado representativo do 

gráfico de pontos de um paciente infectado pelo HIV-1. Após o 

processo de diferenciação de monócitos em células dendríticas de 

pacientes infectados pelo HIV-1 e do pulso com o vírus inativado, foi 

realizada uma análise imunofenotípica na população de células CD11c+ 

e avaliados a expressão das moléculas constitutivas e coestimuladoras 

HLADR (C), CD83 (D), CD80 (E), CD86 (F), CD1a (G) e DC-SIGN 

(H).  
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Figura 4 - Perfil fenotípico de MoDCs de pacientes infectados pelo HIV-1 após 

pulso com o vírus inativado. MoDCs de pacientes infectados pelo 

HIV-1 (n = 14) pulsadas (grupo DC-HIV) ou não com vírus inativado 

(grupo DC) foram estimulados com citocinas pró-inflamatórias. As 

células expressando a molécula CD11c foram analisadas por citometria 

de fluxo com relação à expressão de HLA-DR, CD80, CD86, DC-SIGN, 

CD1a e CD83.  Os gráficos representam as médias dos resultados 

expressos em porcentagem (A) e intensidade média de fluorescência 

(IMF) (B), e seus respectivos Erros-padrão. 
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4.4 Indução de células T CD8+ e T CD4+ secretoras de IFN- após estímulo com 

MoDCs pulsadas com o vírus inativado 

 

Para verificar a indução de linfócitos efetores capazes de secretar IFN-, após 

estimulo com DC pulsadas com vírus autólogo, foi realizada a cultura com MoDC e 

linfócitos autólogos na proporção de 5 linfócitos para 1 DC. Após 96 e 120h de 

cocultivo, foi avaliada a presença de IFN- intracelular nos linfócitos T CD8+ e T 

CD4+, por citometria de fluxo. 

 A Figura 5 ilustra um ensaio representativo da estratégia de escolha do gate 

utilizada para contemplar a população de linfócitos.  Inicialmente foi considerado o 

tamanho (SSC) e a granulosidade (FSC) das células (Figura 5A). Após selecionar a 

população de interesse, delimitou-se a população positiva para a molécula CD3, 

expressa exclusivamente por linfócitos T (Figura 5B). A partir do gate de CD3+, 

analisamos a subpopulação CD4+ e CD8+ que expressa IFN- intracelularmente 

Figura 5C.  A figura 5D ilustra um perfil representativo de culturas 

CD3+CD8+IFN-+, previamente estimuladas com PMA+IONO, que constitui o 

controle positivo do ensaio.   

A Figura 6 ilustra os resultados obtidos nas culturas de cada paciente, 

estimuladas com MoDCs pulsadas (Figura 6B) ou não (Figura 6A) com AT-2 HIV, e 

a média destes resultados (Figura 6C) expressos em percentual de células 

CD3+CD8+IFN-+.  

A análise individual dos dados (Figuras 6A e B) revelou uma grande 

variabilidade nos níveis basais (tempo 0) de células T CD8+ produtoras de IFN-.  

Durante o cocultivo, a maioria dos pacientes apresentou uma diminuição de células T 

CD8+ produtoras de IFN-. Entretanto, após 120h do início da cultura a média de 

porcentagem dessas células se mostrou significativamente maior nas culturas 

estimuladas com MoDCs pulsadas com o AT-2-HIV quando comparada ao grupo 

não pulsado (Figura 6C). Apenas 2/14 pacientes (pacientes 8 e 9) apresentaram 

aumento na frequência de células T CD8+ produtoras de IFN- após estimulação 

com MoDCs pulsadas, enquanto em outros dois pacientes (pacientes 5 e 12) este 

aumento foi mais moderado. Os pacientes restantes apresentaram um declínio na 
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frequência de células T CD8+ produtoras de IFN- após 96 e 120h, sob as duas 

condições de cultivo. 

Os resultados referentes a análise individual de células T CD4+ estão 

representados na Figura 7A,B e a média destes resultados na figura 7C. Observou-se 

em comparação aos níveis basais, que a porcentagem destas células produtoras de 

IFN- apresentou após 120 h de cocultivo um aumento de 4,2 e 3,3 vezes após 

estimulação com MoDCs pulsadas ou não com o AT-2-HIV, respectivamente (Figura 

7C). Não foi observada diferença significativa entre os cocultivos com MoDCs 

pulsadas e não pulsadas. 

Em conjunto os resultados sugerem que a estimulação com MoDCs pulsadas 

ou não com vírus autólogo inativado resulta na geração de células T CD4+ efetoras. 

No entanto, apenas MoDCs pulsadas com HIV foram capazes de retardar o declínio 

das células T CD8+ efetoras durante o cocultivo. 
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              A.                                                       B. 

        

 

               C.                                                          D. 

      

                                        DC+HIV                                       PMA + IONO          

 

