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RESUMO 

RACIONAL: Tropismo viral e carga proviral do HIV possuem papel fundamental para o auxílio 

da introdução de terapia e avaliação da patogênese do vírus, respectivamente, os quais são 

determinados, atualmente, por técnicas de genotipagem e fenotipagem. Outro importante 

parâmetro para monitoramento laboratorial do sistema imune do paciente HIV positivo é a 

determinação de valores de referências dos linfócitos T, dados esses inexistente para a 

população brasileira que é caracterizada por uma grande diversidade étnica e cultural. 

OBJETIVOS: Determinar a sensibilidade e especificidade da citometria de fluxo para detecção 

intracitoplasmática do HIV-1, identificando o tropismo viral e carga proviral deste vírus e 

estabelecer valores de referências das subpopulações dos linfócitos T na população brasileira. 

MÉTODOS: Para a detecção do vírus intracelular, foram avaliados 102 pacientes soropositivos 

para o HIV-1, atendidos no Hospital Universitário Professor Edgard Santos, estratificado em 

estágios de viremia diferenciados e para a determinação dos valores de referências das células 

T, foram triados 645 doadores de sangue de 03 hemocentros e 02 hospitais universitários, das 

cinco regiões brasileiras, além de 280 crianças atendidas em dois hospitais universitários, um 

no Rio de Janeiro e outro na Bahia. Amostras foram submetidas a marcação através de 

anticorpos monoclonais anti-CD3+, anti-CD4+, anti-CD8+, anti-CD45+, anti-CCR5+ e anti-

CXCR4 e probe complementar das regiões gag e pol do HIV para a avaliação da 

imunofenotipagem celular.RESULTADOS: A determinação do tropismo viral por 

imunofenotipagem obteve uma elevada correlação com os resultados comparados com 

geno2pheno representando 97.2% de especificidade e 95% de intervalo de confiança com 

variação entre 85.8%-99.5%. Pacientes controladores de elite apresentaram uma siginificante 

diferença da carga proviral em comparação com pacientes com cargas virais plasmáticas 

indetectáveis e detectáveis em terapia. Pacientes com tropismo CCR5 e carga viral 

indetectável há menos de cinco anos apresentaram carga proviral mais elevada em 

comparação aos indetectáveis há mais de cinco anos. Os valores de referência dos linfócitos T 

CD4+ na população brasileira mostraram-se variáveis entre as regiões, sendo São Paulo e Rio 

Grande do Sul superiores em comparação às demais regiões, o que caracteriza a importância 

da influência étcnica e cultural entre a diversidade das populações. CONCLUSÃO: Os testes 

de tropismo viral e carga proviral por citometria de fluxo apresentaram-se como importantes 

ferramentas tendo significante diminuição do custo e do tempo de procedimento e também 

devem ser adotados valores de referências diferenciados nas regiões do Brasil, devido a 

características peculiares regionais em suas populações. 

Palavras chave: HIV, tropismo viral, carga proviral, células T CD4+, citometrria de fluxo 



 

 

ABSTRACT 

BACKGROUND: Viral tropism and proviral load has a main role to therapy introduce 

and viral pathogenesis evaluation, respectively, that are determinate by genotyping and 

phenotyping methods. Subset T lymphocytes ranges also is very important to 

laboratorial monitoring of the immune system from HIV patients. Theses data do not 

exists in the Brazilian population, being characterized by great ethical and culture 

diversity.OBJECTIVES: To determinate sensibility and specificity of the flow Cytometry 

to HIV-1 intracitoplasmic detection to viral tropism and proviral load identification and to 

establish T lymphocytes subset ranges in Brazilian population.METHODS: To HIV-1 

intracytoplasmic detection, 102 HIV patients stratified by viremic stages and plasma 

viral load were evaluated. T CD4+ lymphocytes reference range was establishment of 

the 645 blood donors of the five Brazilians regions and 280 childrens and infants from 

Bahia and Rio de Janeiro. Samples were labeled with anti-CD3+, anti-CD4+, anti-

CD8+, anti-CD45+, anti-CCR5+ and anti-CXCR4+ monoclonal antibodies to 

immunophenotyping and HIV probe to cellular immunophenotyping evaluation. 

RESULTS: Viral tropism by immunophenotyping obtained high correlation with 

geno2pheno results with specificity 97.2% and confidence interval 95%.HIV-1 proviral 

load presented statistical difference among ellite control patients and undetectable or 

detectable plasma viral load in use of HAART. CCR5 tropism patient and undetectable 

plasma viral load at time minor five years had HIV-1 proviral load higher than 

undetectable plasma viral load greater five years. Variations to lymphocytes T subsets 

reference range in Brazilian population were found and São Paulo and Rio Grande do 

Sul obtained greater absolute values than others regions that shows an ethnical and 

cult interventions.  CONCLUSION: Viral tropism and proviral load assays by flow 

Cytometry presents as new tools to HIV-1 monitoring having lower cost and more 

quickly procedure and different count to T cells reference range should be used 

according Brazilians regions due a specifical characteristic among states.  

 

Keywords: HIV, viral tropism, proviral load, T CD4+ cells, flow cytometry 
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Introdução 

 

1. INTRODUÇÃO________________________________________ 

Em 30 anos desde o primeiro caso, o Vírus da Imunodeficiência Humana tem atingido 

proporções globais. Uma estimativa de 25 milhões de pessoas morreram e cerca de 

33 milhões de pessoas estão vivendo com HIV/AIDS. Esta pandemia não é 

homogênea, o retrato global é muito diverso. Em países ricos, a maioria na América do 

Norte, Asia, Norte da África e meio oeste, as infecções estão concentradas em 

localizações geográficas específicas e entre grupos populacionais direcionados, 

normalmente populações marginalizadas politicamente e socialmente, incluindo 

usuários de drogas injetáveis, homossexuais masculinos e profissionais do sexo. 

(SMITH J., 2010)  

 

Enormes avanços na terapia do HIV / AIDS alteraram profundamente a história natural 

da doença e reduzindo drasticamente a morbidade e mortalidade associadas ao HIV 

em países onde tais tratamentos são acessíveis. O advento de medicamentos anti-

retrovirais no final de 1980 iniciou uma revolução no controle do HIV, semelhante ao 

observado para o uso da penicilina para tratar infecções bacterianas em 1940. O 

avanço mais notável remete ao uso da terapia anti-retroviral combinada (HAART), que 

se mostrou muito mais eficaz que monoterapia ou dupla terapia (BERTOZZI, T et AL., 

2006). 

 

A proteína de envelope do HIV-1, liga-se ao receptor CD4 e aos co-receptores de 

quimiocinas CCR5 e CXCR4, sendo imprescindível para a entrada e destruição das 

células que contenham estes receptores: linfócitos T e macrófagos.(FRISCH M, 2001). 

Desde que a primeira droga antagonista do co-receptor CCR5 foi comercalizada, os 

testes de tropismo vem sendo cada vez mais estudados em tópicos de pesquisa do 

HIV. Medicamentos antagonistas de CCR5 são administrados em pré-tratamentos e 

em pacientes com AIDS infectados por vírus trópicos para este co-receptor. 

(GONZALEZ-SERNA A, 2010).  

 

A carga proviral do HIV-1 pode ser considerada como um marcador de magnitude de 

um dos reservatórios virais como as células T de latência prolongada. Sua importância 

como marcador prognóstico da patogenia ainda é objeto de debate (PARISI S.G. et al, 

2011). 
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Em estudos realizados na Itália, Turquia e Suiça, os valores de referência de linfócitos 

T, apresentaram diferenças importantes. Em células T CD3+ a Itália apresentou 3.7% 

mais alta que na Turquia e 1% maior que na Suiça. Para T CD4+ os valores absolutos 

foram 6% maiores na Itália e 2.9% maiores que na Suiça. Entre as células T CD8+ 

este mesmo aumento foi de 2.6% em comparação com a Turquia e 3.2% em 

comparação com Suiça.  (SANTAGOSTINO et al. 1999; BISSET et al. 2004; 

IKINCIOGULLARI et al. 2004). 

 

Diferenças siginificantes entre os valores de referência de linfócitos T encontrados na 

Bahia e no Pará, reafirmam a necessidade da determinação destes valores em outras 

regiões do Brasil, devido a grande diversidade étnica e cultural da sua população que 

podem apresentar novos parâmetros de avaliação para estas células (TORRES, A.J.L. 

et al, 2008) 
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2. REVISÃO DE LITERATURA_________________________________ 

2.1. Vírus da Imunodeficiência Humana 

O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), pertencente à família retroviridae, 

subfamília lentivirinae e gênero lentivirus possui uma bicamada lipídica exterior, com 

aproximadamente 120 a 200 nm de diâmetro. (BRIGGS J.A.G. et al, 2003), o qual é 

estudado com grupos triméricos de proteína transmembrânica Env (ZHU P et a, 2003). 

 

Internamente à bicamada, existe uma série de estruturas côncavas que gerenciam o 

genoma do RNA viral e estão associados a enzimas para desencapsulamento e 

replicação em uma nova célula hospedeira. Estas diferentes estruturas côncavas são 

montadas durante o processo de maturação viral, quando a poliproteína gag é 

processada proteoliticamente para produzir proteínas menores da matriz (MA), 

capsídeo (CA) e nucleocapsídeo (NC). A matriz está associada com a face interna da 

bicamada e é composta de 4000 a 5000 cópias de proteína N-miristilada. Internamente 

à esta matriz, situa-se uma partícula cônica, o núcleo ou core, o qual o capsídeo é 

composto de 1000 a 1500 cópias da proteína viral CA. Dentro do capsídeo está 

presente uma partícula de ribonucleoproteína composta de duas cópias de genoma 

RNA de senso positivo, milhares de cópias de RNA ligados às proteínas NC, 250 

cópias da enzima transcriptase reversa e 250 cópias da enzima integrase, conforme 

demonstrado na figura 1. (BRIGGS J.A.G. et a, 2004). 

 

Conhecer a estrutura dos retrovirus torna-se essencial para o entendimento das suas 

características biológicas. Todos os retrovírus possuem um núcleo central contendo 

genoma de RNA associado à enzima transcriptase reversa. Alguns RNA e DNA 

celulares podem também apresentar RNA transportador usado como um primer para 

transcrição. O envelope viral externo é composto de lipídeos contendo membrana com 

glicoproteínas codificadoras do vírus que aparecem conectadas à superfície do vírion 

via proteína transmembrânica. Algumas dessas glicoproteínas servem como sítios 

para o ataque viral às células contendo importantes epítopos para neutralização do 

vírus.(LEVY J.A., 1986) 

 

 



18 

 

Revisão de Literatura 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A estrutura genômica de todos os retrovírus são muito parecidas, sendo compostas de 

regiões codificadoras para o gene gag ou por grupos específicos antigênicos do 

núcleo viral, o core, polimerase e pelas proteínas do envelope (Glicoproteínas de 

superfície e proteínas transmembrânicas). (BALTIMORE D.A. et al , 1974).  

 

O capsídeo contém o genoma viral, sendo duas simples fitas de moléculas de RNA, 

algumas proteínas virais como as do capsídeo (CA), nucleocapsídeo (NC), 

transcriptase reversa, integrase (IN), Vpr e numerosas proteínas celulares como a 

ciclofilina A e APOBEC3G (ARHEL N, 2006). A principal função deste capsídeo é 

organizar e conter o genoma viral para uma eficiente invasão às células e transcrição 

reversa, onde juntos possam contribuir para a eficácia da replicação em uma nova 

célula hospedeira. (WIEGERS A et al , 1998; KRAUSSLICH H.G. et al, 1995; LI F. 

et al, 2003; ZHOU J et AL, 2004). 

 

Além disso, mutações pontuais que codificam para um capsídeo instável ou capsídeos 

com morfologias aberrantes, podem levar quase sistematicamente à infectividade 

 

Figura 1. Anatomia do Vírus da Imunodeficiência Humana.. 

Fonte: Bismara. et al, 2006. 
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reduzida do HIV (FORSHEY BM et al, 2002), indicando  a importância da forma e da 

estabilidade desta estrutura na patogênese viral (ARHEL N, 2006). 

 

O processo de replicação envolve uma série de passos pelo qual o RNA viral é 

transcrito em dupla fita linear de DNA, torna-se circular e se integrana ao cromossomo 

do hospedeiro. Durante este processo, o RNA viral é transcrito pela promoção e 

codificação de sequências contidas na porção final das regiões LTR do DNA proviral 

(WEISS R et al., 1979; HSU T.W. et al,1978; SHANK P.R. et al,1978). Finalmente, o 

RNA mensageiro e o genoma do RNA são produzidos a partir do DNA proviral (LEVY 

JA, 1986). 

Como todos os retrovírus e lentivírus, o HIV-1 precisa integrar-se ao DNA da célula 

hospedeira e como conseqüência, a atividade do genoma viral integrado ou pró-virus é 

fortemente influenciada pelo estado de ativação e metabolismo da célula hospedeira, 

sendo a longevidade deste provírus, ditado pelo tempo de vida da célula infectada 

(STEVENSON M, 2003). 

 

2.2 Epidemiologia 

É amplamente conhecido que adolescentes e adultos jovens estão inseridos ou 

próximos do epicentro da epidemia global do HIV, através de quase todos os perfis de 

riscos geográficos. Características de variadas regiões globais ou perfis de riscos 

entre a juventude, impactará no desenvolvimento, nos testes e na prevenção para a 

disseminação do HIV (WILSON CM et al, 2010).  

Dados de 2007 informam que 1,2 bilhões de jovens com idades entre 15 e 24 anos em 

uma estimativa de 10 milhões de pessoas, estão vivendo com HIV. Estimativas 

recentes da UNAIDS sugerem que mais de um milhão de novos infectados ocorrem 

entre 15 e 24 anos de idade a cada ano, representando cerca de 40% de novas 

infecções em todo o mundo (WHO, 2009). Entre grupos de 15 a 24 anos de idade 

vivendo com HIV, 63% vivem na África sub-sahariana e 21 % vivem na Ásia. No leste 

europeu e Ásia central, mais de 80% dos que vivem com HIV estão em idades abaixo 

de 30 anos. A África sub-sahariana contém quase dois terços de toda a população 
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jovem vivendo com HIV/AIDS (6.2 milhões de pessoas) onde 76% destes, são do sexo 

feminino (WHO, 2009).  

 

No Brasil, as prevalências de infecção pelo HIV apresentam-se com 0,6% na 

população entre 15 e 49 anos de idade (0,4% nas mulheres e 0,8% nos homens)  

(SZWARCWALD C.L. et al., 2008), 0.12% nos jovens do sexo masculino entre 17 a 20 

anos de idade (SZWARCWALD C.L. et al., 2005)  e 0,28%( SZWARCWALD C.L. et al., 

2008) em mulheres jovens entre 15 e 24 anos. Nas populações vulneráveis, as 

prevalências são mais elevadas e se destacam aquelas entre usuários de drogas 

ilícitas (5,9%) (BASTOS F.I., 2009), homens que fazem sexo com homens (10,5%) 

(KERR L, 2009) e mulheres profissionais do sexo (5,1%)(SZWARCWALD C.L. et al., 

2005). 

Um tema comum em todas as epidemias por diferentes partes do mundo é o impacto 

do risco do nível individual como fator central de transmissão através de muitas redes 

sociais, comunidades e falta de políticas públicas, potencialmente influenciáveis 

nestes níveis. Transmissão heterossexual está canalizando a epidemia na África, 

especialmente afetando mulheres jovens em idade fértil. Em adolescentes do sexo 

feminino, o risco de infecção pelo HIV está diretamente associado à idade e ao perfil 

de risco de seus parceiros. Então, em áreas onde a transmissão heterossexual 

impulsiona a epidemia local, como na África subsahariana, mulheres estão sendo 

infectadas com menos idades que os homens que fazem sexo com homens (MSM) 

(PETTIFOR A.E. et al, 2007; PETTIFOR A.E. et al, 2005; SHISANA O. et al, 2008). 

A epidemia do HIV na América Latina, América do Norte, Europa Central, Leste 

Europeu e Oceania é predominantemente de comportamento homossexual masculino 

(MSM) (WHO, 2009; BARAL S. et al, 2007; BASTOS F.I.et al, 2008; CACERES C.F. et 

al, 2008). A epidemia do HIV entre jovens masculinos homossexuais, particularmente 

por minorias étnicas, é a forma mais expansiva de contágio nos Estados Unidos (HALL 

H.I. et al, 2007; HALL H.I. et al, 2008). Similarmente, esta evidência ocorre em muitas 

outras regiões de elevação da epidemia em homossexuais masculinos (WHO, 2009; 

BARAL S et al, 2007;LU L. et al, 2008;WANG L et al, 2009; ZHANG D. et al, 2007) .  
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O maior índice de risco para MSM está na prática de intercurso anal, particularmente 

no homossexual de comportamento passivo. Dentro da população de MSM, jovens 

transsexuais possuem, particularmente, altos índices de incidência do HIV. O contexto 

para a epidemia do HIV em MSM é particularmente confundida e desafiada pela 

política e por outros fatores de uma sociedade, onde por exemplo a homossexualidade 

ainda é discriminada e altamente estigmatizada (OTTOSON D, 2007). 

