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RESUMO 

 

O ciclo de replicação do HIV na célula do hospedeiro começa com a ligação da glicoproteína 

de superfície viral ao receptor CD4 e aos receptores das quimiocinas (co-receptores) presentes 

na membrana das células. 

Com este trabalho pretendemos avaliar a contribuição do CCR8 como co-receptor alternativo 

para os isolados de HIV-1 e HIV-2 e caracterizar a capacidade para infectar macrófagos 

derivados de monócitos (MDM), por parte dos isolados que venham a revelar capacidade para 

utilizar este co-receptor. Tentou-se ainda estabelecer uma correlação entre o co-receptor 

utilizado e os dados imunológicos e clínicos dos indivíduos a partir dos quais os vírus foram 

isolados.  

Os resultados obtidos demonstraram que o CCR8 é eficientemente utilizado não apenas por 

isolados de HIV-2, mas particularmente por isolados de HIV-1. Observámos também que o 

uso do CXCR4, isoladamente ou em conjunto com o CCR5 e/ou CCR8, foi mais 

frequentemente observado em isolados de HIV-1 do que de HIV-2. Directamente relacionado 

com isso é a constatação de que a não utilização do CXCR4 é significativamente mais comum 

em isolados HIV-2; ambos os resultados podem ser associados com a progressão mais lenta 

para a doença, geralmente observada em indivíduos infectados com HIV-2. A capacidade de 

alguns isolados virais para utilizarem co-receptores alternativos, para além do CCR5 e 

CXCR4, pode ter impacto na eficácia da terapêutica com inibidores de entrada e 

possivelmente também na patogénese do HIV. 

A caracterização da capacidade de estirpes de HIV-1 e HIV-2, com diferentes perfis de 

utilização de co-receptores, infectarem MDM, permite-nos concluir que não existe uma 

relação entre o biotipo dos isolados estudados e a infecção produtiva destas células. No 
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entanto, apesar de não ter sido possível detectar actividade da RT nas culturas de MDM, 

constatamos que houve integração do DNA viral no genoma celular. Concluímos que isto se 

pode dever ao limiar de sensibilidade do método de quantificação de RT, ou pode ser 

consequência de algum factor de inibição que esteja a actuar pós-transcrição reversa e 

integração, ou ainda pode ser devido à ausência de algum factor celular necessário à 

conclusão do ciclo de replicação. 

Não nos foi possível estabelecer uma correlação entre os co-receptores usados e os dados 

imunológicos e clínicos dos indivíduos infectados. 

 

Palavras-chave: Co-receptores, CCR8, CXCR4, HIV-1, HIV-2, infecção produtiva, 

integração, macrófagos derivados de monócitos (MDM). 
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ABSTRACT 

 

The HIV replication cycle in the host cell begins with the binding of the viral surface 

glycoprotein with the CD4 receptor and coreceptors present on the cell membrane.  

With this work we intend to evaluate the contribution of CCR8 as alternative coreceptor for 

HIV-1 and HIV-2 isolates and characterize the ability to infect monocyte-derived macrophage 

(MDM) by strains that reveal capacity to use this coreceptor. We also tried to establish a 

correlation between the coreceptor usage and the immunological and clinical data of the 

patients from which the virus was isolated.  

The results showed that CCR8 was efficiently used not only by HIV-2 isolates, but 

particularly by HIV-1 isolates. We also demonstrate that CXCR4 usage, alone or together 

with CCR5 and/or CCR8, was more frequently observed in HIV-1 than in HIV-2 isolates. 

Directly related to this is the finding that the non-usage of CXCR4 is significantly more 

common in HIV-2 isolates; both features could be associated with the slower disease 

progression usually observed in HIV-2 infected patients. The ability of some viral isolates to 

use alternative coreceptors besides CCR5 and CXCR4 could further impact on the efficacy of 

treatment with entry inhibitors and possibly also in HIV pathogenesis. 

The ability of HIV-1 and HIV-2 strains, with different profiles of coreceptors usage, to 

infected MDM, allows us to conclude that there isn’t a relationship between the biotype of the 

isolates and productive infection of these cells. However, despite we were unable to detect RT 

activity in MDM cultures, we observe integration of viral DNA in cell genome. We conclude 

that this may be due to the sensitivity threshold of the RT quantification method, or may be 

the result of some inhibitory factor that is acting after reverse transcription and integration, 

alternatively, it may be due to the absence of some cellular factor that allows the completion 

of replication cycle.  
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We were unable to establish a correlation between the coreceptor usage and the clinical and 

immunological data. 

 

Keywords: Coreceptors, CCR8, CXCR4, HIV-1, HIV-2, integration, monocyte-derived 

macrophage (MDM), productive infection.  
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SNC  sistema nervoso central 

SNP  sistema nervoso periférico 

SU  surface protein 

tat  gene regulador do HIV, do inglês transactivator of gene expression 

TCR  complexo receptor das células T, do inglês T complex receptor 

Th2  linfócitos T auxiliadores do tipo 2, do inglês lymphocytes T helper type 2 

TL  vírus linfocitotrópicos 

TGI  tracto gastro-intestinal 

TGU  tracto genito-urinário 

TM  transmembrane protein 

TM  vírus monocitotrópicos 

U3  região situada na extremidade 3’ do genoma de HIV, do ingles unique 

sequence 3 

U5 região não codificante situada próximo da extremidade 5´ do genoma de HIV-

1, do inglês unique sequence 5 

UNAIDS Joint United Nations Programme on HIV/AIDS 

vif  gene acessório do HIV, do inglês viral infectivity factor 

vpr  gene acessório do HIV, do inglês viral protein R 

vpu  gene acessório do HIV-1, do inglês viral protein U 

vpx  gene acessório do HIV-2, do inglês viral protein X 

µ  micro (prefixo que designa 10-6) 

µl  microlitros 

µM  micromolar  
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1. Introdução 

 

1.1. Vírus da Imunodeficiência Humana – breve introdução histórica 

 

No início da década de 80 do século passado, foram identificados no seio da comunidade 

homossexual norte-americana os primeiros casos da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(SIDA). Indivíduos adultos do sexo masculino, homossexuais e moradores em São Francisco 

ou Nova Iorque, apresentavam sarcoma de Kaposi, pneumonia por Pneumocystis jiroveci e 

comprometimento do sistema imune, o que levou à conclusão de que se tratava de uma nova 

doença, ainda não classificada, de etiologia, provavelmente, infecciosa e de provável 

transmissão por contágio íntimo. 

Em 1983, a equipa de Luc Montaigner, em França (8), e um ano depois, a equipa de Robert 

Gallo, nos EUA (35, 71, 106, 119, 140, 157), isolaram um retrovírus humano associado a 

casos de imunodeficiência adquirida, recebendo os nomes de LAV (do inglês, 

lymphadenopathy associated virus ou vírus associado à linfadenopatias) e HTLV-III (do 

inglês human T-lymphotrophic virus ou vírus T-linfotrópico humano tipo III), 

respectivamente nos dois países.  

Em 1986, um comité internacional recomendou o termo HIV (Human Immunodeficiency 

Virus) (38) para denominá-lo, reconhecendo-o como capaz de infectar seres humanos; o CDC 

propôs pela primeira vez os critérios clínicos que permitiam definir os diversos estádios da 

infecção, bem como a lista das patologias de causa infecciosa ou neoplásica que demarcavam 

cada uma das fases de infecção. 

Nesse mesmo ano, foi identificado um segundo agente etiológico, também retrovírus, com 

características semelhantes ao HIV-1, denominado HIV-2 (35).  
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No ano de 1987 surgiu a primeira esperança de tratamento com a utilização da zidovudina 

(AZT). Nos 15 anos seguintes, o arsenal terapêutico passou para as duas dezenas de fármacos 

pertencentes a cinco grupos terapêuticos diferentes: inibidores nucleosídicos da transcriptase 

reversa (NRTI), inibidores da protease (PI), inibidores não nucleosídicos da transcriptase 

reversa (NNRTI), inibidores da ligação aos co-receptores e inibidores da integrase. Deste 

modo, é possível impedir ou atrasar o aparecimento de resistência aos fármacos e a progressão 

para SIDA. 

 

 

1.2. Origem biológica 

 

A história evolutiva do HIV tem sido reconstruída através de estudos filogenéticos realizados 

com os vírus da imunodeficiência símia, SIV (do inglês, simian immunodeficiency virus), com 

os quais o HIV partilha homologia considerável (72, 81). Os dois tipos de vírus associados à 

SIDA foram introduzidos na espécie humana por eventos de transmissão de carácter 

zoonótico, sendo esta teoria sustentada por fortes evidências genéticas, filogenéticas e 

epidemiológicas (81, 159). A hipótese mais provável sugere que o SIV tenha sido transmitido 

ao Homem como resultado da exposição directa ao sangue de primatas africanos infectados. 

Este facto pode ter ocorrido aquando do manuseamento de carne de símios usada na 

alimentação ou pela sua domesticação como animais de estimação, que são práticas comuns 

na África Equatorial (30, 31). Existe uma elevada semelhança na organização estrutural do 

genoma do HIV-1 com o SIV de chimpanzés da subespécie Pan troglodytes troglodytes 

(SIVcpz P.t.t) e do HIV-2 com os macacos Sooty mangabey da espécie Cercocebus atys 

(SIVsmm) (84). Existe também uma coincidência geográfica entre o habitat natural dos 

primatas hospedeiros dos SIV filogeneticamente mais próximos dos HIV e as áreas de 
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infecção original da espécie humana por estes últimos. O habitat natural de Pan troglodytes 

troglodytes encontra-se na África Ocidental (Gabão, Guiné Equatorial, Camarões e República 

do Congo) coincidindo com as áreas de infecção ancestral do HIV-1 (72, 81). Relativamente 

ao HIV- 2, as áreas endémicas estão localizadas na costa oeste africana (Senegal, Guiné-

Bissau, Costa do Marfim e partes da Serra Leoa e da Libéria), o que coincide com o habitat 

natural da espécie Cercocebus atys (30). Outra evidência relevante é a elevada prevalência de 

SIVcpz e SIVsmm nos seus hospedeiros naturais, sem causar doença (30, 94, 133), o que 

parece provar uma circulação, de longa data, dos vírus nessas espécies. Finalmente, estudos 

filogenéticos comprovam que os dois tipos de HIV partilham uma maior proximidade 

evolutiva com os respectivos SIV, do que entre si (Figura 1.1), não sendo possível separá-los, 

nas árvores filogenéticas, de acordo com a respectiva espécie hospedeira de origem (30, 43, 

72). 

 

 

Figura 1.1: Relação filogenética entre HIV-1/SIVcpz e HIV-2/SIVsmm 

(Ho et al., 2008).  
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1.3. Taxonomia e características gerais 

 

O HIV, agente responsável pela SIDA, pertence à família Retroviridae, subfamília 

Orthoretrovirinae, género dos Lentivirus. É um retrovírus com genoma RNA e pertence ao 

grupo dos retrovírus citopáticos e não-oncogénicos que necessitam, para multiplicar-se, de 

uma enzima denominada transcriptase reversa, responsável pela transcrição do RNA viral 

para uma cópia de DNA de dupla cadeia, que pode, então, integrar-se no genoma do 

hospedeiro (24). Todos os membros desta família de retrovírus possuem estrutura genómica 

semelhante, apresentando identidade em torno de 50% e todos têm a capacidade de infectar 

linfócitos através do receptor CD4.  

Análises filogenéticas, utilizando sequências de DNA, permitem a classificação do HIV em 

grupos, subtipos, sub-subtipos e formas recombinantes circulantes (CRFs) (146). O HIV-1 

pode ser dividido em três grupos: grupo O, grupo M e grupo N (146, 183). O grupo M é 

composto por nove subtipos filogeneticamente distintos, os subtipos A, B, C, D, F, G, H, J e 

K (135, 146). Os vírus do grupo O e M divergem entre si cerca de 47% ao nível das 

sequências de aminoácidos do gene env (176). Dentro do grupo M, vírus pertencentes ao 

mesmo subtipo genético divergem entre si cerca de 3-23%; vírus pertencentes a subtipos 

diferentes podem ter divergências de 25-35% (76, 196). 

Embora ainda não conhecida, especula-se a possibilidade de variantes virais possuírem 

diferentes índices de transmissibilidade e/ou patogenicidade. 

A variante viral prevalente, na epidemia mundial, é o subtipo C e é responsável pela maior 

parte das infecções na África Oriental e do Sul. Foi também detectado na Europa, China, 

Índia e Brasil. O subtipo A é sobretudo prevalente na África Central, mas também foi 

encontrado na Europa, Ásia Oriental e América. Vírus do subtipo G foram encontrados em 

África mas também na Rússia, Suécia e Bélgica. Os vírus do subtipo B são os vírus 
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prevalentes na América do Norte e do Sul, na Europa e na Austrália. Foram também já 

detectados em numerosos outros locais, incluindo Tailândia, Japão, África, China, Malásia e 

Índia (180, 185).  

A co-circulação de múltiplos subtipos de HIV num único local favorece episódios de co-

infecção que, por sua vez, levam ao aparecimento de estirpes virais recombinantes que podem 

ser viáveis e transmissíveis. Os eventos de recombinação são responsáveis pela formação de 

genomas mosaicos compostos, inclusive, por diferentes subtipos em regiões genómicas 

distintas. Quando os vírus recombinantes se transmitem entre diferentes hospedeiros, e 

originam novas infecções, são designados de formas recombinantes circulantes (CRFs) (144, 

145). Actualmente, estão descritas CRFs que resultam da recombinação entre HIV-1 do 

subtipo A e E (CRF_AE), A e G (CFR_AG), A e B (CFR_AB) e A, G, K e U (U significa 

sequência genética por classificar) (CRF_AGKU) (98).  

Os CRFs_AE (anteriormente designados de subtipo E) estão associados à epidemia de SIDA, 

sobretudo, na Tailândia e China. Foram também já detectados em diferentes países Africanos, 

na América do Norte e do Sul, Japão, França e Índia (21, 22). A maior parte dos indivíduos 

infectados por HIV-1 do grupo O são residentes ou originários da África Central, sobretudo 

dos Camarões (134). Assim, todos os subtipos genéticos estão presentes na África Central, 

enquanto apenas um ou dois subtipos predominam noutras partes do mundo. No entanto, dada 

a elevada mobilidade da maior parte das pessoas em risco de contrair a infecção por HIV, é 

inevitável a progressiva disseminação mundial de todos os subtipos de HIV (21, 22). 

Recentemente foram também detectados recombinantes entre vírus do grupo M e do grupo O. 
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1.4. Epidemiologia da infecção pelo HIV 

 

Os últimos dados epidemiológicos sobre o número de indivíduos infectados pelo HIV e com 

SIDA, revela que o crescimento da epidemia da SIDA, em todo o mundo, parece ter 

estabilizado na última década. Desde os finais da década de 90 do século passado que a taxa 

anual de novas infecções por HIV tem vindo a decrescer e a taxa de mortalidade por HIV tem 

vindo a diminuir devido à crescente cobertura da terapêutica anti-retrovírica durante os 

últimos anos (90). 

Em 2009, estimou-se que o número de novas infecções por HIV fosse de 2,6 milhões de 

indivíduos, o que representa uma redução de, aproximadamente, um quinto (19%) do número 

de novas infecções registadas em 1999 (3,1 milhões de indivíduos). A análise de 33 países, 

dos quais 22 da África Sub-Sahariana, revelou que a incidência de HIV diminuiu mais de 

25% entre 2001 e 2009. É importante notar que a maioria das novas infecções por HIV 

continua a ocorrer na África Sub-Sahariana, onde se estima que 1,8 milhões de indivíduos 

foram infectados em 2009, um valor consideravelmente inferior ao número estimado em 2001 

(cerca de 2,2 milhões de indivíduos) (Figura 1.2) (90). Segundo o último relatório 

epidemiológico da ONU (2010), esta tendência reflecte uma combinação de factores, 

incluindo o impacto das medidas e campanhas de prevenção contra o HIV e o curso natural da 

epidemia (90).  

Apesar destes dados, a análise epidemiológica, por regiões geográficas, tem demonstrado que 

várias regiões e Países não seguem esta tendência. Entre 2001 e 2009, verificou-se, em sete 

países, um aumento de incidência de HIV superior a 25%. Na Europa Ocidental, Central e do 

Leste, na Ásia Central e na América do Norte tem-se assistido a uma estabilização da taxa 

anual de novas infecções por HIV nos últimos cinco anos. Contudo, o relatório destaca que 
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em muitos Países desenvolvidos têm-se assistido a um aumento de casos de infecção por HIV 

entre a comunidade homossexual. Na Europa de Leste e na Ásia Central, as altas taxas de 

transmissão por HIV continuam a ocorrer entre pessoas que consomem drogas injectáveis 

(90). 

 

 

Figura 1.2: Prevalência global do HIV, 2009 (adaptado de UNAIDS).  

 

 

O número de mortes anuais por HIV tem vindo a decrescer, consistentemente, desde o pico de 

2,1 milhões em 2004, para um número estimado de 1,8 milhões em 2009, o que reflecte 

claramente o aumento da acessibilidade à terapêutica anti-retrovírica, assim como os cuidados 

prestados às pessoas infectadas por HIV, particularmente em países subdesenvolvidos e em 

desenvolvimento (90). 
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1.5. Organização Estrutural 

 

As partículas virais maduras do HIV, quando observadas ao microscópio electrónico, 

apresentam uma estrutura esférica, de aproximadamente 110 nm de diâmetro e uma simetria 

complexa (Figura 1.3).  

 

Figura 1.3: Ilustração esquemática de um virião de HIV-1 (disponível em 

http://www.pipelinedrugs.com/biotechnology_encyclopedia/250px-Hiv_gross.png). 

 

 

Possuem um invólucro fosfolipídico, derivado da membrana citoplasmática das células 

hospedeiras, no qual se encontram inseridas duas glicoproteínas de origem viral, derivadas de 

um precursor poliproteico (gp140/gp160). Após clivagem por proteases celulares, a 

gp140/gp160 dá origem às glicoproteínas de superfície gp105/gp120/SU (do inglês, surface 

protein) e transmembranar gp36/gp41/TM (do inglês, transmembrane protein), as quais, no 

virião, se associam na forma de homotrímeros de heterodímeros. Estas são responsáveis pela 

mediação do processo de fusão do invólucro do vírus com a membrana citoplasmática, após a 

ligação a receptores específicos situados na superfície das células alvo. A superfície interna 



 Introdução 

Marta Calado  10 

do invólucro encontra-se intimamente associada à matriz viral, constituída pela proteína 

p17/MA (do inglês, matrix protein), a qual é extremamente importante para a integridade 

estrutural do virião. A envolver o material genético do vírus encontra-se a cápside viral, na 

forma de cone truncado, constituída pela proteína p24/p26/CA (do inglês, capsid protein). No 

interior desta, encontra-se o genoma, associado às proteínas da nucleocápside p7/NC (do 

inglês, nucleocapsid protein), as proteínas de natureza enzimática transcriptase reversa 

p51/66/p53/68/RT (do inglês, reverse transcriptase), protease p15/p10/PR (do inglês, 

protease) e integrase p31/p32/IN (do inglês, integrase), e, por último, as proteínas virais 

acessórias Vif, Vpr, Nef e Vpu/Vpx (24, 163). 