Figura 5 - Estratégia de gate para definir população de linfócitos produtores de 

IFN-. Após cocultivo de linfócitos com MoDCs pulsadas com AT-2-

HIV de pacientes infectados pelo HIV-1, foi avaliada a população de 

linfócitos T CD8+ que expressaram IFN- intracelular. Como controle 

positivo do experimento foi utilizado linfócitos estimulados com PMA + 

IONO. 
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Figura 6 - Cinética da expressão de IFN- por linfócitos T CD8 + após estímulo 

com MoDCs pulsadas com HIV autólogo. Linfócitos de pacientes (P1, 

P2, etc) foram cultivados com MoDCs autólogas não pulsadas (A) ou 

pulsadas com AT-2-HIV (B) e a detecção de IFN- intracelular em 

células T CD8 + foi realizada por citometria de fluxo em 0, 96 e 120 h 

após cocultivo. Resultados representam a média ± SEM (C). * P ≤ 0,05 

quando os resultados obtidos de MoDCs pulsadas com HIV foram 

comparados aos de MoDCs não pulsadas.  
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  A.                                                         B. 
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Figura 7 - Cinética da expressão de IFN- por linfócitos T CD4 + cocultivados 

com MoDCs pulsadas com HIV autólogo. Linfócitos de pacientes (P1, 

P2, etc) foram cultivados com MoDCs autólogas não pulsadas (A) ou 

pulsadas com vírus inativado (B) e a detecção de IFN- intracelular em 

células T CD4 + foi realizada por citometria de fluxo em 0, 96 e 120 h 

após cocultivo. Resultados representam a média ± SEM (C). 
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4.5 Análise da produção de IFN- por linfócitos T de acordo com o número de 

células T CD4+ e a Carga Viral  

 

         Considerando a heterogeneidade da produção de IFN- por células T CD8+ dos 

pacientes e a indução de células T CD4+ secretoras de IFN- no cocultivo com 

MoDCs, resolvemos avaliar a influência da contagem de células T CD4+ na 

porcentagem de células T secretoras de IFN- em pacientes infectados pelo HIV.  

Para tanto os pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com 

critérios utilizados por Piconi et al (2010): número de células T CD4+ < 500 e 

número de células T CD4+ > 500.   Os dados laboratoriais dos pacientes analisados 

conforme níveis de células T CD4+ estão descritos na Tabela II. 

A segregação dos pacientes em dois grupos revelou perfis distintos de produção 

de IFN- por células T CD4+. Observamos que os pacientes com contagem de 

células T CD4+ > 500 apresentaram um aumento significativo no número de células 

T CD4+ secretoras de IFN- após 96 e 120 h de cocultivo com MoDCs pulsadas com 

AT-2-HIV (Figura 8D). Um perfil similar de resposta foi observado nas culturas 

estimuladas por MoDCs não pulsadas. Entretanto não houve diferença significativa 

entre os dois grupos de pacientes (Figura 8C). 

Estes resultados sugerem que os pacientes que apresentam maior número de 

células T CD4+ são capazes de responder de forma mais eficiente à estimulação com 

MoDCs pulsadas com vírus  

Com relação às células T CD8+ produtoras de IFN- não observamos 

diferenças entre os perfis de resposta dos dois grupos de pacientes (Figura 8A-B). 
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Tabela II. Dados laboratoriais de pacientes infectados pelo HIV analisados de 

acordo com o número de células T CD4+ 

 

 

Contagem de 

células T CD4+ 

(céls/ L) 

Contagem de 

células T CD8+ 

(céls/ L) 

Carga Viral 

(cópias/ml) 
Log Viral 

CD3+CD4+IFN+ 

Basal 

(% céls) 

CD3+CD8+IFN+ 

Basal 

(% céls) 

T CD4+ > 500 

(n=9) 
694 ± 169 1.366 ± 804 36.553 ± 55.223 4,0 ± 0,79 0,34 ± 0,38 4,45 ± 2,0 

T CD4+ < 500 

(n=5) 
411 ± 54 1.011 ± 278 23.030 ± 18.419 4,2 ± 0,46 0,26 ± 0,34 4,28 ± 1,6 
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Figura 8 - Indução de células T CD8+ e T CD4+ secretoras de IFN- após 

estímulo com MoDCs pulsadas com HIV de pacientes infectados 

pelo HIV-1 agrupados de acordo com o número  de células T CD4+.  

Linfócitos de pacientes com contagem de células T CD4 + > 500 

células/ L (n = 9) e com contagem de células T CD4+ < 500 células/ 

L (n = 5) foram cultivados com MoDCs autólogas pulsadas com vírus 

inativado (B, D) e não pulsadas (A, C). Resultados representam médias 

± SEM. * P ≤ 0,05 e ** P ≤ 0,001 em comparação com contagem de 

células T CD4 + < 500 células/L. 
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Em seguida foi avaliada a resposta caracterizada pelos níveis de IFN- 

intracelular dos pacientes com base na CV. Dividimos os pacientes de acordo com os 

critérios utilizados por Guiguet et al (2008) em alta CV (> 4,0 log) e baixa CV (< 4,0 

log) (Tabela III). A Figura 9 mostra a produção de IFN- por células T CD8+ e por 

células T CD4+ durante o cocultivo com MoDCs pulsadas ou não com HIV autólogo 

inativado. Observamos que durante a cinética houve uma tendência à queda no 

número de células T CD8+ produtoras de IFN- nos pacientes com maior CV, mas 

sem significância estatística (Figura 9A, B). Por outro lado, ambos os grupos 

analisados foram capazes de gerar células T CD4+ produtoras de IFN-Figura 9C, 

D). 
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Tabela III. Dados laboratoriais de pacientes infectados pelo HIV analisados de 

acordo com a carga viral 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Contagem 

de células 

T CD4+ 

(céls/ L) 

Contagem 

de células 

T CD8+ 

(céls/L) 

Carga Viral 

(cópias/ml) 
Log Viral 

 

CD3+CD4+IFN+ 

Basal 

(% céls) 

 

CD3+CD8+IFN+ 

Basal 

(% céls) 

Log Viral 

< 4,0 

(n= 7) 

578 ± 148 1.133 ± 454 1.497 ± 2.643 3,6± 0,4 0,2 ± 0,3 3,9 ± 1,4 

Log Viral 

> 4,0 

(n= 7) 

