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RESUMO 

 

O vírus da imunodeficiência humana (HIV)-1, por replicar-se intensamente nas 

células T CD4+ foliculares, ou TFH, compromete a produção de anticorpos protetores.  

As células TFH, encontradas principalmente nos folículos dos tecidos e órgãos 

linfoides secundários, têm como principal função ajudar os linfócitos B na resposta 

imune humoral de alta eficiência. Estudo recente publicado pelo nosso grupo 

demonstrou que a gestação favorece a expansão de células TFH funcionais, 

identificada pela expressão de CXCR5, PD-1, ICOS e pela produção de IL-21. A 

frequência dessas células foi diretamente correlacionada aos títulos de IgG anti-

HBsAg e os níveis sistêmicos de estrogênio. Diante do exposto, o objetivo desse 

trabalho foi avaliar o impacto da terapia antirretroviral (TARV) na frequência dessas 

células em gestantes infectadas pelo HIV-1. Para tanto, amostras de sangue de 

gestantes infectadas pelo HIV-1 (n=14) foram colhidas antes e depois da TARV. 

Como grupo controle, 19 gestantes saudáveis e HIV-1 negativas foram recrutadas 

para o estudo no último trimestre da gestação. As células T foram ativadas 

policlonalmente ou com os antígenos Env e Gag do HIV-1. A porcentagem das 

células TFH circulantes foi avaliada através da citometria, enquanto os títulos de IgG 

anti-HBsAg e os níveis de hormônios foram determinados através da técnica ELISA. 

No presente estudo, mesmo após a introdução da TARV, o percentual das células 

TFH totais, ou do subtipo PD-1
+
, foi inferior nas pacientes infectadas pelo HIV-1. A 

proporção dessas células capaz de produzir IL-21, IL-10, IFN- e IL-6 também foi 

menor nas pacientes quando comparada ao grupo controle. Apesar de a TARV ter 

elevado os títulos de IgG anti-HBsAg, seus níveis continuaram inferiores aos valores 

dosados nos plasmas das amostras controles. A concentração de estrogênio, apesar 

de ter sido inferior nas gestantes infectadas pelo HIV-1, foi diretamente associada a 

porcentagem de células TFHIL-21+. Finalmente, o antígeno viral Env, favoreceu a 

expansão das células TFH menos eficientes em produzir IL-21. Apesar de 

preliminares, esses achados sugerem que a infecção pelo HIV-1 não apenas 

compromete a função das células TFH, como também, através de seus antígenos, 

favorece a expansão desse subtipo celular disfuncional, o que não é revertido pela 

TARV. 

Palavras-chave: Células T CD4+ foliculares, gestação, HIV, citocinas, anticorpos. 



ABSTRACT 

 

The human immunodeficiency virus (HIV) -1, due to ability in replicating intensely in 

follicular helper CD4+ T cells, or TFH, it compromises the production of protective 

antibodies. TFH cells, found mainly in follicles of the tissues and secondary lymphoid 

organs, have as main function to help the B lymphocytes during highly efficiency 

humoral immune responses. A recent study published by our group has 

demonstrated that pregnancy favors the expansion of functional TFH cells, identified 

by the expression of CXCR5, PD-1, ICOS markers and the production of IL-21. The 

frequency of these cells was directly correlated to anti-HBsAg IgG titers and systemic 

levels of estrogen. Here, the objective of this study was to evaluate the impact of 

antiretroviral therapy (ART) on the frequency of these cells in pregnant women HIV-1 

infected. For this purpose, blood samples from pregnant women infected with HIV-1 

(n = 14) were collected before and after ART. As control group, 19 healthy and HIV-1 

negative pregnant women, in the last trimester of gestation, were also recruited. The 

T cells were activated in vitro with mytogen or HIV-1 Env and Gag antigens. The 

percentage of circulating TFH cells was assessed by cytometry, while anti-HBsAg IgG 

titers and hormone levels were determined by the ELISA technique. In the present 

study, even after the introduction of ART, the percentual of total TFH cells, or PD-1+ 

subset, was lower in HIV-1 infected patients. The proportion of these cells capable of 

producing IL-21, IL-10, IFN- and IL-6 was also lower in those patients as compared 

to the control group. Although the ART elevated the HBsAg IgG titres, the levels 

remained below the values measured in the plasma of the control samples. The 

concentration of estrogen, although it was lower in HIV-1-infected pregnant women, it 

was directly associated with the percentage of TFH IL-21+ cells. Finally, viral antigen 

Env, favor the expansion of TFH cells less efficient in producing IL-21. Although 

preliminary, these findings suggest that HIV-1 infection not only compromises the 

function of TFH cells, but also, through its antigens, favors the expansion of a kind of 

dysfunctional follicular CD4+ T, which is not reversed by ART. 

 

Key words: follicular CD4+ T cells, pregnancy, HIV, cytokines, antibodies 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1  CONSIDERAÇÕES GERAIS 

A resposta imune contra diferentes patógenos depende de interações 

complexas entre diferentes elementos celulares e humorais da imunidade natural e 

adaptativa (WAN & FLAWELL, 2009). Na dinâmica dessa resposta, no entanto, as 

células T CD4+ ocupam uma posição de destaque pela sua habilidade em coordenar 

todos os processos envolvendo ativação adequada das células do sistema imune 

inato e dos linfócitos T CD8+ e células B (VERBOOGEN et al., 2016; WAN & 

FLAWELL, 2009). Portanto, qualquer evento capaz de modular o comportamento 

funcional das células T CD4+ tem, em diferentes níveis, impactos à saúde humana.  

Recentemente um novo subtipo células T CD4+ presente nos folículos linfoides, 

conhecida como zona de células B, tem sido descrito e implicado na gênese do 

centro germinativo e na produção de anticorpos neutralizantes de diversos isotipos 

(CROTTY, 2015). Esses linfócitos, atualmente conhecidos como células T auxiliares 

foliculares, ou células TFH (do inglês, Follicular T Helper cells), são capazes de 

sustentar todos os eventos relacionados à ativação e diferenciação das células B 

virgens em células de memória, assim como de plasmócitos de longa vida capazes 

de produzir outras classes de anticorpos, além da tradicional IgM, e de alta afinidade 

para com os seus respectivos antígenos (CROTTY, 2011; DE FRANCO, 2016; DE 

SILVA & KLEIN, 2015; PALLIKKUTH; PARMIGIANI; PAHWA, 2012; SHULMAN et 

al., 2013; TANGYE et al., 2013). 

Fenotipicamente as células TFH devem obrigatoriamente expressar o receptor 

de quimiocina CXCR5 e produzir a interleucina (IL)-21 (PALLIKKUTH; PARMIGIANI; 

PAHWA, 2012). A presença de marcadores adicionais tem sido associada com sua 

capacidade funcional, tais como o receptor de morte programada PD-1 (do inglês, 

Programmed Death-1) e a molécula coestimulatória induzível de células T (ICOS, do 

inglês Inducible T-cell Costimulator) (ONABAJO et al., 2013). No sangue periférico, 

células TFH de memória são encontradas e são capazes de auxiliar, in vitro, células 

B na produção de anticorpos (BENTEBIBEL et al., 2013; LOCCI et al., 2013). Diante 

desses achados, vários grupos de pesquisa têm se dedicado a estudar a biologia 

dessas células objetivando manipulá-las em favor da saúde humana, melhorando 
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respostas à vacinas e o controle de reações de hipersensibilidades mediadas por 

anticorpos (BENTEBIBEL et al., 2013; LOCCI et al., 2013; MONTEIRO et al., 2017). 

No contexto da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV, do inglês 

Human Immunodeficiency Virus)-1, com a introdução da terapia antirretroviral 

(TARV), a velocidade do crescimento da incidência do vírus no mundo vem caindo 

substancialmente, assim como a transmissão vertical em gestantes infectadas, 

melhorando o prognóstico dos indivíduos infectados pelo vírus (KHARSANY & 

KARIM, 2016). Entretanto, estudos recentes em pacientes imunologicamente 

capazes de controlar a replicação viral mesmo sem a terapia antirretroviral 

observaram uma expansão de células TFH capazes de produzir IgG com habilidade 

de neutralizar diferentes isolados do vírus, revelando o importante papel do eixo 

TFH/B em prevenir a progressão da doença para a Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS, do inglês Acquied Immunodeficiency Syndrome) (GRAFF-DUBOIS; 

ROUERS; MORIS, 2016; LOCCI et al., 2013; MILES et al., 2016; ONABAJO & 

MATTAPALLIL, 2013). De forma interessante, recente trabalho publicado pelo nosso 

grupo demonstrou que a gestação favorece a expansão dessas células (MONTEIRO 

et al., 2017). Entretanto, nenhum estudo, até o momento investigou o impacto da 

TARV no status funcional das células TFH em mulheres grávidas infectadas pelo HIV-

1, sendo esse o principal objetivo do presente estudo. 

 

1.2   ATIVAÇÃO DAS CÉLULAS T CD4
+
 VIRGENS: ONDE TUDO COMEÇA 

 

No contexto de uma infecção primária no organismo, o desenvolvimento de 

uma resposta imune adquirida eficaz mediada pelas células T CD4+ contra 

diferentes patógenos depende da adequada ativação das células dendríticas (DC, 

do inglês Dendritic cells) locais. A eficiente ativação das DCs envolve o 

reconhecimento de diferentes padrões moleculares associados aos patógenos 

(PAMP, do inglês Pathogen-associated molecular pattern), através de receptores de 

padrões associados a patógenos (PRR, do inglês Pattern Recognition Receptors) 

expressos por estas células, tais como os membros da família de receptores do tipo 

Toll (TLRs, do inglês Toll-like receptors) (BRUBAKER et al., 2015; ZUNIGA et al., 

2015). Nesse cenário, as DCs ativadas por PAMP, através de interações cognitivas 

e solúveis, se especializam em ativar linfócitos T CD4+ virgens, sendo conhecidas 

como DCs imunogênicas, ou imDCs. Para tanto, essas imDCs devem inicialmente 
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migrar do local de infecção em direção a zona de células T presentes nos tecidos e 

órgãos linfoides secundários regionais (VERBOOGEN et al., 2016). Essa migração é 

dirigida por um gradiente de quimiocinas, CCL19 e CCL21 produzido nas zonas 

enriquecidas de células T, e depende da expressão de CCR7 pelas imDCs. Quando 

em contato com as células T CD4+ virgens, as imDCs deflagram diferentes sinais 

cognitivos e solúveis capazes de proporcionar uma ativação primária eficiente 

desses linfócitos (DUSTIN et al., 2006; VERBOOGEN et al., 2016).  

O primeiro sinal fornecido pela imDC é a apresentação dos peptídeos 

antigênicos acoplados às moléculas HLA (do inglês, Human Leukocyte Antigen) de 

classe II, também conhecidas como moléculas do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (MHC, do inglês Major Histocompatibility Complex) de classe II 

que são reconhecidos pelos respectivos receptores de antígeno das células T (TCR, 

do inglês T-cell receptor) (DUSTIN et al., 2006). Apesar de o presente sinal 

determinar a especificidade da resposta imune a ser montada, a eficiente ativação 

das células T CD4+ depende de outras interações com as imDCs, como a ligação de 

membros da família B7 (B7.1/CD80 e B7.2/CD86), expressos nas imDCs, com o 

CD28 das células T CD4+ (DUSTIN et al., 2006; VERBOOGEN et al., 2016). A 

cascata de ativação a partir das caudas citoplasmáticas do complexo TCR:CD3 e 

CD28 permitirá intensa proliferação linfocitária devido a produção autócrina de IL-2 e 

da expressão do CD25, formando o receptor trímero de alta afinidade para a IL-2 

(DUSTIN et al., 2006; MALEK & CASTRO, 2010; VERBOOGEN et al., 2016).  

Um terceiro, e último sinal, acionado pelas imDCs favorece a diferenciação dos 

linfócitos T CD4+ nos diferentes fenótipos auxiliares adquiridos por estas células, que 

produzem padrões polarizados de citocinas, capazes de coordenar e regular 

diversos eventos da resposta imunológica (VERBOOGEN et al., 2016). 

Classicamente, a diferenciação das células T CD4+ é determinada pela combinação 

de diferentes citocinas liberadas pelas imDCs durante a sinapse imunológica, 

entretanto, hormônios também podem influenciar nessa diferenciação fenotípica 

(WAN & FLAWELL, 2009). Devido sua diversidade funcional, a lista dos diferentes 

fenótipos de células T CD4+ tem crescido de forma expressiva nos últimos 10 anos, 

sendo alguns deles mais estáveis, enquanto outros mais plásticos, possibilitando 

que possam permutar dependendo do microambiente no qual as células T CD4+ 
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ativadas se encontram (AZIZ et al.,2015; CROTTY, 2015; FARRAR; ASNAGLI; 

MURPHY, 2002; PANKRATS et al., 2016; TAN & GERY, 2012). 

 

 

1.2.1 Linfócitos TH1 

A produção de IL-12 pelas imDCs induz a diferenciação das células T CD4+ em 

um subtipo celular conhecido como linfócitos T auxiliares do tipo 1 (TH1) (KREBS & 

STEINMETZ, 2016). Apesar de outras citocinas favorecerem esse fenótipo, apenas 

a IL-12 é capaz de induzir a expressão estável do principal fator de transcrição 

envolvido na programação de expressão gênica relacionada ao fenótipo TH1, o T-bet 

(FARRAR; ASNAGLI; MURPHY, 2002). A migração dessas células para os locais de 

infecção é direcionada pela expressão dos receptores de quimiocinas CXCR3 e 

CCR5 (GROOM & LUSTER, 2011; RABIN et al., 2003). Devido a capacidade de 

produzir elevados níveis de IL-2 e interferon (IFN)-, as células TH1 mediam a 

resposta imune celular contra micro-organismos intracelulares obrigatórios ou 

facultativos por ativarem diferentes fagócitos e induzirem respostas citotóxicas 

medidas pelas células NK e T CD8+ (ANTONELLI et al., 2014; GROOM & LUSTER, 

2011). Ademais, em humanos, o IFN- induz a produção de anticorpos IgG 1 e IgG3 

pelos linfócitos B (MACKINSTRY et al., 2010) (Figura 1). 

 

1.2.2 Linfócitos TH2 

Na ausência de IL-12 e presença de IL-4, as células T CD4+ ativadas se 

diferenciam no fenótipo TH2 (FARRAR; ASNAGLI; MURPHY, 2002). A IL-4 é 

fundamental para manutenção da expressão dos transativadores STAT (do inglês 

signal transducers and activators of transcription)-6 e GATA (do inglês, Globin 

Transcription Factor)-3. O GATA-3 é o regulador-mestre da diferenciação das células 

TH2, pois induz a transcrição dos genes para as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (BAO & 

LEE REINHARDT, 2015; FARRAR; ASNAGLI; MURPHY, 2002; WAN & FLAVELL, 

2009) (Figura 1). Além de produzir essas citocinas, as células TH2 são 

caracterizadas pela expressão dos receptores de quimiocinas CCR3, CCR4 e CCR8 

(COSMI et al., 2001). Durante sua interação com as células B, as TH2 induzem 

principalmente a síntese de anticorpos IgE que são altamente implicados nas 
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respostas imunológicas protetoras contra helmintos e em reações de 

hipersensibilidade do tipo I (MANAKI et al., 2008; ZHU et al., 2010a; ZHU et al., 

2010b). 

 

1.2.3 Linfócitos TH17 

A descoberta das células TH17 como novo fenótipo é um evento mais recente, 

dependente das citocinas IL-1β, IL-6 e, principalmente, IL-23 em associação ao fator 

transformador de crescimento (TGF, do inglês Transforming Growth Factor)- β. 