A transmissão do HIV entre os jovens Usuários de Drogas Intra-Venosas (UDIVs) é a 

modalidade predominante de infecção na maioria do leste europeu e algumas regiões 

da Ásia (MATHERS B.M. et al, 2008). Quando a transmissão em UDIV acontece em 

outras regiões, geralmente estas são em populações adultas (KISSIN D.M. et al, 

2007).  

A visão geral da epidemiologia do HIV entre os jovens e adultos, estabelece um 

contexto para a discussão de uma prevenção intervencionista entre eles (WILSON 

C.M. et al, 2010).  

 

2.3. Resposta imune na infecção pelo HIV 

 

Um dos sinais mais precoces da infecção pelo HIV é a depleção em células T CD4+ 

prejudicando a variedade de funções destas células, incluindo a formação de colônias 

de linfócitos T, reações próprias entre os linfócitos, produção de interleucina-2 (IL-2) e 

expressão de seus receptores (ROSENBERG Z.F. et al 1989). 

 

Resposta proliferativa de células T é diminuída em todos os estágios da AIDS, bem 

como a ocorrência de falhas à antígenos solúveis, seguidos pela perda desta resposta 

para aloantígenos e subsequentemente, mitógenos durante a infecção do HIV 

(COOPER D.A. et al, 1988).  

 

Alguns estudos sugerem que a deficiência na proliferação de células T é dependente 

das anormalidades de células apresentadoras de antígenos ou por alterações no 

processo de apresentação do antígeno causada por uma deficiência secundária da 

proliferação dos linfócitos T (MEYAARD L. et al, 1993).   
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2.3.1. Resposta imune celular 

 

Em indivíduos saudáveis, a população de células T demonstra um excepcional 

controle homeostático, obedecendo a números e proporções das duas maiores 

populações funcionais de linfócitos T: células T CD8+, a qual apresenta como principal 

função, o combate à vírus que infectam células, e células T CD4+, que são 

imprescindíveis para ativação de outras células imunes (VRISEKOOP N. et al, 2009).  

Muitas populações de células imunológicas têm sido correlacionadas com ativações 

imune, incluindo células T regulatórias (Tregs), células dendríticas e linfócitos 

infiltrados do intestino. TRegs desenvolvem tolerância periférica e ativação de células 

imunológicas com atividade supressora. Alguns estudos demonstraram que em 

ausência de TRegs, ocorre aumento da especificidade do HIV em resposta das células 

T (WILLET B.J. et al, 1997; de PARSEVAL & ELDER J.H., 2001; RICHARDSON J. et 

al, 1999; WILLET B.J. et al, 1998), enquanto outros estudos mostraram aumento da 

ativação imune (BRELOT A. et al, 1999; PICARDI I.  et al, 1997). 

Em indivíduos infectados, a depleção e disfunção das células T CD4+ respondem pela 

maioria das complicações na AIDS. A perda destas células resulta de uma interação 

complexa entre o vírus e o sistema imune, processo  visto como um fenômeno bifásico 

com uma depleção inicial maciça destes linfócitos em mucosa durante a infecção 

aguda do HIV (VEAZEY R.S. et al, 1998; KEWENIG S. et al, 1999), seguida por um 

baixo declínio na manutenção de seu quantitativo durante a infecção crônica (DOUEK 

D.C. et al, 2002). 

Outra explicação para a depleção de linfócitos T CD4+ está relacionada à direta ou 

indireta indução da ativação imune, interrompendo a homeostasia destas células 

(VRISEKOOP N. et al, 2009; DOUEK D.C. et al, 2003). De fato, o grau da ativação 

crônica é um bom preditor da progressão da doença (LENG Q. et al, 2001; 

ROUSSANOV B.V. et al, 2000). 
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Ativação imune induzida pelo HIV geram células alvo disponíveis para replicação viral, 

induzindo um feedback positivo para maior depleção de células T CD4+. (DOUEK D.C. 

et al, 2003; GROOSMAN Z. et al, 2002). 

Células dendríticas plasmocitóides (pDCs) produtores de IFN tipo I são relatadas como 

fator para aumento da ativação de células T CD8+ e depleção progressiva de células 

T CD4+ (ROSENKILDE M.M. et al, 2004). Uma população de células T auxiliares 

denominadas células Th17, pode apresentar comprometimento na ativação imune 

durante a infecção pelo HIV (HATSE S. et al, 2003). Enquanto as perturbações 

sistêmicas no sistema imune são evidentes, outra depleção bem acentuada de células 

T ocorre na mucosa do intestino (CHABOT D.J. et al, 2003). 

Muitas etapas na transdução de sinal dos receptores de células T (TCR, do inglês, T 

cell receptor) são perdidas, possivelmente por mudanças na composição dos lipídeos 

da superfície da membrana destas células senescentes. Em resposta à estimulação 

do HIV, linfócitos T CD4+ apresentam reduzida proliferação, baixa produção de IL-2 

para Th1 e de IL-4 e IL-5 para células de memória em Th2 (AVELINDO-SILVA V.I. et 

al, 2011).  

A homeostase e o volume de células T naive requeridas na manutenção da memória 

imunológica, tornam-se insustentável na infecção do HIV (HAZENBERG M.D. et al, 

2000), principalmente pela exaustão de alguns clones de linfócitos T. Além disso, o 

comprimento telomérico nas células T CD4+ e CD8+ apresentam-se significantemente 

mais curto em pacientes HIV infectados (BESTILNY L.J. et al, 2000). 

A idade do paciente também induz alterações em número, proporção e função nos 

linfócitos ativados e naive, como baixa expressão de CD27 e CD28 e diminuição na 

diversidade dos TCRs(HAYNES L. & MAUE A.C., 2009; PAWELEC G., 2009; 

DERHOVANESSIAN E. et al, 2009). Na infecção do HIV, linfócitos naive diminuem 

capacidade de ativação, produção de citocinas e diferenciação para subpopulações 

Th1 e Th2 (AW D.et al, 2007; HAYNES L. et al, 2003; HAYNES L. & MAUE A.C., 

2009).  

A involução tímica durante o envelhecimento do indivíduo resulta na incapacidade de 

reconstituição das células T CD4+ depletadas pela infecção do HIV (CASAU N.C., 

2005; DOUEK D.C. et al, 1998) e diminuição na habilidade replicativa de linfócitos T 
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precursores (EFFROS R.B. et al, 2008). A sobrevivência de linfócitos é influenciada 

por citocinas como a interleucina 7 (IL-7) (KANG I. et al, 2004). O número de linfócitos 

de memória aumenta com a idade, mas estas células, em modelos animais, exibem 

uma capacidade diminuída de ativação, sinalização e proliferação (MILLER, R.A. et al, 

1997; NEL A.E. & SLAUGHTER N., 2002). 

A infecção pelo HIV também diminui populações de células T CD8+ pela indução da 

apoptose ou citotoxicidade direta e ainda prejudica a produção de perforinas e 

expressão de Fas ligante (FasL). A interação entre as moléculas de FasL e Fas induz 

a apoptose de células infectadas (SAHA K et al, 2001; PIAZZA P. et al, 2002). 

Como todos os retrovírus e lentivírus, o HIV-1 precisa integrar-se no DNA da célula 

hospedeira e como conseqüência, a atividade do genoma viral integrado ou provírus é 

bastante influenciado pelo metabolismo e estado de ativação da célula hospedeira e a 

longevidade do provírus é diretamente relacionada pelo tempo de vida da célula que o 

contém. Em nenhum outro lugar, a atividade e longevidade proviral é mais evidente 

que nos reservatórios de células CD4+. Em células T ativadas, a replicação viral é 

rápida e eficiente (STEVENSON M., 2003). 

A região LTR (do inglês, Long Terminal Repeat) que caracteriza o centro de controle 

da expressão gênica, contém sítios de ligação para fatores celulares que 

positivamente regulam a transcrição do HIV-1 e que estão abundantemente ativados 

em linfócitos T, monócitos e macrófagos (PERELSON A.S., 2002). Nestas células, o 

provírus pode permanecer em estado latente parecendo não expressá-lo. 

(SCHNITTMAN S.M. et al, 1989) e a expressão viral parece ser interrompida em nível 

transcricional (ADDAMS, M, 1994). 

Um regulador negativo identificado durante a infecção do HIV é a imunoglobulina e 

molécula-3 contendo domínio de mucina (Tim-3, do inglês, Immunoglobulin and mucin 

domain-containing molecule-3) que foi inicialmente identificada como marcador de 

superfície celular na resposta Th1 (SANDER O. et al, 2007). Um ligante para Tim-3 

denominado galecitina-9 foi demonstrado em ratos onde esta interação resulta na 

morte de células Th1 pelo aumento do fluxo de cálcio (HWANG S.S. et al, 1991). 

O bloqueio de Tim-3 em ratos, resultou em hiperproliferação de células Th1, ilustrando 

a importância de Tim-3 na tolerância periférica (HUANG C.C. et al, 2005). Em 
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humanos, Tim-3 é expresso preferencialmente em células Th1 e constitutivamente em 

macrófagos e células dendríticas (LaROSA G.J. et al, 1990) estando relacionada 

também na regulação de células Th17 (BASMACIOGULLARI, S. et al, 2002) com 

propriedades inflamatórias e realizando um papel patológico nas doenças autoimunes 

(SUNDSTROM M.et al,  2008). A relação entre Tim-3 e células Th17 foi associada 

também na esclerose múltipla, inicialmente através da mediação de células Th1 e 

posteriormente no envolvimento de células Th17 (SUNDSTROM M. et al,  2008). 

Estas descobertas implicam que o bloqueio de Tim-3, resulta numa produção 

aprimorada de IFN-y e IL-17 de células CD4+, sugerindo que Tim-3 regula 

negativamente citocinas Th1 e Th17 em células T humanas (BASMACIOGULLARI, S. 

et al, 2002). Então, o bloqueio de Tim-3 com a imunoglobulina Tim-3 solúvel, resulta 

na proliferação específica do HIV em células T CD4+ e CD8+. Em uma análise 

longitudinal de sete pacientes HIV positivos em terapia inicial de antiretroviral, quatro 

apresentaram diminuição na expressão de Tim-3 e células CD4+ e CD8+, enquanto 

três pacientes mantiveram altos níveis apesar da supressão viral (dePARSEVAL A.et 

al, 1997). 

 

2.4. Tropismo viral 

O HIV-1 infecta células que expressam dois receptores, sendo um principal, o CD4 e 

um co-receptor auxiliar, derivado da família de receptores de quimiocinas, CCR5 ou 

CXCR4 (BERGER E.A. et al , 1999). (FIGURA 2). Estes vírus entram na célula através 

de um evento de fusão de membrana independente de pH, e resulta no lançamento da 

partícula core ou nucleocapsídeo no citoplasma. Entretanto, estudos indicam que o 

HIV-1 pode realizar entrada e fusão da membrana pelo processo de endocitose 

(MIYAUCHI K et al,2009; DAECKE J. et al, 2005).  

 

O sistema de quimiocinas é altamente redundante, o qual cada receptor é capaz de 

ligar-se a múltiplos ligantes e cada ligante a múltiplos receptores aleatoriamente. Os  

receptores de quimiocinas CCR2b, CCR3, CCR7, CCR8, STRL33/BONZO e 

gpr15/BOB podem mediar a infecção das células por alguns vírus (EDINGER A.L. et 

al, 1998). O uso destes co-receptores alternativos pelo HIV são limitados sendo os co-
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receptores CCR5 e CXCR4 os principais utilizados. Vírus que utilizam CCR5 como co-

fator de entrada são referidos como vírus R5, enquanto os que utilizam CXCR4 são 

referidos como vírus X4. Vírus que podem utilizar ambos CCR5 e CXCR4 são 

denominados de tropismo duplo ou Dual tropic ou vírus R5X4 (BERGER E.A. et al, 

1998). 

 

O gene do envelope codifica uma proteína que massa molecular de 160 kDa quando 

completamente glicosilada e é dividida em duas regiões: O processamento da proteína 

no aparelho de Golgi resulta em clivagem da proteína gp160 por membros da família 

das furinas de endoproteases, em subunidades gp120 e gp41 (MOULARD M. et al , 

2000). O gene é traduzido com um tamanho total de uma proteína precursora gp160, 

seguindo de formação e glicosilação da estrutura secundária no retículo 

endoplasmático (BISCONE M. et al , 2006). Monômeros gp160 são oligomerizados em 

trímeros (EARL P.L. et al, 2009) via interação não covalente das subunidades gp41 

(COLMAN P.M. et al , 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2. Mecanismo de entrada do VIH na célula hospedeira sendo mediada pela glicoproteína do 
envelope. 

Fonte: LOBRITZ M. et al, 2010. 
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Quando interage com uma nova célula alvo, a gp120 inicialmente realiza contato com 

a região N-terminal do CD4 através de interação com o sítio de ligação conservado 

(ZHOU T. et al, 2007) (FIGURA 2B). Interações com CD4 resultam em considerável 

reconfiguração da molécula da gp120 expondo o sítio de ligação altamente 

conservado do co-receptor (BIENIASZ P.D. et al , 1997; KWONG P.D. et al , 1998; 

RIZZUTO C. et al , 2000) (FIGURA 2C). O sítio de ligação do co-receptor interage com 

a região N-terminal do co-receptor, sendo estes CCR5 ou CXCR4. (FIGURA 2C) 

 

Outras interações entre os co-receptores são mediadas por aminoácidos da alça V3. 

Alterações conformacionais na glicoproteína do envelope expõem o peptídeo de fusão, 

uma sequência de 15 resíduos de aminoácidos hidrofóbicos localizados na região N-

terminal da gp41, inserindo-se internamente e desestabilizando a membrana da célula 

hospedeira (ZHOU T. et al, 2007). Neste estágio, a gp41 integra o envelope viral e a 

membrana do hospedeiro (FIGURA 2D). Entretanto outras transições estruturais na 

gp41 são necessárias para promover a mudança significante da energia livre requerida 

para o direcionamento da fusão da membrana (MELIKYAN G.B. et al, 2000) . 

 

Anteriormente à fusão, a gp41 volta-se sobre si mesma em forma de gancho, função 

pela qual realiza uma proximidade do peptídeo de fusão associando com a membrana 

celular e se integrando à membrana viral (FIGURA 2E). Este processo é mediado por 

duas regiões helicoidais de domínio externo da gp41 denominadas HR1 e HR2 

(CHAMBERS P. et al, 1990). A região N-terminal ou HR1 e a região C-terminal ou HR-

2, formam estrutura hexahélice, no momento em que o domínio HR2 antiparalelo liga-

se à estrutura de tripla hélice dupla espiralada do domínio de HR1, resultando na 

interação do peptídeo de fusão e domínios transmembrânicos na mesma região final 

da molécula (CHAN D.C. et al, 1997). Esta reorientação e lançamento de energia livre 

direcionam para a fusão entre as membranas do vírus e da célula. 

 

O conceito de inibição da replicação do HIV-1 pela prevenção da entrada do vírus nas 

células hospedeiras tem sido contemplado desde a primeira identificação ao principal 

receptor, o CD4. Abordagens iniciais sugeriram o uso de anticorpos monoclonais para 

o CD4 bloquear a ligação do vírus. Esta idéia foi limitada devido à importância do CD4 

nas funções imunológicas básicas. Em seguida, o principal avanço na inibição da 
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entrada do HIV-1, foi o desenvolvimento de uma forma solúvel de CD4 (sCD4), a qual 

poderia inibir a replicação do HIV-1 in vitro e in vivo (SCHOOLEY R.T. et al, 1990), 

bem como solubilizar uma imunoglobulina de fusão para CD4 (TRAUNECKER A. et al, 

1989).    

 

Entretanto, algumas cepas foram significantemente mais sensíveis nesta neutralização 

aos receptores CD4 do que em isolados primários do HIV-1. Essas diferenças foram 

baseadas na afinidade e nos níveis de associação com o CD4 da estrutura quaternária 

do envelope protéico (IVEY-ROYLE M. et al, 1991). Em alguns casos, o tratamento 

com sCD4  resultou em avanço da infecção (BARLETT J.G. et al, 2009). A 

administração terapêutica de sCD4 não teve efeito na viremia ou na doença (COLLIER 

A.C. et al, 1995), entretanto, a molécula sCD4 constitui uma ferramenta para o grande 

entendimento do processo de entrada do HIV-1. 