562 ± 249 1.294 ± 818 56.638 ± 48.725 4,6 ± 0,35 0,4 ± 0,4 4,9 ± 2,1 
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A.                                                      B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

C.                                                      D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Indução de células T CD8 + e CD4 + secretoras de IFN- após 

estimulo com MoDCs pulsadas com HIV-1 de pacientes agrupados 

de acordo com a carga viral. Linfócitos de pacientes com baixa carga 

viral (<4,0 log, n = 7) e alta carga viral (> 4,0 log, n = 7) foram 

cultivados com MoDCs autólogas pulsadas (b, d) e não pulsadas (a, c) 

com vírus inativado. Foi adicionado Brefeldina 20 horas antes do fim da 

cultura com a finalidade de impedir a secreção de citocinas e foram 

avaliados os níveis de IFN- intracelular  em células T CD8 + e T CD4 

+ por citometria de fluxo. Resultados representam médias ± SEM. 
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Foram realizadas também análises referentes à expressão de moléculas de 

coestimulação/ativação dos pacientes segundo critérios de contagem de células T 

CD4+ (< ou > 500 células / L) (Figura 10) e segundo classificação de acordo com a 

CV (alta ou baixa) (Figura 11). Nesta análise não observamos nenhuma diferença na 

expressão das moléculas estudadas. 
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Figura 10 - Perfil fenotípico de MoDCs de pacientes infectados pelo HIV-1 

divididos de acordo com o número de células T CD4+ após pulso 

com o vírus inativado. MoDCs de pacientes com HIV-1 (n = 14) 

pulsadas com vírus inativado durante 2 horas foram estimuladas com 

citocinas pró-inflamatórias por 48 horas e analisadas por citometria de 

fluxo a expressão de HLA-DR, CD80, CD86, DC-SIGN, CD1a e CD83 

em porcentagem (A) e intensidade média de fluorescência (IMF) (B). 
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Figura 11- Perfil fenotípico de MoDCs de pacientes infectados pelo HIV-1 

divididos de acordo com a carga viral após pulso com o vírus 

inativado. MoDCs de pacientes com HIV-1 (n = 14) pulsadas com vírus 

inativado durante 2 horas foram estimulados com citocinas pró-

inflamatórias por 48 horas e analisadas por citometria de fluxo quanto à 

expressão de HLA-DR, CD80, CD86, DC-SIGN, CD1a e CD83 em 

porcentagem (A) e intensidade média de fluorescência (IMF) (B). 
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4.6 Indução de células T reguladoras após estímulo com MoDCs pulsadas com 

vírus inativado 

 

         Para entender melhor a variação da resposta de células T in vitro, analisamos a 

indução de T regs caracterizadas pela expressão de CD4+CD25+Foxp3+ neste 

sistema celular. A freqüência de T regs após cocultivo com MoDCs pulsadas ou não 

com vírus inativado foi avaliada por citometria de fluxo.  

           A Figura 12 ilustra um ensaio representativo da estrategia de escolha de 

gate utilizada para identificar a população de T regs.  Inicialmente, foi considerado o 

tamanho (SSC) e granulosidade (FSC) das células (Figura 12A). Após selecionar a 

população de interesse (linfócitos), delimitou-se a população positiva para a 

molécula CD4 (Figura 12B). A partir do gate de CD4+, analisamos a expressão de 

Foxp 3 e CD25 simultaneamente Figura 12C, representando por fim a porcentagem 

de T regs. 

A cinética de indução de T regs mostrou que existe uma grande variação já nos 

níveis basais de células T regs (tempo 0) entre os individuos estudados, conforme os 

graficos que apresentam os dados individualizados (Figuras 13A e B). 

A maioria dos pacientes apresentou uma maior porcentagem de células T regs 

em 120 horas de cocultivo, em comparação aos valores basais (Figura 13). Poucos 

pacientes (pacientes 6, 8 e 11) não apresentaram um aumento na frequência de T regs 

após estimulação com MoDCs pulsadas com AT-2-HIV (Figura 13B). Curiosamente, 

o paciente 8 apresentou a frequência mais pronunciada de células produtoras de IFN-

  para ambas populaçoes (T CD8 + e T CD4 +) após 120h de cocultivo.  

A análise das médias obtidas mostra que houve um aumento significativo na 

porcentagem de T regs após 120 h de cocultivo na presença de MoDCs pulsadas com 

o AT-2-HIV, em comparação com MoDCs não pulsadas (Figura 13 C). 

Estes resultados sugerem que as condições de cultura in vitro utilizadas para o 

desenvolvimento de vacina com DCs podem induzir a geração de ambas as 

populações de T regs e células T efetoras. 
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            A.                                                            B. 

          

           C. 

          

 

Figura 12 - Estratégia de gate para a subpopulação de células T reguladoras. 

Gráfico representativo de pontos (Dot Plot) de paciente HIV+ da 

população de linfócitos delimitados pelo SSC x FSC (A) com estratégia 

de gate para a subpopulação de linfócitos T CD4+ (B) que expressam 

CD25+ e Foxp3 simultaneamente (C). A porcentagem indica a 

frequência de T regs (CD4+CD25+Foxp3+). 
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   A.                                                          B. 
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Figura 13 - Indução de células T reguladoras, após cocultivo com MoDCs 

pulsadas com vírus inativado. Linfócitos de pacientes (P1, P2, etc) 

foram cultivados na presença de MoDCs autólogas não pulsadas (A) ou 

pulsadas com vírus inativado (B) e a freqüência de células T CD4 + 

CD25 + Foxp3 + foi avaliada por citometria de fluxo em 0, 72 e 120 

horas. Resultados representam médias ± SEM (C). * P ≤ 0,05 quando 

comparado o percentual de T regs após estimulo de MoDCs pulsadas 

com MoDCs não pulsadas com HIV-1. 
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4.7 Correlação entre percentual de células T reguladoras e carga viral ou 

número de células T CD4+ 

 

Em seguida, avaliamos a correlação entre os níveis basais de T regs 

(mensurados no tempo 0) e a CV (expressa em log ou em cópias de RNA viral 

plasmático) dos pacientes estudados. Também foi avaliada a correlação entre os 

níveis basais de T regs e o número de células TCD4+.  