 

 

1.6. Organização Genómica 

 

O genoma do HIV é constituído por duas moléculas lineares de RNA, idênticas, de cadeia 

simples e polaridade positiva, com cerca de 9 kb. Na forma proviral, este encontra-se 

flanqueado por duas regiões terminais não codificantes, de cerca de 600 nucleótidos, 

designadas por repetições terminais longas, LTR (do inglês, long terminal repeats), com a 

estrutura U3RU5. Nas LTR estão localizados elementos promotores importantes que 

asseguram a transcrição do DNA proviral. O genoma viral é ainda constituído por uma região 

central codificante, que inclui os seguintes genes (Figura 1.4): 

- gag, pol e env, que codificam as proteínas estruturais do virião e enzimas;  

- tat e rev, que codificam as duas proteínas reguladoras Tat e Rev;  

- nef, vif, vpr e vpu/vpx, que codificam as quatro proteínas acessórias Nef, Vif, Vpr e 

Vpu/Vpx.  



 Introdução 

Marta Calado  11 

 

Figura 1.4: Representação esquemática da organização genómica do HIV-1 (disponível em 

www.stanford.edu/.../2005gongishmail/HIV.html). Estão identificadas as nove regiões codificantes, as 

extremidades LTR e as principais proteínas codificadas. 

 

 

As funções de cada uma das proteínas codificadas pelos nove genes que constituem o genoma 

do HIV encontram-se resumidas no esquema que se segue (127, 163). 
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Genes Estruturais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes acessórios 

 

 

 

 

 

 

 
Genes reguladores 

 

 

 

 

 

pol env gag 

MA (p16/p17) - Proteína estrutural 
da matriz; participa no transporte 
do complexo de pré-integração 
para o núcleo da célula; direcciona 
as poliproteínas Gag e Gag-Pol 
para a membrana citoplasmática; 
intervém na saída dos viriões. 
CA (p24/p26) - Proteína estrutural 
da cápside. 
NC (p7) – Proteína estrutural da 
nucleocápside. 
p6Gag - Proteína essencial na 
montagem e libertação dos viriões 
para o exterior da célula. 

PR (p10) - Responsável pelo 
processamento das glicoproteínas 
Pr55Gag e Pr160Gag-Pol, durante a 
fase de maturação, cuja clivagem 
dita a infecciosidade das partículas 
virais. 
RT (p51/66/p53/p68) - Implicada 
na conversão do RNA viral de 
cadeia simples em DNA proviral 
de cadeia dupla (transcrição 
reversa). 
IN (p32) - Envolvida no transporte 
do complexo de pré-integração 
para o núcleo da célula e no 
mecanismo de integração do DNA 
retrotranscrito no genoma das 
células hospedeiras (provírus). 

SU (gp120/gp105) - Glicoproteína 
de superfície, responsável pela 
ligação ao receptor celular CD4 e a 
co-receptores presentes nas 
células-alvo (CCR5/CXCR4) 
TM (gp41/gp36) - Glicoproteína 
transmembranar, responsável pela 
fusão do invólucro viral com a 
membrana celular. 

nef vif vpr vpu/vpx 

Nef (p27) - Modulação 
negativa, entre outras, 
das moléculas CD4, 
MHCI e II à superfície 
da célula (escape 
imunitário) e aumento da 
infecciosidade do virião; 
proteína multifuncional, 
importante factor de 
patogenicidade. 

Vif (p23) - Promove a 
infecciosidade viral, 
impedindo a 
incorporação das 
proteínas APOBEC3F e 
G; contribui para a 
paragem do ciclo celular 
na fase G2. 

Vpr (p15) - Participa no 
transporte do complexo 
de pré-integração para o 
núcleo da célula 
infectada e tem a 
capacidade de reter as 
células em divisão na 
fase G2 do ciclo celular. 
Induz a apoptose. 

Vpu/Vpx (p16) - Induz a 
degradação de CD4 no 
proteossoma, 
aumentando a 
capacidade de libertação 
das partículas virais das 
células infectadas. 
 

tat rev 

Tat (p14) - Aumento da actividade 
da RNA polimerase II celular, 
fundamental para a transcrição viral 
a partir do promotor LTR. 

Rev (p19) - Exportação nuclear dos 
RNAs virais não processados, ou 
parcialmente processados, para o 
citoplasma. 
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1.7. Ciclo de Replicação 

 

1.7.1. Entrada na célula 

 

A entrada do vírus na célula ocorre como resultado da adsorção do invólucro viral à 

membrana citoplasmática. Estão envolvidos neste fenómeno as glicoproteínas do invólucro 

viral e receptores celulares específicos: o receptor CD4, e um co-receptor pertencente ao 

grupo dos receptores de quimiocinas, proteínas G integrais com sete domínios 

transmembranares. A glicoproteína de superfície do HIV interage, primeiro com o receptor 

CD4, induzindo alterações conformacionais que conduzem à exposição do local onde o co-

receptor irá, por sua vez, ligar-se. Estas alterações conformacionais conduzem à libertação da 

extremidade NH2 hidrofóbica da glicoproteína transmembranar, o péptido de fusão, que vai 

inserir-se na membrana citoplasmática da célula alvo (69, 127, 136, 163). Ocorre, então, a 

fusão entre o invólucro viral e a membrana citoplasmática, por um mecanismo ainda não 

totalmente conhecido (Figura 1.5). 

 

 
 

Figura 1.5: Modelo esquemático das fases iniciais da entrada do HIV-1 na célula hospedeira. a) 

Ligação da gp120 ao receptor membranar CD4; b) Formação do complexo gp120/CD4/receptor 

transmembranar de quimiocina (co-receptor); c) Exposição do péptido de fusão da gp41 e sua inserção 

na membrana plasmática da célula hospedeira (adaptado de Zhang et al., 1998). 

a) b) c) 
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1.7.2. Transcrição reversa e produção do DNA proviral 

 

Desta etapa do ciclo replicativo resulta a penetração da cápside viral no citoplasma da célula, 

onde é destruída por acção de enzimas celulares (descapsidação) (65, 127). A transcriptase 

reversa e a ribonuclease H (RNaseH), presentes no chamado complexo de pré-integração 

(CPI), realizam a síntese de uma molécula de DNA complementar tomando como molde o 

RNA genómico. Deste processo gera-se uma molécula linear de DNA que irá servir de molde 

para a síntese de uma cadeia de DNA complementar (122). 

Uma vez no núcleo, o DNA proviral é integrado no genoma da célula, aparentemente num 

locus ao acaso. Esta integração é dirigida pelas sequências das regiões LTR e catalisada pela 

integrase viral. O DNA viral integrado (provírus) torna-se, assim, parte integrante do genoma 

da célula hospedeira que, deste modo, adquire a capacidade para produzir novos viriões (136).  

 

 

1.7.3. Expressão genética (transcrição e tradução) 

 

Para que haja produção de novos viriões, o provírus terá que ser transcrito pela RNA 

polimerase II celular. No entanto, este processo depende da activação da polimerase resultante 

da ligação específica de proteínas celulares a sequências reguladoras, elementos enhancer, 

existentes na região U3 do LTR do provírus. O HIV utiliza as proteínas NF-kB/Rel 

resultantes da activação dos linfócitos T para a sua própria transcrição (149). Contudo, a 

quantidade de RNA viral produzida pelo sistema de transcrição celular é baixa. A expressão 

eficiente dos genes do provírus requer, para além da maquinaria transcripcional da célula, as 

proteínas virais Tat e Rev (69, 138). Da transcrição do provírus resulta um RNA de cerca de 9 

kb, com toda a informação genética do vírus. 
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A transcrição do genoma proviral leva à produção de três classes de RNAs (87, 138) (Figura 

1.6). Os mRNA poliprocessados são os primeiros a atingirem o citoplasma, para serem 

traduzidos nos ribossomas. Têm cerca de 1,7-2,0kb e codificam a síntese de proteínas 

reguladoras e acessórias Tat, Rev e Nef. A proteína Tat actua como activadora da transcrição 

do provírus, aumentando, consideravelmente, a velocidade de transcrição da RNA polimerase 

II da célula, daí resultando a síntese de quantidades elevadas de RNAs virais. Este aumento da 

transcrição do provírus conduz à acumulação de uma segunda proteína reguladora pós-

transcripcional, a proteína Rev. Esta proteína inibe a clivagem do RNA viral em pequenos 

RNAs, resultando da sua acção a produção de dois novos tipos de mRNAs, um parcialmente 

processado com cerca de 5kb e outro não processado com cerca de 9kb. O mRNA de 5kb 

codifica para a proteína Vif, Vpr e Vpu e para as glicoproteínas do invólucro. Por sua vez, o 

mRNA de 9Kb contém a informação para a síntese da protease, integrase, transcriptase 

reversa, proteínas da cápside, nucleocápside e da matriz do virião (87, 138).  

A replicação do HIV requer a exportação nuclear e a tradução de todos estes tipos de mRNA 

para o citoplasma. Os mRNA poliprocessados são transportados para o citoplasma, como 

qualquer mRNA celular; a exportação nuclear dos mRNA não processados e, parcialmente 

processados é assegurada pela proteína Rev. 

No citoplasma dá-se uma alteração conformacional do complexo de transporte, que induz a 

libertação do Rev do mRNA viral; este último é reconhecido pela maquinaria de tradução 

proteica. O processo de tradução do mRNA vírico é determinado pelo internal ribosome entry 

segment (IRES), uma região líder não traduzida, presente no início do mRNA vírico e que é 

composta por vários outros elementos genéticos que controlam a replicação vírica (50). O 

IRES liga-se a subunidades 40S ribossomais e a diversos factores de iniciação da tradução, 

mas o seu papel exacto, na regulação da tradução, ainda não é conhecido. 
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A maturação do vírus inicia-se junto ao folheto interno da membrana celular em locais onde, 

previamente, se juntaram múltiplos trímeros de glicoproteínas do invólucro. As duas 

moléculas de RNA genómico reúnem-se com as glicoproteínas Gag e Gag-Pol e este 

complexo interage com as regiões citoplasmáticas das múltiplas moléculas de gp41 presentes 

na membrana (24, 69). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6: Representação esquemática das três classes de mRNAs virais sintetizados durante o ciclo 

replicativo, baseado no processamento de splicing sofrido. 

 

 

1.7.4. Formação, libertação e maturação das partículas virais 

 

Ocorre, então, à superfície da célula, um processo de gemulação, de que resulta a saída de 

uma partícula viral imatura, que irá sofrer rearranjos intramoleculares, mediados pela protease 

viral. Esta processa, proteoliticamente, os precursores Gag e GagPol gerando-se as proteínas 

maduras do Gag e do Pol. Dá-se depois uma série de rearranjos estruturais e relocalização 

destes componentes na partícula viral. A MA passa a ser a única proteína ligada ao invólucro, 

enquanto a CA e a NC se condensam à volta do genoma viral, originando a cápside cónica 

característica do virião maduro e infeccioso (24, 69) (Figura 1.7 e 1.8). 
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Figura 1.7: Microfotografias electrónicas das diferentes formas do HIV-1: forma madura e imatura 

(disponível em http://hvd.enslyon.fr/human_virology_dpt/teams/gs_lr/pr_lr/fp_lr/2008-

0612.4108167593/image). 

HIV formas maduras  

HIV formas imaturas  
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Figura 1.8: Ciclo biológico do HIV‐1 (adaptado de Groot, 2006). 
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1.8. Aspectos celulares e moleculares relacionados com a utilização de co-receptores 

 

Um dos principais factores que condicionam a capacidade replicativa é a entrada do vírus na 

célula (96). Neste contexto, os receptores celulares usados são um dos principais 

determinantes da patogénese e tropismo celular (34).  

 

 

1.8.1. O CD4 como receptor primário do HIV 

 

A proteína CD4 é uma glicoproteina transmembranar de 58 kDa, pertencente à superfamília 

das imunoglobulinas, e que, funcionalmente, intervém nas interacções que dão início à 

activação das células T. Pode ser detectada na superfície celular de cerca de 60% dos 

linfócitos T, dos percursores das células T na medula óssea e timo, nos monócitos e 

macrófagos (128), eosinófilos, células dendríticas e células da microglia do sistema nervoso 

central (SNC).  

Em 1984, um ano após a identificação do HIV-1 como agente etiológico da SIDA, foi 

conhecida a susceptibilidade dos linfócitos T auxiliadores CD4+ à infecção (49, 95); esta 

susceptibilidade foi explicada pelo facto do CD4 funcionar como receptor com elevada 

afinidade para a gp120. Dessa ligação resulta a activação de diversas vias intracelulares de 

transdução de sinal, bem como a indução de apoptose das células T CD4+ (17, 198).  

O CD4 liga-se ao complexo receptor das células T (TCR) e aumenta a sua afinidade para as 

proteínas do Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC, do inglês major 

histocompatibility complex) de classe II nas células apresentadoras de antigénio (APC, do 

inglês antigen-presenting cell), contribuindo directamente para a transdução de sinal que 

resulta na activação dos linfócitos T. Os linfócitos T CD4+ activados segregam linfocinas que 
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participam na activação de outras células, particularmente, linfócitos B e macrófagos. O CD4 

também se encontra presente na membrana das células da linha monócitos/macrófagos (128). 

De facto, o papel crucial dos linfócitos T CD4+ numa vasta gama de funções de sistema 

imunitário, parecia ser suficiente para explicar os efeitos clínicos da infecção pelo HIV-1; no 

entanto, verificou-se uma discrepância entre o número de linfócitos T CD4+ infectados 

detectados no sangue e a extensão da disfunção imune (177). Outra inconsistência foi o facto 

da transfecção de linhas celulares não-humanas com o gene CD4 humano não as tornar 

susceptíveis à infecção por HIV, o que implicava que a presença deste receptor, por si só, não 

era o único factor determinante da infecção (11, 128, 177). Deste modo, foi postulada a 

necessidade de outra molécula adicional para a entrada viral. 

 

Quase uma década depois foi identificado um segundo grupo de receptores – os receptores de 

quimiocinas ou co-receptores (177). 

 

 

1.8.2. Receptores das quimiocinas - co-receptores para a entrada do HIV na célula 

 

O grupo dos receptores das quimiocinas (co-receptores) consiste em receptores da membrana 

celular ao qual se ligam as quimiocinas, uma família de citocinas que controlam, selectiva e 

especificamente, a adesão, a quimiotaxia e activação leucocitária.  

Estruturalmente, as quimiocinas possuem, no meio da molécula, ligações dissulfuradas, que 

fazem ponte entre dois pares de cisteínas. A classificação é feita tendo em conta o número de 

aminoácidos existentes no 1º e 2º resíduo de cisteína. Estão divididas em quatro subfamílias 

com base em se os dois resíduos de cisteína estão imediatamente adjacentes (CC); separados 

por um aminoácido (CXC); com um único resíduo de cisteína (C); ou com dois resíduos de 
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cisteína separados por três aminoácidos (CX3C) (124, 150). Estas diferenças correlacionam-

se com a organização das duas subfamílias em agrupamentos génicos separados. Na 

inflamação, as quimiocinas CXC actuam principalmente sobre neutrófilos e, as quimiocinas 

CC, principalmente sobre monócitos, linfócitos e eosinófilos (150). Uma nova classificação 

foi introduzida em 2000, para os ligandos de quimiocinas e cada quimiocina tem uma 

designação diferente, tal como, CXCL, CCL, XCL, ou CX3CL1 (209).  

 

No final dos anos 80 do século passado, Walker e colaboradores, demonstraram que a 

infecção pelo HIV era inibida por factores solúveis, produzidos pelos linfócitos T CD8+. Esta 

foi a primeira evidência do possível envolvimento das quimiocinas e dos seus receptores na 

patogénese do HIV (197). Posteriormente, foram identificadas, em sobrenadantes de células T 

CD8+, derivadas de doentes infectados por HIV, as β-quimiocinas RANTES, MIP-1α e MIP-

1β como parte destes factores solúveis (37). Em alguns isolados virais, mas não em todos, a 

presença destas moléculas, foi considerada responsável pela progressão para a fase 

sintomática da doença, assim como pela protecção relativa à infecção em indivíduos não 

infectados e frequentemente expostos. 

 As quimiocinas RANTES, MIP-1α e MIP-1β são ligandos naturais para o co-receptor CCR5 

e podem induzir a internalização do receptor e diminuir a sua expressão celular, contribuindo, 

por último, para uma maior actividade anti-HIV-1. Por sua vez, o SDF-1α, o ligando natural 

para o CXCR4, inibe a entrada dos isolados com tropismo para linfócitos T. 

 

Os receptores das quimiocinas pertencem ao grupo dos receptores de sinalização intracelular 

acoplados a proteínas G (GTP-binding), com sete domínios transmembranares ligados por três 
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ansas intracitoplasmáticas e três ansas extracitoplasmáticas. Os receptores das quimiocinas 

partilham até 90% da sequência de aminoácidos e dividem-se em quatro famílias: 

– Receptores da família α ou CXCR – são cinco subtipos (CXCR1-5) e estão envolvidos em 

funções diferentes; 

– Receptores da família β ou CCR – são nove subtipos (CCR1-9) e estão envolvidos, 

essencialmente, na inflamação (CCR1,2,3,5,8) e na regulação do trânsito celular 

(CCR4,6,7,9); 

– Receptores da família δ ou CX3CR – actuam na ancoragem dos leucócitos ao endotélio; 

– Receptores da família γ ou XCR – actuam na chamada de células T. 

A expressão dos receptores das quimiocinas podem ser constitutiva ou induzida e o mesmo 

receptor pode ligar-se a várias quimiocinas (Figura 1.9). 

 
Figura 1.9 – Redundância dos receptores das quimiocinas (Proudfoot, 2002) 
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A ligação das quimiocinas aos receptores é uma ligação de alta afinidade e, da activação das 

proteínas G, resulta a activação de cascatas de segundos mensageiros intracelulares, 

culminando na entrada de cálcio, na mobilização de microtúbulos e na activação celular. 

Estas descobertas proporcionaram novas ferramentas para a compreensão de características 

importantes da biologia básica do HIV, incluindo o tropismo selectivo das variantes virais 

para as diferentes células CD4+ e o mecanismo de fusão das membranas. 

 

 

1.8.2.1. Principais co-receptores para a entrada do HIV: CCR5 e CXCR4 

 

Actualmente, conhecem-se 23 receptores de quimiocinas, ou moléculas estruturalmente 

relacionadas, que funcionam como receptores para a entrada do HIV-1, HIV-2 e SIV in vitro 

(CCR1, CCR2b, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9B, CCR10, CCR11, 

CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CX3CR1, XCR1, D6, DARC, FPRL1 

e GPR1 (6, 7, 126, 162). 

No entanto, o CXCR4 e CCR5 parecem ser os mais importantes para a patogénese da 

infecção pelo HIV-1, in vivo (9, 18). 

 

 

1.8.2.1.1. Locais de expressão 

 

A infecção dos linfócitos T naive por estirpes X4 parece ocorrer muito precocemente na 

ontogenia das células T e pode contribuir para o aumento da deplecção deste tipo celular. 