 

A descoberta dos co-receptores que medeiam a entrada do HIV-1 facilitou o 

entendimento da possibilidade da replicação do vírus ser bloqueada por algo 

desconhecido, derivados de leucócitos e fatores supressores solúveis (BRINCHMANN 

J.E. et al, 1990). O fator solúvel derivado de células T CD8+ fora identificado como co-

receptores de quimiocinas RANTES (do inglês, Regulated upon Activation, Normal T-

cell Expressed, and Secreted) (CCL5), MIP-1α (do inglês, Macrophage inflammatory 

proteins)(CCL3) e MIP-1β (CCL4) (COCCHI F. et al, 1995). 

 

Quimiocinas são pequenas moléculas de sinalização parácrinas que estão 

principalmente envolvidas na resposta inflamatória. Estas estão frequentemente 

divididas em quatro classes principais e sua nomenclatura é baseada no número e 

orientação do motivo de cisteína N-terminal (MURPHY P.M. et al, 2000). Quimiocinas 

“C” possuem um resíduo de cisteína simples. Quimiocinas C-C, C-X-C e C-X3-C 

possuem cada uma, dois resíduos de cisteína separadas por nenhuma, um ou três 

outros resíduos, respectivamente. Apenas as quimiocinas C-C e C-X-C são fatores 

principais na infecção do HIV-1 (LOBRITZ M.A. et al, 2010).  

 

O co-fator “fusina” foi identificado na expressão de um repertório de cDNA, derivado 

de células que permitiam vírus T-trópicos contra linhagens de células que não 

permitiam (FENG Y. et al, 1996). Este receptor foi posteriormente identificado como 
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receptor de quimiocina 4 C-XC (CXCR4) e este ligante pode inibir a replicação do HIV-

1 in vitro (OBERLIN F. et al, 1996). 

 

Pouco tempo depois, os receptores de quimiocinas 5 C-C (CCR5), foram identificados 

como o principal co-fator de entrada de M-trópicos, dos isolados NSI HIV-1 (HILL CM 

et al, 1997). Os receptores de quimiocinas são membros de uma família de sete 

proteínas transmembrânicas G. Eles são definidos pelo seu acoplamento à classe G1 

de proteínas G sensíveis à toxina da coqueluche, pela expressão em leucócitos, pela 

função de sinalização quimiotática e estão primariamente envolvidos em ativação e 

migração direcional em leucócitos (LOBRITZ M.A. et al, 2010). 

 

O tropismo CCR5 é característico de isolados virais obtidos de pacientes que 

persistem assintomáticos durante a doença e são os principais componentes do 

repertório de vírus responsáveis por novas infecções. Ao longo da infecção, a 

alternância para tropismo CXCR4 ou isolados de tropismo duplo está geralmente 

associado com rápida depleção de células T CD4+ e progressão para a AIDS 

(CONNOR R.I. et al, 1997). 

Existe um grupo de indivíduos de alto risco para a infecção do HIV-1, porém que 

continua apresentando soronegatividade, apesar de múltiplas oportunidades para 

transmissão do vírus. Análises genéticas dessas cohorts revelaram que este grupo 

possui homozigose para uma deleção de 32 pares de bases em CCR5 e estas células 

T CD4+ foram resistentes contra a infecção pelos vírus R5 ex vivo (LOBRITZ M.A. et 

al, 2010).  

Esta deleção conhecida como delta-32 (∆32) resulta em um receptor alterado que não 

é expresso na superíficie da célula. Este comportamento ∆32 está presente em 

populações caucasianas com uma média de 20% de heterozigotos para a mutação 

(∆32/wt) e 1% em homozigose (∆32/ ∆32) (ARHEL N.J. et al, 2006). Enquanto 

indivíduos homozigotos ∆32 são altamente resistentes para contraírem infecção pelo 

HIV-1, os indivíduos heterozigotos possuem um curso mais prolongado da infecção e 

longos intervalos de tempo antes da progressão da AIDS. 
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A origem da deleção ∆32 em humanos ou evolução em primatas é desconhecida, mas 

o impacto deste polimorfismo é dependente do patógeno. A mutação ∆32 tem sido 

demonstrada com fator protetor contra persistência da infecção pelo vírus da hepatite 

B (THIO C.L. et al, 2007). Diferentemente, heterozigose e homozigose para deleção 

∆32 CCR5, são de alto risco para progressão rápida e aguda na infecção pelo vírus do 

Oeste do Nilo, causador da febre do Nilo (GLASS W.C. et al, 2006). 

Polimorfismos em nucleotídeos na região promotora de CCR5, também está 

associado com diferentes progressões da doença. Especificamente, indivíduos que 

possuem polimorfismo em adenina (-2459A/A) tem tido uma progressão para a AIDS 

mais rápida do que indivíduos homozigotos para o alelo da guanina (-2459G/G) 

(OMETTO L et al, 2001). Notavelmente, indivíduos que apresentam estes 

polimorfismos nos receptores, perdem algum outro fenótipo biológico além da 

resistência para a infecção do HIV ou a lenta progressão para a AIDS, indicando um 

potencial de entrada através do co-receptor CCR5, como uma viável intervenção 

farmacológica (LOBRITZ M.A. et al, 2010).  

A glicoproteína de envelope, quando não ligada ao receptor CD4, não realiza a 

conformação de interação com este receptor. Um grupo de vírus HIV-2 e isolados de 

Vírus da Imunodeficência em Símios (SIV) podem ligar-se independentemente do 

receptor CD4, o que pode sugerir que os co-receptores de quimiocinas são receptores 

ancestrais de linhagens iniciais de vírus que deram ascenção para o SIV (LOBRITZ 

M.A. et al, 2010). 

O uso do CD4 está sendo utilizado como adaptação para inibir o sítio de ligação 

conservado do co-receptor para o reconhecimento de uma resposta imune humoral. 

Quando a Gp120 liga-se ao CD4, rearranjos estruturais na glicoproteína de envelope 

levam a exposição da alça V3 e a formação de uma estrutura de ligação. Esta alça V3 

é um domínio imunodominante do envelope do HIV-1 que não é exposto na maioria 

dos isolados primários, portanto, não sendo considerado um determinante de 

neutralização principal (HARTLEY O. et al, 2010). 

A alça V3 é estruturalmente dividida em três subseções: Uma base formada por um 

dissulfeto em cooperação aproximada com o núcleo da gp120; o tronco, o qual é uma 

região de ligação flexível entre a base e a porção superior e a porção superior ou 
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coroa, que contém o motivo em formato de dupla hélice definida por uma sequência G-

P-G-X e se acredita ser a região de interação crítica com a alça extracelular de CCR5. 

V3 é o determinante crítico do co-receptor para o tropismo. Apenas a troca de dois 

aminoácidos na alça V3 pode alterar a especificidade de CCR5 e CXCR4 (HARTLEY 

O. et al, 2010). 

Modificações na alça V3 têm sido especificamente associadas com alterações na 

susceptibilidade para inibidores de entrada. As regiões V1 e V2 da alça V3 da gp120 

têm mostrado atividade direta e influência na afinidade ao co-receptor (NABATOV A.A. 

et al, 2004). O modelo atual de formação do complexo gp120/CD4/CCR5 favorece 

múltiplas interações entre gp120 e CCR5. Estudos usando deleções e receptores 

quiméricos sugerem que a porção N-terminal de CCR5 é extremamente importante 

para a entrada do HIV-1 (BIENIASZ P.D. et al, 1997). Uma mutagênese direcionada 

ao sítio da região V3, indicou que dois domínios na gp120 foram essenciais para a 

interação com CCR5. A região superior desta glicoproteína interage com a região 

extracelular de CCR5 (CORMIER et al, 2002). Com isto, anticorpos monoclonais que 

reconhecem CCR5  podem inibir a entrada do HIV-1. 

Modificações pós-translacionais em CCR5 direcionam um papel significante na 

atividade do co-receptor. A porção N-terminal sofre glicosilação e sulfatação de 

tirosina. A inibição da sulfatação da tirosina desenvolve uma diminuição na ligação de 

CCR5 pela gp120 e conseqüente entrada do HIV-1 (FARZAN M. et al, 1999). 

Mutagênese ou deleção no domínio carboxi-terminal de CCR5, o qual medeia 

processos de endocitoses, revelou não ser essencial para a entrada do vírus 

(LOBRITZ M.A. et al, 2010).  

Estados conformacionais distintos de CCR5 em atividade ou inatividade são 

observados utilizando as propriedades de ligação com vários anticorpos (LEE B. et al, 

1999; BLANPAIM C. et al, 2002). Este estímulo pode estabilizar o receptor em 

configurações antigênicas particulares. A estabilização pode ocorrer através da 

associação com proteínas envolvidas em tradução de sinais. Alguns estudos sugerem 

que CCR5 dimeriza através das interações na primeira região transmembrânica e que 

a forma dimerizada desta molécula não permite a entrada do HIV-1 (HERNANZ-

FALCON P. et al, 2004). 
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Dimerização de CCR5 tem sido sugerida como ligante dependente, onde estudos 

demonstraram oligomerização independente ao ligante de CCR5 (ISSAFRAS H. et al, 

2002). O papel da heterogeneidade conformacional de CCR5 na entrada do HIV-1 e 

interações de co-receptores ainda não está bem esclarecido. É desconhecido ainda, 

se o envelope do HIV-1 pode interagir com todos ou apenas um grupo de isômeros 

conformacionais disponíveis de CCR5 (LOBRITZ M.A. et al, 2010). 

 

2.5. Tratamento 

Atualmente, a terapia antiretroviral busca reduzir a carga viral para níveis 

indetectáveis, determinadas pelas técnicas laboratoriais (carga viral a partir de 

mensuração de RNA do HIV com 50, 40 ou 20 cópias/ml de plasma), objetivando 

alcançar uma recomposição imunológica melhorada e redução da progressão clínica 

da doença e mortalidade pela infecção do HIV-1 (HAMERS S.M. et al, 2008). Com a 

disponibilidade de drogas estes objetivos têm sido amplamente atingidos. Dados 

recentes sugerem que pacientes em terapia antiretroviral podem sofrer e morrer por 

complicações não diretamente relacionadas à supressão virológica e ao quantitativo 

de recuperação de células T CD4+ (MORENO S. et al, 2010). 

O sucesso da terapia antiretroviral vai além da obtenção da carga viral indetectável. 

Ativação imunológica e inflamatória persistente, provavelmente secundária à 

replicação viral, pode estar relacionada aos chamados eventos não relacionados à 

AIDS, incluindo desordens cardiovasculares, doenças hepáticas e renais, cânceres 

dentre outros (MONFORTE A. et al, 2008). 

Atualmente, os métodos utilizados para avaliar a resposta da terapia antiretroviral são 

contagens de células T CD4+ e mensurações de carga viral plasmática. Estes 

parâmetros têm sido utilizados para predizer benefício clínico, desenvolvimento de 

resistência e redução de transmissão. Métodos de detecção de carga viral plasmática 

extremamente sensíveis, avaliando níveis entre 1 a 5 cópias/ml têm sido utilizados no 

contexto de pesquisa (PALMER S., 2003). 

Entretanto não estão evidentes quais benefícios estes níveis de detecção poderiam 

prover na prática clínica. Na detecção atual, os limiares conseguem prever o não 
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desenvolvimento de resistência (KIEFFER T.L. et al, 2004) e estão associadas com 

um baixo ou insignificante risco de transmissão (QUINN T.C. et al, 2000), bem como 

adequar o restabelecimento imunológico na maioria dos pacientes e a redução da 

progressão clínica na infecção do HIV. 

Não está bem esclarecido se uma detecção mais sensível da carga viral plasmática 

poderia melhorar o reflexo da ausência da replicação viral associada a uma redução 

da atividade inflamatória, ativiação imunológica e suas conseqüências clínicas, bem 

como uma diminuição da persistência viral em reservatórios celulares (MORENO S. et 

al, 2011). 

Está determinado que pacientes em AIDS sintomáticos e com contagens de células 

CD4+ abaixo de 500 ou 350 células/mm³ de sangue devam entrar em terapia 

antiretroviral. Entretanto a introdução de terapia em pacientes assintomáticos e 

pacientes cronicamente infectados não estão bem esclarecidas, embora exista um 

aumento de evidências para início de terapia (GESIDA, 2009).  

Um significante número de pacientes, cerca de 30 a 50%, atinge tardiamente o início 

da resposta contra a infecção do HIV-1 (GIRARDI E. et al, 2007). Esta resposta tardia 

está diretamente associada com aumento da morbidade e mortalidade, aumento do 

risco da transmissão do HIV e resposta subótima à terapia (MARKS G. et al, 2006). 

Ainda, pode estar associada à conseqüência de um diagnóstico tardio e muitos 

estudos epidemiológicos têm identificado que alguns grupos populacionais estão mais 

ligados a este tipo de  diagnóstico (FAKOYA I. et al, 2008). Por outro lado, é estimado 

que 30% dos indivíduos HIV infectados não são diagnosticados devido à restrições 

nas testagens laboratoriais (HAMERS F.F. & PHILLIPS A.N., 2008). 

 

2.7.1. Inibidores de Fusão 

Atualmente a entrada do virus representa um dos alvos mais atrativos na pesquisa de 

novas drogas para o tratamento da infecção pelo HIV. Os avanços do conhecimento 

da base molecular destes mecanismos envolvidos no processo de entrada promovem 

desenhos moleculares para o bloqueio de cada tipo de entrada. Como mencionado 

anteriormente, os passos para esta entrada viral incluem a ligação da gp120 ao 
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receptor das células T CD4+, ligação da gp120 aos co-receptores CCR5 e CXCR4 e a 

fusão das membranas celulares e virais (BRIZ V. et al, 2006). 

Os inibidores de entrada são antiretrovirais que impedem a ligação desta glicoproteína 

aos receptores e co-receptores celulares. Estes compostos provêm beneficiar um 

crescente número de pacientes infectados pelo HIV que desenvolvem resistência 

pelos inibidores de transcriptase reversa e inibidores de protease disponíveis. O 

tratamento de resistência é sempre presente na terapêutica do HIV e sem dúvida, o 

vírus poderá desenvolver também, resistência aos inibidores de entrada (POVEDA E. 

et al, 2009). 

Como dito anteriormente, o receptor CD4 liga-se sobre os domínios internos e 

externos da gp120 do HIV. Esta ligação cria um sítio bem protegido e conservado 

entre as diferentes cepas do HIV, não contendo sítios de glicosilação (MADANI N. et 

al, 2004). Estas características únicas estimulam para uma terapêutica na pesquisa de 

novos agentes que podem especificamente ligar e bloquear o passo inicial da infecção 

pelo vírus (BRIZ V. et al, 2006). 

Muitos estudos in vitro têm sido testados para descrever os mecanismos de ação 

destes inibidores, os quais ainda não estão totalmente esclarecidos. Devido às ações 

de todas estas moléculas agirem em diferentes regiões, é esperado que estes 

mecanismos de ação, também diferirão. Por conseqüência, resistências podem ser 

desenvolvidas em outras diferentes sinalizações e sem resistência cruzada entre estes 

compostos (MADANI N. et al, 2004). 

Estudos in vitro relatam que os aminoácidos da gp120 envolvidos na resistência estão 

relacionados com o sítio Phe-43 e muitas trocas nos resíduos da gp120 como Trp-112, 

Thr-257, Ser-375, Phe-382, Met-426, Met-434 e Met-475 resultam em escapes de 

cepas do HIV aos inibidores (MADANI N. et al, 2004; GUO Q et al, 2003).  

Forças eletrostáticas impulsionam prioritariamente a ligação entre CD4 e gp120, com 

carga positiva na porção final primária do CD4 atraído pela carga negativa na cavidade 

da gp120 do vírus. Além disso, força de van der Walls e pontes de hidrogênios ajudam 

a estabilizar a interação entre estas duas estruturas (MADANI N. et al, 2004). A 

fenilalanina do CD4 é apenas um resíduo que liga a este sítio, sendo esta denominada 

de sítio Phe-43. Este resíduo é bastante significante nesta interação porque é 
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estimado que sozinho, este seja responsável por cerca de 23% da energia total da 

interação CD4/gp120 (KWONG P. et al, 2000). 

O core ou núcleo conservado da gp120 sofre alterações conformacionais, modificando 

de um estado rígido para um estado flexível, seguida da subseqüente interação com 

os co-receptores de quimiocinas (MYSZKA D. et al, 2000). O sítio Phe-43 na gp120 do 

HIV foi inicialmente postulada como potencial alvo para pequenas moléculas que 

poderiam ligar e bloquear a entrada do HIV (LANDOVITZ R.J.. et al, 2009).  