Essas citocinas ativam as proteínas RORγt (do inglês RAR-related orphan receptor 

gamma) e STAT-3, responsáveis pela ativação da transcrição de diversos genes de 

citocinas relacionadas ao fenótipo TH17 (GUTCHER & BECHER, 2007; KLUGUER et 

al., 2014; ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2014) (Figura 1). As citocinas secretadas 

por essas células, como a IL-17A (IL-17), IL-17F, IL-21 e IL-22 tem como principal 

função induzir as células imunes e parenquimatosas a secretar IL-8, envolvida na 

quimiotaxia de neutrófilos para os locais da infecção (ANNUNZIATO et al., 2015; 

MIOSSEC, 2009). Adicionalmente, essas células são caracterizadas pela expressão 

elevada do receptor de quimiocina CCR6, assim como podem auxiliar as células B 

na produção de IgM, IgG e IgA (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007; ANNUNZIATO 

et al., 2007). Esse fenótipo tem sido amplamente implicado na resposta imune 

contra bactérias extracelulares e fungos (ANNUNZIATO et al., 2015). Entretanto, 

estudos recentes demonstram que a falta de TGF- β, durante a diferenciação dessas 

células, induz um perfil de células TH17 envolvidas na patogênese de muitas 

enfermidades crônicas e autoimunes (ANCUTA; MONTEIRO; SEKALY, 2010; 

ZHANG et al., 2015). Esse subtipo patogênico do fenótipo TH17 parece ser capaz de 

produzir IL-17 associado ao IFN- ou ao fator estimulador de colônias de 

granulócitos e macrófagos (GM-CSF, do inglês Granulocyte macrophage colony-

stimulating factor) (ZHANG X. et al., 2015). 
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Figura 1: Eventos envolvidos na diferenciação das principais células T CD4

+
 efetoras. No 

decorrer do processo natural de ativação da resposta imune específica mediada pelas células T 
CD4

+
, as células dendríticas (DCs) profissionais (imunogênicas) apresentam diferentes peptídeos de 

proteínas antigênicas no contexto das moléculas do MHC de classe II. Durante essa sinapse 
imunológica, moléculas coestimuladoras expressas na superfície das DCs, particularmente CD80 e 
CD86, interagem com o marcador CD28 expresso nas células T CD4

+
, permitindo, assim, a indução 

de diferentes vias de sinalização que culminam na proliferação e diferenciação desses linfócitos em 
diferentes fenótipos que produzem um conjunto polarizado de citocinas pró-inflamatórias. Nesse 
contexto, enquanto a diferenciação das células T CD4

+
 humanas no fenótipo TH1 depende, 

principalmente, da produção de IL-12 pelas DCs; a formação dos fenótipos TH2 e TH17 é 
principalmente garantida quando elevadas concentrações de IL-4 e IL-23/TGF-β, respectivamente, 

liberadas por essas células apresentadoras de antígenos. A produção de IFN- pelas células TH1 
regula diferentes eventos da resposta imune contra micro-organismos intracelulares obrigatórios e 
facultativos e produção de IgG1 e IgG3 pelas células B.  Adicionalmente, a produção de IL-2 pelas 
células TH1 pode  favorecer a diferenciação das células T CD8

+ 
em linfócitos T citotóxicos, células que 

matam o alvo principalmente pela liberação de perforina e granzimas. Por outro lado, proteção contra 
helmintos é particularmente depende da produção das citocinas pelas células TH2 (IL-4, IL-5 e IL-13) 
que induzem a produção de IgE, favorece o recrutamento de eosinófilos para área de infecção por 
helmintos. As citocinas secretadas pelas células TH17, tais como IL-17A (IL-17), IL-21 e IL-22, podem 
coordenar uma resposta lesiva contra bactérias extracelulares e fungos, por favorecer o recrutamento 
e ativação de monócitos e, principalmente neutrófilos. Mais recentemente, outros fenótipos T CD4

+
 

foram descritos. As células TH9, cuja diferenciação é induzida na presença das citocinas IL-4 e TGF-
β, são caracterizadas pela síntese de IL-9. Estas células estariam envolvidas em respostas protetoras 
contra tumores e helmintos. Finalmente, as células TH22 são caracterizadas pela produção das 
citocinas IL-22, IL-13 e TNF-α. Estas células são induzidas na presença das citocinas IL-6 e TNF-α, e 

estariam envolvidas em diversas patologias, tais como, desenvolvimento de tumores, alergias e 
doenças autoimunes como a esclerose múltipla. Fonte: BENTO, C.A.M., 2017. 
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1.2.4 Linfócitos TH9 e TH22  

Os linfócitos TH9 são um dos subtipos de células T CD4+ mais recentemente 

descritos, sendo induzidos na presença conjunta de IL-4 e TGF-β. Os principais 

fatores de transcrição envolvidos em sua diferenciação são STAT-6, GATA-3 e IFR 

(do inglês Interferon regulatory fator)-4 e essas células são caracterizadas pela 

produção de IL-9 (KAPLAN, 2013; TAN & GERY, 2012) (Figura 1). Sua 

caracterização fenotípica ainda não foi consolidada, assim como seu papel em 

modelos humanos ainda não está totalmente elucidado. Apesar de alguns estudos 

sugerirem a participação das células TH9 na proteção contra tumores e parasitas 

(VÉGRAN et al., 2015), essas células parecem estar envolvidas em reações de 

hipersensibilidades, tais como alergia e autoimunidade (SOROOSH & DOHERTH, 

2009). 

As células TH22 são outro subtipo de células T CD4+ descrita recentemente e 

seu fenótipo é induzido, a partir de células virgens, na presença de IL-6 e TNF-α. O 

fator de transcrição preponderante para sua diferenciação é o receptor aril de 

hidrocarboneto (AHR, do inglês Aryl Hidrocarbon Receptor) (AZIZ et al., 2015; 

FARD; AZIZ; MIRSHAFIEY, 2016). O fenótipo TH22 é caracterizado pela secreção 

de IL-22, IL-13 e o fator de necrose tumoral (TNF, do inglês Tumor Necrosis Factor)-

α (Figura 1). Este fenótipo celular parece ter uma participação importante para a 

manutenção da integridade da mucosa intestinal, desenvolvimento de tumores, 

alergias e doenças autoimunes como a esclerose múltipla (AZIZ et al.,2015; 

EYERICH & EYERICH, 2015; FARD; AZIZ; MIRSHAFIEY, 2016). 

 

1.2.5 Linfócitos T reguladores 

Os linfócitos T reguladores (Tregs) são um subtipo de células T CD4+ 

fundamentais na manutenção da autotolerância imunológica, além de controlar 

processos inflamatórios potencialmente lesivos associados a infecções (PANKRATS 

et al., 2016). Dentre os diferentes subtipos de Tregs descritos na literatura, a maioria 

dos estudos é focado nos perfis fenotípicos e funcionais que levam em consideração 

a expressão do fator de transcrição FoxP3 (do inglês, X-linked Forkhead box P3) 

(ALROQI & CHATILA, 2016; VIGNALI et al., 2008) (Figura 2). 
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Figura 2: Eventos envolvidos na diferenciação das principais células T CD4

+
 reguladoras. 

Durante respostas imunes inflamatórias, a produção excessiva de citocinas pelas células Th1 e Th17 
patogênicas tem sido atrelada à distúrbios na rede de regulação, principalmente executada pelos 
linfócitos T reguladores (Tregs). As células Tregs representam uma subpopulação de células T CD4

+
 

relativamente heterogênica, sendo as células T CD4
+
FoxP3

+
CD25

+
 o subtipo mais estudado nas 

doenças autoimunes. Essas células podem ser tanto induzidas (iTregs) na periferia quando 
reconhecem os peptídeos específicos apresentados pelas células dendríticas (DCs) tolerogênicas, 
quanto geradas naturalmente no timo (nTregs). Uma terceira subpopulação é induzida por DCs 
tolerogênicas na presença do metabólito da vitamina D [1,25(OH)2D] ou do ácido retinóico. Essas 
células, conhecidas como células T reguladoras to tipo 1 (Tr-1), são negativas para o FoxP3 mas 
expressam elevados níveis do fator de transcrição Maf. Os mecanismos de ação executados pelas 
células para controlar reações inflamatórios são diversos e envolvem inibição por contato com a 
célula alvo efetora (iTreg e nTregs) e/ou através da liberação de citocinas anti-inflamatórias, 
particularmente IL-10 e TGF-β. Fonte: C.; BENTO, C.A.M, 2017. 

  

 

Dentre os subtipos que são FoxP3+, as células Tregs podem ser divididas em 

Tregs naturais (nTreg), geradas naturalmente no timo por eventos relacionados a 

seleção negativa de linfócitos reativos contra autoantígenos, e as Tregs induzidas 

(iTreg), geradas na periferia por células apresentadoras de antígenos (APC, do 

inglês antigen presenting cells) tolerogênicas (ALROQI & CHATILA, 2016; LUTZ, 

2016). Além de serem FoxP3+, essas células expressam elevados níveis de CD25, 

capacitando-as a responder a baixos níveis de IL-2. Alguns marcadores 
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relacionados à capacidade supressora dessas células podem também ser 

expressos, tais como o CD39 e o antígeno 4 associado ao linfócito T citotóxico 

(CLTA-4/CD152) (LI & RUDENSKY, 2016;  ZHOU et al., 2009). 

As iTregs FoxP3+ são induzidas na periferia na presença de DC tolerogênicas 

que expressam a enzima indoleamina-2,3 dioxigenase (IDO) (LUTZ, 2016). Essas 

Tregs, também conhecidas como TH3, são encontradas em grande número na 

submucosa intestinal e expressam CTLA-4, CD49b e o gene 3 de ativação 

linfocitária (LAG-3, do inglês Lymphocyte-activation Gene 3) (ZHOU et al., 2009).  

Quando ativadas, as TH3 produzem TGF-β. (BETTINI & VIGNALLI, 2010; VIGNALI 

et al., 2008). Por fim, as células Tr1 são induzidas por DCs na presença do ácido 

retinóico ou do metabólito da vitamina D, a 1, 25 diidroxi-colecalciferol (1,25 (OH)2D). 

Apesar de serem FoxP3-, as células Tr1 expressam CD39, CTLA-4 e secretam 

elevados níveis de IL-10 (BETTINI & VIGNALLI, 2010) (Figura 2). 

Os mecanismos pelos quais as células T reguladoras controlam as reações 

inflamatórias envolvem contatos físicos e produção de citocinas anti-inflamatórias, 

tais como IL-10 e TGF-β (BETTINI & VIGNALLI, 2010; VIGNALI et al., 2008). Com 

relação a inibição por contato, o CTLA-4, por exemplo, ao se ligar a B7.1 e/ou B7.2, 

inibe as imDCs que, de maneira indireta interrompem a ativação das células T 

efetoras (LI & RUDENSKY, 2016; LUTZ, 2016; ZHOU et al., 2009). A proteína LAG-

3, por sua vez, interrompe diretamente a ativação das células T CD4+ efetoras por 

ligar-se às moléculas do MHC-II das APCs (LUTZ, 2016; ZHOU et al., 2009) (Figura 

2). 

 

1.2.6 Linfócitos T auxiliares foliculares  

Localizadas nos folículos dos tecidos e órgão linfoides secundários, os 

linfócitos TFH são um subtipo de células T CD4+ cuja função principal é auxiliar as 

células B na formação do centro germinativo, troca de classe da cadeia pesada da 

imunoglobulina e produção de anticorpos de alta afinidade contra os antígenos 

(CROTTY, 2015) (Figura 3). Fenotipicamente são caracterizadas pela expressão do 

fator de transcrição Bcl (do inglês B-cell lymphoma)-6, do receptor de morte 

programada PD-1, do coestimulador induzível ICOS e do receptor de quimiocina 

CXCR5, e quando ativadas produzem elevados níveis de IL-21 (ONABAJO et al., 
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2013; ONABAJO & MATTAPALLIL, 2013; PALLIKKUTH; PARMIGIANI; PAHWA, 

2012). 

Alguns estudos têm demonstrado o papel relevante de IL-6, IL-21 e IL-12 para 

a diferenciação do perfil TFH (CHOI et al., 2013; MA et al., 2012; SCHMITT et al., 

2013). A IL-6 pode ser secretada pelas DCs convencionais e foliculares, além de 

linfócitos B ativados (TANGYE et al., 2013). Essa citocina, juntamente com a IL-12 

produzida na zona de células T, ativam as vias de sinalização STAT-1 e STAT-3 o 

que garante a expressão de Bcl-6 por essas células TFH (MA et al., 2012; 

PALLIKKUTH; PARMIGIANI; PAHWA, 2012; SCHMITT et al., 2013). Uma vez 

expresso, o Bcl-6 não apenas reprime a expressão de fatores de transcrição 

responsáveis pela diferenciação em outros fenótipos efetores, como o Blimp-1 (do 

inglês B lymphocyte-induced maturation protein-1), como também amplifica a 

expressão de diversos genes relacionados às células TFH, tais como CXCR5, PD-1 e 

ICOS (CHOI et al., 2011; KROENKE et al., 2012). 

A diferenciação das células T CD4+ no fenótipo TFH depende da interação do 

ICOS ao seu ligante (ICOSL) presente nas células B. Sinais a partir da cauda 

citoplasmática do ICOS potencializa a diferenciação das células TFH por induzir a 

produção de IL-21 e estabilizar a expressão do fator de transcrição chave dessas 

células, o Bcl-6 (BENTEBIBEL et al., 2011; CHOI et al., 2011; JOGDAND et al., 

2016). A expressão de Bcl-6 e de IL-21 pode também ser mantida pela via de 

sinalização envolvendo o fator regulador 4 do interferon (IRF4, do inglês Interferon 

regulatory factor 4) (HUBER & LOHOFF, 2014; SCHIMITT et al., 2016). Finalmente, 

a interação entre o fator de transcrição BATF (do inglês Basic leucine zipper ATF-like 

transcription factor) com proteína ativadora 1 (AP-1, do inglês Activator protein 1) 

também potencializa a expressão de Bcl-6 e IL-21 (LIU et al., 2013; PALLIKKUTH; 

PARMIGIANI; PAHWA, 2012). Esses achados demonstram como diferentes vias 

bioquímicas envolvidas no comprometimento das células TFH podem ser acionadas. 

Biologicamente, esse tipo de redundância é importante, pois garante a geração de 

células TFH quando uma das vias está comprometida.  

Quando ativados pelas imDCs, os linfócitos T CD4+ presentes na zona de 

células T que são comprometidos a migrar para dentro dos folículos diminuem a 

transcrição do gene para CCR7 e aumentam a expressão de ICOS, CD40L e 

CXCR5. A expressão de CXCR5 capacita essas células de entrar nos folículos 

seguindo o gradiente de concentração da quimiocina CXCL13, produzido pelas DCs 
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foliculares (CROTTY, 2011; DE FRANCO, 2016). Ao mesmo tempo, os linfócitos B 

antígeno-específicos, ativados nos folículos linfoides, diminuem a expressão de 

CXCR5 e aumentam a expressão de CCR7, fazendo com que estas células se 

dirijam para as zonas de linfócitos T. Esses eventos direcionados de trânsito celular 

facilitam o encontro entre as células T CD4+ e B na interface de suas respectivas 

zonas (DE FRANCO, 2016; DE SILVA & KLEIN, 2015). 

 
 
Figura 3: Geração de células B de memória e de plasmócitos dependentes das células TFH. 
Células B e células T CD4

+
 ativadas migram para a borda do folículo de célula B e zona de célula T 

nos órgãos linfoides secundários, respectivamente, facilitando a interação das células T CD4
+
 com as 

B. a) Células T CD4
+
 e B ativadas migram para dentro do folículo, onde as células B iniciam a 

proliferação. b) Algumas células B diferenciam-se em plasmócitos de vida curta, que dão origem ao 
foco extrafolicular e c) algumas se desenvolvem em células B de memória independentes do centro 
germinativo. d) Alternativamente, as células B ativadas podem retornar ao folículo e promover uma 
rápida proliferação para compor o centro germinativo. Na zona escura do centro germinativo, a 
expansão clonal de celular B antígeno-específicas é acompanhada por mutações pontuais nas 
regiões hipervariáveis do receptor de célula B (BCR), fenômeno conhecido como hipermutação 
somática. As células B que saem do ciclo celular povoam a zona clara, aonde a seleção por afinidade 
é dirigida através da interação do BRC com um imunocomplexo sobre as células dendríticas 
foliculares (FDCs) e na presença de células TFH antígeno-específicas. As células B do centro 
germinativo que passaram pelo processo de maturação de afinidade podem entrar novamente no 
ciclo do centro germinativo. E) Alternativamente, estas células B saem do centro germinativo como 
células B de memória. F) ou como plasmócitos de vida longa, contribuindo para a memória 
sorológica. Fonte: KUROSAKI et al., 2015. 
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Ao interagirem no limite de suas respectivas zonas, as TFH fornecem sinais 

cognitivos às células B, através da interação das moléculas ICOS/ICOSL e 

CD40L/CD40. Adicionalmente, a IL-21 e IL-4 produzidas pelas células TFH não 

apenas promovem a sobrevivência e a proliferação das células B, como também 

induzem a formação do centro germinativo (DE FRANCO, 2016; DE SILVA & KLEIN, 

2015; MA & DEENICK, 2014; PALLIKKUTH; PARMIGIANI; PAHWA, 2012). A 

sinalização via IL-4 previne a apoptose das células B (YUSUF et al., 2010), 

enquanto a IL-21 induz a expressão de Bcl-6 nas células B permitindo sua 

maturação em linfócitos B de memória e plasmócitos de longa-vida (CROTTY, 2011; 

PALLIKKUTH; PARMIGIANI; PAHWA, 2012). Através de sinais cognitivos e da 

sinalização via citocinas acionados pelas células TFH, eventos de hipermutação 

somática, maturação de afinidade e troca de classe da cadeia pesada de anticorpos 

são garantidos (CROTTY, 2011; SHULMAN et al., 2013; TANGYE et al., 2013) 

(Figura 3).  

Apesar de sua localização preferencial dentro dos folículos, células TFH de 

memória identificadas foram recentemente no sangue periférico (BENTEBIBEL et 

al., 2013; LOCCI et al., 2013). Segundo estudo publicado por Locci e colaboradores 

(2013), foi demonstrado uma relação positiva entre a frequência dessas células TFH 

circulantes e a produção de anticorpos IgG capazes de neutralizar diferentes 

isolados do HIV-1. Muito ainda precisa ser conhecido sobre o presente fenótipo, 

entretanto, é consenso que essas células expressam CXCR5 e são capazes de 

produzir IL-21, quando ativadas (BENTEBIBEL et al., 2013; LOCCI et al., 2013; 

PALLIKKUTH; PARMIGIANI; PAHWA, 2012). Embora represente um subtipo 

minoritário, algumas células TFH que coexpressam PD-1 e ICOS parecem ser mais 

funcionais em auxiliar in vitro células B (BENTEBIBEL et al., 2013; LOCCI et al., 

2013). Também recentemente, foi proposto que as células TFH podem produzir 

outras citocinas em associação à IL-21, tais como IFN-, IL-17 e IL-10, sendo 

atualmente designadas como TFH1, TFH17 e TFR, respectivamente (MORITA et al., 

2011). 

Dada sua importância na resposta a vacinas, bem como o seu envolvimento 

em doenças autoimunes mediadas por anticorpos, o estudo sobre o impacto de 

diferentes eventos ambientais na biologia funcional dessas células é importante, pois 

essas informações podem ajudar na construção de novas manobras 
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imunoprofiláticas e imunoterapêuticas em favor da saúde humana. No contexto da 

infecção pelo HIV-1, por exemplo, o comprometimento das células TFH favorece 

progressão da doença para AIDS (GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; 

MILES et al., 2016; WANG, X.  et al., 2016). Por outro lado, estudo recentemente 

publicado pelo nosso grupo demonstrou que a gestação, ao contrário, favorece a 

expansão de células TFH funcionais (MONTEIRO et al., 2017). O incremento na 

função dessas células pode ajudar na produção de IgG anti-HIV em gestantes 

infectadas, reduzindo o risco de transmissão vertical. Entretanto, até o momento, 

nenhum estudo avaliando o impacto da infecção pelo HIV-1 na frequência e função 

das células TFH em gestantes foi conduzido. 

 

 

1.3   O VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA HUMANA (HIV) 

 

1.3.1   Dados Epidemiológicos 

 

Desde a sua identificação em 1981, o vírus da imunodeficiência humana, assim 

como a AIDS, tornaram-se um grave problema de saúde pública mundial. Estima-se 

que o número de casos positivos de infecção pelo HIV em todo o mundo é de 

aproximadamente 35 milhões de pessoas, com 6.000 novas infecções por dia 

(KHARSANY & KARIM, 2016).  