Os resultados referentes à correlação com a CV estão expressos na figura 14. 

Observa-se que houve uma relação inversa entre a frequência de T regs e a CV dos 

pacientes. Tal fato é observado tanto se a análise é realizada com dados de CV 

expressos em log ou em copias de RNA viral, respectivamente (r
2
 = 0,66, P = 

0,0002; r
2
 = 0,33, P = 0,03).  

A partir destes resultados os pacientes foram segregados de acordo com os 

critérios utilizados de alta carga viral (> 4,0 log) e baixa carga viral (< 4,0 log). 

Pacientes com baixa CV apresentaram aumento no número de células T regs basais 

quando comparados com os pacientes com alta CV (Figura 15). Estes resultados 

sugerem que a viremia persistente na infecção crônica pelo HIV pode estar associada 

significativamente com a perda de T regs. 

A análise entre os níveis basais de T regs e o número de células TCD4+ 

mostrou que não houve correlação entre estes dois parametros (Figura 16). 
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Figura 14 - Correlação entre a carga viral e a porcentagem basal de T regs em 

pacientes infectados pelo HIV. Correlação inversa entre a porcentagem 

basal de T regs e a CV em cópias/mL (A) e em Log viral (B). 
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Figura 15 - Porcentagem basal de células T reguladoras em pacientes 

infectados pelo HIV. Os pacientes foram divididos de acordo com a 

carga viral baixa (<4,0 log, n = 7) e carga viral alta (> 4,0 log, n = 7). 

** P ≤ 0,001 quando comparado ao número de T regs de pacientes 

com baixa carga viral. 
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Figura 16 - Correlação entre porcentagem basal de T regs e o número de células 

T CD4+ em pacientes infectados pelo HIV. Não houve correlação 

entre os níveis basais de T regs e o número de células TCD4+. 
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4.8 Produção de citocinas após estímulo com MoDCs pulsadas com AT-2-HIV 

 

Para avaliar o perfil de produção de citocinas por linfócitos estimulados com 

MoDCs pulsadas com AT-2-HIV foram coletados os sobrenadantes das culturas 72, 

96 e 120 horas após o início do cocultivo. As citocinas IL-2, TNF-, IFN-, IL-10, 

IL-6 e IL-17 foram dosadas por citometria de fluxo utilizando a metodologia de bead 

array. 

Nestes ensaios encontramos níveis detectáveis das citocinas IL-2 e IL-6. Os 

resultados obtidos estão ilustrados respectivamente nas Figuras 17 e 18. Inicialmente 

os dados foram analisados separando em amostras de células estimuladas com 

MoDCs pulsadas ou não com vírus inativado e em seguida as amostras foram 

segregadas de acordo com a classificação dos pacientes, divididos conforme a CV 

(alta CV e baixa CV) e contagem de células TCD4+ (> 500 céls/L e < 500 céls/L). 

 Em relação à produção de IL-2, não encontramos diferença significativa em 

nenhum dos grupos analisados, porém observamos que a IL-2 foi detectável somente 

nos pacientes com CV baixa, ou seja, a produção de IL-2 nos indivíduos com CV alta 

está inibida (Figura 17). 

 Ao avaliar a produção de IL-6, não houve diferença significativa quando 

comparamos os grupos em relação ao estímulo de MoDCs pulsadas ou não com o 

vírus (Figura 18A) e quando comparamos os pacientes em relação a CV (Figura 

18C). Entretanto, quando avaliamos os pacientes de acordo com a contagem de T 

CD4+, observamos uma maior secreção de IL-6 nas culturas estimuladas com 

MoDCs pulsadas dos pacientes com T CD4+ < 500 céls/L comparados com os 

pacientes com T CD4+ > 500 céls/L (Figura 18B).  

Não encontramos níveis detectáveis das citocinas IL-10, IFN-, TNF- e IL-

17 (abaixo do limite de detecção do kit correspondendo a 4,5 pg/mL, 3,7 pg/mL, 3,8 

pg/mL e 18,9 pg/mL, respectivamente). 
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Figura 17 - Dosagem de IL-2 em sobrenadante de cocultivo de linfócitos e 

MoDCs pulsadas com vírus inativado. Linfócitos de pacientes 

infectados pelo HIV-1 foram estimulados por MoDCs pulsadas com 

vírus inativado e quantificado a produção de IL-2 nos tempos 72, 96 e 

120h após o inicio do cocultivo (A). A dosagem foi realizada através de 

citometria de fluxo. Os pacientes foram analisados também de acordo 

com a contagem de células T CD4+ (B) e com a carga viral (C) após 

96h de cocultivo. A linha tracejada representa o limite de detecção da 

citocina.  
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Figura 18 - Dosagem de IL-6 em sobrenadante de cocultivo de linfócitos e 

MoDCs pulsadas com vírus inativado. Linfócitos de pacientes 

infectados pelo HIV-1 foram estimulados por MoDCs pulsadas com 

vírus inativado e quantificado a produção de IL-6 nos tempos 72, 96 e 

120h após o inicio do cocultivo (A). A dosagem foi realizada através de 

citometria de fluxo. Os pacientes foram analisados também de acordo 

com a contagem de células T CD4+ (B) e com a carga viral (C) após 

120 h de cocultivo. A linha tracejada representa o limite de detecção da 

citocina. *P<0.05 quando comparado com MoDCs sem pulso. 
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5. Discussão 