A ligação do complexo CD4-gp120 dá-se, como mencionado anteriormente, a partir da 

alça V3, enquanto que outras regiões utilizam V1/V2 (CORMIER E.& DRAGIC T., 

2002). A sequência de aminoácidos da alça V3 determina o uso dos co-receptores 

pelo HIV (BENNET D.E. et al, 2009). A ligação do complexo gp120-co-receptor no 

domínio da região N-terminal do vírus R5 e na segunda alça extracelular são 

essenciais para o reconhecimento da atividade dos inibidores (DRAGIC.T. et al, 1998), 

considerando, no entanto, que apenas a segunda alça extracelular para cepas X4 

parece ser bastante crítica (DORR P.M.. et al, 2005). 

É interessante ainda notar que reduzindo a conservação da sequência nas 

proximidades das regiões variáveis V1/V2, indiretamente influenciam a 

susceptibilidade das drogas. A variabilidade natural da gp120 nos diferentes subtipos 

de HIV-1 pode interferir em diferenças na susceptibilidade destes compostos (MOORE 

P. et al, 2004). 

 

2.5.2. Inibidores dos co-receptores de quimiocinas CCR5 

  2.5.2.1 Anticorpos anti-CCR5 

O soro humano, normalmente, contém anticorpos IgG, IgM e IgA naturais, gerados 

independente de alguma exposição à antígenos estranhos ou vacinas e produzidos ao 

curso de infecções ou doenças autominues. A maioria destes anticorpos naturais são 

polirreativos, aptos a se ligarem a vários antígenos e são muitas vezes autorreativos, 

capazes de reconhecerem alguns antígenos do próprio hospedeiro. Estes anticorpos 

são produzidos por grupos de células B denominados B1, sem a intervenção de 
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células T que, por conseguinte, pertence à resposta inata do sistema imunológico 

(ESLAHPAZIR J. et al, 2008). 

As células B1 são encontradas em cavidades pleurais e peritoniais, de onde provém a 

primeira linhagem de defesa através de anticorpos que se ligam a antígenos, 

polissacárides e motivos de repetição, que são tipicamente encontrados em paredes 

de células microbióticas e macromoléculas (ALLMAN D. & PILLAI D., 2008). 

Os sistemas de defesas inatos são importantes para proteção cutânea e 

especialmente em revestimentos de mucosa, que são limites físicos do hospedeiro 

com o ambiente compostos por IgM e IgA naturais e polirreativos, produzidos por 

células B independentes de células T, controlando auto-antígenos, antígenos 

exógenos e micróbios. Os anticorpos específicos e monorreativos produzidos pelas 

células B2 do pelo sistema imunológico adaptativo são produzidos tardiamente após a 

ativação e recrutamento das células T (QUAN C.P., 1997).  

Todas as funções das células B1 e suas atividades ainda não estão devidamente 

esclarecidas, especialmente na imunologia humana e estão atualmente em constante 

linha de investigação. De acordo com estudos de transplante de células realizadas em 

camundongos transgênicos, populações de células B1 podem dividir-se em dois outros 

grupos de células, B-1a e B-1b, o qual apresenta diferentes fenótipos, origens e 

funções. Células tronco fetais B-1a CD5+, podem replicar-se, enquanto que as células 

B-1b CD5- derivam da medula óssea, o que é comum às células B2, que constitui a 

maioria da população de células B (ALTER G. et al, 2007 ).Entretanto, recentes 

experimentos têm observado o desenvolvimento de ambos os subgrupos de células B-

1 nas linhagens de medula óssea (ESPLIN B.L. et al, 2009). 

A maioria das células B1 possui uma reduzida diversidade e afinidade aos receptores 

de células B (BCRs), devido à falta de recombinações somáticas e da fraca atividade 

de edição do receptor, característica esta que aumenta com a idade do indivíduo 

(HOLODICK N.E. et al, 2009). 

A maioria dos anticorpos naturais são IgM (RACINE R. & WINSLOW G.M. 2009), mas 

as células B1 possuem a capacidade de troca nas classes de imunoglobulinas e esta 

descoberta foi recentemente descrita (ZHONG X. et al, 2009). Células B1 são ativadas 

em resposta a estimulação de antígenos (WHITMORE A.C. et al, 2004) e pode 
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diretamente produzir anticorpos sem a intervenção de células T auxiliares, enquanto 

que células B-1b podem fazer parte do sistema imunológico adaptativo provendo um 

tipo de células de memória IgM especializadas (ALUGUPALLI K.R. et al, 2004). 

Muitas funções têm sido propostas para anticorpos naturais, incluindo o papel da 

primeira linha de defesa contra infecções, interferências na atividade de apoptose e 

um papel regulador na manutenção da homeostasia imune (DUAN B. & MOREL L., 

2006). Não surpreendentemente, grupos de imunoglobulinas intravenosas de 

doadores saudáveis, demonstraram conter anticorpos específicos contra muitas 

moléculas de superfícies celulares como CD4, CD5, receptores de citocinas, motivos 

de adesão e CD95 (receptor Fas) (BOUHLAL H. et al, 2001). 

Autoanticorpos reativos naturais que reconhecem CCR5 têm sido isolados de grupos 

de imunoglobulinas de doadores hígidos (BOUHLAL H. et al, 2005). O papel de 

respostas semelhantes, geradas na ausência das doenças autoimunes, é ainda 

amplamente debatido, onde anticorpos para CCR5 e outros receptores e mediadores 

imunes foram supostos por se envolverem na manutenção e homeostasia 

imunológica. Como exemplo, anticorpos anti-CCR5 poderiam limitar a migração de 

células pró-inflamatórias CCR5+, como macrófagos, células dendríticas, CTLs e 

linfócitos Th1, em direção aos sítios inflamatórios liberando CCL5/RANTES, 

CCL3/MIP-1alfa ou CCL4/MIP-1 beta para limitar efeitos excessivos e prejudiciais da 

inflamação (TOMARAS G.D et al, 2008). 

Mais importantemente, anticorpos anti-CCR5 podem demonstrar propriedades 

bloqueadoras ao HIV (BOUHLAL H. et al, 2001). Anticorpos anti-CCR5 também 

podem ser encontrados em indivíduos homozigotos para deleção de CCR5 (∆32) após 

repetidas exposições a células CCR5+ de parceiros através da atividade sexual 

(BOUHLAL H et al, 2005).Este achado não é surpreendente desde que imunizações 

alogênicas têm sido mostradas para induzir anticorpos anti-CCR5 (GRENE E. et al, 

2000). 

Diferentes tipos de anticorpos anti-CCR5 têm sido isolados de indivíduos infectados 

pelo HIV e de indivíduos expostos, soronegativos a este vírus (ESN). A maioria dos 

anticorpos anti-CCR5 reconhecem a região N-terminal e especialmente a segunda 

alça extracelular do receptor, esta que é a região imunodominante envolvida na 
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ligação de quimiocinas na infecção do HIV (ESLAHPAZIR J. et al, 2008; BOUHLAL H. 

et al, 2001). 

De acordo com estudos, o uso de anticorpos monoclonais anti-CCR5, alguns destes 

com dupla especificidade para ligação das quimiocinas, bloqueiam o encaixe do HIV e 

mais significantemente, previne a fusão entre a célula e o vírus (BLANPAIN C. et al, 

2002). Um grupo especial destes anticorpos reconhecem a primeira alça externa do 

receptor CCR5, um domínio não envolvido na ligação direta do HIV (LOPALCO L., 

2010).  

Anticorpos anti-CCR5 têm sido detectados no soro e nas secreções de mucosa de 

indivíduos expostos, mas que são HIV negativos e em alguns pacientes HIV positivos, 

tanto em homens quanto em mulheres (GREEN E. et al, 2001). Entretanto, achados 

de algumas cohorts, incluindo subpopulações de progressores do HIV e não 

progressores de longo prazo suportam a hipótese de que domínios primários de IgG e 

IgA podem estar envolvidos na proteção ou controle da infecção do HIV (LOPALCO L. 

et al, 2000). 

 

2.5.2.2. Inibidores de CCR5 

Pequenas moléculas de antagonista CCR5 são as mais recentes classes de drogas 

que bloqueiam a entrada do HIV nas células alvos, o qual o primeiro membro desta 

classe, o Maraviroc (MVC), está em uso para tratamento. Estas drogas ligam-se a uma 

região hidrofóbica formada por hélices transmembranares de CCR5, induzindo a 

mudança conformacional na alça extracelular deste receptor (KONDRU R. et al, 2008). 

Esta alteração conformacional pode variar com diferentes drogas, como evidenciada 

por ligações diferenciadas de quimiocinas, perfis de resistência do HIV e bloqueio da 

habilidade do vírus por uso da ligação ao co-receptor de entrada CCR5 (WATSON C. 

et al, 2005). 

Assim como observado com outros agentes antiretrovirais, o HIV pode desenvolver 

resistência aos antagonistas de CCR5. Um sinal pelo qual este vírus pode realizar este 

processo é a via de mutações nas proteínas do envelope viral (Env) que ativam o 
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reconhecimento da ligação conformacional das drogas ao co-receptor 

(ANASTASSOPOULOU C.G. et al, 2009). 

Determinantes virais de resistência estão localizadas na alça V3 da gp120 ( BERRO 

R. et al, 2009), o que já era esperado, pois a base da região da alça V3 interage com a 

tirosina sufaltada-O na porção N-terminal de CCR5, quanto que a parte superior de V3 

realiza o contato com a região primária do receptor (HUANG C. et al, 2007). 

A resistência viral a um antagonista CCR5, comumente resulta em resistência cruzada 

a outras drogas desta classe, embora esta informação não se torne via de regra 

(TILTON J.C. et al, 2010). Um número de vírus resistentes aos antagonistas de CCR5 

tem demonstrado um aumento na dependência do domínio da região N-terminal deste 

co-receptor (PFAFF J. et al, 2010), o qual não são amplamente afetados pela ligação 

das drogas e podem estimular vírus a tolerarem drogas que induzem alterações 

conformacionais na região primária de ligação. Em contraste, muitos vírus bem 

caracterizados, têm sido envolvidos em resistência aos antagonistas de CCR5 in vitro 

(TILTON J.C., et al, 2010). 

O HIV pode ainda desenvolver resistência aos antagonistas de CCR5, utilizando o co-

receptor CXCR4 para entrada e se adaptando, por mudança conformacional, ao 

reconhecimento da região ligante da droga antagonista de CCR5 (PFAFF J. et al, 

2010). 

O tratamento de pacientes com o antagonista Maraviroc, muitas vezes resultam em 

falha virológica, devido à emergência do vírus em utilizar CXCR4 com o co-receptor de 

entrada (GULICK R.M. et al, 2008). Em outros casos, vírus que se replicam na 

presença de antagonistas CCR5 ambos in vitro e in vivo tem desenvolvido resistência 

por adquirirem habilidade para utilizar a região conformacional ligante das drogas do 

CCR5 (BABA M. et al, 2007). 

Alguns vírus apresentam resistências cruzadas para múltiplos antagonistas de CCR5, 

onde os resistentes aos MVC, por exemplo, apresentam também sensibilidade de 

resistência a outros antagonistas de CCR5. Estas resistências indicam um grau 

variável da plasticidade conformacional ao reconhecimento dos co-receptores CCR5 

(TILTON J.C. et al, 2010). 
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Vírus que possuem tropismo duplo (R5X4) representam eficientemente a capacidade 

de utilização de ambos os co-receptores para entrada na célula, implicando numa 

ampla variedade nas sequências dos domínios externos a estes co-receptores. Ainda, 

a interação do co-receptor à região Env do vírus, envolvem pelo menos duas regiões 

em Env e duas regiões nos domínios dos co-receptores (HUANG J. et al, 2008). 

A pequena molécula dos antagonistas de CCR5 não pode agir reduzindo a expressão 

de superfície de CCR5, mas ao invés disso, podem ligar-se a região hidrofóbica com a 

hélice transmembrânica do co-receptor e induzindo as trocas conformacionais que 

previnem a utilização dos receptores de entrada pelo HIV (DRAGIC T. et al, 1998; 

MAEDA K. et al, 2006). O modo como os antagonistas de CCR5 alteram a 

conformação do co-receptor é evidenciado por diferentes efeitos de várias drogas nas 

quimiocinas e anticorpos de ligação ao CCR5 (SHEN R.. et al, 2011; WATSON C. et 

al, 2005).  

 

2.5.3. Inibidores dos co-receptores de quimiocinas CXCR4 

Vírus que possuem tropismo ao CCR5 são geralmente associados com a fase inicial 

de infecção do HIV-1. Esta seletividade aparente ao co-receptor, entretanto, pode ser 

relatada pelos altos níveis da expressão de CCR5 nas células alvo nas proximidades 

da região genital ou na mucosa retal (LEE B. et al, 1999). Estes tecidos também 

expressam relativamente, altos níveis de ligantes naturais ao receptor do fator celular 

derivado do estroma (SDF-1), com o qual podem ligar-se ao co-receptor CXCR4 

bloqueando a interação com cepas de vírus X4 (VERANI A. & SIRONI F..,2002).. 

Durante a infecção da AIDS, formas variantes do vírus podem desenvolver habilidade 

para utilizar ambos co-receptores, como mencionado anteriormente ou utilizar apenas 

um deles. A infecção pode progredir na ausência de uma variante viral com tropismo 

X4, entretanto o aparecimento deste comportamento está fortemente associado com a 

progressão da doença acelerada e o conseqüente declínio das células T CD4. Ainda, 

acredita-se que variantes X4 possuem alta virulência, onde 40% dos pacientes 

infectados pelo HIV com desenvolvimento da AIDS apresentam estas cepas 

(SCOTTON C.J. et al, 2002). 



41 

 

Revisão de Literatura 

 

Moléculas seletivas incluindo AMD3100 (HENDRIX C. et al, 2004), AMD11070 

(MOYLE G. et al, 2009) e KRH-3955 (MURAKAMI T. et al, 2009) que bloqueiam a 

interação de CXCR4 com a gp120 do VIH-1 confirmam que antagonistas de CXCR4 

podem também bloquear a infecção pelo vírus, abrindo então um aumento na 

oportunidade para a intervenção terapêutica nesta área. 

A virulência natural das cepas X4 de VIH-1 deve sugerir que estas terapias devam ser 

utilizadas como parte de uma combinação de drogas para inibir a progressão da 

doença (JENKISON S. et al, 2005). Terapias de bloqueio de entrada do vírus nas 

células do hospedeiro têm sido demonstradas como uma boa opção clínica, onde a 

inibição pelos antagonistas de CCR5, por exemplo, produz uma significante diminuição 

da carga viral nos pacientes (DORR P. et al, 2005). 

Estudos com antagonistas de CXCR4 são relatados na literatura. O AMD3100 foi 

inicialmente direcionado para o bloqueio da replicação viral do HIV-1 pela prevenção 

da entrada do vírus pela via do co-receptor CXCR4 (HENDRIX C. et al, 2004), porém 

por causar problemas cardiovasculares  graves, este composto tev seus estudos 

clínicos interrompidos (De CLERCQ E, 2004) Embora efetivo, este composto não foi 

oralmente biodisponibilizado. Outros estudos demonstram o desenvolvimento de 

outros antagonistas de CXCR4 orais, incluindo o AMD11070 (MOYLE G. et al, 2009) e 

KRH-3955 (MURAKAMI T. et al, 2009). 

O antagonista de CXCR4 AMD3100 sofre in vivo uma perda de biodisponibilidade com 

administração injetável. O composto GSK812397, também antagonista de CXCR4, 

mostrou-se altamente potente em respeito à atividade antiviral in vitro. Entretanto, esta 

atividade, não foi significantemente reduzida na presença de albumina sérica humana 

ou glicoproteína ácida (MATTHYS P. et al, 2001).   

Embora inicialmente utilizado como meta para o tratamento da infecção do HIV-1, os 

antagonista de CXCR4, podem ter também potencial terapêutico para outras áreas 

como tratamento para artrite reumatóide, bloqueando células inflamatórias no 

desenvolvimento da inflamação (MATTHYS P. et al, 2001). Ainda, CXCR4 tem sido 

demonstrado com importante papel na propagação metastática, bem como na 

regulação direta de crescimento e sobrevivência de células tumorais (SCOTTON C.J. 

et al, 2002). 
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Em muitos novos direcionamentos nas descobertas e pesquisas da AIDS, uma 

importante área de investigação é a caracterização bioquímica e a biofísica das 

interações dos receptores de quimiocinas com HIV-1 bem como ligantes sintéticos das 

quimiocinas (CHOI W.T. & ZHOU J., 2011). 