Estudos relacionados com o desenvolvimento dos timócitos demonstraram que o CXCR4 é 

altamente expresso nos progenitores das células T imaturas residentes no córtex tímico. 
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Durante a diferenciação dos timócitos este receptor de quimiocinas é sub-regulado enquanto o 

CCR5 é expresso, predominantemente, nos timócitos maduros. Como resultado, a infecção 

dos timócitos imaturos por estirpes X4 pode desregular a timopoiése levando a uma 

diminuição do desenvolvimento dos linfócitos T e a deplecção acelerada destas mesmas 

células (7). 

O co-receptor mais importante para a patogénese das infecções pelo HIV é o CCR5 (Figura 

1.10) e parece ser essencial para uma transmissão eficaz do vírus. Este co-receptor encontra-

se expresso em subpopulações de linfócitos T CD4+ assim como noutros alvos celulares 

importantes, como por exemplo os macrófagos, células dendríticas imaturas e células de 

Langerhans (34). 

 

 

Figura 1.10 – Representação esquemática da sequência do CCR5. Os rectângulos cinzentos 

representam sete regiões transmembranares, TM1 a TM7 e 8 hélices. EL e IL são regiões loop 

externas e internas. Ligações bissulfito entre as cisteínas, C20-C269 e C101-C178. (adaptado de 

Paterlini et al, 2002) 
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1.8.2.1.2. Perfil biológico 

 

Algumas características relacionadas com o perfil biológico do vírus têm sido estudadas in 

vitro permitindo classificar os isolados virais de acordo com a cinética de replicação, tropismo 

celular, indução da formação de sincícios e uso preferencial dos receptores de quimiocinas. 

Foram observados dois comportamentos distintos de isolados virais cultivados quanto à taxa 

de replicação. Uns replicam-se rapidamente e atingido títulos altos em curto período de tempo 

(vírus rápido/alto), enquanto outros se replicam de forma lenta, com baixa produção de títulos 

de p24 (vírus lento/baixo) (63).  

O tropismo celular é uma característica utilizada para descrever a “especificidade” dos vírus 

relativamente à sua capacidade para infectar diversos tipos celulares. Esta especificidade, e 

portanto a capacidade viral para infectar um tipo celular e não outro, reside na codificação do 

gene env do HIV para a glicoproteína de superfície do invólucro viral. Os vírus podem ter 

tropismo para células de linhagem T CD4+ (vírus linfocitotrópicos – TL) ou para 

monócitos/macrófagos (vírus monocitotrópicos – TM), não tendo sido observada nestes 

últimos replicação e efeito citopático in vitro em células tumorais T CD4+. Inúmeros isolados 

virais, entretanto, podem ser duplo-trópicos, com capacidade de replicar-se tanto em células 

tumorais de linhagem T CD4+ como também em macrófagos (11) (vírus duplo-trópicos – 

DT) (Figura 1.11), mas com eficiências de replicação diversas, dependendo do isolado em 

particular e do tipo de doador das células (193). 
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Figura 1.11 – Modelo representativo do tropismo celular do HIV (adaptado de 

Berger et al., 1999). 

 

 

Um terceiro sistema de classificação é baseado na habilidade do vírus em induzir a formação 

de sincícios (células gigantes) ao infectar células MT-2, podendo os isolados ser classificados 

como indutores de sincícios (IS) ou não indutores de sincícios (NIS). Além disso, de acordo 

com o receptor de quimiocina utilizado, os isolados virais são classificados como vírus R5 

para aqueles com capacidade de utilizarem o co-receptor CCR5, X4 para aqueles que utilizam 

o CXCR4 e aqueles com capacidade de utilizar ambos os co-receptores CXCR4 e CCR5 são 

denominados vírus R5X4 (11).  

Em geral, existe uma associação entre estes diferentes sistemas de classificação das 

propriedades fenotípicas de HIV, na qual dois perfis principais são observados: isolados R5 

têm, geralmente, tropismo para macrófagos, não induzem a formação de sincícios e replicam-
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se mais lentamente do que os isolados X4, que têm geralmente tropismo para células de 

linhagem T CD4+, levando à formação de sincícios nestas células (10). 

 

 

1.8.2.1.3. Fenótipo viral versus fase clínica 

 

Outra associação que tem sido demonstrada é a relação do fenótipo viral com a fase clínica da 

infecção do indivíduo a partir do qual o vírus foi isolado, na qual, isolados R5 estão 

associados com a fase inicial assintomática, enquanto, estirpes X4 são isoladas, normalmente, 

de indivíduos em fase avançada da infecção (42). Os vários mecanismos envolvidos nesta 

selecção diferenciada de estirpes virais em fase distintas da infecção ainda não estão 

totalmente entendidos. A transmissão de vírus de um indivíduo para outro tende a resultar no 

estabelecimento de uma linhagem de vírus que utiliza, preferencialmente, o co-receptor 

CCR5, a despeito, de algumas vezes, o transmissor ser caracterizado pela predominância de 

variantes X4 (189). De facto, estudos indicam que a selecção de certas variantes pode ocorrer 

durante a transmissão sexual (207). Esta selecção das estirpes R5, em detrimento das 

variantes X4 pode estar, em parte, relacionada com o facto de células epiteliais do colo do 

útero e do cólon apresentarem uma maior expressão de receptores CCR5 em relação à 

CXCR4 (202). O aumento da cinética de replicação viral, que ocorre com o tempo de 

infecção, propícia o aparecimento de variantes virais com configurações genéticas distintas 

(quasispecies) que podem ser, eventualmente, capazes de utilizar diferentes co-receptores 

(201). Diversos estudos mostram que o declínio do número de células T CD4+ e a 

consequente progressão para a fase de SIDA estão relacionados com a emergência e 

predomínio de estirpes capazes de utilizar o co-receptor CXCR4 (41, 156). Só em cerca de 

50% dos casos ocorre um predomínio de estirpes X4 na fase assintomática sendo que, em 
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indivíduos infectados por HIV-1 do subtipo C, este é um acontecimento raro (27). Assim, 

parece ocorrer um processo de selecção ao nível das células das mucosas a partir da 

população (quasispecies) de HIV inoculada pelo indivíduo transmissor (16). Por outro lado, o 

facto das estirpes utilizadoras do CXCR4 (em exclusivo ou não) serem, geralmente, mais 

citopáticas do que as estirpes R5, in vitro, levanta a possibilidade da utilização do CXCR4 

poder contribuir, directa ou indirectamente, para a morte celular das células alvo (11). 

 

Essa mudança, provavelmente, ocorre como consequência de pressões selectivas do 

hospedeiro. Entre estas possíveis forças ambientais estão a prevalência de células com maior 

expressão da molécula CXCR4 em relação à CCR5 (194), aumento dos níveis de β-

quimiocinas bloqueando a entrada via co-receptor CCR5 (113), níveis limitantes de CCR5 

como ocorre, por exemplo, nos indivíduos heterozigóticos para a mutação CCR5 ∆32, 

estimulação da expressão de CXCR4 pelas quimiocinas CC, susceptibilidade a anticorpos 

neutralizantes e ao ataque de CTL (cytotoxic T-lymphocytes) e/ou propriedades intrínsecas dos 

isolados virais (132). 

 

É importante salientar que as estirpes, que têm a capacidade de infectar células 

independentemente dos co-receptores normalmente utilizados (CCR5 e CXCR4), revelam 

particularidades na sua capacidade de interacção com as mesmas. Uma replicação menos 

eficiente, assim como, a possível necessidade de uma maior quantidade de passos na ligação 

da glicoproteína SU aos co-receptores, de modo a permitir a fusão da membrana celular com 

o invólucro viral ou para induzir alterações conformacionais de um modo muito mais lento do 

que aquele efectuado com os co-receptores CCR5 ou CXCR4, são algumas das hipóteses 

levantadas (6). 



 Introdução 

Marta Calado  29 

1.8.2.2. Delecção de 32 pb (CCR5-∆32) 

 

O receptor de quimiocinas CCR5 é codificado pelo gene CMKBR5 localizado na região p21.3 

do cromossoma 3, dentro de um grupo de genes que codificam múltiplos receptores de 

quimiocinas (153). Polimorfismos de certas quimiocinas e de genes receptores de quimiocinas 

têm sido correlacionados com a resistência à infecção pelo HIV-1, ou progressão mais lenta 

para SIDA. Experiências in vitro revelaram que os linfócitos derivados destes doentes são 

resistentes à infecção por isolados de HIV-1 com tropismo para macrófagos mas não a 

infecções com isolados com tropismo para linfócitos T. Os linfócitos destes indivíduos não 

expressam CCR5 na membrana celular e têm geneticamente uma delecção de 32 nucleótidos 

no gene que codifica para a proteína CCR5 (52, 64, 108, 153). Globalmente, foram 

identificados poucos doentes infectados por HIV-1, que apresentem esta delecção em 

homozigotia (ccr5∆32+/ccr5∆32+), tendo-se verificado que todos foram infectados por 

isolados que usam o CXCR4. Os indivíduos que são heterozigóticos para a delecção de 32 

pares de bases no gene ccr5 (ccr5/ccr5∆32+) mostram uma expressão diminuída de CCR5 na 

membrana celular e são frequentemente encontrados nos indivíduos que têm uma lenta 

progressão para a doença (52, 64, 107, 108, 153). 

A resistência à infecção pelo HIV-1 foi descrita em indivíduos que permanecem 

seronegativos apesar de repetidas exposições ao vírus. Alguns estudos têm, contudo, sugerido 

que indivíduos heterozigóticos ccr5∆32 são mais susceptíveis a infecções oportunistas 

durante os estadios mais tardios da progressão para SIDA (64, 107). 

A frequência da delecção de 32 pares de bases no gene ccr5, tem sido estudada em várias 

populações e demonstrou-se que a menor frequência é encontrada na população europeia 

(13%), enquanto na população de origem africana e asiática esta delecção é muito frequente 

(107). 
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1.8.2.3. Co-receptores alternativos 

 

Para além do CCR5 e do CXCR4, outros co-receptores podem também ser importantes para a 

replicação viral em certos tipos de células ou compartimentos celulares, o que provavelmente 

conduz a alterações profundas na progressão e manifestação da doença. Esta noção sugere a 

importância da análise da utilização de co-receptores por isolados primários obtidos a partir 

de diferentes células e tecidos. Por exemplo, o CXCR6 é abundantemente expresso na 

placenta, o que levanta a possibilidade deste co-receptor ter um papel importante na 

transmissão vertical (11). Por seu lado, o GPR15/BOB, ao contrário do CCR5 e do CXCR4, 

encontra-se expresso abundantemente na superfície basal do epitélio intestinal, apesar de estar 

descrito como um co-receptor indutor de infecção pouco eficiente (36). Por sua vez, o CCR3 

é expresso pelos microglia (macrófagos residentes do cérebro), neurónios e astrocitos nos 

cérebros normais e encefalíticos e tem sido descrito como mais predominantemente expresso 

nas crianças com SIDA (179), assim como em macacos infectados com SIV (195). A 

presença deste co-receptor, juntamente com o CCR5 e o receptor CD4, no endotélio cerebral 

de crianças, pode explicar o aumento da incidência de alterações no SNC em crianças com 

SIDA, quando comparados com o mesmo tipo de doentes adultos (179). O CCR2 também tem 

sido proposto como um receptor importante nos processos fisiológicos e patológicos do SNC, 

uma vez que se demonstrou a sua funcionalidade como receptor para MCP-1, em astrocistos 

de fetos humanos, principal mediador da inflamação do SNC em diversos estados patológicos 

(2). 

O CCR8, inicialmente denominado TER1, ChemR1 e CKR-L1 é expresso em diferentes tipos 

de células incluindo monócitos, e linfócitos T (78, 148, 152, 186). Nos linfócitos T, é 

particularmente evidente a sua expressão na sub-população de linfócitos T-auxiliadores do 

tipo 2 (Th2) (47, 208). Este receptor das quimiocinas pode igualmente ser detectado na 
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membrana dos linfócitos NK e em células não-hematopoiéticas, tais como células endoteliais, 

células da musculatura lisa e células do SNC (82, 89). Para além do seu papel fisiológico, o 

CCR8 tem sido descrito como um possível co-receptor de certas estirpes de HIV-1 e SIV (33, 

85, 105, 151). Devido ao seu padrão de expressão, o CCR8 pode potencialmente servir como 

co-receptor do HIV in vivo e, dessa forma, desempenhar um papel importante na patogénese 

da infecção pelo HIV. 

Uma das características mais marcantes das estirpes de HIV-2 é a enorme variabilidade no 

modo como os vírus interagem com os receptores de quimiocinas. A forma como o HIV-2 

utiliza os receptores das quimiocinas é considerada promíscua, uma vez que, contrariamente 

ao HIV-1, que tem sido descrito como tendo um padrão de utilização bem definido, pode usar 

um espectro mais alargado de co-receptores para infectar linhas celulares CD4+, in vitro, 

utilizando-os, em alguns casos, de um modo tão eficaz como o CCR5 ou o CXCR4. Perante 

esta utilização indistinta, foi proposto que as glicoproteínas do invólucro do HIV-2 poderiam 

apresentar uma estrutura oligomérica mais flexível, por comparação com as do HIV-1 (6).  

A menor patogenicidade observada no HIV-2 entra em conflito com o maior tropismo e a 

gama mais alargada de utilização de co-receptores (15). A capacidade das estirpes de HIV-2 

de interagirem e de usarem, eficientemente, os diferentes receptores de quimiocinas como 

factores de entrada viral, pode levar à infecção inapropriada de células não-activadas ou não-

permissivas, nas quais o vírus é incapaz de completar o seu ciclo replicativo devido a 

bloqueios intracelulares (7). 
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1.8.3. Topologia dos co-receptores 

 

Os co-receptores estão, topologicamente, organizados numa região extracelular N-terminal, 

sete segmentos transmembranares, três loops extracelulares, três loops intracelulares e uma 

região intracelular C-terminal. As regiões extracelulares dos co-receptores têm sido o alvo de 

mais estudos, uma vez que está estabelecido que a glicoproteína SU efectua o contacto directo 

inicial com estas regiões. No entanto, as regiões transmembranares e/ou citoplasmáticas dos 

co-receptores também influenciam a sua actividade, possivelmente afectando o 

funcionamento das regiões extracelulares. Cada uma das regiões extracelulares tem sido 

implicada na função dos co-receptores, e vários autores sugerem que o segmento N-terminal 

tem uma importância particular (11). 

 

 

1.8.4. Factores determinantes do tropismo celular 

 

1.8.4.1. Gene env 

 

As glicoproteínas do invólucro viral possuem um papel crucial nos eventos iniciais da 

infecção pelo HIV, mediando a ligação do vírus à célula hospedeira e a fusão do invólucro 

viral e membrana celular. 

A análise comparativa das sequências de nucleótidos do gene env de vários isolados de HIV 

demonstrou que a glicoproteína SU é composta por cinco regiões hipervariáveis, V1 a V5, 

separadas por cinco regiões relativamente mais conservadas, C1 a C5 (200). A região de 

ligação ao receptor CD4 é descontínua, dependendo do correcto folding da glicoproteína SU. 

A maioria dos aminoácidos envolvidos na ligação ao CD4 está localizada na região carboxi-
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terminal da glicoproteína, da região C2 à região C5. A região hipervariável V3, localizada no 

meio da glicoproteína SU, é formada por cerca de 33

cisteínas envolvidas em pontes dissulfureto. A glicoprote

extracelular, uma região de inserção na membrana citoplasmática (região transmembranar) e 

uma região intracitoplasmática (29

determinante na fusão viral, necessária para a 

proteína de matriz MA, necessária para a formação de novos viriões. Tanto a proteína SU 

como a TM são altamente antigénicas, ou seja suscitam a produção de anticorpos nos 

hospedeiros infectados. 

 

 

Figura 1.12 – Representação pormenorizada do gene 

http://bioquest.org/bedrock/problem_spaces/hiv/background.php)

 

A interacção entre a SU e a molécula CD4 provoca alterações na conformação desta 

glicoproteína, nomeadamente nas regiões var

local de ligação ao co-receptor (131

As mutações na região V1/V2, ou perto dela, parecem compensar directa ou indirectamente as 

mutações da V3 que condicionam as alterações na utilização dos co

da V3 são necessárias para que ocorra a troca de utilização de co

 

terminal da glicoproteína, da região C2 à região C5. A região hipervariável V3, localizada no 

meio da glicoproteína SU, é formada por cerca de 33-35 aminoácidos delimitados por duas 

cisteínas envolvidas em pontes dissulfureto. A glicoproteína TM é constituída por uma região 

extracelular, uma região de inserção na membrana citoplasmática (região transmembranar) e 

tica (29) (Figura 1.12). A glicoproteína TM tem um papel 

determinante na fusão viral, necessária para a entrada na célula, e na ligação do invólucro à 

proteína de matriz MA, necessária para a formação de novos viriões. Tanto a proteína SU 

como a TM são altamente antigénicas, ou seja suscitam a produção de anticorpos nos 

Representação pormenorizada do gene env

http://bioquest.org/bedrock/problem_spaces/hiv/background.php) 

 

A interacção entre a SU e a molécula CD4 provoca alterações na conformação desta 

glicoproteína, nomeadamente nas regiões variáveis V1, V2 e V3, que levam à exposição do 

receptor (131, 200).  

As mutações na região V1/V2, ou perto dela, parecem compensar directa ou indirectamente as 

mutações da V3 que condicionam as alterações na utilização dos co-receptore
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insuficientes para produzir intermediários infecciosos na evolução para a utilização de 

CXCR4. Vários estudos indicam que no HIV-1, o aumento da carga positiva de um ou dois 

aminoácidos (posições 11 e/ou 25) na extremidade carboxi-terminal da região V3, é 

responsável pela alteração do fenótipo R5 para X4 (45, 192). 

Em analogia com o HIV-1, o papel determinante da utilização de co-receptores por estirpes de 

HIV-2 tem sido atribuído à região V3 (45, 192). No entanto, a ausência de variabilidade 

significativa nesta região parece difícil de correlacionar com a imprevisibilidade da utilização 

de co-receptores detectada na maioria das estirpes HIV-2, o que sugere que outras regiões, 

tais como a V1/V2, altamente variáveis entre as várias estirpes caracterizadas de HIV-2, 

possam influenciar directamente a ligação do co-receptor (7).  

A baixa variabilidade da região V3 pode também indicar que, no HIV-2, esta região está 

menos exposta à pressão imunológica do hospedeiro do que no HIV-1. 

O padrão de glicosilação da glicoproteína SU do HIV tem sido descrita como tendo um papel 

importante no uso dos vários co-receptores. A falta de um local de glicosilação a seguir à 

primeira cisteína da região V3 é importante para um uso eficiente do CXCR4 (139). No HIV-

2 ainda não foi estabelecida uma correlação entre o grau de glicosilação e a utilização de co-

receptores (161). 

A utilização indiferenciada dos co-receptores por parte do HIV-2 sugere por outro lado que a 

conformação da SU do HIV-2 seja mais relaxada do que a do HIV-1, permitindo ao vírus 

interagir com vários co-receptores, embora nem sempre com eficiência (7). 
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1.8.4.2. Concentração e localização dos receptores celulares 

 

Existem vários factores, para além da distribuição/regulação de co-receptores na membrana 

celular, envolvidos na selecção dos diferentes co-receptores utilizados. Um factor que pode 

contar para o sucesso do processo da entrada viral é a concentração relativa de receptores 

celulares e a sua co-localização em locais específicos da membrana plasmática (99, 100). 