No Brasil, cerca de 830 mil pessoas vivem com HIV/AIDS em nosso país e a 

taxa de detecção vem apresentando estabilização nos últimos 10 anos, com média 

de 20,7 casos por 100 mil habitantes. As regiões Sul e Centro-Oeste apresentam 

uma estabilização de suas taxas de detecção, com valores médios de 27,9 e 18,5 

casos por 100 mil habitantes, respectivamente. Já na região Sudeste, valores 

decrescentes da mesma têm sido notificados, chegando a 18,0 casos por 100 mil 

habitantes. Enquanto isso, as regiões Norte e Nordeste apresentam uma tendência 

significativa de crescimento, com 24,0 casos para a região Norte e 15,3 casos para a 

região Nordeste por 100 mil habitantes (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016; UNAIDS 

Brasil, 2016) (Figura 4). 

A transmissão heterossexual da infecção atualmente é o predominante na 

população, o que aumentou significativamente o número de mulheres infectadas 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). Esse processo de feminização do HIV propiciou 
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uma elevação no número de mulheres em idade reprodutiva infectadas pelo vírus, 

aumentando o risco de transmissão vertical em vigência da gestação (LIMA et al., 

2014). 

 

 
 
Figura 4: Taxa de detecção do HIV por 100 mil habitantes, segundo região de residência por 
ano de diagnóstico. Dados referentes aos anos 2006 à 2015. 

Fonte: MS/SVS/Departamento de DST, AIDS e Hepatites virais (Boletim epidemiológico HIV/AIDS do 
ano de 2016). 

 

No mundo, cerca de 200 milhões de mulheres ficam grávidas anualmente. No 

Brasil este número pode chegar a 3 milhões por ano (FIGUEIRÓ-FILHO; TAMURA; 

COELHO, 2009). Segundo estimativas do Ministério da Saúde (2016), do total de 

grávidas presentes em nosso país, cerca de 12 mil gestantes por ano são 

diagnosticadas com infecção pelo vírus HIV. Desde o ano 2000 até junho de 2016, já 

foram notificados 99.804 casos de gestantes infectadas pelo HIV. A taxa de infecção 

vem subindo desde 2005, quando era de 2,1 casos para cada mil nascidos vivos, 

passando para 2,7 casos em 2015, representando um aumento de 28,5% no total de 

casos diagnosticados (Figura 5). 

Em nosso país, a infecção pelo HIV é de notificação compulsória, e toda 

gestante diagnosticada soropositiva deve ser acompanhada e tratada durante o pré-

natal, parto e puerpério (LIMA et al., 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 
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Figura 5: Taxa de detecção de HIV em gestantes por mil nascidos vivos, segundo região de 
residência e ano do parto. Dados referentes aos anos de 2006 à 2015. 

Fonte: MS/SVS/Departamento de DST, AIDS e Hepatites virais (Boletim epidemiológico HIV/AIDS do 
ano de 2016). 

 

 

1.3.2  HIV: Estrutura e Ciclo replicativo 

A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida humana, ou AIDS, é causada de 

pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) pertencente à família Retroviridae, 

subfamília Orthoretrovirinae, gênero Lentivirus. Existem dois tipos virais, o HIV-1 e o 

HIV-2 (ICTV, 2016). Estruturalmente, o HIV possui um capsídeo em forma de cone 

que comporta o nucleocapsídeo contendo o genoma viral composto por duas 

moléculas de ácido ribonucleico (RNA, do inglês Ribonucleic Acid) de fita simples e 

polaridade positiva. Para ajudar na infecção da célula hospedeira, três enzimas 

estão associadas ao genoma do HIV, a transcriptase reversa, a integrase e a 

protease (FENG et al., 2015; KONVALINKA et al., 2015; WARD & WILSON, 2015). 

Entre o envelope e o capsídeo podemos encontrar uma matriz estrutural associada 

ao ácido mirístico. Todo este conjunto é envolvido por um envelope lipoproteico 

oriundo da membrana plasmática da célula da qual o vírus emergiu. Expostas em 

sua superfície podemos encontrar as glicoproteínas conhecidas como gp120, 

ancoradas ao envelope através de ligações com glicoproteínas transmembranas 

conhecidas como gp41 (SUNDQUIST & KRÄUSSLICH, 2012) (Figura 6). 
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Figura 6: Composição estrutural do HIV. (Adaptado de BALTIMORE GROUP VI 

www.dreamstime.com). 

 

 

O material genético do HIV é capaz de codificar 16 tipos distintos de proteínas, 

alguns com funções estruturais, outras regulatórias ou acessórias. Flanqueando a 

fita de RNA viral encontram-se longas sequências terminais repetitivas (LTR, do 

inglês Long Terminal Repeats). Todos os elementos que regulam o nível de 

transcrição viral se ligam dentro da região LTR. Os antígenos estruturais são 

codificados por três genes: gag, pol e env (LEE et al., 2012). O gene gag codifica as 

proteínas internas do nucleocapsídeo (p7, p9 e p24) e da matriz (p17). O gene pol é 

responsável pela síntese da transcriptase reversa, integrase e da protease. Já o 

gene env codifica as glicoproteínas gp41 e gp120 do envelope viral (TEDBURY & 

FREED, 2014; YU et al., 2015). A expressão de algumas proteínas não estruturais, 

tais como a transativadora transcricional (Tat) e a reguladora da transcrição viral 

(Rev) regulam a capacidade replicativa do vírus (ENSOLI et al, 2016, RAUSCH & LE 

GRICE, 2015). Ademais, o HIV também possui genes que codificam proteínas 

acessórias que atuam nos processos de transcrição do vírus, como o fator de 

regulação negativo (Nef), o fator de infectividade vital (Vif) e as proteínas virais u e r 
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(Vpu e Vpr), no caso do HIV-1 ou (Vpu e Vpx) em HIV-2 (CASSIDAY et al., 2015; 

HALLER et al., 2014) (Figura 6). 

Apesar das células da linhagem monocíticas serem suscetíveis a invasão pelo 

HIV, o maior impacto da infecção envolve a destruição numérica e funcional das 

hospedeiras mais sensíveis, os linfócitos T CD4+. A dinâmica de entrada do HIV 

envolve inicialmente a ligação da gp120 trimérica ao CD4, o que induz uma 

mudança conformacional da glicoproteína viral expondo o sítio de ligação ao 

coreceptor celular, mais frequentemente, os receptores de quimiocinas CCR5 e/ou 

CXCR4 (CONNELL & LORTAT-JACOB, 2013; JOSEPH et al., 2015; ROCHE et al., 

2013). Essas ligações da gp120 com os respectivos receptores expõem a porção N-

terminal da proteína gp41 que permite a fusão da membrana celular com o envelope 

viral, garantindo a liberação do nucleocapsídeo no citoplasma da célula hospedeira 

(ACHARYA et al., 2015; CONNELL & LORTAT-JACOB, 2013; VEILLETTE et al., 

2014) (Figura 7). 

Uma vez dentro da célula, o RNA viral é retrotranscrito numa fita de DNA 

complementar através da ação da transcriptase reversa. Uma vez formada, a dupla 

fita de DNA liga-se a um complexo nucleoproteico de pré-integração (PIC, do inglês 

Pre-Integration Complex) e é levado para dentro do núcleo (GRANDGENETT et al., 

2015). As proteínas virais presentes no PIC, como a integrase, Vpr e a p17 da 

matriz, apresentam regiões sinais de localização nucleares que são identificadas 

pelas importinas α e β, permitindo a importação do complexo PIC para o núcleo 

celular (BIN HAMID et al., 2016). No núcleo, o DNA pró-viral é integrado ao material 

genético da célula hospedeira pela ação da integrase (CIUFFI, 2016). 

Apesar de ser capaz de infectar células em repouso, o HIV só apresenta 

capacidade replicativa em células ativadas. Nessas células, fatores de transcrição 

como o NF-κB (do inglês Nuclear factor κB), SP-1 e NFAT (do inglês Nuclear Factor 

of Activated T-cells), por exemplo, iniciam a transcrição do HIV pela extremidade 5’ 

do LTR viral, que possui uma sequência promotora ricas em nucleotídeos TATA 

(TATA-box) (MOUSSEAU et al., 2015). Os primeiros RNA mensageiros exportados 

para o citoplasma celular codificam as proteínas regulatórias Tat e Rev e a proteína 

acessória Nef (JIN et al., 2016). A proteína Tat, ao se ligar ao elemento de resposta 

à transativação (TAR, do inglês Trans-activating Response Element) melhora 

significativamente a eficiência da transcrição por favorecer indiretamente a atividade 
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da RNA polimerase II e por ativar as histonas acetiltransferases, enzimas que 

catalisam alterações na cromatina que mantêm o material genético viral disponível 

para ação dos fatores de transcrição (AGOSTO et al., 2015; JIN et al., 2016). 

 

 
 
Figura 7: Mecanismo de entrada do vírus HIV na célula hospedeira. Durante o processo de 
entrada na célula a proteína trimérica gp120 interage com a molécula CD4 e com o coreceptor que 
pode ser o receptor de quimiocina CCR5 ou CXCR4. Após essa interação, ocorre uma modificação 
conformacional na proteína que expõe a gp 41. Esta interage na membrana fundindo-se com ela e 
inserindo o nucleocapsídeo com sucesso na célula hospedeira. (Adaptado de CONNELL & LORTAT-
JACOB, 2013). 

 

Na parte final do ciclo celular viral são sintetizados o RNA genômico e as 

proteínas estruturais. No entanto, os mRNA dessas proteínas estão parcialmente 

processadas ou não processadas no núcleo celular. Isso torna-se um fator 

complicador para a replicação viral, visto que a célula possui mecanismos para 

evitar a saída destes mRNA do núcleo (JAYARAMAN et al., 2015). Nesse contexto, 

a proteína viral Rev possui grande relevância para o ciclo viral, pois ela se liga a 

esses mRNA virais através de uma sequência específica conhecida como elemento 

de resposta à Rev (RRE, do inglês Rev Response Element) e simultaneamente 

associa-se a proteína Crm1, responsável pela via de exportação de mRNAs através 

dos poros nucleares, propiciando a saída desses mRNAs não processados para o 

citoplasma da célula (JAYARAMAN et al., 2015; RAUSCH & LE GRICE, 2015). 

A construção final da partícula do HIV compreende a montagem, brotamento e 

maturação (SUNDQUIST & KRÄUSSLICH, 2012). De forma breve, enquanto a 

poliproteina Pol é clivada nas enzimas protease, transcriptase reversa e integrase 
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(NIKOLAITCHIK; HU, 2014), a clivagem da proteína Gag origina proteínas do 

nucleocapsídeo,  da matriz e p6. O capsídeo que adquire forma cônica possui em 

seu interior um domínio básico contendo dois domínios de zinco retrovirais que 

capturam o RNA genômico viral durante a montagem do vírion. O domínio carboxi-

terminal de Gag origina a proteína p6, servindo de sítio de ligação para diversas 

proteínas acessórias durante a montagem viral. Já o domínio amino-terminal de Gag 

dá origem a matriz proteica que se liga à membrana plasmática nos locais de fixação 

do complexo das proteínas gp120 e gp41, oriundas da clivagem da glicoproteína 

gp160 (CARLSON et al., 2016; SUNDQUIST & KRÄUSSLICH, 2012). A liberação da 

partícula viral ocorre por brotamento. Ao final desse processo é originado um vírus 

ainda imaturo. A aquisição da capacidade infectante ocorre fora da célula-

hospedeira e envolve maturação proteolítica do vírion (KONVALINKA et al., 2015; 

MATTEI et al., 2014). 

 

1.3.3. Curso natural da infecção pelo HIV-1  

 

1.3.3.1  Infecção Primária 

 

As partículas virais que iniciam a infecção são encontradas em diferentes 

tecidos e/ou fluídos corporais, e são transmitidos a outros hospedeiros por via 

sexual, exposição a sangue e hemoderivados infectados ou via perinatal (BARRE-

SINOUSSI et al., 1983; TASSIOPOULOS et al., 2016). Quando a infecção se inicia 

via mucosas, são as DCs locais as primeiras células do sistema imune a encontrar o 

vírus. Apesar de essas APCs serem importantes na indução da resposta imune 

adquirida contra patógenos, no contexto da infecção pelo HIV, essa exposição, a 

princípio seria a principal responsável pela disseminação viral no hospedeiro 

(DUTRARTE et al., 2016; LUBAN, 2012). Esse evento estaria relacionado ao fato de 

o HIV apresentar a capacidade de ligar-se, via gp120, a molécula DC-SIGN (do 

inglês Dendritc Cell-specific Intercellular Adhesion Molecule-3-grabbind Non-integrin) 

(ARRIGHI et al., 2004). A ligação do vírus a esse receptor, além de não ativar as 

DCs, permite que a partícula viral permaneça intacta e protegida em vesículas 

intracelulares, enquanto as DCs migram para a zona de células T dos tecidos e 

órgãos linfoides secundários. Quando em contato com as células T CD4+, essas 
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DCs permitem que ocorra a trans-infecção através de sinapses infecciosas ou pela 

secreção de exossomos contendo o vírus (AHMED et al., 2015; TEOW et al., 2016).  

Cabe ressaltar que as DCs expressam tanto o receptor CD4, em menor 

quantidade que as células T CD4+, quanto o coreceptor CCR5, fazendo com que 

essas células sejam permissivas à infecção pelo HIV (DUTRARTE et al., 2016). No 

entanto, em células DCs maduras a presença de elevados níveis do fator de 

restrição SamHD1 (do inglês Sterile motif and histidine aspartic domain and HD 

domain-containing protein 1) impede replicação viral intracelular. As DCs imaturas, 

porém, são facilmente infectadas pelo vírus, pois além de apresentam baixa 

expressão de SamHD1, as proteínas virais Vpu e Nef possuem a capacidade de 

degradar esta molécula no meio intracelular (DUTRARTE et al., 2016; 

KOPPERNSTEINER et al., 2012; LUBAN, 2012). Apesar de não ser tão permissiva à 

replicação viral como as células T CD4+, as DCs imaturas infectadas tornam-se 

APCs ineficientes, mesmo quando submetidas à estimulação. Esse evento impacta 

na progressão da doença desde a primo-infecção, pois compromete a resposta 

imune específica contra o HIV (CHEVALIER & WEIS, 2013; LUBAN, 2012). 

Alguns dias após a primeira exposição ao HIV, uma replicação viral abundante 

pode ser detectada em várias cadeias de gânglios linfoides. Essa replicação leva a 

uma viremia, durante a qual, altos números de partículas de HIV estão presentes no 

sangue do indivíduo (ZHANG, C. et al., 2015). Essa fase é acompanhada por uma 

síndrome de soroconversão que inclui uma variedade de sinais e sintomas 

inespecíficos observados em muitas outras doenças virais (ABBAS; LICHTMAN; 

PILLAI, 2012; BRUBAKER et al., 2015; ZUNIGA et al., 2015). Essa disseminação 

hematogênica permite ao vírus invadir muitas células T CD4+, macrófagos e DCs 

imaturas longe do sítio inicial de infecção (CAMPBELL et al., 2014; DUTRARTE et 

al., 2016; KUMAR & HERBEIN, 2014). 

À medida que a infecção avança, o sistema imune adaptativo monta respostas 

imunológicas com mediação tanto humoral quanto celular dirigida aos antígenos 

virais (VAJPAYEE et al., 2013).  Na maioria dos pacientes essas respostas imunes 

da fase aguda de infecção permitem um controle parcial da replicação viral, sendo, 

portanto, o hospedeiro condicionado a manter níveis reduzidos de carga viral que 

podem durar anos, caracterizando a fase crônica, ou latência clínica (LANGFORD et 

al., 2007; LOBRITZ et al., 2011; POROPATICH & SULLIVAN, 2011). 
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1.3.3.2  Período de Latência Clínica 

 

Durante o período de latência clínica, muitos distúrbios funcionais são 

observados no sistema imunológico, embora este ainda permaneça competente 

para lidar com infecções oportunistas, e poucas, ou nenhuma, manifestações 

clínicas da infecção pelo HIV são observadas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). 

Apenas baixos níveis de transcritos virais são produzidos durante esta fase, e a 

maior parte das células T CD4+ do sangue periférico não abriga o vírus. Entretanto, 

a destruição das células T CD4+ dentro dos tecidos e órgãos linfoides progride 

lentamente durante este período, fazendo com que o número de células T CD4+ no 

sangue periférico declina de modo progressivo (ZHANG, C. et al., 2015). 

Normalmente, 8 a 10 anos após a primo-infecção, a maioria dos indivíduos 

infectados pelo HIV-1 evolui para a última e mais dramática das fases da doença, a 

AIDS (LANGFORD et al., 2007). 

 

1.3.3.3  A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) 

 

A infecção pelo HIV progride até a fase final e invariavelmente fatal, quando a 

destruição do tecido linfoide periférico está essencialmente terminada e a contagem 

de células T CD4+ periféricas cai abaixo de 200 células/mm3. A replicação viral nos 

reservatórios aumenta drasticamente e a viremia plasmática é substancialmente 

elevada (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). 

Pacientes que desenvolvem a AIDS apresentam combinações de infecções 

oportunistas, neoplasmas, caquexia, insuficiência renal e degeneração do sistema 

nervoso central (BRUGNARO et al., 2015; CAMPBELL et al., 2014). 

Uma vez que as células T CD4+ são essenciais para as respostas imunológicas 

tanto celular quanto humoral, a perda destes linfócitos torna os indivíduos infectados 

suscetíveis a infecções oportunistas. Muitos dos tipos de tumores que surgem 

nestes indivíduos têm etiologia viral, refletindo a incapacidade do paciente com AIDS 

em montar uma resposta imunológica contra vírus oncogênicos (ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2012; BRUGNARO et al., 2015; CAMPBELL et al., 2014). 
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1.4.   IMUNOPATOGÊNESE DA INFECÇÃO PELO HIV 

 

1.4.1  Dinâmica viral e Resposta imune contra o HIV 

 

Nas primeiras semanas após a exposição ao HIV, o sistema imunológico 

adaptativo começa a montar respostas imunes celular e humoral dirigidas contra os 

antígenos virais (VAJPAYEE et al., 2013).  