 

2.6. Detecção do tropismo aos receptores de quimiocinas do HIV 

Atualmente existem alguns métodos para determinação do tropismo do HIV-1, não 

estando bem esclarecido, o mais apropriado para o uso na prática clínica.  A partir de 

estudos clínicos de antagonistas de receptores de quimiocinas, tem se baseado em 

testes laboratoriais fenotípicos, porém que consomem muito tempo e alto custo. Mais 

rápidos e menos custosos, os testes genotípicos tem predito o co-receptor utilizado 

pelo HIV-1 baseado na sequência do gene Env (LIN N.H. & KURITZKES Z.R., 2009). 

Cada um destes testes possuem suas vantagens e limitações e compartilham o 

mesmo desafio de detectar baixos níveis de vírus que utilizam CXCR4. O 

entendimento dessas limitações torna-se importante para realizar o melhor uso dos 

resultados na prática clínica.   

Testes fenotípicos determinam o tropismo viral dependendo de duas abordagens 

gerais: a detecção da formação de sincício pelo HIV-1 em linhagens de células MT-2 

ou infecção viral de linhagens de células não linfóides com expressão estável de CD4 

e CCR5 ou CXCR4 (REEVES J.D. et al, 2002).  

O teste fenotípico mais utilizado em estudos clínicos para antagonistas de CCR5 é o 

Trofile (MonogramBiosciences, Inc., South San Francisco, CA; now Laboratory 

Corporation of America [LabCorp]). O gene env é amplificado a partir do RNA do HIV-1 

presente no plasma e clonado em um vetor de expressão, com o qual é juntamente 

co-transfectado com um vetor genômico do HIV deficiente do gene env. Os resultados 

de HIV pseudotipados são colhidos e inoculados em linhagens de células contendo 

apenas CCR5 ou CXCR4. As amostras que produzirem um sinal, medido como 

unidade de luz relativa (RLU, do inglês, Relative Light Units) apenas em células 

expressando CXCR4, são consideradas trópicas para X4 e assim acontece com R5 e 

DM (LIN N.H. & KURITZKES Z.R., 2009). 
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O teste para detecção de tropismo Trofile (WHITCOMB J.M. et al, 2007) baseia-se 

numa técnica utilizando vírus recombinante para identificação do co-receptor de 

entrada do HIV-1, podendo ser utilizado a partir de amostras de plasma de pacientes. 

A metodologia do Trofile é exemplificada na Figura 3 abaixo.  

O desenvolvimento de Trofile foi formalmente validado de acordo com as 

regulamentações especificadas pelo Clinical Laboratory Improvement Amendments e 

avaliado de acordo com acurácia, reprodutibilidade, especificidade e sensibilidade. 

Esta validação formal foi conduzida para prover ensaios para encaminhamentos 

clínicos durante o tratamento. Trofile ainda foi formalmente avaliado pelo Centers for 

Medicare and Medicaid Services e certificado pelo College of American Pathologists 

(WHITCOMB J.M. et al, 2007). 

Este teste, segundo os autores, demonstrou sensibilidade e reprodutibilidade capazes 

de identificar o co-receptor de entrada do HIV-1 determinando assim como tropismo 

R5, X4 ou R5/X4, da maioria dos pacientes com carga viral superior a 1000 cópias/ml 

de plasma.  

Os testes de genotipagem têm algumas vantagens sobre os testes de fenotipagem, 

incluindo um custo diminuído e um menor tempo de realização do exame. O 

sequenciamento evita certas confusões inerentes dos testes fenotípicos, como uma 

perda de padronização entre laboratórios, diferentes células alvo, interpretação de 

trocas citopáticas subjetivas e necessidade do uso de vírus estimulados ou 

pseudotipos virais. Ainda, alguns autores defendem a hipótese que o teste genotípico 

pode estar apto para diferenciar níveis de CXCR4 utilizando graduação das 

sequências da alça V3 em uma escala contínua (JENSEN M.A. et al, 2006). 

Entretanto para os métodos genotípicos, alguns estudos mostram que regiões fora da 

alça V3 são determinantes importantes para o uso do co-receptor (SUPHAPHIPHAT 

P. et al, 2007) e a detecção da minoria das espécies em grande número de 

seqüenciamentos é limitada mesmo que as sequências estejam expandidas em 

possíveis números de permutações (LIN N.H. & KURITZKES D.R., 2009). 
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O principal papel dos testes de detecção de tropismo é excluir a presença da detecção 

de vírus trópicos para X4/R5 ou X4 em pacientes que são considerados para o 

tratamento com antagonistas de CCR5. Pode ainda ter um papel prognóstico, 

estabelecendo associação de resultados com a progressão da doença (MENS H. et al, 

2010). Um número de estudos utilizando testes de tropismo atuais mostrou uma 

associação semelhante entre a presença de vírus X4/R5 ou X4 e progressão da 

doença (GOETZ M.B. et al, 2009). 

O monitoramento periódico usado em pacientes que não estão em uso de terapia 

antiretroviral poderia ser utilizado como marcador terapêutico nestas decisões, mas 

outros estudos são necessários para validar o tropismo viral como um biomarcador 

para iniciação e troca de terapia. 

 

Figura 3. Diagrama esquemático do procedimento do teste para detecção de tropismo Trofile. 

Fonte: Whitcomb et al, 2007. 
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Desde que o primeiro antagonista ao co-receptor CCR5 foi comercializado, o 

Maraviroc, testes para detecção de tropismo tiveram importante atenção na pesquisa 

do HIV. Este medicamento é parte de um regime de pacientes pré-tratados e tratados, 

onde os vírus são classificados como R5 trópicos, utilizando um teste para detecção 

de tropismo validado, sendo ele genotípico ou fenotípico (BERGER E.A. et al, 1998).  

Apesar do desenvolvimento das melhorias nos testes já produzidos, alguns não são 

sensíveis suficientes e seus valores preditivos muitas vezes têm muitas limitações 

(HUANG W. et al, 2008). Outra abordagem importante em relação aos testes é o custo 

elevado e a não aplicabilidade à prática clínica diária (ARCHER J. et al, 2009).  

Testes fenotípicos e genotípicos têm sido desenvolvidos para determinar o co-receptor 

utilizado pelo HIV-1 no momento da entrada na célula (ROSE J.D. et al, 2009). A 

maioria dos testes fenotípicos é baseada em vírus recombinantes que identificam a 

glicoproteína do envelope. Estes testes são considerados “padrão-ouro” para predizer 

a detecção do tropismo viral (RAYMOND S. et al, 2010). 

Poucas alternativas de testes fenotípicos estão atualmente disponíveis, mas pouco 

também, é o conhecimento sobre suas concordâncias (GONZALEZ-SERNA A.. et al, 

2010; RAYMOND S. et al, 2010). Geralmente estes testes têm uma menor detecção 

para as variantes que utilizam o co-receptor CXCR4, variando entre 0.3-0.5% (SU Z. et 

al, 2009).  

Testes genotípicos podem também determinar o tropismo do HIV-1 utilizando 

algoritmos para a sequência de aminoácidos da região env da alça V3. Estes testes 

são simples, rápidos e menos custosos que os testes fenotípicos, mas o 

seqüenciamento direto da alça V3 não é muito sensível para detecção de variantes 

que utilizam CXCR4 (POVEDA E. et al, 2009).  

Trofile é o teste clinicamente validado, entretanto existem algumas limitações como o 

alto custo, tempo prolongado para obtenção de resultados confirmados, 

disponibilidade das amostras, um considerável percentual de resultados não relatados, 

a necessidade de amostras que contenham mais que 1000 cópias/ml de plasma de 

RNA e acesso limitado para países desenvolvidos (GONZALEZ-SERNA A. et al, 

2010). Além disso, a discordância em dois resultados consecutivos, em um mês, do 
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Trofile foi observada em 10% dos pacientes antes da exposição aos inibidores de 

CCR5 (LANDOVITZ R.J. et al, 2008). 

A citometria de fluxo é uma técnica muito utilizada nas rotinas laboratoriais e 

pesquisas básicas para caracterização de fenótipos celulares, morfologia e 

comportamento de respostas imunológicas, visando auxiliar o entendimento das 

patologias e consequentemente encaminhando terapêutica aos pacientes. É um 

procedimento rápido, com reduzidos custos em comparação às técnicas moleculares 

disponíveis e que normalmente, apresentam alta sensibilidade e especificidade em 

seus ensaios. 

Sabe-se que as limitações dos testes disponíveis para a detecção do tropismo podem 

excluir alguns pacientes quanto ao uso do antagonista de CCR5 na terapia 

antiretroviral. A citometria propõe uma significante redução destas limitações, sendo 

portanto, extremamente importante para a evolução biotecnológica e terapêutica,  o 

desenvolvimento de outras ferramentas, além do teste Trofile, para determinação do 

tropismo do HIV.   
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4. OBJETIVOS__________________________________________ 

 

Objetivo principal 

Determinar detecção de tropismo viral do HIV-1 por indentificação intracelular e 

superficial de membrana em células CD4 positivas através da citometria de fluxo 

 

Objetivos específicos 

 

 Desenvolver um teste para detecção intracelular do Vírus da 

Imunodeficiência Humana-1 pela técnica de citometria de fluxo. 

 Mensurar carga proviral em pacientes infectados pelo HIV com diferentes 

níveis de carga viral plasmática. 

 Estabelecer valores de referência para subpopulações de linfócitos T na 

população brasileira.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO___________________________ 
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ARTIGO 1                                       __________________________ 

HIGH DEGREE OF CONCORDANCE BY USING FLOW CYTOMETRY AND 
GENO2PHENO METHODS FOR HIV-1 TROPISM DETERMINATION IN PROVIRAL 

DNA 

Torres AJL1; Brígido LFM2; Abrahão MHN1; Ferreira GJ1; Coelho, LPO2, 
Ferreira, JLP2; Pedroso C1; Netto EM1; Brites C1 

1. Federal University of Bahia; 2. Adolfo Lutz Institute 

 

ABSTRACT 

Background: use of CCR5 inhibitors requires previous viral tropism 

determination. The available methods (TROFILE and V3 loop genotyping) have high 

cost, time-consuming, or require highly trained personnel, and sophisticated 

equipment.We compared Flow Cytometry based Tropism Assay  (FCTA) with 

geno2pheno method to determine HIV-1 tropism in AIDS patients, in Bahia, Brazil 

Methods: we tested PBMC samples of 102 AIDS patients under antiretroviral therapy 

by using a flow cytometry-based method and geno2pheno assay. Cellular membrane 

receptors were identified through CXCR4, CCR5 and CD4 monoclonal antibodies 

labeled by Phicoeritrine (PE), Perydine-clorophil (PerCP) and Allophycocyanin (APC), 

respectively along with detection of cytoplasmic mRNAs for gag and pol HIV regions 

through a probe labeled with 6-FAM fluorophore. We detected cytoplasmic mRNAs for 

gag and pol HIV regions through a probe labeled with 6-FAM fluorophore. Genotypic 

identification of X4 and R5 viral tropism was attempted by using the geno2pheno 

algorithm. Results: Results compared among FCTA and geno2pheno algorithm had 

high concordance to HIV-1 tropism. FCTA presented high sensitivity and specificity in 

comparison to geno2pheno results as gold standard. One sample could not be 

amplified in geno2pheno and was classified as duotropic by FCTA. We did not find any 

association between CD4+ count or viral load and HIV-1 tropism results. Conclusion: 

In this study FCTA showed an overall performance almost identical to geno2pheno 

assay in determining the HIV-1 tropism.   

Keywords: HIV-1, Tropism, Flow Cytometry, Geno2pheno 
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INTRODUCTION 

The HIV-1 initial contact between the viral envelope glycoprotein gp120 and the cellular 

receptor CD4 is followed by a second interaction between gp120 and one of the 

cellular coreceptors: CCR5 or CXCR4 (1,2). This virus requires a co-receptor [initially 

chemokine (C-C motif) receptor5 (CCR5)] for entry into its host to facilitate primary 

infection irrespective of the transmission route and the predominant viral tropism 

present in the donor (3). It has been shown that viruses binding to CCR5 are almost 

exclusively present during the early asymptomatic stage of the infection whereas 

CXCR4-binding viruses may emerge in later phases of the infection and are associated 

with a CD4 + T-cell decline and progression towards AIDS (4). 

 
Most HIV variants isolated from drug-naive, chronically-infected individuals use CCR5 

along with CD4 to gain entry into cells - hence referred to as R5- tropic. On the other 

hand viruses able to use CXCR4 coreceptors (X4-tropic) tend to emerge later over the 

course of HIV infection, being recognized in nearly half of patients in advanced disease 

stages. Under drug therapy, consequent switches back and forth between both 

coreceptors may occur (5). Small-molecule CCR5 antagonists are a relatively new 

class of drugs that block HIV entry into target cells, having been approved for the 

treatment of HIV-infected patients. These drugs bind to a hydrophobic pocket formed 

by the transmembrane helices of CCR5, inducing conformational changes in the 

extracellular loops (ECLs) of the receptor, being necessary HIV-1 tropism 

determination, to start CCR5 antagonists treatment. (6-12) 

 

Different genotypic and phenotypic tools have been used to assay HIV tropism 

(13). Despite the improvements, genotypic algorithms are not sensitive enough, and 

their predictive values have limitations (14-16). Another genotypic approach is ultra 

deep sequencing; however, this is currently expensive and not applicable to daily 

clinical practice (17).Actually, the tropism tests used, has some limitations, such as 

high cost, prolonged time to obtain a confirmed result, availability, considerable 

proportion of “nonreportable” results, the requirement that samples contain more than 

1,000 HIV RNA copies/ml and limited access in developing countries (18). 

 

In the present study, was performed a HIV tropism assay by Flow Cytometry (FCTA) 

and results were compared with geno2pheno as gold standard. FCTA propose 

decrease tropism assays limitations, with low cost and lower procedure time. 
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MATERIAL AND METHODS 
 

A total of 102 HIV-1 patients attended at AIDS clinical of Hospital Universitário 

Professor Edgard Santos monitoring by T CD4+ lymphocytes counts and plasma viral 

load were tested for both FCTA and geno2pheno algorithm, with a 10% false positive 

rate threshold.  

The sample numbers was definied by convenience because this study has as objective 

to develop a new tool for HIV-1 tropism monitoring. The patients have under 18 years 

old and signed a inform consent. The patients selection was realized by  software 

SISCEL from Brazilian Minister of Healthy.    

 

Flow Cytometry Tropism Assay procedure 

 

The FCTA tropism test was developed using monoclonal antibodies (Abs) for CD4+ 

labeled with APC (BD, San Jose, CA), CXCR4+ labeled with PE-Cy7 (BD, San Jose, 

CA), CCR5+ labeled with PE (BD, San Jose, CA) surface membrane T cells and a HIV-

1 mRNA probe labeled with 6-FAM to detect gag and pol HIV-1 regions into T cells 

cytoplasm. The composition of HIV-1 probe are described in the table below. 

 

Genes Seqüência dos primers Fluoróforo 

gag 

pol 

F: 5’- AGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAATGGGAT-3´ 

F: 5’- GATATTTCTCATGTTCATCTTGGGCCTTATCTATTCC-3´ 
6-FAM 

Table 1. HIV-1 gag and pol regions in the probe used. 

 

Reagents preparation 

Were used 0.5µl of the concentrate probe in dilution with 4.5 µl of EB (Elution buffer). 

This probe concentration was twice more that standard concentration. To prepare a 

integration buffer were add 12.5 µl of the ultrapure water, 12.5 µl of 10% BSA (Bovine 

Serum Albumine) and 25 µl of Tween 20. 

Probe cocktail was performed with 100 µl of formamide and 5 µl of HIV-1 probe and 50 

µl of integration buffer. 
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Assay procedure 

The FCTA procedure involves 100 µl of total blood or PBMC (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells) submitted to fixation and permeabilization buffers. After washed 

with PBS, 155 µl cocktail HIV-1 probe was added and incubated at 43ºC at wash bath 

for 120 minutes in the dark. The wash procedures were realized adding 500 µl  PBS 

(Phosphate Buffer Saline). After new wash procedure, samples were centrifugated at 

2000 RPM for 10 minutes. After to discard supernatant, monoclonal antibodies to 

CD4+, CXCR4 and -CCR5 were added and incubated in the dark for 20 minutes and 

was performed a new wash procedure and suspension with 450 µl PBS. 

The samples were acquired and analyzed by BD CellQuest software from FACSCalibur 

with four fluorimetric parameters. 