Diferentes tipos celulares revelam diferentes concentrações de CD4 e de co-receptores na 

membrana plasmática (102, 103). A variação natural destes níveis é também observada 

durante a activação/diferenciação dos linfócitos T e dos macrófagos e está directamente 

correlacionada com a susceptibilidade celular à infecção pelo HIV-1 (190). É necessária a 

existência de um nível basal de concentração de receptores celulares, numa determinada 

região da membrana plasmática, para que a infecção ocorra tanto nas células primárias como 

em linhas celulares linfocíticas T ou em macrófagos. A utilização de co-receptores tem sido 

testada in vitro por ensaios de infecciosidade em linhas celulares que expressam vários 

milhares de cópias de CD4, CCR5 e de outros co-receptores. Para os linfócitos primários e 

macrófagos a quantidade de CCR5 e CXCR4 é muito inferior, dependente do dador e do 

estado de activação/diferenciação celular (7). Este factor de densidade de receptores celulares 

é particularmente crítico nos linfócitos primários e nos macrófagos, ao contrário do que 

acontece nas linhas celulares normalmente utilizadas para inferir o papel dos co-receptores in 

vitro. 

Em tecidos linfóides como os nódulos linfáticos e timo, entre 1 a 10% dos linfócitos e dos 

macrófagos expressam co-receptores. No timo, um elevado número de linfócitos T imaturos e 

maduros apresentam CXCR4 e CCR8, tornando-os susceptíveis à infecção de variantes que 

usem estes receptores para a entrada celular (4, 23, 143). A elevada expressão do CXCR4, 

tanto em timócitos imaturos como maduros, torna estas células susceptíveis à infecção por 



 Introdução 

Marta Calado  36 

variantes X4. Esta observação é consistente com resultados que demonstram que as variantes 

X4 revelam tropismo para os timócitos e replicam-se mais rápido que as variantes R5. O HIV 

pode mediar a deplecção de linfócitos ao infectar directamente e replicar-se em timócitos 

durante os vários estadios de maturação dos linfócitos T (203). 

As mucosas têm um papel primordial na transmissão e patogénese do HIV-1 (160, 168). Os 

tecidos subepiteliais genitais e rectais têm uma elevada densidade de células dendríticas, 

macrófagos e linfócitos T que expressam CD4, CCR5 e, num menor grau, CXCR4. Cada um 

destes tipos celulares é, portanto, susceptível à infecção pelo HIV (118). Os linfócitos T e 

macrófagos positivos para os co-receptores na porção distal do tracto gastro-intestinal (TGI) e 

tracto genito-urinário (TGU) podem servir como porta de entrada e fonte de disseminação 

viral (203). 

No recto, várias células CCR5+ e CCR3+ são detectadas na lâmina própria enquanto células 

CXCR4+ são raramente detectadas (118, 203). Na vagina, ainda que não se detecte a 

expressão de co-receptores, são encontradas um grande número de células positivas para 

CXCR4 e CCR3 mas não para CCR5. Contudo, são as variantes R5 e não X4 as 

predominantemente transmitidas através do TGI e TGU, o que sugere a existência de uma 

pressão selectiva em favor de R5 durante o contacto sexual (203). 

Relativamente ao TGI, após translocação pelo epitélio da mucosa, o HIV-1 encontra 

potenciais células alvo nas populações de linfócitos e macrófagos da lâmina própria (118, 

160, 167, 168). A expressão de CCR5, mas não de CXCR4, nas células epiteliais pode ser 

relevante para a transmissão preferencial das variantes R5 (118).  

Os linfócitos T CD4+ da lâmina própria expressam o CCR5 e o CXCR4 e são as únicas 

células mononucleadas capazes de suportar a replicação do HIV-1 na mucosa (160, 167, 168). 

Os macrófagos intestinais têm níveis reduzidos de CD4 e CCR5, o que contribui para a menor 
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permissividade dos macrófagos intestinais ao HIV-1 (159). Deste modo, os linfócitos, mas 

não os macrófagos, são as primeiras células alvo do HIV-1 na mucosa intestinal (167). 

A partir da mucosa, o vírus é disseminado para locais sistémicos, seguido de profunda 

deplecção de linfócitos T CD4+, primeiro na lâmina própria intestinal e depois no sangue 

(160, 167, 168). Apesar da prevalência dos macrófagos infectados pelo HIV-1 na mucosa ser 

baixo, o extraordinário tamanho da mucosa GI atribui aos macrófagos intestinais um papel 

importante como reservas do HIV-1, uma vez que à medida que os linfócitos T CD4+ da 

mucosa e circulantes são eliminados, os monócitos do sangue periférico são recrutados para a 

mucosa onde se diferenciam em macrófagos da lâmina própria (167). 

 

Quanto ao TGU, são os macrófagos e não os linfócitos que detêm o papel mais importante. Os 

macrófagos vaginais expressam os co-receptores CD4, CCR5 e CXCR4. Os macrófagos 

vaginais e não os intestinais são permissivos às variantes R5 após o vírus se translocar através 

do epitélio (160). 

A replicação robusta do HIV-1 nos macrófagos vaginais indica que são uma fonte viral no 

tracto genital feminino durante a infecção pelo HIV-1. Além disso, a susceptibilidade dos 

macrófagos, na mucosa vaginal, ao HIV-1 sugere a potencial contribuição dos macrófagos 

vaginais na transmissão heterossexual do HIV-1, particularmente na presença de infecções 

genitais que aumentem a expressão de CCR5, a replicação do HIV-1 e a produção de 

citocinas que, por sua vez, intensificam a replicação do HIV-1 (160). 

Consistente com outros estudos, um elevado nível de expressão do CXCR4 é encontrado nos 

neurónios tanto no SNC como no sistema nervoso periférico (SNP). Além deste co-receptor, 

também o CCR3 está presente nos tecidos neuronais em concentrações elevadas (203). 
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O HIV-1 entra no SNC com a passagem de células mononucleadas infectadas pelo HIV-1 

através da barreira hemato-encefálica (BHE) (70). 

As células da microglia, o maior alvo da infecção pelo HIV-1 no SNC, macrófagos e outros 

tipos celulares expressam CXCR4, CCR5 e CCR3 (70). O CCR5 e o CCR3, juntamente com 

o CD4, são co-receptores do HIV-1 nas células microgliais. Já a infecção mediada pelo 

CXCR4 é relativamente ineficiente e pode reflectir as diferenças na capacidade dos vírus para 

usar CCR5 e CXR4 em células que expressam baixos níveis de CD4. Enquanto as variantes 

R5 requerem apenas uma baixa concentração de CD4, as variantes que usam o CXCR4 

necessitam de concentrações elevadas. Como tal, a baixa concentração de CD4 nas células da 

microglia pode ser o motivo do uso ineficiente de CXCR4 (70). 

Outros receptores das quimiocinas como CXCR2, GPR1, GPR15, CXCR6 e US28 também 

são expressos no cérebro, mas o seu papel ainda está por determinar (70, 203). 

 

 

1.8.4.3. Estado fisiológico da célula 

 

Outro factor é o efeito do envolvimento do co-receptor no estado fisiológico da célula. 

Numerosos autores têm referido que a ligação da glicoproteína SU do invólucro do HIV-1 aos 

receptores de quimiocinas potencia a activação da transdução de sinal e que pode ser 

responsável pelo recrutamento dos linfócitos T CD4+ aos locais de replicação viral ou pelo 

incremento da replicação viral, in vivo, através da activação das células alvo (4, 28, 51, 104). 

Apesar desta sinalização de receptores não ser necessária para a entrada do vírus na célula, 

estas cascatas de sinalização de quimiocinas, in vivo, podem preparar as células alvo para a 

replicação viral e, consequentemente, podem ser responsáveis por algumas das respostas 

celulares ao vírus (3, 62). 
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1.9. O papel dos monócitos/macrófagos na imunopatogénese da infecção pelo HIV 

 

Quando ocorre uma infecção, os monócitos/macrófagos desempenham diversas actividades 

antimicrobianas. Como células fagocíticas que são, internalizam e digerem bactérias e outras 

células, removem compostos tóxicos produzidos pelo metabolismo, produzem mediadores 

inflamatórios que podem destruir bactérias, parasitas e vírus, e contribuem para a activação de 

outras células. Deste modo, os monócitos/macrófagos desempenham funções importantes em 

processos inflamatórios (5). 

Os monócitos/macrófagos desempenham um papel importante em múltiplos aspectos da 

patogénese da infecção por HIV. Tal como as células T e as células dendríticas, os 

monócitos/macrófagos expressam os receptores para a entrada do vírus e, como tal, 

constituem potenciais alvos do HIV (40). Apesar disso, os dados da literatura sugerem que os 

monócitos só raramente são produtivamente infectados in vitro (39). No entanto, ao 

diferenciarem-se em macrófagos in vitro, os monócitos sofrem um aumento da expressão de 

CCR5, tornando-se mais susceptíveis à infecção por HIV-1 (123, 190). In vivo, o HIV-1 pode 

ser isolado a partir de monócitos de indivíduos infectados, mas numa baixa frequência (75, 

175). 

Apesar do número absoluto de monócitos/macrófagos infectados no organismo ser baixo 

comparativamente ao de células T CD4+ (175), a infecção de macrófagos reveste-se de 

características peculiares. Ao contrário das células T, os macrófagos são mais resistentes aos 

efeitos citopáticos do vírus (25). Assim, na ausência de morte celular, os macrófagos 

infectados são preservados, produzindo e acumulando viriões durante um longo período de 

tempo (25), constituindo reservatórios virais. Na realidade, foi documentada a presença de 

monócitos infectados por HIV em indivíduos sob tratamento com HAART (101), tendo sido 

possível quantificar o DNA proviral nestas células, mesmo em situações de supressão de 
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virémia (83, 171). A longevidade dos macrófagos, relativamente à dos linfócitos T infectados 

por HIV-1, pode reflectir diferenças na dinâmica de replicação viral. Tendo em conta a sua 

capacidade de invasão dos tecidos a partir da corrente sanguínea, os macrófagos infectados 

podem transmitir o vírus para tecidos e órgãos, incluindo o cérebro. Assim, os 

monócitos/macrófagos têm um papel fundamental na persistência e disseminação do vírus 

pelo organismo (25). 

Apesar dos monócitos/macrófagos não sofrerem uma deplecção significativa na infecção por 

HIV e de alguns estudos não terem documentado alterações na função de 

monócitos/macrófagos de indivíduos infectados por HIV‐1 (129), vários outros estudos têm 

reconhecido anomalias nas suas funções in vivo e in vitro (93). Tais defeitos incluem 

anomalias na fagocitose (93) na capacidade de destruir microrganismos intracelulares e na sua 

função de apresentação antigénica (60). 

Os defeitos funcionais dos monócitos/macrófagos podem ter um importante impacto na 

imunopatogénese da infecção por HIV. 

 

 

1.10. Vírus CD4-independentes 

 

Em certos casos têm sido descritas interacções SU-co-receptor na ausência de CD4 (11, 97). 

Este fenómeno foi primeiramente observado para o HIV-2 (59, 142). Estes vírus CD4-

independentes possuem a glicoproteína SU numa conformação nativa, na qual o local de 

ligação ao co-receptor está, total ou parcialmente, exposto, podendo assim interagir 

directamente com os co-receptores (11, 97). No entanto, esta via é relativamente menos eficaz 

do que a via normalmente utilizada (11, 184). 
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Assim, o HIV parece ter evoluído no sentido de utilizar o CD4 não apenas como um modo 

eficaz de aderir às células alvo, mas também como mecanismo protector das regiões 

conservadas, necessárias à interacção com o co-receptor, e alvos importantes dos anticorpos 

neutralizantes (161). Não é de estranhar, por isso, que uma infecção independente do CD4 

seja muito mais sensível à neutralização. Esta maior sensibilidade à neutralização pode, em 

parte, explicar a menor carga viral e a progressão mais lenta para a doença, observadas nos 

indivíduos infectados por HIV-2 (184). 

Os vírus com uma necessidade reduzida do CD4 podem, no entanto, apresentar vantagens 

adaptativas quando as concentrações de anticorpos neutralizantes são baixas. Tais condições 

podem ocorrer nos progressores rápidos, nos órgãos imunopreviligiados, como por exemplo o 

cérebro, e na fase terminal da doença, quando a resposta imune é diminuta. A emergência de 

estirpes menos dependentes do CD4 para efectuar a infecção, pode conferir uma colonização 

mais extensa dos macrófagos no cérebro e outros tecidos não-linfáticos, assim como das 

subpopulações de células T que expressam níveis baixos de CD4 (13). 

 

 

1.11. O HIV‐‐‐‐2 como modelo de estudo da patogénese da SIDA 

 

Os factores virais e do hospedeiro que podem conferir protecção contra a infecção ou 

retardarem a progressão da doença, constituem um dos principais aspectos que permanece por 

elucidar na patogénese da infecção por HIV. Neste sentido, o estudo de modelos mais 

atenuados de doença, tal como os vírus HIV-1 isolados a partir de indivíduos que apresentam 

uma progressão lenta da infecção, long-term non-progressors (LTNP) (154, 158) e como a 

infecção por HIV-2, pode permitir identificar mecanismos subjacentes a uma menor taxa de 

progressão da doença.  
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Apesar de o HIV‐1 e o HIV‐2 se associarem a um espectro clínico semelhante, estudos 

comparativos entre as duas infecções têm demonstrado que o declínio de células T CD4+ em 

circulação e a progressão para doença ocorrem mais lentamente na infecção por HIV‐2 do que 

na infecção por HIV‐1 (114, 115). Para além disso, a maioria dos indivíduos infectados por 

HIV‐2 têm níveis de virémia abaixo do limite de detecção das técnicas utilizadas e, nos casos 

em que a virémia é detectável, os valores são muito inferiores aos observados na infecção por 

HIV‐1 (141, 164). Esta reduzida virémia contribui para a menor transmissibilidade sexual (92, 

121) e perinatal (61, 114) da infecção por HIV‐2 e, consequentemente, para uma 

disseminação geográfica mais limitada, sobretudo confinada a países de África Ocidental 

(115, 130). Em alguns desses países, a infecção por HIV‐2 tem vindo mesmo a decrescer nos 

últimos anos, provavelmente devido à sua baixa taxa de transmissão (48). Devido às relações 

com as suas ex‐colónias, Portugal é o único país não‐africano com uma prevalência 

significativa de infecção por HIV‐2 (cerca de 3% dos casos notificados, segundo a 

Coordenação Nacional para a Infecção VIH/SIDA) (44), tornando‐se um local privilegiado 

para o estudo desta infecção. 

Os factores responsáveis pelas diferenças entre as infecções por HIV‐1 e por HIV‐2 não estão 

clarificados, mas envolvem provavelmente mecanismos virológicos e imunológicos. 

 

Apesar da menor quantidade de vírus em circulação nos indivíduos infectados por HIV‐2, os 

níveis de DNA proviral, ou seja, DNA integrado no genoma da célula hospedeira, são 

equivalentes entre as duas infecções (77, 141, 169). Esta aparente discrepância entre a 

semelhança na quantidade de DNA proviral e a diferença de virémia observadas nas duas 

infecções pode ser devida a uma menor capacidade replicativa do HIV‐2. Com efeito, foram 

recentemente detectados menores níveis de mRNA in vivo na infecção por HIV‐2 do que na 



 Introdução 

Marta Calado  43 

infecção por HIV‐1, sugerindo que, apesar de ser capaz de se estabelecer como provírus na 

célula hospedeira, o HIV‐2 se associa a uma menor transcrição viral (110). Tal pode ser 

devido à selecção de distintos locais de integração (111), a diferenças entre os LTR e, por 

conseguinte, a diferenças quanto à regulação da transcrição (187). A menor taxa de replicação 

do HIV‐2 pode ajudar a explicar os menores níveis de virémia que se observam na infecção 

por este vírus. Para além disso, análises da evolução da sequência C2‐V3‐C3 do invólucro 

viral ao longo de cerca de 10 anos mostraram menor divergência e diversificação em 

indivíduos infectados por HIV‐2 do que nos infectados por HIV‐1, o que é consistente com 

um menor turnover do vírus (112). 

Do ponto de vista do hospedeiro, há evidências de que o sistema imunitário tem uma melhor 

capacidade de controlar a infecção por HIV‐2 do que a infecção por HIV‐1. 

Por exemplo, tem sido documentada uma prevalência superior de anticorpos neutralizantes 

contra vírus autólogos (14) e heterólogos (147) na infecção por HIV‐2 do que na infecção por 

HIV‐1. Comparativamente aos indivíduos infectados por HIV‐1, os indivíduos infectados por 

HIV‐2 parecem conseguir produzir anticorpos com uma actividade neutralizante mais 

alargada (184). 

Os estudos disponíveis sobre a avaliação de respostas de células T CD4+ específicas de Gag, 

considerada a proteína mais imunogénica na infecção por HIV‐2, sugerem ainda que as 

respostas específicas são superiores na infecção por HIV‐2 do que na infecção por HIV‐1, 

particularmente na capacidade dos linfócitos T CD4+ específicos produzirem IL‐2 e de 

proliferarem (55, 56). Foi também documentada uma correlação negativa entre a frequência 

de células T CD4+ específicas de Gag e os níveis de DNA proviral na infecção por HIV-2 

(67). 
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Têm sido feitos diversos estudos centrados no estudo comparativo entre as duas infecções 

desde o início da epidemia, com o objectivo de compreender a imunopatogénese da infecção 

por HIV em geral a partir dos mecanismos envolvidos na menor patogenicidade da infecção 

por HIV‐2 (1, 26, 67, 68, 74, 169,173, 174). Sousa e colaboradores realizaram um estudo em 

que, relativamente à representação relativa de células naive versus memória/efectoras, não 

foram detectadas diferenças significativas entre as duas infecções quando foram comparados 

indivíduos infectados por HIV‐1 e por HIV‐2 com o mesmo grau de depleção de células T 

CD4+ (173). Por outro lado, foi documentada uma maior preservação da frequência de células 

T CD4+ produtoras de IL‐2 na infecção por HIV‐2 do que na infecção por HIV‐1, o que, 

tendo em conta o papel desta citocina na proliferação e sobrevivência linfocitárias, pode 

contribuir para a menor taxa de declínio de células T CD4+ na imunodeficiência associada ao 

HIV‐2 (1). Foi também sugerido que a infecção por HIV‐2 se associa a uma melhor 

preservação da actividade tímica do que a infecção por HIV‐1, que pode compensar, pelo 

menos parcialmente, a perda de células T CD4+ (74). 

 

São diversos os estudos que têm sido feitos e que revelam potenciais mecanismos para a 

menor patogenicidade do HIV-2. Torna-se pois claro a importância do estudo do HIV-2 para 

melhor compreender a imunopatogénese da infecção por HIV em geral. 
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2. Objectivos 

 

2.1. Geral 

 

Com o desenvolvimento deste projecto pretende-se dar continuidade à linha de investigação já 

iniciada na Unidade de Tropismo e Patogénese do HIV do CPM-URIA, relativamente ao 

estudo da utilização dos co-receptores por parte de isolados primários de HIV-1 e HIV-2. 