Apesar de não existir um consenso quanto aos eventos imunes envolvidos na 

proteção contra o HIV-1, resultados obtidos a partir de estudos em grupos seletos de 

pacientes infectados pelo HIV-1 com progressão lenta ou não progressão da doença 

(LTNP, do inglês Long term non-progressors) têm demonstrado um papel importante 

da resposta imune celular no controle da infecção associada a produção de 

anticorpos IgG neutralizantes (LANGFORD et al., 2007; LIFSON et al., 1991; 

LOBRITZ et al., 2011; LOCCI et al., 2013; POROPATICH & SULLIVAN, 2011). 

A resposta imune celular mediada pelos linfócitos T CD8+ ativados é 

fundamental no combate a doenças infecciosas virais (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 

2012; HOFFMANN et al., 2016; JONES & WALKER, 2016). Nesse sentido, durante a 

infecção primária, a frequência de precursores desses linfócitos que reconhecem 

proteínas estruturais do HIV-1 pode ser superior a 1% (KLEIN et al., 1995; JONES & 

WALKER, 2016; RIVIÉRE et al., 1995). Nos indivíduos LTNP essa resposta pode ser 

policlonal ou monoclonal com relação ao uso de diferentes membros das famílias 

TCRV de receptores. A preservação de um repertório TCR restrito nesses 

pacientes, associado à baixa ou indetectável taxa de replicação viral estaria mais 

provavelmente relacionada a mutações de escape em epítopos da proteína viral Gag 

(p24) que apresentam um alto custo replicativo para o vírus (HAASE et al., 1996; 

HARRER et al., 1996; KLEIN et al., 1995). Por outro lado, alguns LTNP revelaram a 

emergência de diferentes quase-espécies, refletindo a habilidade do seu sistema 

imune, ao ativar um repertório igualmente diverso de TCRs, exercer uma pressão 

seletiva negativa sobre o vírus (CLOVERPRIS; LESLIE; GOULDER, 2015; HAASE 

et al., 1996; HARRER et al., 1996; KLEIN et al., 1995; LANGFORD et al., 2007). 

Nos indivíduos infectados pelo HIV-1, uma ativação eficiente dos linfócitos T 

CD8+ e a manutenção da memória imune parecem depender substancialmente do 

auxílio de células T CD4+ funcionais (HOFFMANN et al., 2016; JONES & WALKER, 

2016). Nos indivíduos LTNP as respostas de células T CD4+ anti-p24 com fenótipo 
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TH1 são detectadas em culturas de células mononucleares do sangue periférico 

(CMSP). Aparentemente, a IL-2 secretada por essas células TH1 é fundamental para 

manutenção das células T CD8+ HIV-1 específicas (CLERICI et al., 1989; 

HOFFMANN et al., 2016; PICKER & MAINO, 2000). Por fim, estudos afirmam que 

indivíduos LTNPs conseguem manter o compartimento de células TFH funcionais, 

permitindo a produção de anticorpos IgG contra diferentes isolados do HIV-1 

(LANGFORD et al., 2007; LOBRITZ et al., 2011; POROPATICH & SULLIVAN, 2011). 

Como mencionado previamente, a ativação adequada das células T 

específicas depende de uma função igualmente eficiente das APCs. Nesse sentido, 

peptídeos da proteína Gag apresentados pelos alelos de HLA-B27 e HLA-B57 têm 

sido correlacionados a uma progressão mais lenta da doença. A relação entre a 

expressão desses haplótipos de HLA e a melhor resposta à infecção permanece 

obscura, mas evidências acumuladas no campo da imunogenética sugerem que 

uma maior plasticidade dos produtos desses alelos em ligar diferentes epítopos 

provenientes de mutação das moléculas antigênicas selvagens capacita a ativação 

de um repertório mais amplo de clones de células T no hospedeiro (CLOVERPRIS; 

LESLIE; GOULDER, 2015). 

Desde sua ativação, as células T CD8+ clássicas, chamadas de linfócitos T 

citotóxicos (CTL, do inglês Cytotoxic T Lymphocyte), matam as células infectadas 

pelo HIV-1 pela via exocítica (perforinas, granzimas) ou via engajamento de 

receptores de superfície de morte celular Fas/FasL da célula-alvo com as CTLs 

(JONES & WALKER, 2016). Além disso, as células T CD8+ ativadas podem bloquear 

a infecção de células saudáveis por produzir e secretar -quimiocinas (interferons do 

tipo I) (HOFFMANN et al., 2016; JONES & WALKER, 2016; LUSSO, 2015; WALKER 

et al., 1986). Finalmente, a frequência elevada de um subtipo especial de linfócitos T 

CD8+ foi detectada no sangue periférico dos LTNPs. Essas células secretam grande 

quantidade de um fator antirretroviral solúvel não-citolítico, chamado de CAF (do 

inglês, Cell antiviral factor), capaz de controlar a infecção de células T CD4+ 

autóloga ou heteróloga, permitindo que essas células T CD4+ infectadas 

permaneçam funcionais. Sabe-se que o CAF age sobre ligante de CAF (CAF-L) nas 

células T CD4+ infectadas, induzindo a expressão de STAT-1 (WALKER et al., 

1991). A proteína STAT-1 protege a célula infectada por inibir especificamente o 

acesso do NF-B aos LTRs do DNA pró-viral, bloqueando assim a replicação do 

HIV-1 sem interferir com a função das células T CD4+. Essa função não citotóxica 
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mediada pelas células T CD8+ é particularmente importante no contexto da infecção 

pelo HIV-1, pois eficientes respostas mediadas pelas CTLs têm sido igualmente 

implicadas na progressão da doença por contribuir na deleção das células T CD4+ 

infectadas ou não nos pacientes infectados (SHRIDHAR; CHENG; GUPTA, 2014). 

Os pacientes infectados sem tratamento que evoluem para a AIDS são 

altamente suscetíveis a infecções oportunistas. A síntese de citocinas inflamatórias 

durante a resposta imunológica contra essas coinfecções estimulam a produção de 

novos vírions do HIV e contribuem ainda mais para a exaustão celular das células 

imunes verificada nesses indivíduos (JONES & WALKER, 2016; HOFFMANN et al., 

2016). 

 

1.4.2  Papel das citocinas inflamatórias na progressão clínica para a AIDS 

 

Embora a resposta inflamatória seja importante na resposta imune antiviral, a 

ativação crônica do sistema imune do paciente soropositivo para HIV que progride 

para a AIDS é essencial para a infecção produtiva de células T CD4+ (HOFFMANN 

et al., 2016; LIEBERMAN et al., 2001; RIBEIRO et al., 2016).  

Estudos mostraram que a expressão da proteína viral Nef induz os macrófagos 

a secretar quimiocinas e citocinas inflamatórias (IL-1, IL-1, IL-12 e TNF-). Estas, 

em conjunto, favorecem a ativação e o recrutamento de células T CD4+ em repouso 

para o local da infecção (CAMPBELL et al., 2014; DEEKS, 2011; GRAZIOSI et al.,  

1996; HERBEIN & VARIN, 2010), aumentando assim o número de células-alvo para 

HIV-1. Ademais, a proteína Nef do HIV regula negativamente a expressão da 

molécula de MHC de classe I, protegendo os macrófagos infectados do ataque das 

células T CD8+ (DIKEAKOS et al., 2010). Além disso, as células T CD8+ ativadas 

cronicamente podem colaborar com os macrófagos na produção de citocinas 

inflamatórias que aumentarão a síntese de novos vírions (DEEKS, 2011; 

KOPPERNSTEINER et al., 2012; LIEBERMAN et al., 2001; JONES & WALKER, 

2016). 

Ao longo da progressão da doença, o nível elevado de citocinas inflamatórias 

tem sido atrelado a um aumento progressivo no número de células T CD4+ e T CD8+ 

HIV-1- não específicas com deficiências funcionais. A frequência de linfócitos T que 

expressam marcadores de anergia, tais como PD-1, CLTA-4 e Tim (do inglês, T-cell 

immunoglobulin mucin)-3, e de apoptose, principalmente a expressão de CD95, 
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aumenta juntamente com os níveis sistêmicos de citocinas inflamatórias em 

pacientes que progridem para AIDS (HOFFMANN et al., 2016; JONES & WALKER, 

2016; WANG S. et al., 2016; ZANG et al., 2007).  

Ademais, os linfócitos T CD8+ citotóxicos (CTLs – cytotoxic T lymphocytes) HIV-

1-específicos, ao longo da progressão da doença, adquirem um fenótipo anormal, 

muito característico de imunossenescência (DEEKS, 2011). Neste contexto, os 

indivíduos com elevada frequência de células T CD8+ CD28- CD38+ HLA-DR+ 

CD62L- CCR7-, ou seja, com fenótipo senescente, após passarem pela 

soroconversão, desenvolvem uma forma mais agressiva da doença, com uma queda 

persistente e veloz da contagem das células T CD4
+
 periféricas (ALTMAN et al., 

1996). Estes linfócitos T CD8+ apresentam uma capacidade limitada em reconhecer 

antígenos associados às moléculas do HLA (CLOVERPRIS; LESLIE; GOULDER, 

2015; SHRIDHAR; CHENG; GUPTA, 2014). Em adição, uma análise mais minuciosa 

destas CTLs indicou a ausência de perforina nos grânulos citoplasmáticos (APPAY 

et al., 2000). Outro fator que pode contribuir para a disfunção in vivo dessas células 

T CD8+ é a elevada expressão de KIR (do inglês Killing Inhibitory Receptors) em 

decorrência da infecção. Esta molécula é conhecida por regular negativamente a 

citotoxicidade das células NK humanas (HENS; JENNES; KESTENS, 2016; 

MCMAHON & RAULET, 2001; ZWOLINSKA et al., 2016). Além disso, esses 

linfócitos T CD8+ apresentam-se incapazes de expressar CCR7, o que os exclui dos 

gânglios linfáticos, sítios de replicação viral persistente (LIEBERMAN et al., 2001). 

Acredita-se que tais anormalidades fenotípicas e funcionais descritas aqui 

sobre a sub-população de células T CD8+, provavelmente, refletem uma falha 

funcional nos linfócitos T CD4+ HIV-1- específicos (SCHOENBERGER et al., 1998; 

SHRIDHAR; CHENG; GUPTA, 2014). 

 

1.4.3. Fibrose nos tecidos e órgãos linfoides secundários e a AIDS 

 

Sabe-se que os santuários que dão sustentação a replicação viral são, 

inicialmente, os tecidos linfoides associados à mucosa, devido ao grau de ativação 

constitutiva nessa região, e os gânglios linfáticos, à medida que a infecção progride 

para AIDS (GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; THORNHILL et al., 2017; 

WANG, X.  et al., 2016). Em decorrência da intensa resposta inflamatória local, 

citocinas inflamatórias, como TNF-, não apenas favorecem a replicação do HIV por 
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ativar nas células-alvo, o fator transcricional NF-kB, como também estimulam as 

células da imunidade local a liberar um conjunto de enzimas líticas, as 

metaloproteínas, que conduzem a lesão tecidual local (GENOVESE & BRENDOLAN, 

2016). Numa provável tentativa de reparar o processo lesivo, as células reticulares 

fibroblasticas locais, que representam as células estromais, se transformam em 

fibroblastos e passam a secretar grande quantidade de colágeno (GENOVESE & 

BRENDOLAN, 2016; WANG, X.  et al., 2016; ZENG et al., 2012). Acredita-se que o 

estímulo para que essas células se tornem fibroblastos ativos decorra da grande 

produção do TGF-, importante citocina anti-inflamatória e estimuladora da síntese de 

colágeno pelos fibroblastos (GENOVESE & BRENDOLAN, 2016; ZENG et al., 2012). 

A intensa deposição de colágeno amplifica o grau de imunossupressão do paciente. 

Isso se deve a perda da estrutura natural dos tecidos e órgãos linfoides secundários, 

os locais onde a indução das respostas imunes específicas ocorrem (WANG, X.  et 

al., 2016; ZENG et al., 2012). Outra causa para a imunodepressão verificada é a 

perda das células reticulares fibroblásticas (CRF), uma vez que essas, sob ação do 

TGF-, se diferenciam em fibroblastos. Na verdade, as CRF exercem uma função 

capital na manutenção das células T virgens e T de memória central através de sua 

capacidade em produzir a citocina de sobrevivência dessas células, a IL-7 

(RAJASURIAR et al., 2010; WANG, X.  et al., 2016). Ademais, sabe-se que a 

capacidade das CRF em produzir IL-7 depende de sua estimulação pela linfotoxina- 

(LT-), uma citocina secretada pelas células T locais. Portanto, comprometimento do 

eixo LT-/IL-7, por diferentes mecanismos, torna o paciente infectado pelo HIV cada 

vez mais incapaz de responder a novos antígenos, apresentados pelas células T 

virgens, e a antígenos de memória, apresentados pelas células T de memória central 

(GENOVESE & BRENDOLAN, 2016; ZENG et al., 2012). Esse distúrbio é grave e, em 

pacientes em estágios avançados, não é normalizado com as drogas utilizadas no 

tratamento. 
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1.4.4.  Distúrbios imunes na mucosa intestinal e progressão para a AIDS: Papel 

da translocação microbiana 

 

O microambiente imune de mucosa é complexo e envolve interações entre 

diferentes células da imunidade inata e adaptativa, assim como dessas com os 

enterócitos. A complexa rede de sinais locais também tem repercussão sistêmica 

com implicação à saúde humana. No contexto da infecção pelo HIV e progressão 

para AIDS, a perda progressiva das células TH17 CCR5+ de memória da mucosa 

deve-se pela intensa replicação viral (ANCUTA; MONTEIRO; SEKALY, 2010; 

VALVERDE-VILLEGAS et al., 2015; ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2014). A 

depleção numérica e funcional desse subtipo de célula T CD4+ em razão da quebra 

da integridade da barreira protetora presente nos tecidos favorece intensa 

translocação microbiana que, associada à resposta imunológica local anti-HIV e 

auxilia na indução da exaustão dessas células imunes locais (VALVERDE-

VILLEGAS et al., 2015; ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2014). Elegantes estudos 

têm demonstrado uma correlação direta entre os níveis de PAMP circulantes com a 

translocação microbiana e a falência imunológica no paciente que evolui para a 

AIDS (ANCUTA; MONTEIRO; SEKALY, 2010; MARCHETTI; TINCATI; SILVESTRI, 

2013; RAJASURIAR et al., 2010; VALVERDE-VILLEGAS et al., 2015). A presença 

sistêmica desses produtos microbianos sustenta a produção de IL-1β, TNF-α e IL-6 

pelas células fagocíticas e endoteliais, com direta implicação no aumento da carga 

viral e exaustão imune crônica (ANCUTA; MONTEIRO; SEKALY, 2010; KIM et al., 

2012; MARCHETTI; TINCATI; SILVESTRI, 2013; VALVERDE-VILLEGAS et al., 

2015). 

Outro subtipo de célula T CD4+ presente em mucosas que é danificado ao 

longo da infecção pelo HIV é o TH22 (JIA & WU, 2014). Tanto as células TH22 locais 

quanto circulantes são altamente suscetíveis à infecção viral e a indução de 

apoptose (KIM et al., 2012; PAGE et al., 2014). A perda na produção de IL-22 

compromete a síntese de proteínas de adesão envolvida na integridade das 

mucosas (KIM et al., 2012).  

Finalmente, o comprometimento funcional das células Tregs de mucosa 

acelera a progressão da doença para AIDS. Alguns autores sugerem que a infecção 

pelo HIV-1 induz expansão das células Tregs em relação a outros fenótipos T CD4+ 

(RUEDA et al., 2013). Entretanto, estas células são suscetíveis à infecção, mas não 
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a replicação viral, representando o provável maior reservatório viral (CHEVALIER & 

WEIS, 2013; VALVERDE-VILLEGAS et al., 2015). As vias pelas quais o vírus 

favorece acúmulo das células Tregs envolvem mecanismos tanto diretos como 

indiretos. A gp120 do HIV, ao se ligar a molécula CD4, é capaz de inibir diretamente 

a morte por apoptose. De forma indireta, aumento no número de Tregs é favorecido 

pelo incremento na frequência de DCs tolerogênica infectadas pelo HIV-1 

(CHEVALIER & WEIS, 2013). Em nível de mucosa, acúmulo de células Tregs 

disfuncionais prejudica os mecanismos de controle da resposta inflamatória 

(CHEVALIER & WEIS, 2013; LÓPEZ-ABENTE et al., 2016; VALVERDE-VILLEGAS 

et al., 2015). 

Sistemicamente, o papel das células Tregs no decorrer da infecção pelo HIV 

ainda é bastante contraditório. Enquanto alguns trabalhos relatam uma função 

protetora dessas células contra a hiperativação imune e a replicação viral, outros 

sugerem um efeito adverso por regular negativamente respostas imunes protetoras 

anti-HIV (CHEVALIER & WEIS, 2013; VALVERDE-VILLEGAS et al., 2015).  

Além das células TH17 e TH22, os linfócitos TFH parecem ser o alvo preferencial 

de replicação viral nos gânglios linfáticos. Tanto na fase aguda, quanto na fase 

crônica, o número dessas células é diretamente correlacionado à viremia plasmática, 

sugerindo que eventos relacionados à infecção possam induzir o aumento dessa 

subpopulação (GRAFF-DUBOIS et al., 2016; MILES et al., 2016; WANG, X.  et al., 

2016). Somente em progressores rápidos, ou em estágios mais avançados da 

doença, verifica-se uma depleção das células TFH acentuada (WANG, X.  et al., 

2016). Entretanto, em indivíduos controladores de elite, a frequência de células TFH 

permanece estável na fase aguda e crônica da infecção. Isso sugere que, de alguma 

forma, a infecção pelo HIV possa exercer alguma influência na diferenciação das 

células TFH (GRAFF-DUBOIS et al., 2016; ONABAJO & MATTAPALLIL, 2013). 