 

HIV-1 env genetic sequencing 

DNA was extracted by QIAGEN protocol. With Amplification of partial HIV envelope 

(env) gene by nested PCR was performed with 2.5µL of DNA input.  Reaction mixture 

include 10uM of each primer ED5, forward position ATG GGA TCA AAG CCT AAA 

GCC ATG TG (6557 → 6582) and ED12, reverse position AGT GCT TCC TGC TGC 

TCC CAA GAA CCC AAG (7811 ← 7782) with Taq Platinum High Fidelity (Invitrogen) 

in a final volume reaction of  25uL.  Positive and negative controls were included in 

each run.  PCR conditions consisted of 10 cycles  94°C 2min, 94°C 15sec, 55° C 

30sec, 68° 1min, 25 cycles  94°C 15sec, 55°C 30sec, 68°C 1 min add 5 sec/cycle, and 

68°C 7min. 2,5Ul of PCR products was used in a second PCR (nested) with primers 

ED31, forward position CCT CAG CCA TTA CAC AGG CCT GTC CAA AG (6817 → 

6845) and ES8, reverse position CAC TTC TCC AAT TGT CCC TCA (7668  7648) 

with Taq DNA Polymerase (Invitrogen) in a final volume reaction of 25µL.   

 

PCR conditions consisted of 10 cycles 94ºC  2min,  94°C  15sec, 55º C  30sec, 72ºC 

1min, 25 cycles  94ºC 15sec, 55ºC  30 sec, 72ºC  1min (increasing by 5sec in each 

sequential elongation), with a final elongation period with 72ºC 1min add 5 sec/cycle. 

PCR reaction was considered valid when the PCR products and positive control bands 
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were  visualized  around 700 bp at  1.3% agarose gel with SYBR Safe DNA gel 

staining (Invitrogen, USA) along with controls.   

 

Nested PCR products were quantified using Low mass ladder (Invitrogen, USA), 

diluted accordingly (1:10) in water to allow an input of 5-10 nanograms of DNA for 

Rodamine incorporation. Big Dye Kit (Ready Reaction Mix, Applied Biosystems,Foster 

City, Calif ) was used with the primers V3O2, forward position 5´ AAT GTC AGY ACA 

GTA CAA TGT ACA C 3’ (6948 → 6969), ES7, forward position 5´CTG TTA AAT GGC 

AGT CTA GC 3´ (7005 → 7021), ED33 reverse position 5´TTA CAG TAG AAA AAT 

TCC CCT C 3´ (7360 ← 7378 ) and SQV3, reverse position  5´GAA AAA TTC CCT 

TCC ACA ATT AAA 3´ (7350 ← 7370). Cycle sequencing conditions consisted of 25 

cycles 96°C 10sec, 50°C 5sec, 60°C 4min, 8°C infinity. After cycle sequencing DNA 

precipitation using a solution of sodium acetate and ethanol was followed by 

denaturation using Hi-Di Formamide at 94°C 4min and resolved at an automated 

sequencer Genetic Analyzer 3130 XL (Applied Biosystems). Sequences were edited 

using Sequencer (Biocodes, USA) and submitted to geno2pheno evaluation (Max 

Planck Institute,Gernmany) using clonal option. 

 

Statistical parameters were analyzed by SPSS v.17 software. FCTA and geno2pheno 

results were compared and evaluated by Pearson Chi-square test. Sensitivity, 

specificity and Positive (PPV) and negative (NPV) predictive values were also 

calculated. 

 

This project was submitted and approved (n. 044/2008) by Maternidade Clímerio de 

Oliveira ethical committee from Federal University of Bahia.   

 

RESULTS 
 

A total of 102 samples of PBMC from HIV infected patients were evaluated. Median 

age was 42 years. The median CD4 cells count was 489 cells/mm3 (IQR:305-675), 

CD8 was 886 cells/mm³ (IQR:716-1229) and CD3 was 1529 cells/mm³ (IQR:1187-

1946). The mean time since HIV diagnostic was six years (range 2- 6 years). Sixty-six 
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patients presented with undetectable viral load and twenty-eight has viral load higher 

1500 copies/ml. Eight patients were not HIV-1 viral load procedure.  

 

Median CD4+ cells count was 506 cells/mm3 for R5 patients, and 431 cells/mm3 for X4, 

that no presented statistics significance. Forty-five (76,3%) of R5 patients had 

undetectable HIV-1 RNA viral load, compared with 21 (65.6%) patients classified as 

non-R5 patients. 

 

In dot plots FCTA analysis, CD4+CCR5+ and CD4+CXCR4+ positive events that 

determine T lymphocytes and monocytes plus co-receptors populations, were isolated 

in two different gates. Each gate was plotted to CCR5+ versus CXCR4+. A gate was 

selected to CCR5+CXCR4- cells and analyzed to detect HIV-1 probe versus CD4+ 

cells in other plot. The same procedure was realized to CCR5-CXCR4+ cells according 

showed in the figure 1. 
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In the figure above, are demonstrate tropism results from two patients, one with  

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Dot plot analysis to HIV-1 determination tropism  
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CCR5 tropism result (A1 to A6) and the second with CXCR4 tropism result (B1 to B6). To the 

CCR5 HIV-1 tropism determination (first patient), A1, initially, select the CD4+CXCR4+ cells 

populations (R1). In the sequence, A2 determine axis position to the positive CXCR4+ 

populations (first quadrant) and A3 shows dot plot with the same axis position and no cells in 

the second quadrant (X1), what a means negative result to X4 tropism. Analyzing CCR5 

populations positivity, A4 select CD4+CCR5+ cells populations (R2). A5 determine axis position 

to the CCR5+ populations (first quadrant) and A6 detect cells presence in the second quadrant 

(X2) what a means positive result to R5 tropism.To the CXCR4 tropism determination presented 

in the second patient (B1 to B6), the analyzes are realized of the same mode, differing that in 

B3 are found cells in X4 (second quadrant) determining positive result to CXCR4 HIV-1 tropism 

and B6 are not found cells in X5 (second quadrant). 

 

HIV-1 tropism results from FCTA and geno2pheno were paired and analyzed according 

statistical correlation among them. This correlation are described in table 1 below. 

 

 

 

Geno2pheno (GS)* 

           * Gold Standard 

 

Total 

CCR5 Dual CXCR4  

FCTA 

 

 

 

CCR5 count 

%Geno2pheno 

65 

100%

1 

3,4% 

0 

0% 

66 

65,3% 

 

 

 

Dual count 

% Geno2pheno   

0 

0% 

28 

96,6% 

4 

57,1% 

32 

31,7%

CXCR4 count 

%Geno2pheno 

  

0 

0% 

0 

0% 

3 

42,9% 

3     

3% 

Table 1. HIV-1 tropism classification comparing two tests 
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The sensitivity to R5 samples classified to both tests was 100% with 95% confidence 

interval (CI) in variation to 94.4 – 100%. Thirty-five patients were classified as non-R5 

(32 as Duotropic/Mix and 3 as X4) by geno2pheno, and the same samples were 

equally classified as non-R5 by FCA.  

Only one sample was classified as non-R5 by geno2pheno, and as R5 by FCTA. This 

results represents 97.2% specificity and 95% CI in variation to 85.8-99.5%. One 

sample could not be amplified in geno2pheno and was classified as duotropic by 

FCTA. 

The FCTA sensitivity was tested, in order to stratification CD4 values according 0 to 

249 cells/mm³, 250-499 cells/mm³, 500-749 cells/mm³ and higher 750 cells/mm³ and 

compared with geno2pheno. No difference was found among CD4 range and HIV-1 

tropism. The results data are presented in table 2. 

 

 

Tests 

                      Range CD4 counts 

 

Geno2pheno (GS)* 

 

Total 

CCR5 Non-CCR5  

FCTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

-249 

 

 

 

 

CCR5 count

 

% concordance   

9 

100% 

0 

0% 

9 

60%

Non-CCR5 

 

% concordance    

0 

 

0% 

8 

 

100% 

8 

40%

250-499 

 

 

CCR5 count

 

% concordance   

23 

 

100 

1 

 

7,1 

24 

62,9%
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Non-CCR5 

 

% concordance    

0 

 

0 

11 

 

92,9% 

11 

37,11%

500-749 CCR5 count

 

% concordance   

18 

 

100% 

0 

 

0% 

18 

69,2%

Non-CCR5 count 

 

% concordance   

0 

 

0% 

8 

 

100% 

8 

30,8%

>750 CCR5 count

 

% concordance   

15 

 

100% 

0 

 

0% 

15 

75%

Non-CCR5 count 

 

% concordance   

0 

 

0% 

7 

 

100% 

7 

25%

* Gold Standard 

 

Table 2. HIV-1 tropism results stratified by CD4 range 

 

DISCUSSION 
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In this study, we have developed a novel assay to identify HIV tropism. Our results 

obtained using FCTA displayed a high degree of concordance with the widely 

geno2pheno algorithm, thus demonstrating the potential of FCTA for HIV tropism 

testing. 

 

Some HIV-1 tropism tests have been developed around of the world. The trofile test 

was a first created for these objectives. Since co-receptor tropism is an important 

consideration for evaluating novel drugs, as well as for evaluating disease progression 

in patients enrolled in clinical trials, the addition of Trofile to other clinical tools available 

for management of HIV-1 infection permits clinicians to select more effective 

antiretroviral treatment regimens. (19).  

 

A Spanish group developed an assay (TROCAI) and results were compared by Trofile. 

The TROCAI and Trofile test showed a global concordance of 22/24 (91.6%) between 

them (18). 

 

A  test to determinate by genotyping of HIV-1 by duplicate PCR amplification of the 

region encoding the V3 loop was developed. The concordance between genotypic and 

phenotypic approaches had the Trofile assay as a reference. The sensitivity of V3 

genotyping for predicting CXCR4-using viruses therefore increased from 56.8% with 

single PCR to 68.2% with duplicate PCR (P=0.13). The concordance between the 

duplicate PCR approach and Trofile was 76% for HIV-1 subtype B and 83% for non-B 

HIV-1 subtypes. (20) 

 

In study that evaluated a performance of genotypic algorithms for predicting HIV 

tropism, among  bioinformatic tolls, PSSMX4R5 showed the best concordance with ES 

Trofile (82.6%; 95% CI, 76.7 to 86.4%). Geno2pheno (false-positive rate, 20%) showed 

the highest sensitivity to predict CXCR4 (76.7%; 95% CI, 61.8 to 87.5%), with a 

specificity of 73.6% (95% CI, 68.7 to 77.2%). Although there were no overall significant 

differences in the accuracy of the bioinformatics tools according to antiretroviral 

experience, Geno2pheno 1% and 2.5% did perform better in assessing HIV tropism in 

samples from naïve patients than from treatment-experienced patients (21).  
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Other study, samples were stratified by CD4 cell counts, those from patients with CD4 

cell counts between 200 and 500 cells/mm3 showed the best predictive performance, 

and among the algorithms, again the PSSMX4R5 algorithm displayed the highest 

concordance with ES Trofile. In contrast, patients with CD4 cell counts of less than 200 

cells/mm3 exhibited the least accurate results. Our finds don’t found significance 

statistical to CD4 stratification values and HIV-1 tropism performance, but T CD4 

lymphocytes count in association with CCR5 presented more prevalence to 250-499 

cells/mm³.  

 

One important aspect of FCTA is the development as lower cost and less time to 

conclusion. Moreover, our results present high geno2pheno algorithm concordance 

and being a procedure without the need of nucleic acid amplification. FCTA use 

Peripheral Blood Mononuclear Cells or total blood samples.  

 

FCTA increased the number of reportable results compared with geno2pheno. For all 

of these reasons, we suggest that FCTA could be an additional test to assay HIV 

tropism. 
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ARTIGO 2                ______________________________________ 

Determinação de carga proviral do HIV-1 pela técnica de Citometria de Fluxo em 

pacientes com diferentes níveis de viremia. 

Torres AJL1; Abrahão MHN1; Ramos, AMC1, Ferreira GJ1; Netto EM1; Brites C1 

1.Universidade Federal da Bahia 

 

Abstract 

Racional: Carga proviral do HIV-1 pode determinar a correlação entre carga viral 

plasmática e evolução clínica e laboratorial do paciente. A citometria de fluxo é uma 

técnica que determina com maior rapidez e menor custo, a carga proviral do HIV-1. 

Métodos: Foram testados 102 amostras de PBMC de pacientes HIV positivos sobre 

terapia antiretroviral e 20 amostras de indivíduos saudáveis triados por ELISA anti-

HIV, utilizadas como controle negativo. Os receptores de membrana foram 

identificados através da marcação com anticorpos anti-CD4+ marcado com 

Aloficocianina (APC). O DNA proviral do HIV-1 foi detectado por uma sonda contendo 

sequências das regiões gag e pol marcada com fluoróforo 6-FAM. A carga viral 

plasmática foi testada pelo método de b-DNA (SIEMENS). Resultados: Pacientes 

controladores de elite apresentaram uma significante diminuição da carga proviral em 

comparação com pacientes em uso de HAART e com cargas virais plasmáticas 

indetectáveis e detectáveis. Pacientes que apresentaram tropismo para CCR5 e carga 

viral plasmática indetectada e estável há menos de cinco anos apresentaram um 

aumento na carga proviral do HIV-1. Conclusão: Cargas provirais do HIV-1 foram 

detectadas pela técnica de citometria de fluxo em tempo reduzido de procedimento em 

comparação aos outros testes disponíveis e em pacientes com carga viral plasmática 

latente. 

Keywords: Citometria de fluxo, Carga proviral, HIV-1 

 

INTRODUÇÃO 

A infecção do HIV-1 avança progressivamente para um aumento da viremia, 

diminuição de células T CD4+ e surgimentos de sintomas clínicos com 
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imunodeficiência na maioria dos indivíduos não tratados. Entretanto uma pequena 

proporção de pacientes mantém níveis indetectáveis de replicação viral na ausência 

de terapia antiretroviral, sendo estes considerados controladores da infecção.1,2   

 
Estudos prévios têm demonstrado que o HIV persiste em latência nas células T CD4+ 

infectadas do sangue periférico 3,4, bem como em tecidos linfóides associados ao 

intestino (GALT) de indivíduos infectados 5,6. Esta supressão prolongada da viremia 

plasmática ocorre na maioria dos indivíduos infectados pelo HIV-1 em tratamento 

antiretroviral 7.  

 
A carga viral plasmática em pacientes sem uso de HAART e com contagens de células 

T CD4+ abaixo de 500 células/mm³ de sangue, pode estar associada com a carga 

proviral do HIV-1 em pacientes em uso de HAART e carga viral plasmática 

indetectável, podendo potencialmente representar a intensidade do reservatório viral. 

Estratégias para redução da carga viral no plasma quando as contagens das células T 

CD4+ estão abaixo de 500 células sem HAART, podem ajudar a reduzir a carga 

proviral do HIV-1 8. 

 

O pico de RNA viral coincide com o tempo de soroconversão e é acompanhada por 

uma grande depleção de células T CD4+ expressando CCR5 no sítio da mucosa 

efetora 9-12. No sangue periférico, um rápido declínio inicial de células T CD4+ é 

seguida por uma desaceleração desta depleção celular após 5 a 6 meses 13. Pouco se 

conhece sobre o DNA proviral em infecção primária do HIV-1, embora talvez pareça 

ser crítico para a patogênese devido ao valor preditivo para a progressão da doença14-

17. 

 
Entretanto a relação entre viremia plasmática residual e a frequência de células T 

CD4+ associadas a carga proviral do HIV-1 e/ou marcadores de ativação imune, não 

estão completamente elucidadas. Nosso estudo desenvolveu uma nova ferramenta 

para a detecção de carga proviral do HIV-1 pela técnica de citometria de fluxo, 

associando a fatores de comportamento da resposta imune pela células T CD4+ e 

evolução da carga viral plasmática. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Foram testadas amostras de 102 pacientes HIV-1 positivos atendidos no 

Hospital Universitário Professor Edgard Santos em monitoramento dos exames de 

contagens de subpopulações de células T CD4+ e carga viral plasmática. Inicialmente 

os pacientes foram selecionados pelo histórico destes parâmetros em banco de dados 

do software SISCEL do Ministério da Saúde do Brasil, além de entrevista com o 

paciente no momento da coleta.. Em um primeiro momento foram triados 167 

pacientes que apresentaram cargas virais plasmáticas indetectáveis e contagens de 

células CD4+ acima de 500 células/mm³ de sangue durante pelo menos nos últimos 

dois anos e 89 pacientes com carga viral detectável e contagens de CD4+ inferiores a 

500 células/mm³ neste mesmo período de tempo.  

Foram selecionados pacientes em uso de TARV ou que apresentaram viremia 

indetectável sem uso de TARV, caracterizados como controladores de elite. 