Neste projecto será dada prioridade a HIV-2, devido ao número relativamente elevado de 

infecções em Portugal (3,5% dos casos de SIDA reportados) e porque os dados relativos ao 

HIV-2 são escassos e o seu uso como modelo de uma infecção naturalmente menos 

patogénica pode abrir novas perspectivas sobre a patogénese da infecção pelo HIV, bem como 

de novas estratégias para o seu tratamento e profilaxia. Apesar disso, serão igualmente 

incluídos isolados virais de HIV-1 com o duplo objectivo de servirem de grupo de referência 

e, também, para averiguar qual o padrão dominante do uso dos co-receptores, nomeadamente 

CCR8, CCR5 e CXCR4. Desta forma será possível pôr-se em evidência eventuais diferenças 

entre HIV-1 e HIV-2. 

 

 

2.2. Específicos 

 

Neste contexto um dos objectivos deste trabalho prende-se com a caracterização de várias 

estirpes primárias de HIV-1 e HIV-2 quanto à sua capacidade de utilização do co-receptor 

alternativo CCR8, paralelamente com os co-receptores mais comuns, CCR5 e CXCR4. Este 

objectivo será importante para a compreensão dos mecanismos patogénicos associados à 

infecção pelo HIV. 
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É também objectivo deste trabalho caracterizar a capacidade para infectar macrófagos 

derivados de monócitos (MDM) por parte dos isolados que venham a revelar capacidade de 

utilizar o co-receptor CCR8. 

 

Com base nos diferentes resultados entretanto obtidos será tentada uma correlação entre o 

perfil de utilização dos co-receptores e os dados imunológicos e clínicos disponíveis dos 

indivíduos a partir dos quais os vírus foram isolados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.MATERIAL E MÉTODOS



 Material e métodos 
 

 
Marta Calado  49 

3.  Material e métodos 

 

3.1. Amostras 

 

Neste estudo foi analisado um conjunto de 95 isolados primários, dos quais 65 eram estirpes 

de HIV-2 e 30 eram estirpes de HIV-1. A escolha das amostras deveu-se ao facto de serem 

isolados virais provenientes de indivíduos em diferentes fases de infecção e das quais existem 

amostras na Viroteca da Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa. 

As estirpes primárias de HIV utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir das células 

mononucleadas do sangue periférico (CMSP) dos indivíduos infectados por co-cultura com 

CMSP de dadores não infectados pelo HIV conforme técnica descrita em Ulrich et al., 1988 

(191). Em alguns casos foi possível ter acesso a vírus isolados dos mesmos indivíduos em 

alturas diferentes (amostras de seguimento). 

 

 

3.2. Criação de uma base de dados 

 

Um estudo como o que aqui se propõe passou, numa primeira fase, pela criação de uma base 

de dados informatizada onde foi incluída a informação possível relativamente a: 

- Doente (número de registo, origem); 

- Dados laboratoriais (número de linfócitos T CD4+, serologia); 

- Características virológicas apresentadas pelo isolado viral (tipo de co-receptores usados, 

carga viral, fenótipo viral); 

- Dados clínicos e de terapêutica mais relevantes, do indivíduo a partir do qual se isolou o 

vírus, sempre que possível. 
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Desta forma foi possível compilar toda a informação relevante para a caracterização clínica e 

virológica - e a interligação entre as duas - num único documento. Mediante a criação desta 

base de dados tornou-se, igualmente, possível ter acesso a amostras sequenciais do mesmo 

indivíduo, com o potencial interesse de se averiguar eventuais evoluções no contexto clínico 

e/ou virológico. 

 

 

3.3. Detecção por PCR da mutação ∆32 no gene ccr5 

 

A propagação dos vírus foi feita em CMSP, isoladas de diferentes buffy-coats, com genótipo 

wild-type no gene ccr5 (wtccr5). Para confirmação do genótipo procedeu-se à detecção por 

PCR da mutação ∆32 no gene ccr5, com a finalidade de se confirmar a inexistência desta 

mutação nas CMSP utilizadas, que pudesse ser directamente responsável pela selecção de 

uma sub-população viral não-CCR5. Esta mutação foi identificada como responsável pela 

ausência ou expressão diminuída do co-receptor CCR5, verificando-se também que esta 

delecção influencia a susceptibilidade da infecção pelo HIV-1 e a progressão para a doença. 

De forma a garantir a inexistência da delecção ∆32 no gene ccr5, amplificou-se o DNA 

genómico das CMSP pela reacção de PCR com os primers CCR5-R e CCR5-F (Tabela 3.1), 

já descritos na literatura (6). 
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Tabela 3.1 – Primers para amplificação por PCR do gene ccr5. 

Primer Região Sequência 5’ - 3’ 

CCR5-F UTR cct ggc tgt cgt cca tgc tg 

CCR5-R UTR agc cat gtg cac aac tct 

 

 

A reacção de amplificação foi efectuada com o kit comercial puRe Taq Ready-To-Go PCR 

Beads (Amersham Biosciences, UK) e a mistura e condições da reacção encontram-se 

descritas na tabela seguinte (Tabela 3.2).  

 

 

Tabela 3.2 – Condições de PCR para amplificação do fragmento de 735pb. 

Pares de 

primer 

Tamanho do 

fragmento 
Mistura de reacção Condições da reacção 

  1ºPCR  

CCR5-F 

735 

Primer F (10 µM) – 2µl 

Primer R (10 µM) – 2µl 

DNA – 3µl 

dH2O – 1 µl 

1 ciclo 

94ºC, 2 min 

35 ciclos 

94ºC, 30 seg 

60ºC, 45 seg 

68ºC, 90 seg 

1 ciclo 

68ºC, 10 min 

CCR5-R 

 

 

Posteriormente fez-se electroforese em gel de agarose a 1% utilizando os protocolos 

existentes na literatura (6). 
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3.4. Criação de um stock viral 

 

As CMSP foram isoladas por centrifugação em gradiente de densidade de Ficoll e foram 

estimuladas com 3µg/ml fitohemaglutinina (PHA; SIGMA, USA) durante três dias e mantidas 

em meio RPMI 1640 (Invitrogen, UK) suplementado com 15% (v/v) de soro bovino fetal 

(SBF) inactivado (Invitrogen, UK), L-glutamina 2mM (GIBCO
TM

, UK), 50µg/ml de 

gentamicina e 250 µg/ml de fungizona, (GIBCO
TM

, UK), 3 µg/ml de polibrene (SIGMA
®

, 

USA) e 20U/ml de interleucina 2 (IL-2; NIH AIDS, USA). As CMSP utilizadas em todos os 

ensaios provinham de uma única pool de diferentes buffy-coats para evitar variações inter-

individuais na susceptibilidade à infecção por HIV. 

O método utilizado para a produção de stock viral consistiu em concentrar os vírus fazendo 

uma ultracentrifugação a 50.000 rpm, durante 30 minutos, após a qual se procedeu à 

incubação das partículas virais com CMSP numa concentração de 5x106/ml, durante 3-4 

horas, a 37ºC com 5% de CO2. Após este período ajustou-se a concentração celular a 

2x106/ml e mantiveram-se as co-culturas durante 21 dias. 

A detecção de produção viral nas culturas foi realizada duas vezes por semana, utilizando um 

kit para a detecção do antigénio p24 (Ag p24); no caso do HIV-2, a detecção foi realizada por 

detecção do antigénio p26 (Ag p26), por reacção cruzada, utilizando o mesmo kit de detecção 

do antigénio p24 (Innotest, Innogenetics, Belgium). Cerca de 75% do sobrenadante de cultura 

era renovado aquando da detecção do antigénio p24. 

Após os 21 dias centrifugaram-se as culturas e guardou-se o sobrenadante de cultura e as 

células infectadas a -80ºC, para posteriores ensaios de infecciosidade e extracção de DNA. 
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Na tabela seguinte encontram-se representados os dados clínicos, imunológicos e virológicos, 

dos indivíduos a partir dos quais se obtiveram os isolados virais. 

 

Tabela 3.3 – Caracterização clínica, imunológica e virológica dos indivíduos infectados pelo HIV-1 e 

HIV-2 a partir dos quais se isolaram os vírus. 

Cohort 

(n) 

Estadio clínicoa Células T CD4+b Carga viralc 

% (n) % (n) % (n) 

Assintomático Sintomático ≤200 >200 ≥500 <500 SDd 

HIV-1 

(n=30) 

26,7  

(8) 

73,3  

(22) 

20,0  

(6) 

80,0  

(24) 

76,7  

(23) 

20,0  

(6) 

3,3  

(1) 

HIV-2 

(n=65) 

27,7  

(18) 

72,3  

(47) 

32,3  

(21) 

67,7  

(44) 

26,1 

(17) 

58,5  

(38) 

15,4  

(10) 
 

a Estadio clínico de acordo com a classificação do CDC (CDC, 1992); Assintomático = estadio clínico A; Sintomático 

= estádio clínico B ou C 
b Número de linfócitos T CD4+/µl 
c Cópias de RNA viral/ ml 
d SD, sem dados 

 

 

3.5. Quantificação da actividade da transcriptase reversa (RT) de cada um dos 

stocks virais 

 

De forma a uniformizar o inóculo usado em cada uma das experiências de infecciosidade, 

tornou-se necessário avaliar a quantidade de vírus presente em cada stock viral criado. A 

replicação viral foi monitorizada pela actividade da transcriptase reversa (RT), de acordo com 

as instruções do fabricante (Lenti-RT kit, Cavidi, Sweden). 
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Resumidamente, o procedimento consiste em duas etapas, a síntese de DNA e a quantificação 

do DNA. São fornecidas placas de 96 poços revestidas com um template de RNA; a reacção 

de mistura, constituída por primer e um nucleótido (BrdUTP), é adicionada aos poços, assim 

como a amostra a ser analisada. Se existir RT na amostra esta irá sintetizar a cadeia de DNA. 

O próximo passo implica a ligação do anticorpo α-BrdU à cadeia dupla de DNA/RNA. 

Depois adiciona-se um substrato colorimétrico e o produto é quantificado. A actividade do 

substrato é proporcional à actividade de RT na amostra. 

A quantidade de inóculo estabelecida, e usada em todos os ensaios, foi de 1ng RT de vírus 

num volume total de 100µl. 

 

 

3.6. Estudos de infecciosidade 

 

3.6.1. Linha celular GHOST 

 

Com o objectivo de analisar a utilização dos receptores de quimiocinas como co-receptores 

para a entrada e infecção das células alvo, foram inoculadas, com quantidades iguais de 

inóculo viral, várias linhas celulares GHOST co-expressando cada uma delas a molécula CD4 

e um dos receptores das quimiocinas estudado (CCR8, CCR5 e CXCR4). A linha celular de 

osteosarcoma humano GHOST e as células derivadas desta linha celular que expressam 

diferentes co-receptores (CCR5, CXCR4 e CCR8), provenientes de NIH AIDS Research and 

Reference Reagent Program, foram cultivadas em monocamada em Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM; GIBCO
TM

, UK) suplementado com 10% (v/v) de SBF inactivado, 

250µg/ml de fungizona (GIBCO
 TM

, UK), 50µg/ml de gentamicina (GIBCO
 TM

, UK), 
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500µg/ml de geneticina (GIBCO
 TM

, UK), 100µg/ml de higromicina (ROCHE, USA) e 1µg/ml 

de puromicina (SIGMA
®

, USA). 

As linhas celulares GHOST, foram semeadas em placas de 24 poços um dia antes da infecção, 

numa concentração celular de 1,5x104/poço. Para a obtenção do perfil de utilização de co-

receptores procedeu-se à inoculação de cada linha celular com a mesma quantidade dos 

diferentes isolados virais (1 ng RT de vírus num volume total de 100 µl) e incubação durante 

3-4 horas a 37ºC na presença de 3 µg/ml de polibrene (Hexadimethrine bromide; SIGMA
®

, 

USA). As células foram então lavadas com tampão fosfato salino (PBS), cultivadas num 

volume de 500 µl de DMEM completo (descrito acima) e mantidas em cultura durante 15 

dias. Durante este período o meio de cultura foi renovado nos dias três, seis, nove, 12 e 15 

após a infecção. 

A capacidade de infectar as células foi monitorizada através da detecção do antigénio p24 (Ag 

p24) no sobrenadante das culturas expostas aos diferentes vírus. Como controlos foram 

usadas estirpes de HIV-2 e HIV-1 já caracterizadas. 

 

 

3.6.2. Macrófagos derivados de monócitos (MDM) 

 

Com o objectivo de analisar a capacidade de infecção dos monócitos derivados de macrófagos 

(MDM) por parte de estirpes seleccionadas de HIV-1 e HIV-2, foram separados os monócitos 

do sangue periférico de dadores não infectados pelo HIV, por técnica de aderência ao plástico 

(73). Após isolamento, os monócitos foram colocados em placas de 24 poços numa proporção 

de 2,6x106/poço e incubados durante três horas a 37ºC com 5% de CO2. Posteriormente, as 

células foram lavadas com PBS aquecido de modo a eliminar as células não aderentes e 

mantidas em meio RPMI 1640 (Invitrogen, UK) suplementado com 15% (v/v) de soro bovino 
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fetal (SBF) inactivado (Invitrogen, UK), L-glutamina 2mM (GIBCO
TM

. UK), 50µg/ml de 

gentamicina e 250 µg/ml de fungizona (GIBCO
TM

, UK). 

Os monócitos foram mantidos em cultura durante sete dias para se diferenciarem em 

macrófagos, tendo-se feito mudança de meio de dois em dois dias. A metodologia usada na 

infecção dos MDM foi a mesma usada para as linhas celulares GHOST. As culturas foram 

mantidas durante um período de 18 dias, tendo-se recolhido o sobrenadante nos dias um, dois, 

três, seis, nove, 12, 15 e 18. No final da cultura os MDM foram lisados para a extracção do 

DNA. 

A infecção produtiva foi determinada por análise dos resultados da actividade da RT, nos 

sobrenadantes de cultura. A infecção foi confirmada pela detecção da DNA proviral pela 

técnica de PCR.   

 

 

3.6.3. Células mononucleadas do sangue periférico (CMSP) 

 

Como controlo dos ensaios de infecciosidade em MDM procedeu-se igualmente a ensaios de 

infecciosidade em células mononucleadas do sangue periférico (CMSP). As CMSP foram 

cultivadas em placas de 24 poços, numa concentração celular de 1x106/poço. A metodologia 

utilizada foi a mesma usada para as infecções em GHOST e MDM. As células foram 

mantidas num volume de 500 µl de RPMI completo (descrito anteriormente) e mantidas em 

cultura durante 18 dias. Durante este período recolheram-se amostras nos dias um, dois, três, 

seis, nove, 12, 15 e 18. No final da cultura as CMSP foram lisadas para extracção do DNA. 

A infecção produtiva foi determinada por análise dos resultados da actividade da RT, nos 

sobrenadantes de cultura. A infecção foi confirmada pela detecção de DNA proviral pela 

técnica de PCR.   
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3.7. Extracção de DNA em colunas a partir CMSP e MDM infectados com HIV-1 e 

HIV-2 

 

Para a extracção do DNA a partir de células mononucleadas de sangue periférico (CMSP) e 

macrófagos derivados de monócitos (MDM), foram utilizadas colunas e reagentes incluídos 

no QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, UK), tendo sido seguidas as instruções do fabricante. 

 

 

3.8. Quantificação Espectrofotométrica do material genético 

 

O DNA extraído foi quantificado através da absorvância a 260nm no espectrofotómetro 

NanoDrop
TM

 1000 Spectrophotometer V3.7 (Thermo Fisher Scientific Wilmington, DE 19810 

USA). Os valores foram controlados pela razão de absorvância 260/280nm, indicativa do grau 

de pureza do DNA obtido, em que a absorvância a 280nm quantifica a presença de proteínas. 

Após cálculo das concentrações, foi estimada a quantidade de DNA a utilizar nas reacções de 

amplificação. 

 

 

3.9. Amplificação da região genómica LTR de HIV-1 e HIV-2 

 

Após a extracção de DNA e respectiva quantificação, foi realizada a amplificação pela técnica 

de nested PCR da região LTR de HIV-1 e HIV-2, tanto nas CMSP como nos MDM. 

Recorreu-se para a amplificação, ao sistema puReTaqTM Ready-To-Go PCR Beads 

(Amersham Biosciences, UK) com concentração de primers de 1,5µl. A partir do produto de 
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PCR do 1º round (primers externos) procedeu-se à amplificação de um fragmento utilizando 

primers internos. 

Para determinar se o genoma do vírus estava integrado no genoma celular procedeu-se a um 

primeiro PCR para amplificar a região cromossomal Alu e o LTR do vírus. Seguiu-se um 

segundo PCR em que a partir do produto do primeiro PCR se amplificou uma parte da região 

genómica LTR. 

As misturas e condições de amplificação encontram-se descritas nas tabelas 3.4 - 3.7. A 

quantidade de DNA adicionada na primeira reacção de amplificação foi de 10µl no caso das 

CMSP e 15µl nos MDM, enquanto na segunda reacção foram utilizados 3µl de produto 

amplificado. 
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Tabela 3.4 – Primers para amplificação por PCR do LTR do HIV-1. 

Primer Região 
Localização no genomaA 

(pb) 
Sequência 5’ - 3’ 

AluE Alu - tcc cag cta ctg ggg agg ctg agg 

1LTR1E LTR 516-540 agg caa gct tta ttg agg ctt aag c 

1LTR2I LTR 45-71 ctg tgg atc tac cac aca caa ggc tac 

1LTR3I LTR 411-436 gct gct tat atg tag cat ctg agg gc 

 
A- posição na sequência genómica completa do HIV-1 HXB2 (número de acesso: K03455) 

E- primer externo 

I- primer interno  

 

 

Tabela 3.5 – Condições de PCR usadas para HIV-1. 

Pares de 

primer 

Tamanho do 

fragmento 
Mistura de reacção Condições da reacção 

  1ºPCR  

Alu 

 

 

 

1LTR1 

- 

Primer F (10 µM) – 1,5µl 

Primer R (10 µM) – 1,5µl 

DNA – 10µl (CMSP) / 15µl (MDM) 

dH2O – 12 / 7µl 

1 ciclo 

94ºC, 10 min 

35 ciclos 

94ºC, 20 seg 

50ºC, 30 seg 

72ºC, 40 seg 

1 ciclo 

72ºC, 10 min 
  2º PCR  

1LTR2 

 

 

 

1LTR3 

391 

Primer F (10 µM) – 1,5µl 

Primer R (10 µM) – 1,5µl 

DNA – 3µl 

dH2O – 19µl 

1 ciclo 

94ºC, 10 min 

35 ciclos 

94ºC, 20 seg 

50ºC, 30 seg 

72ºC, 40 seg 

1 ciclo 

72ºC, 10 min 
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Tabela 3.6 – Primers para amplificação por PCR do LTR do HIV-2. 

Primer Região 
Localização no genomaA 

(pb) 
Sequência 5’ - 3’ 

AluE Alu - tcc cag cta ctg ggg agg ctg agg 

2LTR1E LTR 513-537 gcc tct ccg cag agc gac tga ata c 

2LTR2I LTR 75-100 cca gat tgg cag gat tac acc tca gg 

2LTR3I LTR 363-384 gcc atg tta gaa ggc ctc ttg c 

 
A- posição na sequência genómica completa do HIV-2 ALI (número de acesso: AF082339) 

E- primer externo 

I- primer interno  

 

 

Tabela 3.7 – Condições de PCR usadas para HIV-2. 