 

No presente estudo investigamos in vitro a capacidade de MoDCs pulsadas 

com AT-2-HIV autólogo de indivíduos cronicamente infectados pelo HIV e 

cocultivados com linfócitos autólogos de gerar células T efetoras, células T 

reguladoras, e/ou induzirem apoptose celular. Partiu-se do suposto que a indução de 

mecanismos imunoreguladores poderia ter um efeito negativo quando as DCs são 

administradas in vivo, e poderia explicar porque alguns pacientes não desenvolveram 

uma supressão prolongada da carga viral após a vacinação em trabalho anteriormente 

publicado (Lu et al., 2004). 

Nossos resultados demonstraram que as MoDCs de pacientes infectados pelo 

HIV apresentam uma baixa expressão de moléculas de coestimulação/ativação, tais 

como CD80, CD86 e CD83 quando comparado com dados da literatura (Mallon et 

al., 1999; Buisson et al., 2009; Hsieh et al., 2003). A expressão dessas moléculas é 

extremamente necessária para uma resposta imune adaptativa efetiva (Majumber et 

al., 2005), e a baixa expressão de CD86, CD80 e CD83 tem sido considerada uma 

característica de DCs em estágio semimaduro, capazes de induzir T regs (Benson et 

al., 2007; Beikaid & Oldenhove, 2008). Neste sentido, os resultados obtidos revelam  

que somente um número pequeno de MoDCs de pacientes infectados pelo HIV foi 

capaz de alcançar a maturação plena. Isto sugere que a atividade funcional destas 

células voltadas para indução de uma resposta imune específica contra o vírus está 

prejudicada ou poderia estar favorecendo a geração de T regs.  

Por outro lado alguns estudos demonstraram que o fenótipo e a maturação 

funcional de precursores de DCs em indivíduos infectados pelo HIV não se alteram 

até os estágios mais avançados da infecção (Connolly et al., 2007; Hsieh et al., 

2003). Neste sentido, é importante considerar que embora o protocolo básico de 

obtenção de DCs a partir de monócitos esteja bem definido, inúmeros aspectos, tais 

como o método para isolamento dos monócitos, a natureza do estímulo para a 

ativação destas células, o tempo de cultivo, o antígeno empregado para sensibilizar a 

MoDCs, entre outros, podem interferir diretamente no fenótipo das MoDCs (Rinaldo, 

2009; Oshiro et al., 2009). 
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Apesar do processo de inativação química do HIV-1 pelo AT-2 revogar a sua 

infecciosidade, a integridade conformacional e funcional do vírus encontra-se 

preservada (Rossio et al., 1998) e, portanto, continua capaz de induzir em conjunto 

com as MoDCs a diferenciação de linfócitos autólogos efetores. Neste contexto, 

observamos que o vírus quimicamente inativado não promove apoptose de MoDCs e, 

além disso, MoDCs pulsadas com estes vírus não são capazes de induzir morte 

celular dos linfócitos.  

A diminuição gradual na viabilidade tanto das MoDCs quanto das células T 

CD8+ e T CD4+ observada nos nosssos resultados pode estar relacionada com a 

duração da cultura (120 horas), uma vez que tanto culturas pulsadas quanto não 

pulsadas com os vírus apresentaram a mesma cinética de viabilidade. Soma-se a isto 

que  resultados semelhantes de cinética de viabilidade são observados em diferentes 

protocolos em nosso laboratório (dados não apresentados). 

  A viabilidade celular é um aspecto importante a ser considerado na análise 

da resposta imunológica in vitro, visto que DCs de pacientes infectados pelo HIV 

podem ativar células T CD4+ e células T CD8+, quando cocultivados com células 

apoptóticas infectadas (Larsson et al., 2002; Zhao et al., 2002). Por outro lado, as 

células apoptóticas também podem exercer regulação negativa sobre as células T 

induzindo morte celular (Liu et al., 2002; Mougneau et al., 2002). 

             De importância, ressalta-se ainda que nosso estudo demonstrou que as 

MoDCs pulsadas com o HIV inativado induzem células T CD4+ efetoras. Isso se 

revelou significativamente mais pronunciado em pacientes com contagem de células 

T CD4 + > 500 células/L. Desta forma, no contexto de um protocolo clínico de 

vacinação com MoDCs, tais resultados poderiam ajudar a selecionar eficientemente 

pacientes com potencial de resposta à vacina com DCs pulsadas. Colabora com esta 

proposta, o fato das MoDCs pulsadas serem capazes de manter níveis maiores de 

células T CD8+ secretoras de IFN-. 

               Um outro parâmetro imunológico importante que pode interferir na resposta 

imune efetora no contexto de imunoterapia com células dendríticas é a geração de T 

regs. Nossos estudos demostraram que MoDCs pulsadas com HIV são capazes de 

induzir T regs na maioria dos pacientes crônicamente infectados pelo HIV. 
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De fato, de acordo com o grau de maturação das DCs, alguns estudos indicam 

que essas células podem induzir a diferenciação de T regs produtoras de IL-10 

(Dhodapkar & Steinman, 2002; Jonuleit et al., 2000), ou induzir a expressão do fator 

de transcrição Foxp3 em células T naive (Luo et al., 2007). Ainda neste contexto, os 

antígenos do HIV apresentados às células T através das DCs com baixa expressão de 

moléculas coestimuladoras podem desencadear anergia ou tolerância ao invés de 

imunidade (Donaghy et al., 2004). 