Os pacientes foram selecionados consecutivamente até preencher o total de 

amostras previstas pelo estudo. Ao final do recrutamento foram definidos os seguintes 

grupos: 28 pacientes com carga viral detectável em uso de HAART, 36 pacientes com 

carga viral indetectável em uso de HAART e 38 pacientes controladores de elite, os 

quais fora caracterizados pelo histórico de carga viral plasmática indetectável durante 

todo o tempo de infecção e contagens de linfócitos T CD4+ sem inversão. Além disso, 

foram incluídos 40 indivíduos soronegativos para o HIV-1 como grupo controle. 

A amostra foi por conveniência, devido a limitações no quantitativo dos testes 

disponíveis e por se tratar de desenvolvimento de uma nova ferramenta para 

monitoramento e diagnóstico laboratorial. As análises estatísticas foram realizadas em 

SPSS v.17 e utilizados teste t de student e ANOVA. 

Todos os pacientes eram maiores de 18 anos de idade e foram convidados a participar 

do estudo, pelo aceite através do termo de consentimento informado.  

Detecção da carga proviral do HIV-1 por citometria de fluxo 
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Preparo da sonda: Para cada paciente, foram utilizados 0,5 ul da sonda concentrada 

(200ul) e diluir em 4,5 ul de TE (tampão de eluição) para alcançar volume final de 5ul. 

A sonda encontra-se com o dobro da concentração padrão. 

A composição da sonda para detecção do HIV-1 é ilustrada na tabela 1. 

 

Tabela 1 - Seqüências das bases dos genes gag e pol que compõem a sonda e 

fluoróforo marcado. 

Genes Seqüência dos primers Fluoróforo 

gag 

pol 

F: 5’- AGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAATGGGAT-3´ 

F: 5’- GATATTTCTCATGTTCATCTTGGGCCTTATCTATTCC-3´ 
6-FAM 

 

Preparação dos reagentes: A solução de anelamento é preparada no momento da 

realização do teste. Para cada amostra com 12.5ul de água ultrapura e 12.5ul de BSA 

10%, foram adicionados 25ul de Tween 20.  

A solução de permeabilização deve ser preparada no momento da realização do teste 

com 50ul de água destilada e 50ul do tampão de permeabilização saponificado. 

O coquetel da sonda com 100ul de formamida, 5ul da sonda do HIV e 50ul da solução 

de anelamento foi preparada em seguida. 

300ul do tampão de fixação e 1ml de PBS (do inglês, Phosphate Buffered Saline) no 

banho-maria a 43°C foram adicionados.  

Procedimento do teste: Foram adicionados 100ul de sangue total e 100ul do tampão 

de fixação.A Incubação foi realizada no escuro por 20 minutos e posteriormente foi 

acrescentado com 500ul de PBS e centrifugação por 10min em rotação 2000 RPM em 

temperatura ambiente. 

O sobrenadante foi desprezado por pipetagem com cuidado para não atingir as células 

no fundo do tubo. Foi realizada leve agitação para não causar lise nas células e 

acrescentadas 100ul da solução de permeabilização. Incubação por 30 minutos no 

escuro e em seguida foram acrescentados 500ul de PBS e centrifugados por 10min 

em rotação 2000 RPM em temperatura ambiente. 
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Mais uma vez, o sobrenadante foi desprezado por pipetagem com cuidado para não 

atingir as células no fundo do tubo. Agitação leve para não causar lise nas células e 

em seguida foram acrescentados 155ul do coquetel da sonda, agitado levemente e 

incubado no banho-maria a 43°C entre 60 e 120 minutos protegido da luz. 

500ul do PBS aquecido (banho-maria) foram adicionados. Agitação leve e 

centrifugação por 10min em rotação 2000 RPM em temperatura ambiente foi 

realizada. O sobrenadante foi desprezado por pipetagem com cuidado para não atingir 

as células no fundo do tubo. Em seguida foi realizada agitação leve para não causar 

lise nas células e foram adicionados 100ul do tampão de fixação aquecido. Agitação 

leve e foi descansado em banho-maria (43°C) por 15 minutos protegido da luz. 

Foram adicionados 500ul do PBS aquecido (banho-maria) com agitação leve e 

centrifugação por 10min em rotação 2000 RPM em temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi desprezado por pipetagem com cuidado para não atingir as células 

no fundo do tubo seguindo de  agitação leve para não causar lise nas células. 

Foram ainda acrescentados 10ul de anticorpo anti-CD4 (APC e PC5), 10ul de 

anticorpo anti-CD3 (PerCP) e 10ul de anticorpo anti-CD45 (PE). Incubar por 20 a 30 

minutos protegido da luz em temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 

500ul do PBS e agitados levemente e centrifugação por 10min em rotação 2000 RPM 

em temperatura ambiente. O sobrenadante, mais uma vez, foi desprezado por 

pipetagem com cuidado para não atingir as células no fundo do tubo e leve agitação 

para não causar lise nas células. 

Foram adicionados 400ul de PBS e as amostras foram adiquiridas por citometria de 

fluxo de no mínimo quatro cores. 

Procedimento do teste para detecção da carga viral plasmática do HIV 

pela metodologia b-DNA VERSANT 3.0. 

O teste Versant HIV-1 RNA 3.0 (bDNA; Siemens Medical Solutions, 

Mississauga, Ontario, Canada) objetiva a detecção de uma região altamente 

conservada do gene pol e muitos primers e probes são utilizados para caracterizar a 

amplificação do sinal do DNA recombinante desta região.Este teste detecta HIV-1 do 

grupos M recombinantes de A para D e F para K e muitas outras formas 

recombinantes circulantes (CRFs, do inglês, Circulating Recombinat Forms). 



69 

 

Artigo 2 

RNA purificado foi obtido de 1 ml de amostra de plasma e a amplificação qPCR 

e detecção no teste de bDNA foi realizado utilizando o aparelho VERSANT 440 v.3.0 

Este teste não usa controle interno. O intervalo da dinâmica deste teste varia de 1.7 a 

5.7 log10 cópias/ml de plasma. 

Este projeto foi submetido e aprovado pelo comitê de ética da Maternidade 

Clímério de Oliveira da Universidade Federal da Bahia sob o parecer número 

044/2008.. 

 

RESULTADOS 

Os 102 pacientes HIV-1 infectados, apresentaram uma média de idade de 42 

anos. Os valores absolutos médios das contagens de linfócitos T CD4+ foi de 489 

células/mm³ de sangue (IQR:305-675), de T CD8+ foi de 886 células/mm³ de sangue 

(IQR:716-1229) e de T CD3+ foi de 1529 células/mm³ de sangue (IQR:1187-1946). O 

tempo médio de diagnóstico entre os pacientes foi de 6 anos (variação de 2 a 6 anos).  

Amostras de grupo controle foram testadas, sendo inicialmente selecionadas no gate 

de referência, células T CD4+ num gráfico CD4+ versus Side Scatter. Em seguida, 

conforme demonstrado na figura 1, ficou evidenciada a ausência da probe do HIV-1, 

que determina a carga proviral, nas células CD4+ nestes indivíduos. 

Foram analisados ainda, carga proviral em pacientes com carga viral plasmática <50 

cópias/ml em uso de terapia antiretroviral (TARV), carga viral >50 cópias/ml em TARV 

e um grupo de pacientes caracterizados como controladores de elite, sendo estes 

perfis de análise demonstrados na figura 2, obedecendo para cada grupo, um 

percentual de CD4+ infectados diferentes. Dentre os grupos avaliados, não houve 

diferente significância estatística entre as cargas provirais dos pacientes em TARV 

com carga viral plasmática menores que 50 cópias/ml ou maiores que 50 cópias/ml. 

 

 

 

 

  

A 
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Figura 1. Identificação da presença da probe do HIV-1 em células CD4+ em 

grupos controle HIV negativo. O quadrante A da figura indica a localização de 

positividade para os dois marcadores em análise, o CD4+ e a probe, o que determina 

as células CD4+ infectadas pelo vírus. Neste grupo avaliado, a positividade desta 

característica atingiu 7.53%, determinando uma não contaminação das células devido 

ao ponto de corte ser superior a 10%, baseado no guideline ISHAGE (International 

Society for Hematotherapy and Graft Engineering).    

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Perfil de análises da carga proviral em pacientes HIV-1 infectados. O 

quadrante B identificado na figura, demonstra o percentual de 87.13% de células 

infectadas em um paciente que obteve a maior carga proviral detectável pelo teste 

FCPLA. Este paciente apresentou carga viral plasmática de 7.995 cópias/ml e valor de 

contagem de CD4+ igual a 331 células/mm³ de sangue.  

Os pacientes controladores de elite, apresentaram carga proviral significantemente 

inferior aos outros dois grupos estudados (p=0.00), conforme demonstrado na tabela 

1.     

 

 

 

 

 

 

B 

 

Report 

                                                                       CARGA PROVIRAL  

GRUPOS Cargas Virais e TARV 
Média  

(% de células infectadas) N 

Desvio 

Padrão 

CARGA VIRAL DETECTÁVEL COM TERAPIA 55.04 28 20.778 

ELITE * 33.16 38 15.510  

CARGA VIRAL INDETECTAVEL COM TERAPIA 50.47 36 19.456 

Total 45.27 102 20.640 

* p=0.00 na associação com os outros grupos 
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Tabela 2. Médias de cargas provirais entre grupos de pacientes em associação 

com carga viral plasmática e uso de TARV. 

Associando a carga proviral do FCPLA e o tropismo (FCTA) do HIV-1 nos pacientes 

estudados, foram identificados percentuais de células infectadas semelhantes entre 

pacientes com tropismo CCR5 e CXCR4, 46.81% e 42.34%, respectivamente, não 

sendo encontradas diferenças estatisticamente significantes entre ambas. 

Dentre os pacientes que apresentaram carga viral plasmática menor que 50 cópias/ml 

(indetectável) em uso de TARV, foram avaliados o tempo de supressão da viremia 

plasmática onde os pacientes com menos de 5 anos de supressão apresentaram 

carga proviral superior em 13.01% quando comparados aos pacientes acima de 5 

anos de supressão (54.44% e  41.45%, respectivamente). Apesar desta diferença, 

estes resultados não expressaram significância estatística (p=0.56). 

Os resultados totais de FCPLA representam 97.3% de especificidade com intervalo de 

confiança de 95%.  

   

DISCUSSÃO 

Mecanismos intrínsecos das respostas imunes adaptativas contra replicação do HIV-1 

nas células T CD4+ podem representar um importante papel na modulação da 

resistência da infecção em pacientes controladores de elite. Porém, muitos estudos 

têm demonstrado que células T CD4+ de controladores de elite são geralmente 

permissivas ao HIV-1 e que podem permitir uma replicação competente do vírus in 

vivo18-20. Após ativação in vitro, células T CD4+ destes pacientes permitem a infecção 

do HIV-119,21, mas estes experimentos podem ser insuficientemente sensíveis aos 

mecanismos de resistência da replicação do HIV-1, devido a alterações das 

expressões gênicas no hospedeiro. 

 

Em nosso estudo, os controladores de elite apresentaram carga proviral 

significantemente (p<0,05) inferiores em comparação com os pacientes em terapia 

com cargas virais plasmáticas indetectáveis ou não.  
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Dados da literatura sugerem que mecanismos de ativação imune podem interferir na 

replicação viral e conter a viremia do HIV-1, impedindo uma maior proliferação da 

infecção nas células CD4+ e um consequente aumento na carga viral plasmática23. 

Células T CD8+ específicas para o HIV-1 dos controladores de elite apresentam 

citoxicidade específica22, proliferação23,24 e secreção de citocinas25 tendo sido efetores 

na replicação in vitro em experimentos de cultura de tecidos26,27. Ainda a resistência 

para a replicação viral pode também estar associada com uma forte e seletiva 

modulação da p21 que é uma kinase ciclina dependente inibidora desta proteína, 

também conhecida como cip-1 e waf-128. 

 

A carga proviral dos pacientes em terapia não variou significantemente entre os 

grupos de pacientes com carga viral plasmática <50 cópias/ml e >50 cópias/ml, 

podendo indicar para os pacientes com cargas indetectáveis, uma ação mais efetiva 

dos inibidores de protease no bloqueio à saída de novos vírions. 

 

Nosso estudo identificou que vírus com tropismo CCR5, tendem a apresentar uma 

maior carga proviral, porém esta diferença não foi estatisticamente significante 

(p=0,378) em comparação aos de tropismo não-CCR5, o que sugere uma não 

influência direta do co-receptor de entrada com a intensidade da infecção de células 

CD4+. 

 

O tempo de indetecção, ou seja, carga viral plasmática inferior a 50 cópias/ml, em 

pacientes em uso de TARV foi correlacionado à carga proviral do HIV-1, onde 

pacientes com indetecção inferior a 5 anos superam em cerca de 14% os pacientes 

com indetecção superior a 5 anos (54.44% e 41.45%, respectivamente). Apesar 

destes resultados não apresentarem significância estatística, estudos demonstram que 

em pacientes com carga viral plasmática indetectáveis após um ano de HAART, a 

maior redução da carga proviral foi obtida em pacientes que iniciaram tratamento na 

fase inicial assintomática da infecção com valores de CD4 maiores que 500 

células/mm³ de sangue29. 

 

Diminuição da carga proviral após HAART foi significantemente relacionada com uma 

alta contagem de células CD4+ pré-HAART e prolongada duração do tratamento 

antiretroviral30, 31,32. 
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O presente estudo concluiu que a carga proviral do HIV-1 possui relação inversamente 

proporcional ao tempo de supressão da viremia plasmática e que em pacientes 

controladores de elite apresenta-se significantemente reduzida em comparação a 

pacientes em terapia, independente dos níveis de carga viral plasmática. 

 

Tal fato pode sugerir que o reservatório viral de células latentes se reduz 

gradualmente em pacientes com supressão continuada da carga viral plasmática. 
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Brazil;4Central Laboratory from Goiás; 5Hospital Nossa Senhora da Conceição-Rio 
Grande do Sul; 6Hematology, Hemotherapy Center Foundation  from Ribeirão 
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ABSTRACT 

In Brazil, the existing reference values for T-lymphocytes subsets are 

based on data originated in other countries. There is no local information on 

normal variation for these parameters in Brazilian adults and children. We 

evaluated the normal variation found in blood donors from 5 large Brazilian 

cities, in different regions, and in children living in Salvador, and Rio de Janeiro. 

All samples were processed by flow cytometry. The results were analyzed 

according to region, gender, and lifestyle of blood donors. A total of 641 adults 

(63% males), and 280 children (58% males) were involved in the study. The 

absolute CD3+, and CD4+ cells count were significantly higher for females 

(adults and children). Higher CD4+ cells count in adults was associated with 

smoking, while higher CD8+ count was found among female children. Higher 

counts, for all T-cells subsets, were detected in blood donors from Southeast / 

South regions while those living in North region had the lowest values. 

Individuals from Midwest and Northeast regions had an intermediate count for all 

these cells subsets. However, these differences did not reach statistical 

significance. In Brazil, gender, and smoking, were the main determinants of 

differences in T-lymphocytes reference values.  

Key-Words: CD4, CD8, blood donors, reference values, Brazil. 

Financial Support: AIDS and STD National Program from Brazilian Ministry of Healthy                            
+Corresponding Author: ajltorres@gmail.com 
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INTRODUCTION 

 

Absolute white blood cells count and their subsets play a major role in both 

cellular and humoral immunity. CD4+ T cells have a central role in the generation of a 

proper immune response, especially in cell-mediated processes. These cells are 

responsible for three important steps in the immune response: activation, regulation 

and memory (Ref). The CD4+ T-lymphocytes are the main target for HIV-1, and the 

infection by this virus promotes a progressive depletion of this T-cells subset, causing 

AIDS (ref). The quantification of these lymphocytes is an important tool in monitoring 

HIV-1 infection, as well as other immune deficiencies caused by decreased number of 

CD4+ cells. 10,7,2 .It is used to define the optimal moment to start antiretroviral therapy 

and/or prophylaxis of opportunistic infections13,31.  The available evidence suggest that 

variations in the CD4+ cells count may depend on certain factors like nutrition, 

environment, and genetics.23,14,27. 

In children, the number of circulating T cells increases from mid-gestation up to 

the age of 6 months. This peak is followed by a gradual decline until adult levels are 

reached by late childhood 28.As a result of the age-related changes in the absolute 

lymphocyte numbers, and thus, CD4+ count, the Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC) classifies children into immune categories using CD4+, by using a 

system based on specific age groups 20.  