Pares de 

primer 

Tamanho do 

fragmento 
Mistura de reacção Condições da reacção 

  1ºPCR  

Alu 

 

 

 

2LTR1 

- 

Primer F (10 µM) – 1,5µl 

Primer R (10 µM) – 1,5µl 

DNA – 10µl (CMSP) / 15µl (MDM) 

dH2O – 12 / 7µl 

1 ciclo 

94ºC, 10 min 

35 ciclos 

94ºC, 20 seg 

64ºC, 30 seg 

72ºC, 40 seg 

1 ciclo 

72ºC, 10 min 

  2º PCR  

2LTR2 

 

 

 

2LTR3 

309 

Primer F (10 µM) – 1,5µl 

Primer R (10 µM) – 1,5µl 

DNA – 3µl 

dH2O – 19µl 

1 ciclo 

94ºC, 10 min 

35 ciclos 

94ºC, 20 seg 

63ºC, 30 seg 

72ºC, 40 seg 

1 ciclo 

72ºC, 10 min 
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Os produtos de PCR obtidos foram visualizados sob luz ultravioleta, após integração de 

brometo de etídio directamente no gel de agarose a 1%. O marcador molecular aplicado nos 

géis de agarose foi fX174 RF DNA/Hae III Fragments (Invitrogen, UK) no sentido de 

identificar a banda correspondente. 
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4. Resultados 

 

4.1. Detecção por PCR da mutação ∆32 no gene ccr5 

 

Para garantir que a produção de um novo stock viral é o mais semelhante possível aos stocks 

virais originais, é necessário propagar os vírus em estudo, numa população linfocitária que 

não seleccione sub-populações virais. Para tal procedeu-se à detecção, por PCR, da mutação 

∆32 no gene ccr5, com a finalidade de confirmar a inexistência desta mutação nas CMSP 

utilizadas, que pudesse ser directamente responsável pela selecção de uma sub-população 

viral não-CCR5. 

De forma a garantir o genótipo wild-type no gene ccr5, amplificou-se o DNA genómico das 

CMSP de dadores saudáveis pela reacção de PCR, conforme descrito anteriormente (6). 

A análise das amostras em estudo, depois de amplificadas, foi realizada por separação 

electroforética num gel de agarose a 2%, tendo-se verificado que nenhum dos dadores usados 

era homozigótico ou heterozigótico para esta delecção, dando, portanto, origem a uma única 

banda com 735 pb (wild-type ccr5/ccr5) (Figura 4.1). 
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Figura 4.1: Detecção por PCR da mutação ∆32 gene ccr5; A - marcador de pesos moleculares (fX174 

RF DNA/Hae III Fragments, Invitrogen); B- Observação dos produtos de PCR. Identificação das 

pistas: 1- marcador de peso molecular (ΦX174 RF DNA/Hae III Fragments, Invitrogen, UK); 2 a 5 – 

amostras de DNA genómico das CMSP; 6-controlo positivo; 7- controlo negativo. 
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4.2. Estudos de infecciosidade na linha celular GHOST 

 

4.2.1. Dados clínicos e imunológicos dos indivíduos estudados 

 

Através de um protocolo optimizado de co-cultura para HIV, efectuou-se a propagação do 

stock viral de 30 isolados HIV-1 e de 65 isolados HIV-2. Foi efectuada a caracterização destes 

95 isolados, com base na análise da capacidade de utilização de co-receptores, usando linhas 

celulares GHOST que expressam o receptor CD4 e um dos co-receptores, CCR5, CXCR4 ou 

CCR8. 

A monitorização das infecções foi determinada por análise dos resultados da quantificação de 

antigénio p24, nos sobrenadantes das culturas. 

Na realização deste ensaio tentou-se estabelecer uma correlação entre o perfil de utilização 

dos co-receptores e os dados imunológicos e clínicos dos respectivos indivíduos infectados. 

 

A maioria dos indivíduos infectados por HIV-2 incluídos neste trabalho era sintomática 

(72,3%; 47/65). A contagem de linfócitos T CD4+ variou entre 50 e 964 com uma média de 

338 linfócitos T CD4+/µl de sangue periférico: 40,4% (19/47) dos indivíduos infectados, 

sintomáticos, tinham contagem de T CD4+ abaixo dos 200 e 31,9% (15/47) tinham carga 

viral, no plasma, acima das 500 cópias de RNA/ml. Relativamente aos indivíduos 

assintomáticos, 88,9% (16/18) tinham contagem de T CD4+ acima ou igual a 200 e 77,8% 

(14/18) tinham carga viral no plasma abaixo das 500 cópias de RNA/ml (Figura 4.2 e Figura 

4.3). 
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Figura 4.2: Percentagem de indivíduos infectados por HIV-2, sintomáticos e 

assintomáticos, com valores de contagem de células T CD4+ inferior ou 

superior a 200/µl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3: Percentagem de indivíduos infectados por HIV-2, sintomáticos e 

assintomáticos, com níveis de carga viral inferior ou superior a 500 cópias de 

RNA/ml. 
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No grupo infectado por HIV-1, 73,3% (22/30) dos indivíduos infectados eram sintomáticos; o 

intervalo de contagem de células T CD4+ encontra-se entre 106-1455 (média de 455). Nos 

indivíduos sintomáticos, a contagem de células T CD4+ abaixo de 200 é de 27,3% (6/22) e o 

número de cópias de RNA/ml de plasma acima ou igual a 500 foi verificado em 91% dos 

indivíduos (20/22) incluídos no estudo. No grupo de indivíduos assintomáticos, 100% (8/8) 

tinham contagem de T CD4+ acima de 200 e 62,5% (5/8) tinham carga viral no plasma abaixo 

das 500 cópias de RNA/ml (Figura 4.4 e Figura 4.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4: Percentagem de indivíduos infectados por HIV-1, sintomáticos e 

assintomáticos, com valores de contagem de células T CD4+ inferior ou 

superior a 200/µl. 
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Figura 4.5: Percentagem de indivíduos infectados por HIV-1, sintomáticos e 

assintomáticos, com níveis de carga viral inferior ou superior a 500 cópias de 

RNA/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Carga viral
%

 in
di

ví
du

os

Sintomático Assintomático

0

20

40

60

80

100
<500 >500 SD



 Resultados 

 
Marta Calado  69 

4.2.2. Utilização dos co-receptores CCR5, CXCR4 e CCR8 por isolados primários de 

HIV-2 

 

Embora tenham sido descritos isolados primários de HIV-2 que utilizam uma vasta gama de 

co-receptores, a frequência com a qual estes co-receptores são utilizados não tem sido 

conclusivamente determinada, principalmente porque a maioria dos estudos desenvolvidos 

têm sido baseados em cohorts pequenos.  

 

Neste estudo analisou-se um total de 65 isolados primários HIV-2 obtidos de indivíduos em 

diferentes estadios da doença, com diferentes contagens de células T CD4+ e níveis de carga 

viral. Pretendeu-se verificar a sua capacidade de infectar células GHOST-CD4 que expressam 

individualmente os co-receptores CCR5, CXCR4 e CCR8. A utilização destes co-receptores 

in vitro foi analisada pela capacidade de infectar produtivamente células GHOST que 

expressam os co-receptores, quantificando a produção viral pelo nível de Ag p24. O biotipo 

de cada isolado foi atribuído de acordo com perfil de utilização dos diferentes co-receptores. 

 

Os resultados mostram que 62 dos 65 isolados HIV-2 são capazes de usar o CCR5 (95,4%) 

enquanto o CXCR4 mediou a infecção de 31 das 65 estirpes (47,7%). Além disso, 17 isolados 

de HIV-2 são capazes de utilizar o CCR8 como co-receptor (26,2%). 

 

Devido ao grande número de isolados testados, e à heterogeneidade do grupo, analisou-se a 

correlação entre o uso de um determinado co-receptor, o estadio clínico do indivíduo 

infectado e a contagem de células T CD4+.  
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Pretendeu-se abordar duas questões centrais: se o uso do CCR5 é observado principalmente 

em indivíduos com contagem de células T CD4+ acima de 200 células/ml e carga viral baixa, 

e se a aquisição da capacidade de utilizar o CXCR4 pode estar relacionada com uma 

imunodeficiência mais grave (definida por contagens de células T CD4+ abaixo de 200 

células/ml) e com níveis de virémia mais elevados (acima de 500 cópias de RNA/ml).  

A análise estatística dos dados apresentados na Tabela 4.2 indica que o uso diferencial de 

CCR5, CXCR4 ou CCR8 por isolados de HIV-2 não é correlacionado (P> 0,05) com o 

estadio clínico ou com os dados imunológicos/virológicos dos indivíduos infectados. Os 

valores de P obtidos foram: P = 0,522 (contagem de linfócitos T CD4 versus utilização de 

CCR5), P = 0,149 (contagem de linfócitos T CD4 versus utilização de CXCR4), P = 0,289 

(contagem de linfócitos T CD4 versus utilização de CCR8), P = 0,912 (carga viral versus 

utilização de CCR5), P = 0,056 (carga viral versus utilização de CXCR4) e P = 0,057 (carga 

viral versus utilização de CCR8). 

 

A partir dos nossos resultados foi possível verificar que apenas três dos 65 isolados HIV-2 

testados (4,6%) apresentam um fenótipo X4 (uso exclusivo do CXCR4), em contraste com 

46,2% (30/65) das estirpes que usam apenas o co-receptor CCR5 (fenótipo R5) (Figura 4.6). 

Isto é especialmente notável, considerando que 47 das 65 (72,3%) estirpes de HIV-2 testadas 

foram obtidas de indivíduos sintomáticos (Tabela 3.3 e Tabela 4.1). Além disso, o fenótipo 

R5 foi observado independentemente da contagem de células T CD4+ e/ou carga viral 

plasmática. 
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Co-receptores

R5 X4 R5X4 R5R8

R5X4R8

46,2%

4,6%

23,1%

6,1%

20,0%

 

 
Figura 4.6: Percentagem de utilização dos co-receptores CCR5, CXCR4 e/ou 

CCR8 por isolados de HIV-2. 
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Tabela 4.1: Caracterização dos isolados primários de HIV-2, utilizando células GHOST que expressam CD4 e CCR5, CXCR4 ou CCR8. 

Isolado Estadio 
clínicoa 

Contagem linfócitos T 
CD4+/µl 

Carga Viral 
Co-receptoresb 

Biotipo 
CCR5 CXCR4 CCR8 

ALI Sintomático 491 SD +++ - - R5 
UCFL2001 Sintomático 230 <500 +++ - - R5 
UCFL2003 Sintomático 145 2373 + +++ +++ R5X4R8 
UCFL2004 Sintomático 442 1418 + + - R5X4 
UCFL2005 Sintomático 365 <500 + + + R5X4R8 
UCFL2006 Assintomático 562 <500 + + + R5X4R8 
UCFL2007 Assintomático 331 <500 + - + R5R8 
UCFL2008 Sintomático 52 2285 +++ +++ +++ R5X4R8 
UCFL2009 Sintomático 527 <500 + + - R5X4 
UCFL2010 Assintomático 456 <500 ++ - - R5 
UCFL2012 Sintomático 375 1268 +++ - - R5 
UCFL2013 Sintomático 500 816 + - - R5 
UCFL2014 Sintomático 213 <500 ++ - - R5 
UCFL2015 Sintomático 220 <500 + + - R5X4 
UCFL2016 Sintomático 213 <500 + - - R5 
UCFL2017 Sintomático 50 23454 ++ ++ ++ R5X4R8 
UCFL2018 Sintomático 392 <500 +++ ++ +++ R5X4R8 
UCFL2019 Sintomático 258 1870 ++ - - R5 
UCFL2020 Sintomático 358 <500 + + - R5X4 
UCFL2022 Sintomático 578 <500 + + - R5X4 
UCFL2023 Sintomático 70 <500 ++ - - R5 
UCFL2024 Assintomático 683 <500 + - - R5 
UCFL2026 Assintomático 921 <500 +++ - - R5 
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UCFL2027 Assintomático 730 <500 ++ - - R5 
UCFL2028 Assintomático 760 <500 +++ - - R5 
UCFL2029 Sintomático 230 3454 + + + R5X4R8 
UCFL2030 Sintomático 346 <500 ++ - - R5 
UCFL2031 Sintomático 92 <500 +++ - - R5 
UCFL2032 Sintomático 106 1072 - + - X4 
UCFL2033 Sintomático 139 >100000 ++ - - R5 
UCFL2034 Assintomático 432 9470 ++ - - R5 
UCFL2035 Sintomático 292 6431 +++ ++ - R5X4 
UCFL2036 Sintomático 195 <500 +++ - - R5 
UCFL2037 Sintomático 419 <500 +++ - + R5R8 
UCFL2038 Sintomático 318 <500 +++ - - R5 
UCFL2039 Sintomático 384 <500 + + - R5X4 
UCFL2040 Sintomático 91 <500 + - - R5 
UCFL2041 Sintomático 184 <500 ++ - - R5 
UCFL2042 Assintomático 413 <500 + + - R5X4 
UCFL2043 Sintomático 324 <500 + - + R5R8 
UCFL2045 Assintomático 267 1947 +++ - - R5 
UCFL2046 Assintomático 130 <500 +++ - - R5 
UCFL2048 Sintomático 59 1698 + - ++ R5R8 
UCFL2049 Sintomático 84 <500 - + - X4 
UCFL2050 Assintomático 697 <500 +++ - - R5 
UCFL2051 Assintomático 605 <500 +++ ++ +++ R5X4R8 
UCFL2053 Sintomático 259 <500 +++ - - R5 
UCFL2054 Assintomático 801 <500 + + - R5X4 
UCFL2055 Sintomático 127 13883 + + + R5X4R8 
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UCFL2056 Sintomático 230 831 + + + R5X4R8 
UCFL2057 Sintomático 219 <500 +++ - - R5 
UCFL2058 Sintomático 224 <500 ++ - - R5 
UCFL2059 Assintomático 197 <500 +++ +++ - R5X4 
UCFL2060 Assintomático 896 SD +++ +++ - R5X4 
UCFL2061 Assintomático 964 SD +++ + - R5X4 
UCFL2062 Assintomático 554 <500 + - - R5 
UCFL2063 Sintomático 304 <500 + - - R5 
UCFL2064 Sintomático 144 >100000 + ++ - R5X4 
UCFL2065 Sintomático 263 SD + + + R5X4R8 
UCFL2066 Sintomático 126 SD + + - R5X4 
UCFL2067 Sintomático 186 SD +++ + +++ R5X4R8 
UCFL2068 Sintomático 96 SD - + - X4 
UCFL2069 Sintomático 485 SD + - - R5 
UCFL2070 Sintomático 108 SD +++ ++ - R5X4 
UCFL2071 Sintomático 74 SD + + + R5X4R8 

 

a Estadio clínico de acordo com a classificação do CDC (CDC, 1992); Assintomático = estadio clínico A; Sintomático = estádio clínico B ou C.  
b A replicação viral foi detectada pela presença de Ag p24 no sobrenadante das culturas. 

Vírus com valores de antigénio: (-) O.D. <0,300; (+) 0,290 < O.D.<1,500; (++) 1,500 < O.D.< 2,500; (+++) O.D. > 2,500. 
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4.2.3. Utilização dos co-receptores por isolados primários de HIV-2 obtidos de 

amostras sequenciais 

 

Um dos objectivos deste trabalho foi o estudo da dinâmica evolutiva da utilização dos co-

receptores durante a progressão da doença. Assim, para averiguar se as variantes X4 surgem 

como consequência da diminuição da capacidade da resposta imunológica e, por isso, 

predominarem nas fases sintomáticas de infecção, analisou-se a evolução do uso do co-

receptor de vários indivíduos infectados a partir dos quais conseguimos obter amostras de 

sangue sequenciais.  

Foi estudado um total de 20 vírus sequenciais isolados de nove indivíduos diferentes, 

incluindo quatro que eram assintomáticos no início do seguimento. O tempo decorrido entre 

as amostras consecutivas variou de 30 a 246 semanas (média: 76 semanas).  

 

Os resultados (Tabela 4.2) revelam que apenas um indivíduo evoluiu do estadio clínico 

assintomático ao estadio clínico sintomático (indivíduo #5). A diminuição da contagem das 

células T CD4+ foi observada em seis dos nove indivíduos. Todos os isolados iniciais obtidos 

a partir das primeiras amostras eram R5 excepto as dos indivíduos #2 (R5X4R8), #6 (R5R8) e 

#8 (R5R8). Curiosamente, os isolados #2 e #6 perderam a capacidade de utilizar os co-

receptores CXCR4 e/ou CCR8 nas amostras obtidas após 90 e 73 semanas, respectivamente. 

Já o isolado viral do indivíduo #8 perdeu a capacidade de utilizar o co-receptor CCR5 e CCR8 

na amostra obtida 32 semanas após a primeira colheita.  

 

Embora o número de amostras tenha sido pequeno para ser feita uma análise consistente, 

podemos ainda assim, concluir que, neste grupo, não há correlação entre a diminuição da 

contagem de células T CD4+ e a aquisição de utilização de CXCR4 ou CCR8 (P> 0,05). 
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Apesar desta discordância entre biotipo viral e estado imunológico, é de salientar a dinâmica 

evolutiva do biotipo viral, observada nos isolados obtidos do indivíduo #5 (UCFL2034, 

UCFL2035 e UCFL2036). Este paciente foi o único que apresentou uma evolução clínica 

durante o período de acompanhamento, de estadio clínico assintomático para sintomático e 

virologicamente mudou de R5 (UCFL2034) para R5X4 (UCFL2035) voltando novamente a 

R5 (UCFL2036). Esta evolução de coreceptor foi concomitante com uma diminuição em 

ambos os casos da carga viral e da contagem das células T CD4+. Curiosamente, após o 

isolamento de UCFL2035, o indivíduo iniciou a terapia anti-retroviral com inibidores de 

protease e dois análogos de nucleosídeos inibidores da transcriptase reversa. 

Também foi notável a evolução do biótipo viral observado nos indivíduos #2, #6 e #8. Em 

todos eles, as variantes CCR8 parecem ter sido suprimidas da população viral predominante 

no sangue periférico. Embora qualquer hipótese sobre as razões subjacentes a esta evolução 

precise de ser mais testada, esta observação pode sugerir que estas variantes podem ter 

desvantagens intrínsecas, talvez uma menor capacidade replicativa ou uma susceptibilidade 

aumentada à resposta imunológica. 
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Tabela 4.2: Dados das amostras sequenciais de isolados de HIV-2 obtidas de indivíduos seguidos ao longo do tempo. 