 

1.4.5 Infecção pelo HIV-1 e as células TFH 

 

Como previamente mencionado, a células TFH representa o principal nicho de 

replicação viral nos tecidos e órgãos linfoides secundários, contribuindo 

efetivamente na carga viral plasmática (GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; 

MILES et al., 2016; WANG, X.  et al., 2016).  
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Embora seu número absoluto esteja elevado no contexto da infecção, a 

redução na expressão de ICOS e CD40L, e na síntese de IL-21 e IL-4, incapacita as 

células TFH a auxiliarem eficientemente as células B na produção de anticorpos 

neutralizantes em pacientes infectados pelo HIV-1 (BORROW & MOODY, 2017; 

COLINEAU et al., 2015; CUBAS et al., 2013; GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS, 

2016; PALLIKKUTH et al., 2012; THORNHILL et al., 2017). Por outro lado, a IL-6 

parece ter sua produção aumentada em decorrência da infecção pelo HIV, 

beneficiando a formação de células TFH disfuncionais (GRAFF-DUBOIS; ROUERS; 

MORIS, 2016; ONABAJO & MATTAPALLIL, 2013). A disfunção nesse 

compartimento de células T CD4+ tem sido associada a dano na qualidade da 

resposta imune mediada pelas células B, apesar do quadro de 

hipergamaglobulinemia apresentado pelos pacientes que evoluem para AIDS 

(ONABAJO & MATTAPALLIL, 2013). Os anticorpos produzidos por essa parceria 

ineficiente entre as células TFH e as células B apresentam reduzidas hipermutações 

somáticas e maturação de afinidade e em sua maioria não adquirem capacidade 

neutralizante (LINDQVIST et al., 2012; MOIR & FAUCI, 2009; ONABAJO & 

MATTAPALLIL, 2013). Isso se deve em parte devido a baixa expressão de ICOS 

pelas células TFH infectadas pelo vírus. No entanto, estudos demonstram que o 

tratamento antirretroviral apresentaria a capacidade de elevar a expressão dessa 

molécula e modular a síntese de citocinas por essas células (COLINEAU et al., 

2015; GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; THORNHILL et al., 2017). 

Apesar do HIV impactar negativamente na sobrevida e status funcional das 

células TFH, recente estudo publicado pelo nosso grupo demonstrou que a gestação, 

ao contrário, favorece a expansão de células TFH circulantes funcionais (MONTEIRO 

et al., 2017). Até o momento, o impacto da infecção pelo HIV nesses linfócitos em 

mulheres grávidas não foi investigado, principalmente no cenário atual do tratamento 

das gestantes com terapia antirretroviral de alta eficiência.  

   

 

1.5. TERAPIA ANTIRRETROVIRAL 

 

O tratamento farmacológico da infecção pelo HIV-1 baseia-se na combinação 

de diferentes drogas que têm como alvo as diversas etapas do ciclo replicativo do 

HIV. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (WHO, do inglês World Health 
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Organization), 22 drogas são licenciadas para o tratamento de indivíduos infectados 

pelo HIV (WHO, 2016; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). Estas podem ser divididas 

em quatro grandes classes de antirretrovirais: os inibidores da transcriptase reversa 

(TR), os inibidores da protease (IP), os inibidores da integrase e os inibidores de 

entrada. Os inibidores da TR, por sua vez, podem ser subdivididos em duas classes: 

os análogos sintéticos de nucleosídeos naturais e os não-análogos de nucleosídeos 

naturais (PROKOFJEVA; KOCHETKOV; PRASSOLOV, 2016) (Tabela 1). 

No guia de tratamento dos países em desenvolvimento, criado pela 

Organização Mundial da Saúde, recomenda-se que a primeira linha de tratamento 

para adultos e adolescentes contenha dois inibidores nucleosídicos da transcriptase 

reversa aliado a um inibidor não nucleosídico da transcriptase reversa. Essa 

formulação contendo somente inibidores da transcriptase reversa são mais 

utilizadas, pois são mais baratas e possuem formulações genéricas disponíveis 

(HERNANDEZ et al., 2017; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015; PROKOFJEVA;  

KOCHETKOV; PRASSOLOV, 2016; WHO, 2016). 

Como eventos relacionados à exaustão imune, a depleção das células T CD4+ 

e a formação dos reservatórios virais, são precoces. Quanto mais cedo a terapia 

antirretroviral (TARV) for iniciada, melhor é o prognóstico a longo prazo do paciente 

infectado (RIBEIRO et al., 2016). Em contraste, quando os indivíduos recebem os 

antirretrovirais apenas na fase crônica da doença, mesmo com o a terapia de 

supressão total da viremia, o reservatório viral decai pouco. Ademais, os níveis de 

material genético viral são elevados nas células infectadas, prejudicando o 

prognóstico da doença (LAANANI et al., 2015; RUTSTEIN et al., 2015). 

O tratamento precoce preserva as frequências dos diferentes perfis efetores e 

reguladores das células T CD4+ dos tecidos linfoides secundários e das mucosas, 

com menor perda das células de memória central (LAANANI et al., 2015; LU et al., 

2015). Outro aspecto importante é que, a introdução da TARV nas fases iniciais da 

infecção, mantém os níveis de LPS e de sCD14, indicadores de translocação 

microbiana no intestino, estabilizados e próximos aos valores detectados em 

pessoas não infectadas e saudáveis (RAJASURIAR et al., 2010). Isso se deve a 

maior preservação das células de memória presentes nos tecidos da mucosa, 

principalmente das TH17 e TH22, contribuindo para a manutenção da integridade de 

barreira do intestino (D’ETTORRE et al., 2014). 
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Tabela 1. Grupos de antirretrovirais utilizados na terapia anti-HIV autorizados 

pelo Ministério da Saúde do Brasil.* 

Inibidor 

nucleosídeos da 

Transcriptase 

Reversa   

(INRT)  

Inibidor não 

nucleosídeos da 

Transcriptase 

Reversa (INNTR)  

Inibidor de  

Protease  

(IP)  

Inibidor de 

Integrase *  

Inibidor 

de 

Fusão*  

Inibidor de  

Co-

receptor*  

Zidovudina (ZDV, 

AZT)  

Didanosina (ddI)  

Abacavir (ABC)  

Estavudina (d4T)  

Lamivudina (3TC)  

Tenofovir (TDF)  

Nevirapina (NVP)  

Efavirenz (EFZ)  

Etraviripina (TMC-

125)  

Saquinavir 

(SQV)  

Ritonavir (RTV)  

Indinavir (IDV)  

Amprenavir 

(APV)  

Lopinavir (LPV)  

Atazanavir 

(ATV) 

Darunavir 

(DRV) 

Tipranavir 

(TPV) 

Fosamprenavir 

(FPV)  

Raltegravir 

(RAL) 

Dolutegravir 

(DTG) 

Efuvertide 

(T-20)  

Maraviroque 

(MVQ)  

* www.aids.gov.br   

 

 

Entretanto, a TARV possui limitações. Apesar de bloquear eficazmente a 

replicação viral, ela não consegue erradicar os pró-vírus latentes nas células 

reservatório (GRAFF-DUBOIS et al., 2016, THORNHILL et al., 2017; WANG, X.  et 

al., 2016). Outra limitação da terapia é que, apesar de reverter a maioria das 

disfunções nas células T CD4+ e células B em indivíduos infectados, o tratamento 

não parece ter efeito sobre a exaustão celular provocada sobre as células T CD8+ 

dos pacientes com HIV em progressão (GRAFF-DUBOIS et al., 2016; MOIR & 

FAUCI, 2009; HOFFMANN et al., 2016). A incapacidade da TARV em retomar a 

homeostase imune nos pacientes cronicamente infectados pode impactar 

indiretamente nos eventos imunes relacionados à gestação. 

 

 

http://www.aids.gov.br/
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1.6 IMUNOMODULAÇÃO DO CICLO GESTACIONAL E O IMPACTO DA 

INFECÇÃO PELO HIV-1                                                                                                              

 

1.6.1 Eventos iniciais da concepção  

Um dos achados mais interessante é o reconhecimento recente da participação 

ativa do sêmen na concepção, não apenas representada pela presença de 

espermatozoides, como também de fatores solúveis com funções 

imunomodualdoras, tais como IFN-, TNF-α, IL-1β, IL-6 e CXCL8 (BROMFIELD, 

2014; RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2011). Esses mediadores pró-inflamatórios 

favorecem o recrutamento de macrófagos, DCs, granulócitos e linfócitos que se 

acumulam no útero (ROBERTSON & SHARKEY, 2016; SHARKEY et al., 2012; 

ZENCLUSSEN & HÄMMERLING, 2015). O recrutamento dos monócitos, por 

exemplo, é importante para a limpeza de resíduos potencialmente deletérios ao 

curso da gestação formados durante a nidação e a invasão do endométrio uterino 

(BROMFIELD, 2014; GRANOT et al., 2012; SHARKEY et al., 2012). O gradiente de 

citocinas e quimiocinas produzidas pelas células endometriais e imunes são 

responsáveis pelo direcionamento do blastocisto ao local de implantação, permitindo 

sua interação com as células do revestimento uterino (GRANOT et al., 2012; 

VINKETOVA et al., 2016).  

Apesar de respostas pró-inflamatórias maternas serem inicialmente benéficas 

para a eficácia da nidação do blastocisto, quando persistentes, podem colocar em 

risco o desenvolvimento do concepto (GRANOT et al., 2012; PAWAR et al., 2014; 

VINKETOVA et al., 2016; ZHANG et al., 2013). Isso pode ocorrer devido a diferença 

genética entre a mãe e o embrião que é semi-alogênico. Nesse contexto, seria 

esperado que os linfócitos T maternos organizassem uma resposta imune que 

levasse a rejeição dos elementos celulares fetais que expressam antígenos paternos 

(GRANOT et al., 2012; TAGLAUER et al., 2010).  

Estudos mostram que abortos espontâneos recorrentes, quando excluídas 

causas anatômicas ou uso de determinadas drogas, estão relacionados a uma 

intolerância materna ao feto (KWANK-KIM et al., 2014; POLESE et al., 2014; SAITO 

et al., 2010; WANG et al., 2010). Células TH1, com a ajuda de citocinas relacionadas 

ao fenótipo TH17, coordenam uma resposta materna embriotóxica envolvendo 

vasculopatia placentária, decorrente do ataque coordenado de perforinas e 
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granzimas liberadas pelas células NK clássicas e células T CD8+ citotóxicas. 

Adicionalmente, a citotoxicidade celular dependente de anticorpos pode amplificar a 

lesão placentária (POLESE et al., 2014; SCULLY & ALTER, 2016). De fato, a 

elevada frequência de células TH1 e TH17 foi detectada no sangue periférico e na 

decídua de pacientes que sofreram espontaneamente abortos recorrentes (POLESE 

et al., 2014; SAITO et al., 2010; WANG et al., 2010).   

Para contrapor isso, o TGF-β e a IL-10 presentes no líquido seminal podem 

auxiliar na regulação da inflamação local por favorecer a indução de células T 

reguladoras maternas (GUERÍN et al., 2011; ROBERTSON et al., 2013; 

ROBERTSON & SHARKEY, 2016; RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2011). 

Entretanto, são os hormônios da gestação que parecem protagonizar a 

imunomodulação materna envolvida com a aceitação e desenvolvimento do 

concepto (MONTEIRO et al., 2017; SAITO, 2000).  

 

1.6.2  Imunomodulação materna pelos hormônios gestacionais  

Aproximadamente sete dias após a fecundação, o blastocisto passa a secretar 

gonadotrofina coriônica humana (hCG), e sua síntese aumenta consideravelmente 

durante o primeiro trimestre da gestação, diminuindo para 10% dos níveis iniciais 

nos trimestres seguintes (VINKETOVA et al., 2016) (Figura 8). Este hormônio é 

importante para o estabelecimento da gestação, participando do processo de 

implantação do embrião na parede uterina e no desenvolvimento placentário, além 

de regular a esteroidogênese ovariana no início da gravidez (CHOI & SMITZ, 2014).  

Além de exercer um papel importante no desenvolvido do concepto, o hCG 

reduz a proliferação e a produção de citocinas pró-inflamatórias pelas células T e B 

maternas, além de induzir a produção de citocinas anti-inflamatórias por células B e 

aumentar o recrutamento de células Tregs para a interface materno-fetal (DAUVEN 

et al., 2016; FETTKE et al., 2016; POLESE et al., 2014; SHUMACHER et al., 2014). 

In situ, por reduzir a expressão de moléculas coestimulatórias nas DCs, o hCG 

favorece a diferenciação das células T CD4+ virgens maternas em células Tregs 

(DAUVEN et al., 2016). De forma interessante, antes de ter seus níveis sistêmicos 

reduzidos, o hCG estimula a manutenção do corpo lúteo nos ovários, o que acaba 

por elevar a produção de estrogênio por essas estruturas. A partir da 7ª semana de 

gestação, no entanto, a placenta, e não mais o corpo lúteo, torna-se a principal fonte 
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dos hormônios esteróides da gestação, a progesterona e estrogênio (LETH-

MOLLER et al., 2014). 

Classicamente a progesterona exerce funções imunossupressoras (MIYAURA 

& YWATA, 2002; SZEKERES-BARTHO, 2009). Ela inibe a proliferação de células T 

CD4+ e CD8+ e diminui a produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente do 

perfil TH1, como o IFN-, (GUTIÉRREZ-RODRÍGUEZ et al., 2017; ROBINSON & 

KLEIN, 2012). Por reduzir a expressão de FcR, a progesterona também diminui a 

capacidade das células NK e monócitos/macrófagos em mediar lesão placentária 

(HEL et al., 2010; POLESE et al., 2014). Assim como o hCG, a progesterona 

amplifica a diferenciação de células T CD4+ virgens em Tregs na interface materno-

fetal (BUTTS et al., 2007; MIYAURA & YWATA, 2002; POLESE et al., 2014). 

Da mesma forma que a progesterona, os níveis de estrogênios elevam-se ao 

longo da gestação, com pico no terceiro trimestre da concepção. Em mulheres três 

estrógenos naturais foram descritos: a estrona (E1), o 17β -estradiol (E2) e o estriol 

(E3), sendo o 17β-estradiol (E2) o mais biologicamente ativo (PATAS et al., 2013; 

SHUMACHER et al., 2014). Sua concentração sérica aumenta, em média, de 10 ρM 

para 40ηM durante a gestação (HIRANO et al., 2007) (Figura 8). Em baixas 

concentrações, o E2 promove respostas TH1 e TH17 e aumenta a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF-α (POLESE et al., 2014; 

SHUMACHER et al., 2014; UEMURA et al., 2008). Já em altas concentrações, o E2 

promove as respostas imunes humoral e reguladoras (MONTEIRO et al., 2017; 

POLESE et al., 2014; SHUMACHER et al., 2014; UEMURA et al., 2008). No 

compartimento inato, os efeitos do E2 também são dose-dependentes. Em elevadas 

concentrações o E2 induz o fenótipo alternativo e anti-inflamatório de ativação de 

macrófagos na interface materno-fetal, ou M2. Por outro lado, em baixas 

concentrações, esse esteroide induz o fenótipo inflamatório M1. Esses dados 

sugerem que o estrogênio pode tanto proteger, quanto promover respostas 

inflamatórias envolvidas na indução de abortos (POLESE et al., 2014; ROBINSON & 

KLEIN, 2012 SHUMACHER et al., 2014). 

Numa gravidez sem intercorrências, APCs, como as DCs, num ambiente 

enriquecido de estrogênio e progesterona, contribuem não somente para a 

supressão da resposta imune celular como também são responsáveis pela indução 

de células T reguladoras que atuarão na tolerância imunológica, protegendo o 

concepto (GUERÍN et al.,  2009; GUERÍN et al., 2011; POLESE et al., 2014; 
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TAGLAUER et al., 2010). Outra célula da imunidade inata que impacta a gestação é 

a célula NK uterina (uNK). As células uNK na interface materno-fetal participam da 

angiogênese, da formação da placenta e da indução de células Tregs 

(ZENCLUSSEN & HÄMMERLING, 2015).  

Na gestação as Tregs apresentam um papel crucial para o estabelecimento e o 

desenvolvimento da gravidez. No decorrer da gestação, as frequências dessas 

células aumentam no sangue periférico durante o primeiro e o segundo trimestre, 

diminuindo no final do último trimestre da gravidez, preparando o organismo da 

mulher para os eventos imunológicos referentes à indução do parto (GUERÍN et al.,  

2009; HEIKINENN et al., 2004; SEOL et al., 2008; XIONG et al., 2013). 

Apesar de esses achados sugerirem que a gravidez é marcada por um 

favorecimento de populações de células imunes supressoras, a gestação 

sabidamente favorece a resposta imune humoral. Segundo Fu e colaboradores 

(2011), altas concentrações de estradiol favoreceriam diretamente a produção de 

anticorpos por células B de memória, diminuindo a necessidade e sinais cognitivos 

por parte das células TFH. Ademais, estudo publicado esse ano pelo nosso grupo 

demonstrou que a gestação favorece a expansão de células TFH circulantes 

(MONTEIRO et al., 2017). Até o momento nenhum trabalho avaliou o impacto da 

infecção pelo HIV-1 na proporção e perfil de citocina dessas células em mulheres 

grávidas infectadas pelo vírus.   
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Figura 8: Resumo da imunomodulação materna em decorrência dos hormônios gestacionais. 
Mudanças nas concentrações de hormônios levam a mudanças imunológicas durante a gestação. 
Durante os três trimestres da gestação, há uma alteração no equilíbrio das respostas pró-
inflamatórias e anti-inflamatórias. No terceiro trimestre, respostas anti-inflamatórias são elevadas e 
respostas inflamatórias, reduzidas. A) Propriedades imunomodulatórias dos hormônios gestacionais 
estrogênio e progesterona que têm suas concentrações mais elevadas durante o terceiro trimestre da 
gestação. Dias antes que antecedem o parto, os níveis de marcadores reguladores começam a cair 
junto com os níveis de progesterona e estrogênio. Nesse momento, o resgate dos eventos 
inflamatórios maternos devem ajudar no preparo do útero para o parto. B) Alguns eventos 
imunológicos na interface materno-fetal e sistemicamente. Fonte: PATAS et al., 2013. 
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1.6.3. Infecção pelo HIV e gestação 

 

Doenças infecciosas maternas podem ter consequências adversas à gestação 

por diferentes vias não excludentes. A primeira delas pode envolver severo prejuízo 

ao desenvolvimento fetal devido à infecção da placenta e disseminação do patógeno 

para o sangue do cordão umbilical do concepto (LIMA et al., 2014; KUMAR et al., 

2012). A outra via pode estar relacionada ao rompimento do delicado equilíbrio 

envolvido na tolerância fetal devido à produção de citocinas inflamatórias maternas 

relacionadas aos fenótipos TH1 e TH17 em resposta aos patógenos (GROHMANN et 

al., 2001; PASARE & MEDZHITOV, 2003). Dessa forma, frente a uma infecção, a 

manutenção e o desenvolvimento fetal vão depender da capacidade do sistema 

imune materno em montar uma resposta inflamatória adequada contra o agente 

infeccioso sem que os mecanismos envolvidos na tolerância aos antígenos 

polimórficos de origem paterna sejam perdidos. No caso específico da infecção pelo 

HIV-1, a resposta imunitária protetora contra o vírus contrasta dramaticamente com 

os eventos imunes responsáveis pela tolerância ao feto. No entanto, o risco de 

progressão clínica da doença não é aumentado pela gestação (GRAY & 

MCINTYRE, 2007). 