Several studies have shown significant variations of CD4 T cells within different 

African populations, in comparison with the values established for Europe and North 

America 35,19,26. Brazil is a country with continental dimensions, and a wide ethnical 

variation, with different climates, and nutritional habits. In a previous report we detected 

significant differences in CD4 T cells count for blood donors from the cities of Belém 

and Salvador 30. This led us to evaluate   blood samples  originated from others regions 

and also to include  children from two states.. In this work we present the results of a 

comparison of T-lymphocytes count between blood donors from 5 cities of different 

Brazilian regions, and children from 2 different cities. 
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METHODS 

Study design, setting and population  

A cross sectional study was conducted in blood centers of five capitals of 

different states, each one representing a geographic region: Salvador (Bahia 

state,Northeast region), Belém (Pará state, North region), Ribeirão Preto (São Paulo 

state Southeast  region), Goiânia (Goiás state Midwest region), and Porto Alegre (Rio 

Grande do Sul state,South region). The children involved in the study were originated 

from Rio de Janeiro (Rio de Janeiro state) and Salvador (Bahia). The centers 

participants in this study were Hematology and Hemotherapy Centers from Bahia, Pará 

and São Paulo, Central Laboratory of Goiás state, Hospital Nossa Senhora da 

Conceição (Rio Grande do Sul), and Federal University of Rio de Janeiro.  

We included 645 adult donors and 280 healthy children 280 volunteers (148 

from Bahia and 132 from Rio de Janeiro).  

Study subjects 

Study subjects were healthy adults and infants. Adults were eligible  if older 

than 18 years, and agreed to participate in the study. The infants selected for this study 

were between two and six years old.  Blood was collected in ethylene diamine-tetra-

acetic acid (EDTA) tubes. The same samples were used for serological tests and 

immunophenotyping. Samples were collected in the morning from 9.00 AM to 12.00 

noon,  kept at room temperature and analyzed in the same day. 

All adults provided a written informed consent. For children, a written consent 

was obtained from their legal guardians Adults subjects and children guardians were 

interviewed, using a structured questionnaire with information on demographics, and 

lifestyle (smoking, alcohol consumption, and stress level, measured by daily routine 

sleep time), and screened for symptoms such as fever, cough and weight loss to rule 

out any recent and/or current infections.  

The following categories were excluded: pregnant women, patients receiving 

medical treatment, individuals with history of recent or current morbid conditions, and 

individuals who tested positive for HIV, HTLV, HCV, HBV and Syphilis antibodies. 

Laboratory procedure 
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Serological tests 

Serological tests for HIV, HTLV, HCV, HBV and syphilis were done using ELISA 

antibody tests (Vironostika, Biomerieux). Patients that presented positive or 

inconclusive results were excluded of the study.  

T cells counts by Immunophenotyping  

T cells subpopulations were analyzed by using a FACSCalibur flow cytometer 

(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, Calif.). In brief, 20µl of 

Multitest (CD3/CD8/CD45/CD4 - Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San 

Jose, Calif.).Monoclonal antibodies were additioned in Trucount tubes containing 

reference beads(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, Calif.). 50µl 

whole blood was mixed and incubated at room temperature for 20 min in dark. Red 

blood cells were then lysed by adding 450 µl of fluorescence-activated cell sorter lysing 

solution (Becton Dickinson Immunocytometry Systems). The tubes were incubated at 

room temperature for 20 min, acquired and analyzed with the Multiset software (Becton 

Dickinson Immunocytometry Systems) within six hours.  

Data management and Statistical analysis 

Completed questionnaires were coded by numbers and patient´s initials. The 

data was then transferred to SPSS version 13 for analysis. Chi-square test test was 

used for categorical variables. We calculated means and Standard Deviation, 2.5th-

97.5th percentile for median and odds ratio (OR) with 95% confidence intervals (CI) 

were used. Comparison between the continuous variables was performed by ANOVA 

or Kruskal-Wallis test. 

Ethical considerations 

The protocol was approved by the Ethical Committee from Maternidade 

Climério de Oliveira, Federal University of Bahia. Informed consent was obtained from 

the volunteers or from guardians (children) prior to enrolment.  
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RESULTS 

Characteristics of study´s  participants 

A total of 641 blood donors and 280 children were included in the study.  Most 

of adults (63%) were male, with a mean age of 33 years (Interquartile range 19±56). 

Fifty-nine donors (9%) declared smoking, 210 subjects (32.5%) informed to drink 

alcohol three or more days per week, and 259 (40%) declared a routine sleep time  

shorter than 8 hour/day.  Gender was equally distributed for the children involved in the 

study, with 51% of males. For this group, the age varied from 2 to 6 years. 

T cells values and gender 

The overall results for the T-cells subsets values are showed in table 1. Adults 

females had higher mean absolute lymphocytes counts higher mean absolute CD3 T 

cells, and higher mean absolute CD4 T cells than adults males ,(p<0.001 for all 

comparisons) Table 2 displays these findings.  

Table 1. Median and mean for T subpopulations cells. 

  

 

       

Parameter 
Adults 

Median(N=641) 
Adults 

2.5th‐97.5th percentile 
Children 

Median(N=284) 
Children 

2.5th‐97.5th percentile 

N=925 
(Adults and Children)  Cells/µl  Cells/µl  Cells/µl  Cells/µl 

T CD4+ lymphocytes  931  540 ‐ 1731  1652  803 ‐ 4291 

T CD8+ lymphocytes  541  263 ‐ 1189  1065  470 ‐ 3116 

T CD3+ lymphocytes  1585  1025 ‐ 2904  2996  1440 ‐ 6350 

Total lymphocytes CD45+               2445  1257 ‐ 4104  4658  2372 ‐ 7753 
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T lymphocytes values according to lifestyle 

We didn´t find any difference for the T lymphocytes absolute values when 

stratifying individuals by alcohol intake and stress level. There was an association 

between smoking and higher CD4+ cells count(1112 vs. 972 cels/ul, for smokers and 

non-smokers, respectively, p<0.01).  Regarding stress level we found a significant 

difference for the CD3+ and CD4+ T lymphocytes relative subsets (table 3).  

Table 2. Correlations among demographics data and T lymphocytes absolute values. 

 

*    p<0,05 for the data difference 
** p<0,01 for the data difference 

 

Lymphocyte values and geographical origin  

We observed a differential pattern for absolute lymphocytes count according to 

the city of origin of blood donors. They had higher absolute CD3+ and CD4+ cells 

count in Ribeirão Preto and Porto Alegre (South/Southeast regions), intermediate count 

in Goiânia and Salvador (Midwest/Northeast regions) and lower in Belém (North 

region). The CD3+ T lymphocytes subsets were higher for donors from Ribeirão Preto , 

when compared with Salvador, Belém and Goiânia (p<0.01). We also detected a 

           

Parameters  N  T CD4 +  T CD8 +  T CD3 + 

      Cells/µl  Cells/µl  Cells/µl 

Males / females (Adults)      403 / 238           965 / 1071**            582 / 586    1633 / 1742** 

Males/females (Children)      164 / 120        1480 / 2207**            933 / 1407**     2590 / 3815** 

Smokers/no smokers       55 / 586         1112 / 972**            578 / 579      1765 / 1641 

Stress / no stress     259 / 382         1004 / 972          591 / 559     1680 / 1627 

Alcohol / no alcohol    210 / 431          931 / 1013         579 / 582     1598 / 1683 
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significant difference comparing values for patients from Belém with those from Goiânia 

and Porto Alegre. (p<0.01) (table 4). 

Table 3. Correlations among demographics data and T lymphocytes percentage values. 

 

           

Parameter             %T CD4 + %T CD8 +       %T CD3 + 

N=645            Cells/µl  Cells/µl          Cells/µl 

Males / females (Adults)        42 / 43  24 /32        72 / 72 

Males / Females (Children)        29 / 34**         17 / 22**        50 / 61** 

Smokers/no smokers        43 / 43  24 / 24         71 / 74 

Stress / no stress        44 / 42*  25 / 24        74 / 71** 

 Alcohol/ no alcohol                     42 / 43  24 / 28         72 / 72 

              

*   p<0,05 for the difference among data 
** p<0,01 for the difference among data 
 

CD3 + absolute cells count also was lower in Belém ( p<0,05) in comparison 

with any of other cities, but results were similar for Ribeirão Preto, Salvador, Porto 

Alegre and Goiânia.  We observed the same pattern of variability for CD4+ T 

lymphocytes  comparing values for donors from Ribeirão Preto , Salvador, Belém and 

Goiânia ( p<0.01). Again, these absolutes values showed a significant difference 

between Belém and Porto Alegre (p<0.01). The absolute values for CD8+ T 

lymphocytes showed less variation. These results were statistically different when 

compared Belém (lower values) with Salvador, São Paulo city and Porto Alegre (higher 

values, p<0.05). Table 4 summarizes the values found for these T-cells subsets count. 
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DISCUSSION 

The comparison of T lymphocytes in healthy and blood donors from distinct 

regions of Brazil, demonstrate that there are significant differences in these 

parameters, depending on the cell subsets evaluated, and the geographical origin of 

individuals. In a previous study we demonstrated that blood donors from North and 

Northeast states had a different range of normal variations for CD3+, CD4+ and CD8+ 

T cells subsets. In the present work we compared these parameters for blood donors 

from cities of other different region, and included children fr two of them.8 

 The immune response usually is modulated according to different factors, like 

nutritional aspects, ethnicity, age, gender and others27,11. This may impact some 

specific aspects of the response against infections, for instance.21,5. In addition, some 

available evidence suggest that nutritional factors like the amount of 3-omega, arginin, 

glutamine, proteins supplement, and nucleic acids in the food may help the immune 

system to produce a higher level of cytokines and other important factors for cell 

function 4. Nutritional  supplementation may enhance  immune functions even for 

healthy individuals 23.  

 

 

Table 4. Mean and standard deviation for T lymphocytes among cities. 

        

Cities, State  TCD4 + Cells/µl/SD          T CD8 + Cells/µl/SD        T CD3 + Cells/µl/SD

N=645 

Salvador, Bahia   975 ± 317 572 ± 239  1641 ± 500

Belém, Pará  899 ± 236  472 ± 170  1473 ± 387

Goiania, Goiás  937 ± 272  597 ± 255  1616 ± 451

              Ribeirão Preto, São Paulo                 1155 ± 434  642 ± 266  1866 ± 623
 
Porto Alegre, Rio Grande do Sul                    1071 ± 335 609 ± 245  1751 ± 508
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Hematological parameters and T lymphocytes subsets are presented differently 

in literature, according to geographical area, economic level, age and nutritional status. 

Lower platelets and leukocytes values were reported in some studies realized with 

blood donors from Etiope, in comparison with standards from other regions 12. In Italy, 

CD3 T absolute values showed a variation 3.7% higher than Turkey, and 1% than 

Sweden. For CD4+ T lymphocytes, these variations were 6% and 2.9%, respectively, 

and for CD8+ T cells were 2.6% and 3.2%, respectively 16. CD3+ absolute T 

lymphocytes count in China was 0.4% higher, when comparing with Indian´s values. 

For CD4+  and CD8+ T cells these results were 0.7% and 4.3% higher respectively 18. 

Although these variations are not wide, they can be significant when we use 

such parameters for taking clinical decisions. In HIV infections, for instance, a minimal 

difference can lead clinicians to strart therapy or prophylaxis against opportunistic 

infections, since these recommendations are based on a specified  range of CD4+ cells 

count. 

Regarding reference levels for children, we found a wide variation in 

lymphocytes count and its subsets in this population. These findings are in conformity 

with the previous reports on haematological parameters in children 34,1. We observed 

that the CD4+ T cells count was significantly higher in females than males, in 

accordance with the observed in adults. This observation was largely due to the higher 

levels of CD4+ cells in female children older than 5 years. This is in agreement with 

some studies in Asian and European children29,15. On the other hand, several studies in 

Africans showed no significant gender difference in the CD4+ cells count of children 

until adolescence, after which females tend to have higher number of CD4+ cells than 

males 6,9. The reasons for this disparity are not clear but both genetic and 

environmental factors may play a role 32. 

The Brazilian population has a wide diversity per geographic region with unique 

nutritional, ethnics, and behavior characteristics. For instance, the African heritage in 

Salvador is very strong, and some costumes were well preserved, like dietary, music, 

and others. Most of Salvador´s population (77.5%) is composed by African 

descendents24. The South and North regions have less African influence, but a strong 

European and Amerindian presence, respectively 17.Most of the Indian population are 

localized at North and Mid-West regions from Brazil, while in South and Southeast 

predominates the European influence. These findings can be associated with the 
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different results found by T lymphocytes subsets among Brazilians cities in our study, 

and reinforce the importance of defining the regional variations for these parameters 25.  

Others variables can also influence the immune response. In our study, 

absolute T lymphocytes subpopulations values were higher in females when compared 

with males. These results are in accordance to other reports, and is a likely 

consequence of the effect of sexual hormones on  the production and release of T 

lymphocytes in blood 22. 

Some life style characteristics like smoking, sleep time, and alcohol 

consumption can also exert an influence on the immune system 24. Tobacco´s complex 

has more than 4500 chemicals toxics substances, Tobacco´s components had been 

used to modulate cellular immune response in vivo and in vitro experiments. An 

important condition potentially associated with immune response is the population´s 

socioeconomic level. The Brazilian cities present a large variation in Human 

Development Index (HDI) level, which means theyare likely to have different economic, 

nutritional, and stress characteristics. São Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul 

and Goiás states are among the most developed areas in country,  with higher HDI 

levels, while Pará and Bahia are in the opposite side of HDI scale. These disparities 

may contribute to explain the difference in lymphocytes count we detected when 

comparing the mean values of T lymphocytes in these different areas. They are 

suggest that higher HDI correlates with a higher absolute number of T-cells 

lymphocytes. 

Currenlty, North American (USA) and European T lymphocytes reference 

ranges are used in Brazil. These reference values were defined by studies conducted 

by Becton Dickinson (USA) corporation 5. For CD3+ T lymphocytes these median 

values are 1410 cells/l (reference interval 690-2540 cells/l), for CD4+ T cells 880 

cells/l (410-1590), and for CD8+ T lymphocytes 490 cells/l (190-1140) 5. Our study 

found median values  for T lymphocytes subsets in Brazilian population and suggest 

the need of local  parameters for diagnostic and monitoring of HIV patients and/or 

others immunodeficiencies.     

Defining the reference values of T cell count for Brazilian population is an 

important pointt, due to the wide variability in its characteristics, according to the 

country region. CD4+ and CD8+ T lymphocytes are important markers of cellular 
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immunodeficiency, and variation in the reference range may affect the clinical decision 

process.In children, these parameters are strongly influenced by factors like age, and it 

is of great importance to determine the limits of normality for these cells subsets in 

pediatric population. 

Although the differences found in our study are not large enough to exclude the 

use of the current reference pattern, they are important to emphasize the regional 

variations, making possible for clinicians to more accurately define the real stage of 

immunodeficiency presented by our patients.  
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7. RESUMO DE RESULTADOS_______________________________ 

 Detecção do tropismo pela técnica de citometria de fluxo (FCTA) 

1. FCTA apresentou grande correlação estatística nos resultados de tropismo 

viral do VIH-1 em comparação com o teste Geno2pheno.  

2. FCTA mostrou ser um teste mais rápido e menos dispendioso para 

determinação do tropismo do VIH-1. 

3. Não foram encontradas significâncias estatísticas entre os níveis de linfócitos 

T CD4+ e o tropismo do VIH-1 

 

 Determinação de carga proviral do HIV-1 por citometria de fluxo (FCPLA) 

1. Pacientes controladores de elite apresentam significante diminuição da 

carga proviral em comparação com pacientes em TARV. 

 

2. A carga proviral não foi associada ao tropismo viral. 

 
 

3. A carga proviral foi mais baixa em pacientes com maior tempo de 

supressão da viremia plasmática. 

 
 

 Valores de referência para subpopulações de linfócitos T em adultos e crianças 

no Brasil 

1. Os valores de referência para subpopulações de linfócitos T encontrados 

na população brasileira apresentaram-se maiores que os utilizados em 

populações norte-americanas e europeias. 

2. Hábitos comportamentais como o uso do fumo, podem alterar o número de 

células T entre os indivíduos. 
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3. Foram encontradas diferenças significantivas entre os valores de 

subpopulações de células T entre cidades brasileiras, possivelmente devido à 

diversidade genética e cultural entre as populações. 
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7. CONCLUSÃO_______________________________________ 

A utilização da citometria de fluxo é uma alternativa viável, rápida e acurada para a 

detecção do tropismo do HIV-1, sendo ainda, efetora na mensuração de carga proviral 

do HIV-1, mesmo em pacientes com supressão da viremia plasmática. Existem 

variações significantes dos valores referenciais para a s subpopulações de linfócitos T 

CD3+, CD4+ e CD8+ em comparação entre os diferentes estados brasileiros. 
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