Vários grupos têm postulado que T regs ajudariam a limitar a ativação 

crônica imune associada com a infecção pelo HIV-1 e, deste forma, seria benéfica 

para o hospedeiro (Eggena et al., 2005; Baker et al., 2007; Kinter et al., 2004). Por 

outro lado, outros estudos têm demostrado que a supressão de células efetoras 

específicas contra o HIV-1 pode ser prejudicial para o hospedeiro (Kinter et al., 

2007; Aandahl et al., 2004; Lim et al., 2007).  Permanece indeterminado qual o papel 

mais importante que as células T regs desempenham na patogênese do HIV-1, ou 

seja, se prevalecem os efeitos vantajosos de controlar a ativação imune, ou os efeitos 

nocivos causados pela limitação de uma resposta imune antiviral. Uma consideração 

razoável é que o papel das Tregs na patogênese induzida pelo HIV poderia estar 

diretamente relacionado à fase da infecção. Com efeito, durante a fase aguda da 

doença altos níveis de T regs desempenhariam um papel prejudicial ao hospedeiro 

por suprimir a resposta anti-HIV, consequentemente aumentando a replicação viral. 

Por outro lado, na fase crônica da infecção, as T regs teriam uma importante função 

no controle da ativação imunológica e da infecção pelo HIV. Ou seja, níveis elevados 

de T reg ou o aumento de sua atividade, nesta fase da infecção poderia retardar a 

progressão da doença (Holmes et al., 2008). 

Confirmam esta hipótese nossos achados que revelam uma relação inversa 

entre a frequência de T regs e a CV em pacientes infectados, ou seja, pacientes com 

maior CV apresentaram menor frequência de T regs. Ainda neste sentido, tem sido 

descrito que a viremia persistente na infecção crônica pelo HIV é significativamente 

associada com perda de T regs (Baker et al., 2007) e que há uma diminuição na 

frequência dessas células no sangue periférico de pacientes com doença progressiva 

(Pakker et al., 1999; Tsunemi et al., 2005). 
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 Um número significante de células T CD4+ produtoras de IFN- foi 

detectado durante o cocultivo, o que significa que, apesar da CV alta e da presença 

das T regs, mesmo em baixa frequência,  células T efetoras foram eficientemente 

geradas. Neste contexto, os pacientes que apresentaram carga viral > 4,0 log 

mostraram um percentual menor de T regs. Esta redução nos níveis de células T regs 

não pode ser atribuída ao esgotamento de células T CD4+, considerando que todos 

eles tinham uma contagem de T CD4+ superior a 350 céls/L. Uma possível 

explicação para número menor de T regs em pacientes com carga viral elevada é que 

essas células são seqüestradas preferencialmente no tecido linfóide durante a 

replicação do HIV (Andersson et al., 2005).  

             Em conjunto estes resultados mostraram que as DCs pulsadas com AT-2-

HIV autólogo foram capazes de induzir aumento dos níveis de células T efetoras e 

células T reguladoras in vitro, o que in vivo poderia ajudar os pacientes submetidos à 

vacinação a combater a replicação viral ou atenuar a ativação de células T. 

             Importante salientar, que não foram realizados testes funcionais para 

verificar a função das T regs. Apesar de algumas tentativas, devido ao fato do ensaio 

funcional requerer um número elevado de células T CD4+ CD25+, isto foi um fator 

limitante para execução do ensaio com amostras de pacientes infectados por HIV. 

 Deve também ser considerado que a produção de IFN- foi o único aspecto 

mensurado para avaliação das células T CD4+ e T CD8+ efetoras. A detecção de 

células T CD4+ e células T CD8+ polifuncionais, ou seja, células que expressam 

simultaneamente mais de uma citocina intracelular, é um método altamente sensível 

e tem sido amplamente utilizado para estudar a resposta imune em infecções crônicas 

(Macatangay et al., 2010; Kutscher et al., 2008).  Neste contexto, tem sido 

demonstrado em estudos com individuos não progressores  uma correlação inversa 

entre a presença de células polifuncionais e a baixa viremia (Baker et al., 2009; 

Pereyra et al., 2008).  

Os resultados da dosagem de citocinas do cocultivo de linfócitos e MoDCs 

não revelaram níveis detectáveis de IL-10. Isso nos leva a sugerir que as T regs 

geradas durante o cocultivo não sejam as produtoras de IL-10, uma vez que o papel 

supressor das T regs pode ser mediado por outras citocinas ou por contato célula-

célula.  
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As culturas estimuladas com MoDCs pulsadas com AT-2-HIV mostraram um 

aumento significativo na produção de IL-6 no grupo de pacientes com contagem de 

células T CD4+ < 500 céls/L em comparação ao grupo com contagem de T CD4+ > 

500 céls/L. É possível que estes pacientes apresentem um perfil de resposta pró-

inflamatória após os estímulos das DCs, ao contrário dos pacientes com contagem de 

células T CD4+ > 500 céls/L que apresentaram um número significativo de células 

T CD4+ produtoras de IFN-  

A presença ou ausência de IL-6 pode regular respectivamente a indução da 

resposta pró-inflamatória ou da resposta tolerogenica de células T. A IL-6 pode 

também influenciar a estabilidade e função das T regs naturais. Por exemplo, a 

estimulação das T regs na presença de IL-6 resulta na perda de expressão de Foxp3 e 

na aquisição do fenótipo e função de Th17 (Zheng et al., 2008; Xu et al., 2007). 