 

1.6.3.1   A infecção materna pelo HIV-1 e a transmissão vertical 

 

Na ausência de tratamento antirretroviral, o risco de a gestante transmitir a 

infecção ao feto, também conhecida como transmissão vertical varia entre 10-39%, 

elevando-se em 15% a mais quando ocorre o aleitamento materno do recém nascido 

com o leite proveniente da mãe infectada (KUMAR et al., 2012; LUO et al., 2015; 

TASSIOPOULOS et al., 2016; WHITE et al., 2015). A transmissão vertical do HIV 

depende da carga viral plasmática materna e pode ocorrer durante a gestação, 

intraparto e durante o aleitamento (KUMAR et al., 2012; TASSIOPOULOS et al., 

2016). Entretanto, recentemente, com as diferentes manobras clínicas aplicadas, 

tais como a TARV, o parto cesáreo e a não amamentação das crianças a taxa de 

transmissão vertical caiu para 1-2% (LIMA et al., 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2015). 

Além da TARV, alguns mecanismos têm sido propostos para explicar a 

proteção do feto contra o HIV-1 materno durante a gravidez. Os anticorpos maternos 
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e os linfócitos Tregs podem contribuir para limitar, no útero, a transmissão do HIV-1 

(GUPTA et al., 1989; LEE et al., 1997; ROSSI et al., 1989). 

 Ademais, evidências sugerem que a progesterona modula a infecção pelo 

HIV-1 (HAGEN &ALTFELD, 2016; RAGUPATHY et al., 2013; VASSILIADOU et al., 

1999). Estudo in vitro realizado por Vassiliadou e colaboradores (1999) demonstrou 

que a adição de progesterona inibe a expressão dos coreceptores CCR5 e CXCR4 

nas células mononucleares do sangue periférico ativadas, inibindo a infecção do 

HIV-1. A progesterona, por inibir a produção local de TNF-α, também limita a 

capacidade replicativa do HIV-1 nas células do trofoblasto e dos macrófagos 

(BUTTS et al., 2007; GUTIÉRREZ-RODRÍGUEZ et al., 2017; HAGEN & ALTFELD, 

2016; POLESE et al., 2014; SZEKERES-BARTHO, 2009).  Um estudo prévio 

publicado pelo nosso grupo também demonstrou que gestante que mantêm 

elevados de células Tregs possuem menor carga viral e, portanto, menor risco de 

transmissão vertical (HYGINO et al., 2012). Sabendo que elevados títulos de IgG 

anti-HIV maternos podem reduzir risco de infecção neonatal, até o momento nenhum 

estudo demonstrou como a infecção pelo HIV-1 e a TARV impactam na frequência 

das células TFH. 
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2. OBJETIVOS 

2.1   GERAL 

Verificar o impacto da terapia antirretroviral (TARV) na frequência de células 

TFH circulantes em gestantes infectadas pelo vírus HIV-1.  

 

2.2    ESPECÍFICOS 

 Avaliar a frequência das células TFH circulantes em gestantes infectadas pelo 

HIV-1 antes e após a TARV. 

 Verificar a proporção de células TFH responsivas a antígenos do HIV-1 antes e 

após TARV. 

 Quantificar os títulos de anticorpos IgG contra o antígeno de superfície do 

vírus da hepatite B (HBsAg) e dos níveis de estradiol e progesterona no plasma de 

gestantes infectadas pelo HIV-1 antes e após a TARV. 

 Correlacionar a porcentagem das células TFH circulantes com os níveis 

plasmáticos de anticorpos IgG anti-HBsAg e dos hormônios gestacionais nas 

gestantes infectadas pelo HIV-1. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 PACIENTES 

Para o estudo, 14 gestantes (15 a 37 anos) HIV-1 positivas, assim como 19 

gestantes (20 a 33 anos de idade) saudáveis e HIV-1 e HIV-2 negativas no último 

trimestre da gestação foram recrutadas do Instituto Fernandes Figueira (Fiocruz/RJ) 

entre 2014 e 2016. Nas gestantes infectadas, amostras de sangue foram colhidas 

nos períodos de tempo anterior a inserção da TARV, durante o primeiro trimestre da 

gestação (T0), e no último trimestre de gestação, de 4 a 6 meses após a introdução 

da terapia antirretroviral (T1). Como critério de exclusão para o presente estudo, 

gestantes portadoras de doenças autoimunes e neoplasias, tabagistas, 

imunodeprimidas ou usuárias de substâncias ilícitas foram excluídas. Ademais, 

nenhuma paciente incluída em nosso estudo apresentava alguma indicação clínica 

ou sorológica de infecção por influenza, HCV e HBV. 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

Universitário Gaffrée e Guinle (HUGG/UNIRIO) (Anexo A) e as amostras só foram 

colhidas após cada participante ter dado seu consentimento oral e por escrito, 

através da assinatura de consentimento livre e esclarecido (Anexo B).  

 

 

3.2   OBTENÇÃO E ESTIMULAÇÃO DAS CÉLULAS DO SANGUE PERIFÉRICO 

EX VIVO 

 

Amostras de 10 mL de sangue periférico foram colhidas de todas as 

participantes do estudo por meio de agulhas e tubos estéreis contendo heparina (BD 

Vacutainer, Franklin Lakes, NY). Alíquotas de 2 mL do sangue periférico total foram 

mantidas em placas de 24 poços de fundo chato, na ausência (poços controles) e na 

presença de acetato miristato de forbol (PMA; Sigma-Aldrich) a 20 ng/mL e 

Ionomicina (IO; Sigma-Aldrich) a 600 ng/mL (poços ativados). Para otimizar a 

marcação intracelular de citocinas, todas as culturas foram mantidas na presença de 

brefeldina A (10 μg/mL; Sigma-Aldrich). As placas foram incubadas por 4 horas à 37 

°C em atmosfera úmida com 5% de CO2. 

Para a avaliação dos níveis sistêmicos dos hormônios (progesterona e 

estrogênio), o volume restante de sangue colhido foi submetido à centrifugação em 
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1500 rpm por 5 minutos e os plasmas foram congelados a -20ºC até o momento de 

uso. Os leucócitos e as hemácias obtidos após essa centrifugação foram 

encaminhados para obtenção das células mononucleares do sangue periférico.  

 

 

3.3   OBTENÇÃO E ESTÍMULO DAS CÉLULAS MONONUCLEARES DO SANGUE 
PERIFÉRICO IN VITRO 

 

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas por 

centrifugação do sangue total em Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Up). As células 

foram lavadas com solução de Hank’s (Thermo Fisher) e avaliadas quanto à 

viabilidade celular com azul de Trypan (Sigma-Aldrich) e contadas em câmara de 

Neubauer. Em seguida, 2 x 106 CMSP viáveis foram mantidas em placas de 24 

poços com 2 mL de RPMI 1640 completo (Thermo Fisher), acrescido de 10% de 

soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina, por 6 dias na presença só 

de meior de cultura (controle) ou com 1g/mL da proteína p24 (p24HIV-1GAG, 

Sigma Co) ou 1 μg/mL de uma combinação de peptídeos sintéticos 

imunodominantes do envelope (ppHIV-1ENV).  A estimulação HIV-1-especifica foi 

potencializada pela presença de IL-2 recombinante  (20 U/mL, Sigma Co). Após 

esse período, as culturas mantidas na presença dos antígenos foram rapidamente 

estimuladas com PMA (Sigma-Aldrich) a 20 ng/mL e IO (Sigma-Aldrich) a 600 ng/mL. 

Para otimizar a marcação intracelular de citocinas, todas as amostras foram 

mantidas na presença de brefeldina A (10 μg/mL; Sigma-Aldrich). Durante o tempo 

de incubação, todas as placas foram mantidas a 37ºC em atmosfera úmida a 5% de 

CO2. 

 

3.4   ANÁLISE FENOTÍPICA DOS LINFÓCITOS T CD4+ POR CITOMETRIA DE 
FLUXO 

 

Para a identificação dos diferentes fenótipos de células T CD4+, as células 

foram submetidas à citometria de fluxo após marcação com anticorpos monoclonais 

(mAbs) fluoreceínados (BioLegend, San Diego, CA, USA) em diferentes 

combinações. Para isso, 200 μL das amostras de sangue ou CMSP foram marcadas 

com mAbs anti-CD3-PE, anti-CD4-FITC/PECy7, anti-CXCR5-PECy7/PE e anti-PD1-

APC, por 20 minutos à temperatura ambiente protegidos da luz. Terminado o tempo 
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de incubação, a suspensão celular foi submetida tanto à lise das hemácias quanto à 

fixação através da incubação do sangue total com solução de lise/fixação 

(eBioscience) por 10 minutos, sob proteção da luz. As células foram lavadas duas 

vezes com solução de PBS (LGC Biotecnologia), suplementado com 1% de soro 

fetal bovino (SFB) e permeabilizadas, utilizando a solução Cytofix/Cytoperm (BD 

Pharmigen, San Diego, CA) a 4°C por 20 minutos, sob proteção da luz.   

Para determinar a frequência das células produtoras de citocinas, as células 

foram lavadas (PBS com 1% SFB) e submetidas à marcação intracelular a 4°C por 

20 minutos utilizando os mAbs anti-IL-21-PE/APC, anti-IFN--PE/APC, anti-IL-10-

FITC/APC e anti-IL-6-PE. As células foram lavadas novamente com PBS 

suplementado com 1% de SFB e posteriormente submetidas à análise por citometria 

de fluxo. Para as nossas análises, 100.000 eventos foram adquiridos usando os 

citômetro Accuri C6 (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA) e os dados foram analisados 

através dos softwares Cflow (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA). Os linfócitos foram 

determinados através dos padrões de tamanho e granulosidade após a exclusão de 

células mortas e débris. 

 

 

3.5  DOSAGEM DOS HORMÔNIOS ESTROGÊNIO E PROGESTERONA 

A dosagem de hormônios gestacionais estrogênio e progesterona foram 

realizadas através do ensaio imunoenzimático ELISA (do inglês Enzyme Linked 

Immuno Sorbent Assay), a partir das amostras do plasma de mulheres participantes 

do estudo. A dosagem de estrogênio foi realizada com o uso do kit Abcam´s 

Estradiol E2 in vitro competitive ELISA, de acordo com o protocolo descrito pelo 

fabricante. Resumidamente, 25 µL das amostras de plasma foram adicionadas aos 

poços em uma placa de 96 poços de fundo chato sensibilizada com anticorpo IgG de 

coelho anti-estradiol que acompanha o kit. Em seguida, foram adicionados 100 µL 

do estradiol conjugado com horseradish peroxidase (HRP) e 50 µL do reagente de 

coelho anti-estradiol. A placa foi coberta e incubada a temperatura ambiente por 90 

minutos. Os poços foram lavados por cinco vezes com 300 µL de água destilada. 

Após a remoção do excesso de líquido, foram adicionados 100 µL do reagente TMB 

(3,3,,5,5’-tetrametilbenzidina) para posterior incubação a temperatura ambiente por 

20 minutos, sob a proteção da luz. A reação foi revelada após a adição de uma 
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solução de parada (ácido fosfórico à 1 M). Quanto maior a concentração de E2, 

maior é a densidade óptica obtida na leitura pelo espectrofotômetro. As 

concentrações de estrogênio nas amostras testes foram obtidas usando uma curva-

padrão com reagentes fornecidos pelo fabricante e medidas a comprimento de onda 

de 450 nm. 

Já a dosagem de progesterona foi realizada com o uso do kit Abcam´s 

Progesterone in vitro competitive ELISA. Neste protocolo, 20 µL das amostras foram 

adicionados a cada poço de uma placa de 96 poços do kit contendo anticorpo 

primário anti-progesterona. Além disso, foram adicionados 200 µL do conjugado 

progesterona-HRP. Após 1 hora de incubação a 3°C sob proteção da luz, todos os 

poços foram lavados por 3 vezes com solução de lavagem (exclusiva do kit). Após a 

remoção total de líquido na placa, foram adicionados 100 µL da solução do substrato 

TMB. Após 15 minutos de incubação à temperatura ambiente no escuro, a reação foi 

revelada após da adição de 100 µL da solução de parada (ácido fosfórico à 1 M). A 

densidade óptica é diretamente proporcional a concentração do hormônio na 

amostra. As concentrações de progesterona nas amostras testes foram obtidas 

usando uma curva-padrão com reagentes fornecidos pelo fabricante e medidas a 

comprimento de onda de 450 nm.  

 

3.6   DOSAGEM DE ANTICORPOS IgG ANTI-HBsAg 

A dosagem plasmática dos anticorpos nas gestantes participantes do estudo 

também foi realizada através do ensaio imunoenzimático ELISA. O kit utilizado para 

o experimento foi o BIOLISA anti-HBs da Bioclin, de acordo com o protocolo da 

fabricante. De acordo com este, foram adicionados 50 µL das amostras de plasma 

em uma microplaca previamente sensibilizada com o antígeno HBs recombinante.  

As amostras foram incubadas por 2 horas e, posteriormente acrescentado 50 µL de 

anticorpo anti-IgG humano ligado a estreptovidina-horseradish peroxidase. Depois 

de nova incubação, desta vez, por 1 hora a temperatura de 37°C, sob proteção da 

luz. A microplaca foi lavada oito vezes com 350 µL da solução de lavagem 

disponibilizada pela fabricante. Após a remoção total do líquido da placa, foi 

adicionado 100 µL  de substrato TMB (3,3
,
,5,5

’
-tetrametilbenzidina) e a reação foi 

revelada após 30 minutos através da adição de solução de parada (Ácido fosfórico 1 

M). A densidade óptica obtida no espectrofotômetro é proporcional a concentração 
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do anticorpo na amostra. O comprimento de onda utilizado na leitura foi de 450 nm e 

as curvas-padrão foram construídas à partir de reagentes fornecidos pelas 

fabricante. 

 

3.7   ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Todas as análises estatísticas foram realizadas através do programa GraphPad 

Prism versão 5.0 para Windows (GraphPad software). O teste paramétrico t de 

Student e os testes não paramétricos de Mann-Whitney U ou Wilcoxon foram 

utilizados para determinar se dois grupos eram estatisticamente diferentes para cada 

variável estudada. A correlação de Pearson foi utilizada para os dados paramétricos 

e o teste de Spearman foi utilizados para os dados não paramétricos, visando avaliar 

a correlação entre os diferentes eventos imunológicos estudados. A significância em 

todos os experimentos foi definida como p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 CARACTERÍSTICAS DAS GESTANTES INFECTADAS PELO HIV-1 

As gestantes infectadas pelo HIV-1 participantes do nosso estudo tiveram suas 

amostras analisadas antes (T0) e após (T1) a TARV. O tempo médio de tratamento 

das nossas participantes foi de 126 dias (desvio-padrão: 26 dias), a média do tempo 

gestacional referente à primeira coleta foi de 108,6 dias (desvio-padrão: 28,29) e a 

média referente à segunda coleta foi de 236,8 dias (desvio-padrão: 11,26). 

O coquetel antirretroviral utilizado pelas nossas participantes foi composto pela 

combinação de alguns inibidores de protease (RTV, ATV e LPV), inibidores 

nucleosídeos da transcriptase reversa (AZT, TDF e 3TC) e do EFZ, que é inibidor 

não nucleosídeos da transcriptase reversa. Destas gestantes, 9 delas usavam o 

coquetel formado por AZT/3TC/RTV/LPV, 3 por TDF/3TC/EFZ, 1 por 

ATV/RTV/TDF/3TC e 1 por AZT/3TC/ATV/RTV. 

Como esperado, a TARV aumentou de forma significativa a contagem média 

de células T CD4+ (p=0,0037), sem alterar a contagem de células T CD8+ (p=09386). 

Em T0 e T1, a contagem média das células T CD4+ foi 474,4 células/μL (desvio-

padrão: 206,0) e 693,3 células/μL (desvio-padrão: 334), respectivamente. Para as 

células T CD8+ o número médio em T0 e T1 foi, respectivamente, de 886,9 

células/μL e 900,9/μL (desvio-padrão: 460,5). Em relação à carga viral plasmática 

(CVP), os valores médios referentes ao período T1 (37.821 cópias/mL, desvio-

padrão: 69.878) foram significativamente menores quando comparados ao tempo T0 

(1.445 cópias/mL, desvio-padrão: 5.046, p= 0,0049) (Tabela 2). Apesar desta 

redução significativa da CVP, uma das nossas participantes infectadas não 

apresentou redução da CVP em T1. Das demais gestantes estudadas, 2 delas 

contraíram sífilis durante a gestação e receberam tratamento. Quanto ao parto, 12 

das gestantes infectadas tiveram parto a termo (idade gestacional acima de 37 

semanas), 1 gestante teve parto pré-termo e 1 outra gestante não foi possível obter 

esta informação.  
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Tabela 2. Características das gestantes infectadas pelo HIV-1. 