Indivíduos Vírus Período de tempo entre 
amostras (semanas)a Estadio clínicob Contagem 

linfócitos T CD4/µl 
Cópias de RNA 

viral/ml 
Co-receptoresc 

CCR5 CXCR4 CCR8 

Indivíduo #1 
UCFL2013  S 500 816 + - - 

UCFL2014 52 S 213 <500 ++ - - 

UCFL2015 41 S 220 <500 + + - 

Indivíduo #2 
UCFL2018  S 392 <500 +++ ++ +++ 

UCFL2019 90 S 258 1870 ++ - - 

Indivíduo #3 
UCFL2027  A 730 <500 ++ - - 

UCFL2028 61 A 760 <500 +++ - - 

Indivíduo #4 
UCFL2030  S 346 <500 ++ - - 

UCFL2031 246 S 92 <500 ++ - - 

Indivíduo #5 

UCFL2034  A 432 9470 ++ - - 

UCFL2035 57 S 292 6431 +++ ++ - 

UCFL2036 30 S 195 <500 +++ - - 

Indivíduo #6 
UCFL2037  S 419 <500 +++ - + 

UCFL2038 73 S 318 <500 +++ - - 

Indivíduo #7 
UCFL2045  A 267 1947 +++ - - 

UCFL2046 79 A 130 <500 +++ - - 

Indivíduo #8 
UCFL2048  S 59 1698 + - ++ 

UCFL2049 32 S 84 <500 - + - 

Indivíduo #9 UCFL2050  A 697 <500 +++ - - 

UCFL2051 78 A 605 <500 +++ ++ +++ 
a Período de tempo decorrido entre as colheita do mesmo indivíduo. b Estadio clínico de acordo com a classificação do CDC (CDC, 1992); Assintomático = 

estadio clínico A; Sintomático = estádio clínico B ou C. c A replicação viral foi detectada pela presença de Ag p24 no sobrenadante das culturas. 
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4.2.4. Utilização dos co-receptores CCR5, CXCR4 e CCR8 por isolados primários de 

HIV-1 

 

Na infecção por HIV-1, o aparecimento de variantes capazes de usar outros co-receptores para 

além do CCR5 e CXCR4, tem sido referida ocasionalmente, e com muito menos frequência 

do que no HIV-2 (23, 33, 105). 

 

Com o objectivo de averiguar qual o perfil de utilização dos co-receptores por parte dos HIV-

1 e, assim, permitir uma comparação com o cohort de vírus HIV-2, estudou-se a contribuição 

do CCR5, CXCR4 e CCR8, como co-receptores para diversos isolados HIV-1. O principal 

interesse foi o de determinar a frequência com que o CCR8 era usado como co-receptor viral.  

Com este objectivo foram analisadas 30 isolados primários do HIV-1 de indivíduos em 

diferentes estadios clínicos e com contagens de células T CD4+ e níveis de carga viral 

distintos (Tabelas 3.3 e 4.3).  

 

Os resultados, resumidos na Tabela 4.3 e analisados segundo os mesmos critérios 

mencionados para a Tabela 4.1, revelam que, como no grupo HIV-2, o CCR5 e o CXCR4 são 

os principais co-receptores usados pelo HIV-1: 93,4% e 83,3% dos isolados foram capazes de 

infectar produtivamente células que expressam o CCR5 e CXCR4, respectivamente (Figura 

4.7).  
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Figura 4.7: Percentagem de utilização dos co-receptores CCR5, CXCR4 e/ou 

CCR8 por isolados de HIV-1. 

 

 

No entanto, inesperadamente, mas com significância estatística, verificou-se que o CCR8 era 

usado como co-receptor por 17 dos 30 isolados testados (56,6%) (Figura 4.6), mais 

frequentemente do que no grupo HIV-2 (26,1%, P <0,001) (Figura 4.5).  

Como já foi observado nos isolados de HIV-2, o uso deste co-receptor alternativo foi 

observado independentemente do estadio clínico, carga viral ou contagem de células T CD4+.  

Em relação ao uso do CXCR4 pelo HIV-1 e HIV-2, é de salientar que a capacidade de 

infectar células que expressam CXCR4 foi mais frequente em isolados de HIV-1 (83,3%) 

(Figura 4.6) do que em isolados HIV-2 (47,7%, P <0,001) (Figura 4.5). 
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Tabela 4.3: Caracterização dos isolados primários de HIV-1, utilizando células GHOST que expressam CD4 e CCR5, CXCR4 ou CCR8. 

Isolado Estadio 
clínicoa 

Contagem linfócitos T 
CD4+/ µl 

Carga viral 
Co-receptoresb 

Biótipo 
CCR5 CXCR4 CCR8 

UCFL1001 Sintomático 561 10513 - + - X4 
UCFL1002 Sintomático 348 19568 +++ +++ ++ R5X4R8 
UCFL1003 Sintomático 249 112010 +++ ++ - R5X4 
UCFL1005 Assintomático 1003 <500 + + - R5X4 
UCFL1004 Assintomático 1125 <500 +++ ++ - R5X4 
UCFL1006 Sintomático 227 280738 ++ +++ + R5X4R8 
UCFL1007 Sintomático 106 75639 +++ ++ ++ R5X4R8 
UCFL1008 Sintomático 238 172720 +++ - ++ R5R8 
UCFL1009 Sintomático 409 2742788 + ++ + R5X4R8 
UCFL1010 Sintomático 274 SD +++ ++ - R5X4 
UCFL1011 Sintomático 1428 1595 ++ +++ + R5X4R8 
UCFL1013 Assintomático 446 1876150 ++ - ++ R5R8 
UCFL1014 Sintomático 305 67508 ++ + - R5X4 
UCFL1015 Sintomático 259 120345 +++ +++ +++ R5X4R8 
UCFL1016 Assintomático 453 6521 +++ +++ +++ R5X4R8 
UCFL1017 Assintomático 563 281934 ++ - - R5 
UCFL1018 Sintomático 451 192969 + + + R5X4R8 
UCFL1019 Sintomático 125 5765 - + + X4R8 
UCFL1020 Sintomático 118 164230 ++ + ++ R5X4R8 
UCFL1021 Assintomático 1076 <500 ++ ++ ++ R5X4R8 
UCFL1022 Sintomático 394 246641 +++ ++ ++ R5X4R8 
UCFL1023 Assintomático 349 <500 + + - R5X4 
UCFL1024 Sintomático 187 387659 ++ + ++ R5X4R8 
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UCFL1025 Assintomático 578 <500 ++ - - R5 
UCFL1026 Sintomático 278 178364 +++ + - R5X4 
UCFL1027 Sintomático 451 70557 +++ +++ +++ R5X4R8 
UCFL1028 Sintomático 218 237482 +++ + - R5X4 
UCFL1029 Sintomático 1455 <500 +++ + - R5X4 
UCFL1030 Sintomático 183 56457 +++ - + R5R8 
UCFL1031 Sintomático 123 387237 ++ ++ - R5X4 
 
a Estadio clínico de acordo com a classificação do CDC (CDC, 1992); Assintomático = estadio clínico A; Sintomático = estádio clínico B ou C.  
b A replicação viral foi detectada pela presença de Ag p24 no sobrenadante das culturas. 

Vírus com valores de antigénio: (-) O.D. <0,300; (+) 0,290 < O.D.<1,500; (++) 1,500 < O.D.< 2,500; (+++) O.D. > 2,500. 
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4.3. Estudos de infecciosidade em macrófagos derivados de monócitos (MDM) 

 

4.3.1. Dados clínicos e imunológicos dos indivíduos estudados 

 

Após ter sido determinado o biotipo dos diversos HIV-1 e HIV-2 em estudo, seleccionou-se 

um grupo de cinco isolados primários de HIV-1 e cinco isolados primários de HIV-2 para 

determinar o tropismo destes para MDM. Foi ainda incluindo o HIV-1 Ba-L como controlo de 

infecção, por ser um vírus com tropismo para monócitos/macrófagos (vírus monocitotrópicos 

– TM). Os isolados escolhidos tiveram como critério de selecção o diferente perfil de 

utilização de co-receptores (Tabela 4.4 e 4.5). 

 

 

Tabela 4.4 – Caracterização clínica, imunológica e virológica dos indivíduos infectados por 

HIV-1, seleccionados para analisar a capacidade de infecção dos MDM e CMSP. 
 

Isolado Estadio Clínico 
Contagem 

linfócitos T CD4+ 
Carga viral Biotipo 

UCFL1006 Sintomático 227 280738 R5X4R8 

UCFL1018 Sintomático 451 192969 R5X4R8 

UCFL1026 Sintomático 278 178364 R5X4 

UCFL1027 Sintomático 451 70557 R5X4R8 

UCFL1029 Sintomático 1455 <500 R5X4 

Ba-L Sintomático - - R5 
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Tabela 4.5 – Caracterização clínica, imunológica e virológica dos indivíduos infectados por 

HIV-2, seleccionados para analisar a capacidade de infecção dos MDM e CMSP. 
 

Isolado Estadio Clínico 
Contagem 

linfócitos T CD4+ 
Carga viral Biotipo 

UCFL2004 Sintomático 442 1418 R5X4 

UCFL2007 Assintomático 331 <500 R5R8 

UCFL2037 Sintomático 419 <500 R5R8 

UCFL2043 Sintomático 324 <500 R5R8 

UCFL2050 Assintomático 697 <500 R5 

 

 

A monitorização das infecções foi determinada por quantificação da actividade da RT nos 

sobrenadantes de cultura das infecções em MDM e CMSP. 

 

 

4.3.2. Tropismo do HIV-1 para MDM 

 

Para caracterizar o tropismo dos MDM por HIV-1 utilizaram-se sobrenadantes virais para 

infectar MDM e CMSP, tendo a infecção nestas últimas células sido utilizada como controlo 

da infecção. 

 

Na infecção de CMSP por HIV-1, os resultados obtidos foram diferentes para os vários 

isolados: o UCFL1026 e o UCFL1029 demonstraram actividade da RT a partir do dia seis 

(435 pg/ml e 115 pg/ml de actividade da RT, respectivamente), que se manteve até ao dia 
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nove (414 pg/ml e 121 pg/ml de actividade da RT, respectivamente), tendo diminuído nos 

dias posteriores. Como se pode verificar o UCFL1029 foi menos eficiente na infecção de 

CMSP em comparação com o UCFL1026.  

Relativamente aos isolados UCFL1006, UCFL1018 e UCFL1027 não se detectou actividade 

da RT durante os 18 dias de infecção, ou seja não houve infecção produtiva por parte destes 

vírus. 

A infecção com HIV-1 Ba-L foi a mais produtiva, com aumento de actividade da RT até ao 

dia 6 (1227 pg/ml de actividade de RT), tendo diminuído nos dias posteriores.  

 

Em relação às infecções em MDM por HIV-1, constatamos que não houve produção viral 

durante os 18 dias de cultura. Isto sucedeu igualmente para o isolado Ba-L apesar de este ser 

um vírus monocitotrópico.  

 

É de salientar que após cada ponto de amostragem lavaram-se as células de modo que apenas 

os vírus recém produzidos fossem quantificados em cada amostragem. 

 

 

4.3.3. Tropismo do HIV-2 para MDM 

 

No grupo dos HIV-2 os resultados da infecção em CMSP foram semelhantes aos observados 

para o HIV-1. Os isolados UCFL2004, UCFL2037 e UCFL2007 demonstraram actividade de 

RT a partir do dia seis (474 pg/ml, 191 pg/ml e 302 pg/ml de actividade da RT, 

respectivamente), que se manteve até ao dia nove (370 pg/ml, 229 pg/ml e 446 pg/ml da 

actividade de RT, respectivamente), tendo diminuído nos dias posteriores.  
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Em relação ao isolado UCFL2050 foi possível quantificar a actividade da RT ao dia seis, no 

entanto esta infecção foi muito menos eficiente em comparação com os isolados anteriores 

(18 pg/ml de actividade da RT) tendo aumentado ligeiramente entre o dia seis e nove para 43 

pg/ml de actividade da RT. Nos dias posteriores deixou de se detectar produção de vírus nas 

CMSP. 

Excepcionalmente, só foi possível detectar a presença de vírus no sobrenadante das CMSP 

infectadas com o isolado UCFL2043 a partir do dia nove, com 138 pg/ml de actividade da 

RT, havendo um decréscimo nos dias seguintes. 

 

Os ensaios para determinar o tropismo dos isolados de HIV-2 para MDM tiveram resultados 

iguais aos do HIV-1. Não foi detectada produção viral durante os 18 dias de cultura.  

 

Tal como para os ensaios de infecciosidade com HIV-1, após cada ponto de amostragem 

lavaram-se as células de modo que apenas os vírus recém produzidos fossem quantificados 

em cada amostragem. 

 

 

4.3.4. Amplificação da região genómica LTR 

 

Em 2004, Stremlau e colaboradores (178), identificaram uma proteína, a TRIM 5α que actua 

como factor de restrição da replicação do HIV-1, resultando numa infecção abortiva antes da 

conclusão da transcrição reversa. Vários autores têm também reportado restrições pré- e pós-

transcrição reversa de alguns HIV-1 R5 em monócitos/macrófagos (155).  
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Procurou-se, então, determinar se a entrada e os eventos de replicação precoce, tais como a 

transcrição reversa e a integração do DNA proviral, ocorrem de forma eficiente nos MDM. 

Para tal, amplificou-se por Nested-PCR a região genómica LTR usando primers específicos, 

com o objectivo de detectar se houve integração do DNA do vírus no genoma da célula.  

O PCR Alu-LTR compreendeu um primeiro PCR no qual se amplificou a sequência de DNA 

entre o LTR do HIV-1 e HIV-2 e o elemento cromossomal Alu. Os elementos Alu têm cerca 

de 300 pb e estão intercalados ao longo do genoma humano, estimando-se que cerca de 10,7% 

do genoma humano consiste em sequências Alu. O segundo PCR consistiu na amplificação da 

região LTR de maneira a aumentar a especificidade de detecção. Desta forma, não só se 

detecta a presença da região LTR, como é assegurada que essa região (e portanto o resto do 

genoma proviral) se encontra integrada no DNA celular. 

Os produtos de PCR obtidos foram visualizados sob luz ultravioleta, após integração de 

brometo de etídio directamente no gel de agarose a 1%. O marcador molecular aplicado nos 

géis de agarose foi ΦX174 RF DNA/Hae III Fragments (Invitrogen, UK) no sentido de 

identificar a banda correspondente ao fragmento amplificado pretendido. O tamanho do 

fragmento amplificado para o HIV-1 é de 391 pb e para o HIV-2 é de 309 pb. 
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4.3.4.1. Amplificação do LTR do HIV-1 em CMSP e MDM 

 

Como se pode verificar na Figura 4.8, referente às amostras dos ensaios de infecciosidade em 

CMSP, todos os vírus de HIV-1 integraram o genoma proviral no DNA da célula hospedeira 

com sucesso, tal como era esperado, uma vez que em todos eles foi possível detectar a 

presença de partículas virais no sobrenadante das culturas infectadas. 

 
 

 

Figura 4.8 – Fotografia do gel de agarose a 1% resultante da amplificação dos produtos de 

PCR, do fragmento com 391 pb da região LTR, das amostras de DNA proviral extraído de 

CMSP infectadas por isolados de HIV-1. 1- Marcador de peso molecular (fX174 RF 

DNA/Hae III Fragments, Invitrogen), 2- UCFL1006, 3- UCFL1018, 4- UCFL1026, 5- 

UCFL1027, 6-UCFL1029, 7- Ba-L (controlo positivo), 8- controlo negativo. 

 

 

Foi, igualmente, possível constatar que, nos macrófagos infectados com HIV-1, também 

houve integração do DNA proviral no genoma celular. Somente o isolado primário 

2 3 4 5 6 7 8 1 

391 pb 
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UCFL1018 não integrou o genoma dos macrófagos, apesar de ser proveniente de um 

indivíduo com 451 linfócitos T CD4+/ µl e com biotipo R5X4R8 (Figura 4.9).  

Relativamente ao isolado UCFL1027, com biotipo R5X4R8, apesar de ter havido 

amplificação, a banda referente ao fragmento amplificado é muito ténue.  

É ainda de salientar que a banda relativa à amplificação da amostra correspondente ao isolado 

Ba-L é a mais intensa, o que pode sugerir que terá havido um maior número de MDM a serem 

infectados por este vírus, em concordância com o seu fenótipo monocitotrópico. O mesmo se 

pode verificar para o isolado UCFL1026, com biotipo R5X4 e uma contagem de 278 células 

T CD4+/µl. 

 
 

 

Figura 4.9 – Fotografia do gel de agarose a 1% resultante da amplificação dos produtos de 

PCR, do fragmento com 391 pb da região LTR, das amostras de DNA proviral extraído de 

MDM infectados por isolados de HIV-1. 1- Marcador de peso molecular (fX174 RF 

DNA/Hae III Fragments, Invitrogen), 2- UCFL1006, 3- UCFL1018, 4- UCFL1026, 5- 

UCFL1027, 6-UCFL1029, 7- Ba-L (controlo positivo), 8- controlo negativo. 

 

 

391 pb 

1 2 3 8 7 6 5 4 



 Resultados 

 
Marta Calado 89 

4.3.4.2. Amplificação do LTR do HIV-2 em CMSP e MDM 

 

Tal como se demonstrou para o HIV-1, também todos os isolados de HIV-2 conseguiram, 

pelo menos, integrar o DNA viral no genoma das CMSP, apesar de não se ter detectado a 

presença de partículas virais no sobrenadante das culturas infectadas. Na Figura 4.10 é 

possível visualizar as bandas correspondentes à amplificação da região genómica LRT para 

todos os isolados primários de HIV-2 

 
 

 

Figura 4.10 – Fotografia do gel de agarose a 1% resultante da amplificação dos produtos de 

PCR, do fragmento com 309 pb da região LTR, das amostras de DNA proviral extraído de 

CMSP infectadas por isolados de HIV-2. 1- Marcador de peso molecular (fX174 RF 

DNA/Hae III Fragments, Invitrogen), 2- UCFL2004, 3- UCFL2007, 4- UCFL2037, 5- 

UCFL2043, 6-UCFL2050, 7- Controlo negativo. 
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O fragmento de 309 pb, compreendido entre o início e o fim da região U3 do LTR, foi 

amplificado com sucesso em todas as amostras de HIV-2, como se pode observar na Figura 

4.11.  

 
 

 

Figura 4.11 – Fotografia do gel de agarose a 1% resultante da amplificação dos produtos de 

PCR, do fragmento com 309 pb da região LTR, das amostras de DNA proviral extraído de 

MDM infectados por isolados de HIV-2. 1- Marcador de peso molecular (fX174 RF 

DNA/Hae III Fragments, Invitrogen), 2- UCFL2004, 3- UCFL2007, 4- UCFL2037, 5- 

UCFL2043, 6-UCFL2050, 7- Controlo negativo. 

 

 

Os resultados obtidos indicam-nos que apesar de não se ter detectado a presença de partículas 

virais no sobrenadante das culturas infectadas tanto em CMSP como em MDM, infectados 

por HIV-1 e HIV-2, existe pelo menos a integração do DNA proviral no genoma das células 

hospedeiras.  
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5.  Discussão e Conclusões 

 

A infecção por HIV, in vitro, pode ser mediada por uma vasta gama de diferentes receptores 

de quimiocinas pertencentes ao grupo dos receptores de sinalização intracelular acoplados a 

proteínas G (GTP-binding), com sete domínios transmembranares ligados por três ansas 

intracitoplasmáticas e três ansas extracitoplasmáticas.  

 

Actualmente, conhecem-se 23 receptores de quimiocinas, ou moléculas estruturalmente 

relacionadas, que funcionam como receptores para a entrada do HIV-1, HIV-2 e SIV in vitro. 