Além disso, a IL-6 produzida bloqueia a inibição mediada pelas T regs sobre a 

ativação de células T, e isso se dá provavelmente devido ao efeito direto da IL-6 

sobre as T regs e  devido a habilidade da IL-6 em tornar as células T resistentes a 

supressão mediada por estas células supressoras (Pasare & Medzhitov, 2003).  

Alguns autores mostraram a existencia de uma relação direta entre a presença 

de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF- e a IL-6, e o aumento da replicação 

viral (Chun et al., 1997; Lawn et al., 2001; Ganesh et al., 2003). Este dado nos sugere 

que o aumento de IL-6 após estímulo de MoDC pode estar relacionado com fatores 

associados à imunoativação encontrada nos indivíduos crônicos infectados por HIV, 

que em geral é observado nos pacientes com menor número de células T CD4+. 

Desta forma, mediante estas funções atribuidas a IL-6, o grupo de pacientes 

com contagem de células T CD4+ > 500 céls/L mostra-se mais uma vez, um grupo 

promissor no que diz respeito a resposta eficiente a vacinação com MoDCs pulsadas 

com HIV  in vivo. 

Atualmente, nosso grupo está desenvolvendo no LIM-56 um estudo clínico de 

fase II utilizando MoDCs pulsadas com AT-2-HIV para o tratamento de indivíduos 

cronicamente infectados pelo HIV-1 sob coordenação do Prof. Alberto J. S. Duarte. 

Tal estudo poderá proporcionar uma melhor compreensão dos mecanismos imunes 

envolvidos na resposta à vacina. Nesse sentido, o estudo do papel das T regs na 
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resposta vacinal poderá trazer elementos importantes para o aperfeiçoamento desta 

estratégia terapêutica. 

Em suma, demonstramos que as DCs pulsadas com HIV-1 são capazes de 

induzir resposta efetora e elevar a freqüência de T regs em pacientes crônicamente 

infectados pelo HIV-1. Nossos resultados mostram que MoDCs pulsadas com vírus 

inativado foram capazes de induzir um aumento na frequência de células T CD4+ 

produtoras de IFN-, principalmente em pacientes com contagem de células T CD4+ 

> 500 células / L. Estes resultados evidenciam que as MoDCs pulsadas com AT-2-

HIV foram capazes de induzir a geração de ambas as populações, as células T 

efetoras e células T reguladoras antígeno-específicas. 

Desta forma, admitimos que a vacinação terapêutica com DCs pode diminuir 

a replicação do HIV e retardar a progressão da Aids em pacientes com CV elevada. 

Uma melhor compreensão do papel das T regs na modulação da resposta imune em 

diferentes estágios da doença crônica causada pelo HIV pode contribuir para a 

melhoria desta e de outras estratégias terapêuticas imunológicas. 
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6. Conclusões 

 

• O HIV inativado por AT-2 não induziu apoptose celular nas MoDCs 

pulsadas. 

 

• O HIV inativado por AT-2 presente em MoDCs pulsadas não induziu 

apoptose em linfócitos T CD8+ e linfócitos T CD4+ após cocultivo.  

 

• MoDCs pulsadas com HIV-1 são capazes de induzir células T CD4+ efetoras 

e isso se mostrou mais pronunciado em pacientes que apresentam o número 

de células T CD4+ > 500. 

 

• MoDCs pulsadas com HIV-1 elevaram a frequência de T regs em pacientes 

cronicamente infectados pelo HIV-1. 

 

• A vacinação terapêutica com DC poderia diminuir a replicação do HIV e 

retardar a progressão da Aids em pacientes com carga viral elevada. 

 

• O número de células T CD4+ > 500 e a viremia alta podem ser utilizados 

como critérios para seleção de pacientes a serem submetidos à imunoterapia. 
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Anexo A: Termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS 

DA  FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

CAIXA POSTAL, 8091 – SÃO PAULO - BRASIL 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Instruções para preenchimento no verso) 

_______________________________________________________________ 

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU 
RESPONSÁVEL LEGAL 

1. NOME DO PACIENTE:................................................................................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº: ................................. SEXO:    M □   F □  
DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO:............................................................. Nº........... .APTO: ............. 
BAIRRO:...........................................................CIDADE:..................................... 
CEP:....................................TELEFONE: DDD (............) ................................... 

2.RESPONSÁVEL LEGAL: ................................................................................... 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ........................................ 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................      SEXO:  M □   F □   
DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 
ENDEREÇO:.................................................................. Nº ........ APTO: ........... 
BAIRRO: .........................................................CIDADE: ..................................... 
CEP: ...................................TELEFONE: DDD (............).................................... 

____________________________________________________________________________________ 

 

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: ESTUDO SOBRE A IMUNÔMICA FUNCIONAL DE 

CÉLULAS DENDRÍTICAS DERIVADAS DE MONÓCITOS PULSADAS COM VÍRUS AUTÓLOGOS OU 

ANTÍGENOS DE HIV. 