 T0
1
 (n=14) T1

2
 (n=14) 

Contagem média de células T CD4
+
 (dp)

3 
474,4 (206) 693,3 (334)* 

Contagem média de células T CD8
+
 (dp)

3 
886,9 (364,1) 900,9 (460,5) 

Carga viral plasmática media [cópias/mL (dp)]
3 

37.821 (69.878) 1.445 (5.046)
#
 

Tempo de gestação em dias (dp)
3 

108,6 (28,29) 236,8 (11,26) 

Tempo de tratamento em dias (dp)
3 

126,1 (26,16) 

Esquema antirretroviral
3 

AZT/3TC/RTV/LPV 

TDF/3TC/EFZ 

ATV/RTV/TDF/3TC 

AZT/3TC/ATV/RTV 

 

9 

3 

1 

1 
1
Antes do início da terapia antirretroviral. 

2
Após início da terapia antirretroviral, no terceiro trimestre de gestação. 

3
Dados obtidos a partir do prontuário médico. 

* 
p=0,0037. 

#
 p=0,0049. 

AZT, zidovudina; 3TC, lamivudina; RTV, ritonavir; LPV, lopinavir; TDF, tenofovir; EFZ, efavirenz; ATV, 

atazanavir. 

 

 

4.2   IMPACTO DA TARV NA FREQUÊNCIA DAS CÉLULAS TFH CIRCULANTES 
EM GESTANTES INFECTADAS PELO HIV-1 

 

A expansão das células TFH nos folículos de pacientes infectados pelo HIV-1 

tem sido associada a replicação viral e prejuízo na produção de anticorpos 

neutralizantes contra diferentes antígenos (GRAFF-DUBOIS et al., 2016; MILES et 

al., 2016; WANG, X.  et al., 2016). Seguindo as estratégias de confinamento para 

análise das células T CD4+ CXCR5+PD-1+ (Figura 9A), nós observamos que a 

introdução da TARV diminuiu a porcentagem de células TFH totais e do subtipo PD-

1+ (Figura 10A).  Com relação ao perfil de citocinas, identificada através de 

histogramas demonstrados na figura 9B, a TARV reduziu de forma não significativa 

a porcentagem de células TFH IL-6+ ao mesmo tempo que elevou de forma 

significativa a proporção do subtipo IFN-+ nas culturas controles e ativadas (Figura 

10B). Apesar de a TARV não ter alterado a porcentagem de células TFH IL-21+, a 

proporção dessas células aumentou em decorrência da rápida estimulação das 

culturas com PMA mais IO (Figura 10B). Antes da TARV (T0) nenhuma diferença na 

percentagem das células TFH IL-10+ foi observada entre os poços controles e os 

ativados. A terapia, por sua vez, apesar de ter reduzido a proporção dessas células 
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em culturas não estimuladas, aumentou a porcentagem delas mediante estimulação 

in vitro.  

 

Figura 9: Estratégia de confinamento das células T CD4
+
 CXCR5

+ 
circulantes em gestantes 

infectadas pelo HIV-1. (A) Dot-Plots representativos da distribuição das células T CD4
+
CXCR5

+ 

expressando PD-1 antes (T0) e depois (T1) da terapia antirretroviral (TARV). (B) Histogramas 

representativos da percentagem das células T CD4
+
CXCR5

+ 
capazes de produzir IL-6, IFN-, IL-21 e 

IL-10 no sangue periférico de gestantes infectadas pelo HIV-1 antes (T0) e depois (T1) da terapia 
antirretroviral (TARV). 
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Figura 10: Impacto da terapia antirretroviral na porcentagem de células T CD4
+
 CXCR5

+
 

periféricas produtoras de diferentes citocinas em gestantes infectadas pelo HIV-1. Amostras de 

sangue periférico de gestantes infectadas pelo HIV-1 antes do início da terapia antirretroviral (T0) e 
no terceiro trimestre da gestação (T1) foram incubadas por 4 horas na ausência (controle) e na 
presença de PMA e IO (ativado). (A) As células T CD4

+
 foram submetidas à marcação de superfície 

(CXCR5 e PD-1) (n=10) e (B) intracelular para identificar a expressão de IL-6 (n=7), IFN- (n=8), IL-21 
(n=10), IL-10 (n=7). A frequência das células TFH foi feita através do citômetro de fluxo Accuri C6. O 
teste t pareado foi utilizado para dados paramétricos e o teste Wilcoxon foi utilizado para dados não 
paramétricos. Os resultados estão representados como média ± desvio-padrão e os valores de p 
estão representados na figura.  
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4.3 IMPACTO DA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL NA FREQUÊNCIA DAS 
CÉLULAS TFH DE MEMÓRIA CIRCULANTES EM RESPOSTAS AOS 
ANTÍGENOS DO HIV-1 

 

       Muitos dos distúrbios relacionados a AIDS têm sido associados a presença de 

antígenos virais (CHAO; WANG; HO, 2017; IVANOV et al., 2016; WANG, 2013). 

Diante disso, nosso próximo passo foi avaliar o impacto da TARV na frequência de 

células TFH circulantes em resposta aos antígenos do HIV-1 Gag e Env usando as 

estratégias de confinamento celular demonstradas na Figura 11. Vale a pena 

ressaltar que a adição de IL-2 humana recombinante foi necessária para que 

pudéssemos observar uma resposta detectável nas culturas de células.  

 

Figura 11: Estratégia de confinamento das células T CD4
+
 CXCR5

+
 de gestantes infectadas 

pelo HIV-1 em resposta a antígenos do HIV-1 antes e após a TARV. (A) Dot-Plots representativos 
da distribuição das células T CD4

+
CXCR5

+ 
expressando PD-1 antes (T0) e depois (T1) da terapia 

antirretroviral (TARV). (B) Histogramas representativos da percentagem das células T CD4
+
CXCR5

+ 

capazes de produzir IL-6, IFN-, IL-21 e IL-10 nas culturas de CMSP de gestantes infectadas pelo 
HIV-1 antes (T0) e depois (T1) da terapia antirretroviral (TARV). 
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Figura 12: Impacto da terapia antirretroviral na porcentagem de células T CD4
+
 CXCR5

+
 em 

resposta a antígenos do HIV-1 de gestantes infectadas pelo vírus. As culturas de CMSP 

(1x10
6
/mL), obtidas das gestantes infectadas pelo HIV-1 antes do início da terapia antirretroviral (T0) e 

no terceiro trimestre da gestação (T1), foram mantidas por 6 dias na presença de Env ou Gag com IL-2 
(20U/mL).  As culturas de CMSP foram incubadas por 4 horas na ausência (meio) e na presença de 
PMA e IO (ativado). (A) As células T CD4

+
 foram submetidas à marcação de superfície (CXCR5 e PD-

1) e (B) intracelular para identificar a expressão de IL-6, IFN-, IL-21, IL-10. A frequência das células 
TFH foi feita através do citômetro de fluxo Accuri C6. O teste t pareado foi utilizado para dados 
paramétricos e o teste Wilcoxon foi utilizado para dados não paramétricos. Os resultados estão 
representados como média ± desvio-padrão e os valores de p estão representados na figura. 
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Como demonstrado na figura 12A, o antígeno Env, mas não Gag, foi capaz de 

elevar a percentagem de células TFH, sem nenhuma interferência da TARV. Por 

outro lado, a TARV reduziu a proporção dessas células que expressavam PD-1. 

Apesar do pequeno número de amostra analisada, a percentagem das células TFH 

capazes de produzir IL-6 foi elevada após a TARV. Ademais, a percentagem dessas 

células TFH foi reduzida quando estimuladas com os antígenos Gag e Env (Figura 

12B). Embora a terapia não tenha mudado a proporção de células TFH IL-21+, a 

percentagem desse subtipo celular foi dramaticamente reduzida nas culturas 

estimuladas com os antígenos do HIV-1. Por outro lado, a fração dessas células 

capazes de produzir IL-10 em reposta a esses antígenos foi elevada pela TARV. 

Nenhuma diferença foi observada no subtipo de células TFH IFN-+ em resposta a 

Gag ou a Env antes ou após TARV (Figura 12B). 

 

4.4   COMPARAÇÃO DAS FREQUÊNCIAS DE CÉLULAS TFH PERIFÉRICAS EM 
MULHERES GRÁVIDAS INFECTADAS OU NÃO PELO HIV-1  

 

Para avaliar o impacto da infecção pelo HIV-1 na proporção de diferentes 

subtipos de células TFH, amostras de sangue total de gestantes saudáveis e no 

último trimestre foram estimuladas e comparadas às amostras de gestantes 

infectadas também no terceiro trimestre de gestação. Como pode ser observado nas 

figuras 13A e 14A, a proporção das células TFH, expressando ou não o marcador 

PD-1, foi significativamente menor nas gestantes positivas para o HIV-1 tratadas. 

Quanto ao perfil de citocinas, a percentagem de células TFH produtoras de IL-6, IL-21 

e IL-10, tanto em culturas controles ou estimuladas com PMA mais IO, foi 

significativamente superior nas amostras de gestantes saudáveis quando 

comparada às pacientes HIV-1 positivas sob TARV (Figura 14B). No caso das 

células TFH IFN-+, foram observadas diferenças significativas apenas nas culturas 

ativadas, nas quais as pertencentes às gestantes saudáveis apresentaram uma 

maior percentagem desse tipo celular (Figura 14B).   
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Figura 13: Estratégia de confinamento das células T CD4
+
 CXCR5

+ 
circulantes em gestantes 

infectadas ou não pelo HIV-1. Dot-Plots (A) e histogramas (B) representativos da percentagem das 

células T CD4
+
CXCR5

+ 
capazes de produzir IL-6, IFN-, IL-21 e IL-10 no sangue periférico de 

gestantes infectadas (G+HIVpos.) ou não (G+HIVneg.) pelo HIV-1 no terceiro trimestre da gestação. 
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Figura 14: Impacto da infecção pelo HIV-1 na porcentagem de células T CD4
+
 CXCR5

+
 

periféricas durante a gestação. Amostras de sangue periférico de gestantes saudáveis (HIV-1 (-), 
n=19) e gestantes infectadas pelo HIV-1 (HIV-1 (+), n=10), no terceiro trimestre de gestação, foram 
incubadas por 4 horas na ausência (meio) e na presença de PMA e IO (ativado) para a marcação de 
citocinas. (A) As células T CD4

+
 foram submetidas à marcação de superfície (CXCR5 e PD-1) (n=10) 

e (B) intracelular para identificar a expressão de IL-6 (n=7), IFN- (n=8), IL-21 (n=10), IL-10 (n=7). A 
frequência das células TFH foi feita através do citômetro de fluxo Accuri C6. Os testes t pareado ou 
não pareado foram utilizados para dados paramétricos e os testes Wilcoxon ou Mann-Whitney foram 
utilizados para dados não paramétricos. Os resultados estão representados como média ± desvio-
padrão e os valores de p estão representados na figura. 
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4.5 IMPACTO DA INFECÇÃO PELO HIV-1 NA SÍNTESE DE ANTICORPOS E 
NOS NÍVEIS DOS HORMÔNIOS GESTACIONAIS 

 

Estudo recente publicado pelo nosso grupo conduzido com mulheres adultas 

jovens saudáveis mostrou que a gestação eleva os níveis de IgG contra antígeno 

HBs do vírus da hepatite B (MONTEIRO et al., 2017). Ademais, uma correlação 

positiva foi observada entre os títulos desses anticorpos com a frequência de células 

TFH IL-21+ e os níveis circulantes de estrogênio (MONTEIRO et al., 2017). No 

presente estudo, apesar da introdução da TARV ter elevado os títulos de IgG anti-

HBs em pacientes infectadas pelo HIV-1, seus níveis ainda foram inferiores aos das 

gestantes saudáveis e HIV-1 negativas (Figura 15A). Com relação aos hormônios, 

os níveis de estradiol, mas não de progesterona, foram significativamente inferiores 

nas gestantes infectadas pelo HIV-1 no terceiro trimestre de gestação e sob a TARV 

(Figura 15B). 
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Figura 15: Impacto da infecção pelo HIV-1 nos níveis de IgG anti-HBs e nos níveis de estradiol 
e progesterona durante a gestação. O plasma de gestantes saudáveis (HIV-1 (-), n=14) e gestantes 

infectadas pelo HIV-1 (HIV-1 (+), n=13), no terceiro trimestre de gestação foi submetido a dosagem 
de IgG anti-HBs (A), estradiol e progesterona (B) pela técnica de ELISA. No caso das gestantes 
infectadas pelo HIV-1, os títulos de IgG anti-HBs foram quantificados antes (T0) e após (T1) a TARV 
(A). Os testes t pareado ou não pareado foram utilizados para dados paramétricos e os testes 
Wilcoxon ou Mann-Whitney foram utilizados para dados não paramétricos. Os resultados estão 
representados como média ± desvio-padrão e os valores de p estão representados na figura.  
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4.6   CORRELAÇÃO ENTRE A PORCENTAGEM DAS CÉLULAS TFH E OS NÍVEIS 
PLASMÁTICOS DE  IgG ANTI-HBs E OS HORMÔNIOS EM GESTANTES 
INFECTADAS PELO HIV-1 

 

Como demonstrado anteriormente, a TARV elevou os níveis de IgG anti-HBs. 

No presente estudo, quando analisados os subtipos de células TFH capazes de 

produzir IL-21, IL-10 ou IFN-, apenas uma tendência foi observada entre uma maior 

frequência de células TFH IL-21+ e os títulos de IgG anti-HBs (p=0,0595) (Figura 

16A). Quanto aos hormônios (figura 16B e 16C), uma correlação direta e significativa 

foi observada entre os níveis de estrogênio e a proporção de células TFH IL-21+ 

(Figura 16B). Resultado mais recente também revelou falta de correlação entre os 

títulos de IgG anti-HIV-1 e a frequência de diferentes fenótipos de células TFH em 

gestantes infectadas, mesmo após a terapia (dados não demonstrados). 

%  C é lu la s  T  C D 4
+

C X C R 5
+

IL -1 0
+

a
n

t
i-

H
B

s
 (

U
I/

m
L

)

0 5 1 0 1 5

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

p  =  0 ,6 0 9 5

r =  0 ,2 3 6 6

%  C é lu la s  T  C D 4
+

C X C R 5
+

IL -1 0
+

E
s

t
r
a

d
io

l 
(
n

g
/m

L
)

0 5 1 0 1 5

0

1

2

3

4

5

p  =  0 ,8 4 9 1

r =  0 ,0 8 9 2 5

%  C é lu la s  T  C D 4
+

C X C R 5
+

IL -1 0
+

P
r
o

g
e

s
t
e

r
o

n
e

 (
n

g
/m

L
)

0 5 1 0 1 5

0

5 0

1 0 0

1 5 0

p  =  0 ,1 8 2 3

r =  0 ,5 6 9 2

%  C é lu la s  T  C D 4
+

C X C R 5
+

IL -2 1
+

a
n

t
i-

H
B

s
 (

U
I/

m
L

)

0 5 1 0 1 5 2 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

p  =  0 ,0 5 9 5

r =  0 ,6 1 3 0

%  C é lu la s  T  C D 4
+

C X C R 5
+

IL -2 1
+

E
s

t
r
a

d
io

l 
(
n

g
/m

L
)

0 5 1 0 1 5 2 0

0

5

1 0

1 5

p  =  0 ,0 3 5 0

r  =  0 ,6 6 7 4

%  C é lu la s  T  C D 4
+

C X C R 5
+

IL -2 1
+

P
r
o

g
e

s
t
e

r
o

n
e

 (
n

g
/m

L
)

0 5 1 0 1 5 2 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

p  =  0 ,2 7 8 8

r  =  0 ,3 8 1 8

%  C é lu la s  T  C D 4
+

C X C R 5
+

IF N -
+

a
n

t
i-

H
B

s
 (

U
I/

m
L

)

0 5 1 0 1 5

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

p  =  0 ,8 4 1

r =  0 ,0 9 5 2 4

%  C é lu la s  T  C D 4
+

C X C R 5
+

IF N -
+

E
s

t
r
a

d
io

l 
(
n

g
/m

L
)

0 5 1 0 1 5

0

2

4

6

8

p  =  0 ,9 2 1 8

r =  0 ,0 4 8 2 0

%  C é lu la s  T  C D 4
+

C X C R 5
+

IF N -
+

P
r
o

g
e

s
t
e

r
o

n
e

 (
n

g
/m

L
)

0 5 1 0 1 5

0

5 0

1 0 0

1 5 0

p  =  0 ,2 7 4 5

r =  0 ,4 4 3 1

A ) B ) C )
Ig G  a n ti-H B s E s tro g ê n io P ro g e s te ro n a

 
Figura 16: Correlação entre a porcentagem das células TFH e os níveis plasmáticos de IgG anti-
HBs, estradiol e progesterona em gestantes infectadas pelo HIV-1. O plasma de gestantes 
infectadas pelo HIV-1 (HIV-1 (+), n=13), no terceiro trimestre de gestação foi submetido à dosagem 
de IgG anti-HBs, estradiol e progesterona pela técnica de ELISA. O teste de Pearson foi utilizado para 
dados paramétricos e o teste de Spearman foi utilizado para dados não paramétricos. Os valores de p 
estão representados na figura.  
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5. DISCUSSÃO 

Apesar da infecção pelo HIV-1 prejudicar a função de diversas células do 

sistema imunológico, os linfócitos T CD4+ são particularmente sensíveis devido a 

sua maior permissividade a replicação viral e menor capacidade em repor esse 

compartimento celular em razão da involução tímica (GRAFF-DUBOIS; ROUERS; 

MORIS, 2016; PALMER et al., 2013). Dentre os subtipos de linfócitos T CD4+, as 

células TFH são um dos alvos preferenciais durante o curso da infecção por 

representar o principal nicho de replicação e reservatório do HIV-1 nos gânglios 

linfáticos (GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; THORNHILL et al., 2017; 

WANG et al., 2016). Ademais, o dano funcional observado nas células TFH 

compromete a produção dos anticorpos neutralizantes contra diferentes patógenos 

(BORROW & MOODY, 2017; COLINEAU et al., 2015; CUBAS et al., 2013; GRAFF-

DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; PALLIKKUTH et al., 2012; THORNHILL et al., 

2017). 

Diferente da infecção pelo HIV-1, recente estudo publicado pelo nosso grupo 

demonstrou que a gestação favorece a expansão de células TFH circulantes totais e 

do subtipo capaz de coexpressar PD-1 e ICOS (MONTEIRO et al., 2017). Esse 

achado pode ajudar a explicar porque a gravidez potencializa a resposta imune 

humoral em detrimento da queda dos fenótipos TH1 e TH17 (MONTEIRO et al., 2017; 

POLESE et al., 2014; SHUMACHER et al., 2014). 

No presente estudo, apesar de não possuirmos dados referentes sobre a 

frequência das células TFH antes da gravidez, os níveis dessas células, como 

também do subtipo PD-1+, foram inferiores no terceiro trimestre da gestação de 

mulheres infectadas pelo HIV-1, submetidas à TARV, quando comparado ao grupo 

de gestantes saudáveis e HIV-1 negativas. Vale ressaltar que nenhuma das 

pacientes tinha critério clínico (doenças oportunistas) ou imunológico (contagem de 

células T CD4+ > 200/mm3) de AIDS, supondo, portanto, que todas encontravam-se, 

mais provavelmente, na fase crônica da infecção. Apesar de duas pacientes terem 

apresentado o diagnóstico de sífilis primária durante a gestação, suas amostras não 

foram, a princípio, excluídas, pois os valores de todas as variáveis imunológicas 

estudadas estavam próximos aos valores médios do grupo. Entretanto, para 

melhorar a força de nossas comparações, nosso grupo precisa aumentar o número 

de pacientes estudas, o que está sendo feito. Outro fator limitante em nosso estudo 
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é o pouco tempo de terapia anti-HIV no qual as pacientes foram condicionadas, 

apenas 4 a 6 meses. Apesar de existirem muitas variáveis, a eficiente reconstituição 

numérica, e principalmente funcional, das células T CD4+ em pacientes infectados 

pelo HIV-1 não é vista em menos de 1 a 2 anos de sucesso terapêutico com os 

antirretrovirais (CHÉRET et al., 2015; LAANANI et al., 2015; LU et al., 2015). 

Infelizmente, por problemas de logísticas o nosso grupo não conseguiu acompanhar 

prospectivamente as mulheres após o parto.  

Apesar de estudos já terem descrito um aumento da frequência de células TFH 

nos órgãos linfoides secundários de indivíduos infectados pelo HIV (GRAFF-

DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; MILES et al., 2016; WANG X. et al., 2016), esse 

evento tem sido associado ao aumento da IL-6 (GRAFF-DUBOIS; ROUERS; 

MORIS, 2016; ONABAJO & MATTAPALLIL, 2013). De forma interessante, apesar do 

pouco tempo de TARV, a proporção das células TFH totais ou PD-1+, assim como do 

subtipo capaz de produzir IL-6, foi reduzida depois de instituir o tratamento. Esses 

benefícios podem estar diretamente relacionados ao controle da viremia, o que 

diminui a exaustão celular verificada (CUBAS et al., 2013; GRAFF-DUBOIS; 

ROUERS; MORIS, 2016; HOFFMANN et al., 2016; WANG S. et al., 2016). Por 

exemplo, proteínas do HIV-1, por controlar a maquinaria celular, aumentam o 

metabolismo glicolítico da célula infectada elevando a expressão de receptores Glut 

1 e Glut 3. Isso aparentemente pode estar envolvido com a hiperatividade 

imunológica e exaustão imune identificada, entre outros marcadores, pela elevada 

expressão de PD-1 (PALMER et al., 2016). Adicionalmente, as proteínas virais 

gp120, Tat, Nef, Vpr e transcriptase reversa, provocam disfunções mitocondriais por 

várias vias diferentes, ocasionando estresse oxidativo na célula infectada e 

consequentemente a expressão de PD-1 (CHAO; WANG; HO, 2017; IVANOV et al., 

2016). Por outro lado, Wang S. e colaboradores (2016) relatam uma maior 

frequência de células T CD4+ expressando PD-1 na decídua de gestantes e que 

essa expressão estaria correlacionada à tolerância imune ao concepto e, portanto, a 

um curso saudável da gestação. Portanto, o impacto do acúmulo da expressão do 

PD-1 na resposta imune pode depender do tipo celular que expressa esse marcador, 

sendo sua expressão benéfica em células Tregs e TFH no contexto da gestação, mas 

deletéria quando presente na superfície das células T cronicamente ativada 

(GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; WANG, S. et al., 2016; WANG, X. et al., 
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2016).  No contexto da infecção pelo HIV-1, a redução na expressão de PD-1 nas 

células TFH pela TARV pode ajudar a reduzir o nível de exaustão dessas células, 

melhorando suas funções efetoras imunológicas, como por exemplo, a síntese de 

citocinas (CUBAS et al., 2013; GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; WANG, 

X. et al., 2016). 

Em nosso estudo, a TARV elevou a proporção de células TFH capazes de 

produzir IFN- nas culturas estimuladas ou não. Isso poderia ser explicado como um 

efeito da terapia antirretroviral, visto que o aumento dessas células produtoras de 

IFN- poderia estar correlacionado ao aumento de anticorpos IgG específicos para o 

HIV-1 (MACKINSTRY et al., 2010). Infelizmente, devido a limitações técnicas 

(citômetro de 4 cores), não foi possível determinar a coexpressão de IL-21 nesse 

subtipo celular, o que será possível a partir de agora que o laboratório acabou de 

receber um citômetro de fluxo com 14 cores. Com relação a porcentagem das 

células TFH IL-21+, nenhum efeito da TARV foi observado nesse subtipo celular. 

Entretanto, a rápida ativação in vitro elevou a frequência dessas células, o que 

sugere que esse tipo celular é capaz de responder a estimulação antigênica, mesmo 

que em menor intensidade do que o observado em gestantes saudáveis e negativas 

para o vírus HIV-1. Adicionalmente, existe a possibilidade de a terapia ter elevado a 

frequência do subtipo de células TFH capaz de produzir simultaneamente IL-21 e 

IFN- em gestantes infectadas pelo HIV-1. Finalmente, apesar de a TARV ter 

reduzido a proporção de células TFH capaz de produzir IL-10 no sangue periférico, o 

tratamento elevou a percentagem dessas células seguindo estimulação in vitro.  

A IL-10 tem sido ligada à inibição da replicação viral nas células T infectadas 

pelo HIV-1, assim como prejudicaria respostas imunes efetoras contra o vírus 

(BENTO et al., 2009; CHEVALIER & WEIS, 2013; LÓPEZ-ABENTE et al., 2016; 

VALVERDE-VILLEGAS et al., 2015). O incremento na frequência de células TFH 

observada em gestantes infectadas pelo HIV-1 após a TARV seguido por rápida 

estimulação in vitro pode ajudar, portanto, no controle da replicação viral nos 

folículos dos gânglios linfáticos. Ademais, na gestação, elevados níveis de 

estrogênio e progesterona podem favorecer a expansão de células T foliculares 

reguladoras (TFR), importante na manutenção da resposta de tolerância ao feto 

(POLESE et al., 2014; ROBINSON & KLEIN, 2012). Em nosso estudo, apesar do 

pequeno número de amostras analisadas, níveis inferiores de estrogênio foram 
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dosados no sangue das gestantes infectadas pelo HIV-1, quando comparado ao 

grupo controle. Isso pode ser um dos mecanismos pelos quais as células TFH podem 

estar disfuncionais. 

De fato, não apenas os níveis de estrogênio foram menores, como a proporção 

de células TFH circulantes capazes de produzir IL-21 foram inferiores em gestantes 

infectadas pelo HIV-1, quando comparado ao grupo controle. Entretanto, assim 

como observado em nosso estudo prévio conduzido em gestantes saudáveis 

(MONTEIRO et al., 2017), uma correlação positiva foi observada entre a frequência 

de células TFH IL-21+ e os níveis de estradiol no grupo de pacientes infectadas pelo 

HIV-1. Embora a TARV tenha elevado os títulos de IgG anti-HBs em pacientes 

infectadas pelo HIV-1, seus níveis ainda foram inferiores aos das gestantes 

saudáveis e não infectadas pelo HIV-1. Adicionalmente, diferente do que é 

observado em outros estudos (CROTTY, 2015; BENTEBIBEL et al., 2013; LOCCI et 

al., 2013; MONTEIRO et al., 2017; ONABAJO et al., 2013), nenhuma relação 

significativa foi observada entre os títulos desses anticorpos com a proporção de 

células TFH. Isso pode estar relacionado ao pequeno número de amostra estudada e 

também ao pouco tempo de tratamento com TARV.  

Vale ressaltar que o vírus HIV-1 também impacta negativamente os linfócitos B 

do organismo. Defeitos na resposta imune humoral de alta eficiência tem sido ligada 

a disfunção associada a ativação policlonal de células B e hipergamaglobulinemia. 

Um dos mecanismos propostos envolve a capacidade da gp120 de inibir a 

quimiotaxia dos linfócitos B para os linfonodos (BADR et al., 2005; ONABAJO & 

MATTAPALLIL, 2013). Outro mecanismo pode envolver a queda nos níveis de 

estrogênio. Como já mencionado anteriormente, em um estudo publicado por Fu e 

colaboradores (2011), altas concentrações de estradiol diminuiriam a necessidade 

de coestimulação por parte das TFH nas células B para a síntese de anticorpos. Até o 

momento, as causas para esta queda na concentração plasmática do estradiol ainda 

estão obscuras. Apesar de não ter sido significativo, os níveis médios de 

progesterona também foram menores em nossas gestantes infectadas pelo HIV-1. 

Segundo Kumar e colaboradores (2012) o HIV replica-se localmente nas 

células deciduais do ambiente placentário. Isso poderia influenciar negativamente na 

síntese dos hormônios estradiol e progesterona, visto que, como anteriormente 

mencionado a placenta torna-se a principal fonte dos referidos hormônios nas fases 
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mais adiantadas da gestação. Outro mecanismo, não excludente para essa 

diminuição dos níveis dos hormônios gestacionais, pode envolver a TARV 

(LANDOLT et al., 2014; PAPP et al., 2015; SIOU et al., 2016). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, o coquetel antirretroviral usado 

para o tratamento de gestantes infectadas deve conter a princípio, dois inibidores 

nucleosídicos da transcriptase reversa, acompanhados de um inibidor não 

nucleosidico da mesma ou um inibidor de protease (HERNANDEZ et al., 2017). 

Estudo publicado por Landolt e colaboradores (2014) observou efeitos de diminuição 

nos níveis de estradiol e progesterona séricos, mediante a administração de 

inibidores de protease e inibidores não nucleosídicos da transcriptase reversa, 

durante o tratamento de mulheres infectadas pelo HIV-1 com anticoncepcionais 

orais. Ademais, Papp e colaboradores (2015) e Siou e colaboradores (2016) 

relataram em seus estudos uma diminuição na progesterona plasmática em 

gestantes infectadas pelo HIV-1 em decorrência da ação dos inibidores de protease 

administrados no coquetel antirretroviral.  

Quanto à influência dos antígenos virais do HIV-1 na indução de resposta 

imunológica, diversos estudos visam compreender o papel de cada um deles no 

curso da doença. Contudo, alguns dos mais estudados são os antígenos Gag e Env 

do vírus (DEL CORNÒ et al., 2014; KORSHOLM et al., 2013; SHETE et al., 2016). 

De acordo com nossos resultados, os antígenos Gag e, principalmente Env, 

elevaram a frequência de células TFH totais, mas não o subtipo PD-1+ nas pacientes 

infectadas pelo HIV-1, tratadas ou não com TARV. Esse efeito foi dependente do 

estado infectado do paciente, desde que esse fenômeno não foi observado em 

indivíduos saudáveis e HIV-1 negativos (dados não demonstrados). De forma 

interessante, quanto ao perfil de citocina, Env reduziu a proporção das células TFH 

IL-21+. A percentagem das células IL-6+ foi reduzida pelo Env, mais continuou 

elevada quando comparado a outros fenótipos de células TFH produtores de 

citocinas. Esses resultados sugerem um interessante mecanismo de manipulação 

imune mediado pelos antígenos virais, favorecendo a expansão da própria célula 

hospedeira capaz de produzir IL-6, uma citocina que favorece a replicação viral 

(GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS, 2016; ONABAJO & MATTAPALLIL, 2013), 

mas de reduzir o aporte da citocina mais importante na colaboração eficiente entre 

as células T CD4+ e B na indução da imunidade humoral de alta eficiência, a IL-21.  
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Coletivamente os dados apresentados aqui sugerem que a infecção pelo HIV-1 

compromete o compartimento das células TFH, sendo esse fenômeno ligado, ao 

menos em parte, a presença de antígenos do vírus. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

 A introdução da TARV no primeiro trimestre da gestação foi capaz de elevar o 

número de células T CD4+ e reduzir a viremia em gestantes infectadas pelo HIV-1; 

 

 O uso de TARV durante a gestação não foi capaz de elevar a proporção ex 

vivo de células TFH circulantes funcionais em gestantes infectadas pelo HIV-1, 

identificadas, principalmente, pela expressão de CXCR5 e produção de IL-21; 

 

 O antígeno Env elevou a porcentagem das células TFH PD-1- em gestantes 

infectadas pelo HIV. 

 

 A proporção das células TFH produtoras de IL-6 e IL-21 foram 

significativamente diminuídas pelos antígenos Env e Gag. 

 
 

 A TARV aumentou os títulos de anticorpos anti-HBs nas pacientes infectadas, 

porém esses níveis ainda foram significativamente inferiores aos observados no 

nosso grupo controle. 

 

 Nenhuma correlação foi observada entre a proporção das células TFH 

produtoras de diferentes citocinas e os títulos de anticorpos anti-HBs ou os níveis 

plasmáticos dos hormônios estrogênio e progesterona. 

 

  A porcentagem das células TFH produtoras de IL-21 foi positivamente 

correlacionada com os níveis plasmáticos de estradiol nas nossas participantes 

infectadas pelo HIV-1. 

Apesar de preliminares, nossos achados sugerem que a introdução da terapia 

antirretroviral no primeiro trimestre, apesar de reduzir a viremia e elevar a contagem 

de células T CD4+ periféricas, não foi capaz de aumentar a proporção de células TFH 

funcionais nas nossas participantes infectadas. Isso pode estar relacionado a dois 
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eventos não excludentes, o pouco tempo de terapia e a presença de antígenos Env 

circulantes que, em nosso estudo, mostrou-se capaz de diminuir a porcentagem 

dessas células em cultura. 
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ANEXO A 
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ANEXO B 

    

SERVIÇO DE OBSTETRÍCIA - CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

“Impacto da terapia antirretroviral na frequência de células TFH  em gestantes 

infectadas pelo HIV-1” 

 

Pesquisador principal: Dra. Cleonice Alves de Melo Bento 

Obstetra responsável: Dr. Vander Guimarães, Médico Obstetra do IFF 

Telefones: +55 21 2531-7906 – 2554 1740 

EXPLICAÇÃO PARA A PACIENTE SOBRE A PROPOSTA DO ESTUDO 

 

1 - Objetivos do estudo 

O objetivo desse projeto será avaliar a frequência das células THF, importantes 
células T CD4+ envolvidas na produção de anticorpos protetores contra o vírus da 
AIDS. 

 

2- Procedimentos 

Para o nosso estudo, iremos colher duas amostras do seu sangue periférico no 
volume de 20 mL cada coleta. A primeira coleta (20 mL) será realizada pela 
enfermeira antes do médico iniciar o tratamento contra o vírus HIV-1 e a segunda 
será feita no último trimestre da gestação. Nenhuma coleta de sangue a mais será 
necessária. Toda a coleta do material biológico será conduzida com material 
adequado e estéril. Seu sangue não será usado nem para estudos genéticos nem 
tampouco com propósito comercial, e apenas os pesquisadores irão ter acesso a 
este material. 

 

3- Riscos e Desconfortos 

O procedimento usado para colher o seu sangue é o mesmo utilizado nos exames 
de rotina. Portanto, este não lhe trará qualquer risco ou desconforto adicionais. 

 

4- Benefícios 

Os resultados de nossos estudos não irão beneficiar diretamente nem você nem o 
seu filho. Eles irão nos ajudar a compreender como as drogas contra o HIV-1 podem 
melhorar a função das células TCD4+ envolvidas em induzir a produção de 
anticorpos protetores contra o vírus. Esse conhecimento possivelmente ajudará no 
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desenvolvimento futuro de novas estratégias terapêuticas contra o HIV em 
gestantes, como por exemplo, a construção de futuras vacinas contra o HIV-1. 
Entretanto, nós não podemos lhe dar nenhuma garantia que você será beneficiada 
por participar dessa pesquisa. 

 

5- Alternativa de participação 

A sua participação nesse estudo é voluntária. Você pode desistir a qualquer 
momento. Mesmo desistindo, você continuará recebendo do nosso serviço o melhor 
acompanhamento e tratamento disponível. 

 

6- Custos e compensações 

Você não irá pagar nem receber nada para participar desse estudo. 

 

7- Confidencialidade 

Todas as informações referentes a você, assim como todos os resultados obtidos 
serão mantidas sob sigilo. Seu nome não será revelado, exceto para o grupo 
envolvido na pesquisa. Nenhuma publicação científica irá identificar você ou seu 
filho. 

 

8- Questões e problemas 

Caso você tenha qualquer questão ou problema com relação a este estudo, favor 
contactar o Dr. Vander, obstetra responsável do grupo de pesquisa, ou a Dra. 
Cleonice Bento, coordenadora do projeto. 

 

9- Consentimento 

Caso você tenha lido e entendido todas as informações previamente descritas, e 

você ESPONTANEAMENTE concorde em participar desse estudo, favor assinar na 

linha abaixo: 

Assinatura da Paciente:______________________________________________ 

Número do prontuário: ___________________ 

Eu certifico que expliquei a proposta do estudo a paciente, e parece que ela 

entendeu os objetivos, procedimentos, riscos e benefícios do estudo.  

Assinatura do pesquisador:___________________________________________ 

Testemunha:______________________________________________________ 

Assinatura da testemunha:___________________________________________ 

Data: _______________  