2. PESQUISADOR: Dr. Alberto José da Silva Duarte 

CARGO/FUNÇÃO: Chefe de laboratório LIM-56            INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº : 16915 

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

SEM RISCO □  RISCO MÍNIMO X  RISCO MÉDIO □ 

 RISCO BAIXO □  RISCO MAIOR □ 

 (probabilidade de que o indivíduo sofra algum dano como consequência imediata ou tardia do estudo) 
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4. DURAÇÃO DA PESQUISA : 36 meses 

____________________________________________________________________________________ 

 

     III - REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE 
OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO: 

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa: Nem todos os pacientes HIV+ 
são capazes de responder de forma eficiente aos medicamentos 
antirretrovirais e, além disso, muitas vezes o uso destes medicamentos por 
muito tempo pode provocar efeitos colaterais indesejáveis. Neste sentido, é 
muito importante estudar novos métodos para o tratamento destas pessoas. 
Recentemente foi descrita uma nova forma de tratamento no qual células 
brancas (chamadas monócitos) retiradas do sangue do paciente foram 
modificadas em laboratório especializado e então reinjetadas no próprio 
paciente.  Este processo trouxe resultados satisfatórios que permitiu adiar o 
uso dos medicamentos antirretrovirais. Considerando que isto pode vir a ser 
um novo método de tratamento, o objetivo deste trabalho é estudar, em 
laboratório especializado, estas células modificadas e, além disso, avaliar 
quais pacientes poderiam se beneficiar deste tratamento, ou seja, se o 
tratamento com estas células poderia ou não ter sucesso no paciente. Além 
disso, investigar os mecanismos de regulação do sistema de defesa 
(sistema imune) envolvidos na resposta a este tratamento. Os resultados 
obtidos deste trabalho contribuirão imensamente para o desenvolvimento 
desta vacina, permitindo o tratamento de muitos pacientes infectados pelo 
HIV. 

2. Procedimentos que serão utilizados e propósitos, incluindo a 
identificação dos procedimentos que são experimentais: Neste 
trabalho, após avaliação clínica feita pelo médico, será coletado um 
volume de 15 mL de sangue que será levado para um laboratório para a 
obtenção do HIV. Após cerca de 30 dias nova coleta de 70 mL de sangue 
será realizada. Este sangue também será levado a um laboratório, onde 
as células serão separadas para os testes. Após a separação as células 
brancas (monócitos) já modificadas entrarão em contato com o vírus 
obtido anteriormente e então serão avaliadas com relação à capacidade 
de estimular o sistema imunológico. Após isto, estas células modificadas 
(agora chamadas de células dendríticas) serão colocadas em contato 
com outras células de defesa, chamadas linfócitos. Será feita a análise 
do DNA destas células dendríticas, a fim de entender que mudanças 
serão induzidas nos genes destas células. Sua capacidade de ativar os 
linfócitos será avaliada pela produção de proteínas chamadas citocinas, 
pela capacidade de induzir multiplicação dos linfócitos, pelas 
subpopulações de linfócitos geradas, além da capacidade de 
sobrevivências destes linfócitos.  
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Uma vez que fatores genéticos (herdados) podem influenciar na resposta 
imune, estudaremos alguns genes relacionados ao sistema imunológico. 
Diferentes formas de colocar o vírus no interior das células serão também 
estudadas. Com objetivo de tornar viáveis estes experimentos, serão 
avaliados alguns indivíduos expostos, mas não infectados pelo HIV. 

 
3. Desconfortos e riscos esperados: O maior desconforto será no momento 

da coleta do sangue, porém este procedimento não trará nenhum risco à 
saúde do paciente. Todos os materiais utilizados serão descartáveis. 

4. Benefícios que poderão ser obtidos: O voluntário não terá nenhum 
benefício adicional por participar deste protocolo, mas estará contribuindo 
enormemente para o desenvolvimento de uma nova estratégia de tratamento 
que poderá trazer muitos benefícios futuramente. É prevista uma ajuda de 
custo de R$10,00 (dez reais) por visita, por indivíduo, com objetivo de 
auxiliar nas despesas com transporte e alimentação. Não está previsto 
nenhum outro tipo de auxílio financeiro.  

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o 
indivíduo: Não haverá procedimentos alternativos 

_________________________________________________________________________________ 

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE 

GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO: 

 

1. Acesso, a qualquer tempo, às informações sobre procedimentos, riscos 
e benefícios relacionados à pesquisa, inclusive para dirimir eventuais 
dúvidas. O voluntário poderá obter informações e esclarecer qualquer tipo de 
dúvida sempre que desejar. Além disso, será avisado sobre qualquer nova 
informação relacionada a este trabalho. 

 

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de 
deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuízo à continuidade 
da assistência.  A participação é voluntária e o paciente pode se retirar da 
pesquisa a qualquer momento se assim desejar. 

  

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.  A participação 
do voluntário é totalmente confidencial e a identidade do paciente é mantida em 
sigilo, bem como todos os resultados de testes relacionados a este estudo. 
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4. Disponibilidade de assistência no HCFMUSP, por eventuais danos à 
saúde, decorrentes da pesquisa. A pesquisa não envolve nenhum risco à 
saúde do voluntário, porém para qualquer eventualidade que possa ocorrer 
durante a coleta de sangue é assegurada a assistência por médicos do 
HCFMUSP. 

 

5. Viabilidade de indenização por eventuais danos à saúde decorrentes da 
pesquisa. É assegurada a assistência médica ao paciente para qualquer 
eventualidade ocorrida durante a coleta de sangue. 

 

 

V. INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS 
RESPONSÁVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA 

CONTATO EM CASO DE INTERCORRÊNCIAS CLÍNICAS E REAÇÕES 
ADVERSAS. 

Em caso de dúvidas entrar em contato com Dr. Alberto Duarte ou Dra. Telma 
Oshiro -  LIM 56 FMUSP – tel. 3061-7499 -  Av. Dr. Enéas de Carvalho 
Aguiar, 470 IMT prédio 2 – 3o andar Cerqueira César – São Paulo 

 

 

VI. OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 

 

 

 

 

VII - CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 

Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter 
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo 
de Pesquisa  

São Paulo,  ..........  de  ................................ de  20....... 

___________________________________________                    ______________________________ 
assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal  assinatura do pesquisador  
                                                                                                                 (carimbo ou nome Legível) 
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Anexo B : Aprovação do comitê de ética 
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