No entanto, apesar da utilização relativamente promíscua desses co-receptores in vitro por 

algumas estirpes de HIV-1 e, principalmente, de HIV-2 (19, 20, 89, 116, 120), a maioria dos 

estudos sobre a utilização dos co-receptores por isolados de HIV têm sido focados nos dois 

principais receptores de quimiocinas: o CCR5 e o CXCR4. Assim existem poucos dados 

disponíveis sobre o uso CCR8 (ou outros co-receptores) por isolados primários de HIV-1 e 

HIV-2.  

 

O papel dos co-receptores alternativos, além do CCR5 e CXCR4, na infecção por HIV-1 é 

considerado como sendo de importância reduzida in vitro e provavelmente in vivo (204). 

Devido a isso, somente o CCR5 e o CXCR4 têm sido considerados como alvos potenciais de 

intervenção terapêutica. 

No entanto, têm sido relatadas algumas excepções (38, 32, 53, 57, 137, 162, 199, 201), 

revelando que determinados isolados podem explorar co-receptores alternativos in vitro, 

permanecendo no entanto por esclarecer se esses co-receptores são utilizados por HIV-1 in 

vivo (205).  
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O mesmo acontece para as infecções por HIV-2, onde uma utilização mais promíscua dos 

receptores de quimiocinas como co-receptores tem sido amplamente referida in vitro (20, 89, 

116). Para além disso, a existência de isolados primários com perfil atípico de uso de co-

receptor (7, 170, 206), sugere que, no HIV-2, a capacidade de utilizar outros co-receptores 

para além do CCR5 e CXCR4 deve ser ainda mais comum. 

 

Neste trabalho, analisámos o papel do receptor de quimiocina CCR8 como co-receptor para 

isolados primários de HIV-1 e HIV-2. O CCR8, anteriormente conhecido como TER1, 

ChemR1 e CKR-L1, é o receptor para a quimiocina CCL1/I-309 (149, 186). Para além disso, 

três moléculas de origem viral interagem, igualmente, com o CCR8: vMIP-I e vMIP-II 

(codificados pelo HHV-8) e o vMCC-I codificado pelo poxvírus Molluscum contagiosum 

(46). A lógica subjacente à inclusão do co-receptor alternativo CCR8, como mediador da 

infecção pelo HIV-2 e HIV-1, deriva da sua distribuição celular e tecidual deste receptor de 

quimiocinas in vivo, que inclui alguns dos principais alvos celulares da infecção por HIV. A 

expressão do CCR8 foi detectada nomeadamente em monócitos, timócitos e linfócitos T no 

sangue periférico, onde é particularmente evidente a sua expressão na sub-população de 

linfócitos T-helper do tipo 2 (Th2) (46, 47, 186, 208); este receptor de quimiocinas pode 

também ser detectado nas células da microglia do SNC (89). 

 

A utilização do CCR8 por determinadas estirpes de HIV foi anteriormente descrita por 

diversos autores (86, 109, 151, 162, 165, 199). A maioria destes grupos utilizaram variantes 

virais adaptadas a linhas celulares linfocitárias e o número total de estirpes testadas variou 

entre sete (202) e 22 (151). Nestes estudos, a percentagem de vírus com capacidade de usar o 

CCR8 foi bastante heterogénea, variando entre 12,5% (86) e 81,8% (199). Curiosamente, 
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segundo Willey e colaboradores (199), todas as estirpes de HIV-1 testadas (incluindo isolados 

primários) provaram ser capazes de infectar a linha celular NP2/CD4 expressando CCR8; 

algumas destas estirpes infectaram tão eficientemente as células que expressam o CCR8 como 

as que expressam o CCR5 ou CXCR4. Além disso, a utilização do CCR8 em células 

primárias foi demonstrado por dois isolados de HIV-1 (33), sugerindo que se pode de facto 

considerar o CCR8 como um potencial co-receptor para determinadas estirpes de HIV-1 e 

HIV-2. 

 

Os nossos resultados demonstram que o CCR8 foi efectivamente usado por dezassete dos 65 

isolados HIV-2 testados (26,2%). O uso de co-receptores alternativos nomeadamente do 

CCR8, na infecção por HIV-2, seria um resultado previsível, devido à largamente descrita 

utilização promíscua dos receptores de quimiocina que, em geral, caracteriza as estirpes de 

HIV-2 (20, 89, 116). Mais surpreendente, no entanto, foi a frequência com que o CCR8 foi 

usado pelos isolados de HIV-1: 56,7% das estirpes testadas (17/30) foram capazes de infectar 

células que expressam o CCR8. Estes dados têm dois tipos de implicações: por um lado 

levantam a questão de saber se as moléculas alternativas, tais como o CCR8, podem, in vivo, 

contribuir para a infecção por HIV das células-alvo, pelo menos sob determinadas 

circunstâncias. Por outro lado, a elevada frequência com que, no HIV-1, são encontradas 

variantes utilizadoras do CCR8, é particularmente importante no momento em que estão a ser 

usados antagonistas do CCR5 na prática clínica e os ensaios fenotípicos apenas detectam 

variantes CCR5 versus CXCR4. Se uma população viral, ainda que minoritária, capaz de 

utilizar o CCR8 (ou outros co-receptores), estiver presente num indivíduo infectado, essa 

população não será detectada, o que irá trazer potenciais implicações para o sucesso 

terapêutico e, possivelmente, também para a patogénese.  
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No entanto, é importante realçar que a capacidade dos isolados primários de HIV para 

explorar co-receptores em linhas celulares laboratorialmente manipuladas, como a linha 

celular GHOST-CD4+, não fornece uma indicação exacta dos co-receptores utilizados in vivo. 

Os níveis de expressão dos co-receptores nas células primárias são, em geral, inferiores aos 

observados em linhas de células geneticamente modificadas que expressam o receptor 

primário CD4 e um receptor de quimiocina. Logo, a inferência da utilização dos co-receptores 

in vivo, com base em ensaios in vitro, utilizando estas células, deve ser assumida com 

precaução. Apesar disso, os resultados apresentados neste trabalho, conjuntamente com os 

dados descritos anteriormente, indicando que o CCR8 pode funcionar eficientemente como 

co-receptor para diversos isolados HIV-1 e HIV-2, quer em linhas celulares indicadoras quer 

em células primárias (33, 85, 89, 105, 151, 162), permitem sugerir a potencial importância 

deste co-receptor para a patogénese viral. 

 

Outro dado interessante é a evolução do biotipo viral observado em amostras sequenciais de 

HIV. Em três indivíduos foi observada a supressão da população viral utilizadora do CCR8, o 

que sugere que estas variantes podem ter desvantagens intrínsecas, talvez uma menor 

capacidade replicativa ou uma susceptibilidade aumentada à resposta imunológica. 
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É amplamente reconhecido que, durante as fases mais tardias da infecção por HIV-1, uma 

proporção significativa de variantes virais que constituem as quasispecies presentes no 

indivíduo infectado, evolui no sentido de usar eficientemente o CXCR4 (e provavelmente 

outros receptores de quimiocinas), além/em vez das, variantes que utilizam o CCR5, as quais 

predominam durante a primeira fase da infecção (42). O aparecimento de variantes X4, ocorre 

em cerca de 50% dos indivíduos infectados e está associada a uma mais rápida progressão da 

doença e ao aumento da deplecção dos linfócitos T CD4+ (42). Estas elevadas taxas de 

progressão da doença e deplecção das células T CD4 + tem sido relacionada com diversos 

factores virais, nomeadamente com o aumento da capacidade de replicação, e com o facto do 

fenótipo viral X4 ser mais citopático para os linfócitos primários CD4+ (66, 83). 

 

Os nossos resultados revelam que a utilização do CXCR4, isoladamente ou em conjunto com 

o CCR5 e/ou CCR8 (biotipo R5X4 ou R5X4R8, respectivamente), foi mais frequentemente 

detectada no grupo de isolados de HIV-1 do que em isolados de HIV-2 (83,3% e 47,7%, 

respectivamente). Directamente relacionada com estes dados é a conclusão de que a não 

utilização de CXCR4 e CCR8 (biotipo R5) é significativamente mais comum nos isolados 

HIV-2 do que nos isolados HIV-1 (46,2% e 6,7%, respectivamente). 

 

O isolamento e propagação in vitro de isolados de HIV pode reflectir, quer a diversidade de 

quasispecies virais ou, pelo contrário, resultar na selecção de apenas um conjunto de variantes 

do HIV presentes nas CMSP dos indivíduos infectados (aqueles com o fenótipo que melhor se 

adapte às condições de cultura in vitro). Os dados obtidos sugerem que a aquisição de uso do 

CXCR4 parece ser mais comum nas quasispecies do HIV-1 e a preservação do biotipo R5 

pode ser mais frequentemente observado em populações virais HIV-2. Ambas as hipóteses 
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podem estar relacionadas com uma progressão mais lenta para a doença, geralmente 

observada nos indivíduos infectados com HIV-2 em comparação com indivíduos infectados 

por HIV-1. Apesar de tentadora, esta inferência deve ter também em conta a existência de 

diferenças intrínsecas entre os indivíduos que constituem os cohort de HIV-1 e HIV-2, 

mesmo considerando que ambos os cohort mostram uma percentagem semelhante de 

indivíduos sintomáticos, bem como um número proporcional de indivíduos com um número 

baixo de linfócitos T CD4+.   

Apesar de não podermos excluir a possível contribuição de outros co-receptores, para além 

daqueles incluídos no estudo (CCR5, CXCR4 e CCR8), o aparecimento e predomínio de uma 

população viral CXCR4, mais frequentemente observada em cohorts de HIV-1, pode ser vista 

como um contributo adicional para uma progressão mais rápida para a doença. 

Especificamente, a capacidade de infectar células T naive por variantes X4, o que poderia 

ocorrer no início da ontogenia dos linfócitos T, pode contribuir para o aumento da depleção 

de células T por estirpes X4. 

Diversos estudos sobre o desenvolvimento dos timócitos, demonstraram que as células T 

imaturas progenitoras expressam altos níveis de CXCR4 (12, 182, 202). Como resultado, a 

infecção de timócitos imaturos por estirpes X4 pode perturbar a timopoiése levando a um 

comprometimento do desenvolvimento de células T e à deplecção acelerada dessas mesmas 

células (12, 182). Além disso, as variantes X4 do HIV-1 estão associadas com a indução 

maciça de apoptose em células T CD4 vizinhas das infectadas enquanto as estirpes R5 

parecem induzir níveis mais baixos de morte celular programada (88). Assim, o predomínio 

de variantes não-CXCR4 em indivíduos infectados por HIV-2, pode ajudar a preservar melhor 

o reportório dos linfócitos CD4+ e a funcionalidade do sistema imune, quando comparado 

com os indivíduos infectados por HIV-1, onde a predominância mais frequente de variantes 
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CXCR4 pode ser responsável pelo aumento da apoptose e regeneração limitada de células T, 

com impacto directo na homeostasia das células T CD4+ e na função imune. 

 

Para compreender, com mais clareza, a dinâmica evolutiva da utilização dos co-receptores 

durante a progressão da doença, fomos caracterizar isolados primários obtidos de amostras 

sequenciais de HIV-2. 

Aos estudarmos vírus sequenciais, isolados de nove indivíduos diferentes, podemos observar 

que não há correlação entre a diminuição da contagem de células T CD4+ e a aquisição de 

utilização do CXCR4 ou CCR8.  

Apesar disto, houve um isolado que apresentou uma evolução clínica durante o período em 

que foi seguido, de estadio clínico assintomático para sintomático e virologicamente mudou 

de R5 para R5X4. No intervalo entre esta colheita e a seguinte, o indivíduo iniciou terapêutica 

anti-retroviral, e o seu biotipo voltou novamente a R5 (Tabela 4.3). Segundo Skrabal e 

colaboradores, a reversão da predominância de estirpes X4 para R5, em indivíduos 

submetidos a terapêutica, parece estar correlacionada com reduções significativas nos valores 

de carga viral (166), tal como pode ser observado no caso anteriormente exposto. Este facto 

poderá estar relacionado com uma elevada pressão de selecção, exercida pela terapêutica, 

sobre as estirpes X4. Sob condições que suprimem a replicação viral, os vírus presentes nos 

compartimentos com menor permeabilidade aos fármacos, ou os vírus provenientes de células 

que permanecem infectadas durante um maior período de tempo (como por exemplo os 

macrófagos e linfócitos T de memória), podem passar para a circulação. Assim, os vírus R5, 

que provavelmente têm estado presentes desde o início da infecção, passam a constituir a 

população predominante (166). 
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Com base nos diferentes resultados entretanto obtidos, tentamos perceber se existiria uma 

correlação entre o perfil de utilização dos co-receptores e os dados imunológicos e clínicos 

disponíveis dos indivíduos a partir dos quais os vírus foram isolados. A análise estatística dos 

dados indica que o uso diferencial de CCR5, CXCR4 ou CCR8 por HIV-1 e HIV-2 não se 

correlaciona com o estadio clínico ou com os dados imunológicos/virológicos dos indivíduos 

infectados, contrariamente ao descrito anteriormente (23). 

 

 

Sabe-se que os locais anatómicos e celulares de replicação do HIV influenciam o curso da 

infecção, a capacidade da terapêutica anti-retroviral para reduzir a virémia e o 

estabelecimento de reservatórios virais. Os monócitos/macrófagos desempenham um papel 

importante em múltiplos aspectos da patogénese da infecção pelo HIV. Tal como as células T 

e as células dendríticas, os monócitos/macrófagos expressam os receptores para a entrada do 

vírus e, como tal, constituem potenciais alvos do HIV (39). Apesar disso, in vitro, os dados 

existentes da literatura sugerem que os monócitos só raramente são infectados produtivamente 

(39). No entanto, quando os monócitos se diferenciam em macrófagos in vitro, sofrem um 

aumento da expressão de CCR5, tornando-se assim mais susceptíveis à infecção por HIV-1 

(123, 190). 

 

Uma vez que os macrófagos são alvos celulares importantes, foi caracterizada a capacidade 

para infectar macrófagos derivados de monócitos (MDM) por parte de um grupo de isolados 

HIV-1 e HIV-2 que demonstraram capacidade de utilizar o co-receptor CCR8. A 

monitorização das infecções foi determinada por análise dos resultados da actividade da RT 

no sobrenadante das culturas.  
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Os resultados obtidos revelam que, independentemente dos isolados virais utilizarem o co-

receptor CCR8 conjuntamente com o CCR5 e/ou CXCR4 (biotipo R5R8 e R5X4R8, 

respectivamente) ou não utilizarem este co-receptor (biotipo R5 ou R5X4), não existe uma 

relação aparente entre o biotipo e a produção de partículas virais infecciosas, dado que não foi 

possível detectar actividade da RT em nenhum dos sobrenadantes de cultura testados durante 

os 18 dias de infecção. 

 

O processo de diferenciação dos monócitos regula a expressão diferencial dos co-receptores 

CCR5 e CXCR4 (54). Joly e Pinto referem que as sub-populações de macrófagos, com 

expressão significativa de CCR5 e CXCR4, se mantêm depois do quinto dia de maturação e 

que a expressão de CCR5 nestas células apresenta uma regulação positiva significativa 

durante a maturação in vitro, desde o primeiro ao sétimo dia (91). Pode-se por isso concluir 

que, na altura da infecção dos macrófagos pelos isolados HIV-1 e HIV-2 do presente trabalho, 

havia expressão suficiente destes co-receptores para que ocorresse a infecção. 

 

Para além das infecções em MDM também foram realizados ensaios de infecciosidade em 

CMSP, com o intuito de estas serem o controlo de infecção. O HIV infecta células que 

possuam na sua membrana os receptores CD4 e um dos receptores de quimiocinas 

(normalmente o CCR5 e o CXCR4). Devido a isso o seu tropismo in vivo resume-se aos 

linfócitos T auxiliadores (Th), monócitos/macrófagos e células dendríticas. No nosso trabalho, 

o painel de isolados testados, utilizam o co-receptor CCR5, independentemente de este ser 

utilizado conjuntamente com o CXCR4 e/ou CCR8, logo todos eles tinham as condicionantes 

necessárias para que a infecção em CMSP ocorresse com sucesso. 
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Podemos constatar que foi possível detectar actividade da RT nos sobrenadantes de cultura 

dos isolados HIV-1, UCFL1021, UCFL1029 e Ba-L, e em todos os isolados HIV-2. É de 

salientar que o HIV-1 e HIV-2 têm uma cinética de replicação viral semelhante em CMSP, 

excepto o isolado viral Ba-L em que se detectaram níveis muito superiores de actividade da 

RT.  

Os resultados, pelo menos relativamente a estes vírus, levaram-nos a considerar a hipótese de 

ter havido infecção dos MDM não tendo havido no entanto produção viral detectável. 

 

Em 2004 foi identificada uma proteína, a TRIM 5α, que actua como factor de restrição da 

replicação do HIV-1 em linfócitos de primatas e de humanos (embora em humanos a restrição 

seja pouco significava), resultando numa infecção abortiva antes da conclusão da transcrição 

reversa (178). Outros autores têm reportado restrições pré e pós-transcrição reversa de alguns 

HIV-1 R5 em monócitos (58, 125, 172, 188). 

Foi também descrito anteriormente um factor de restrição pós-entrada em MDM (117, 155), 

denominado Lv2. Este factor inibe a replicação inicial, logo após a transcrição reversa, mas 

antes da entrada nuclear. Isto leva a que esta restrição se torne ainda mais evidente após vários 

ciclos de infecção. 

Fomos por isso determinar se a entrada e os eventos de replicação precoce, tais como a 

transcrição reversa e a integração do DNA viral no DNA celular, ocorrem de forma eficiente 

nos MDM. Para tal utilizou-se a técnica de Nested-PCR para amplificar a região U3 do LTR. 

O primeiro PCR Alu-LTR teve como objectivo a amplificação da sequência de DNA 

compreendida entre o LTR do HIV-1 e HIV-2 e o elemento cromossomal Alu mais próximo. 

O segundo round de PCR teve como intuito detectar a presença da região U3 do LTR. Assim, 
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para além de se detectar a presença da região LTR, também se assegurou que o DNA proviral 

se encontra integrado no DNA das células.  

Nas culturas de CMSP, os nossos resultados confirmaram que ocorreu com êxito a etapa da 

integração, dado que o fragmento pretendido foi amplificado. Estes resultados foram idênticos 

para as culturas de HIV-1 e HIV-2. 

 

Em relação aos ensaios de infecciosidade efectuados em MDM, após fazermos o PCR do 

DNA das células, constatamos que houve amplificação do fragmento pretendido. Estes 

resultados permitem-nos afirmar que houve integração do DNA viral no genoma celular, o 

que significa que a infecção não produtiva pode ser o resultado de 3 factores: 

 

- o limiar de sensibilidade do kit de quantificação de RT ser superior à quantidade de RT (e, 

portanto de partículas virais) produzida nas culturas; 

 

- a existência de um factor de inibição que esteja a actuar nas fase do ciclo de replicação pós-

transcrição reversa e integração, não permitindo a produção de viriões ou de partículas virais 

infecciosas. 

 

- a ausência de algum factor celular que permita a conclusão do ciclo replicativo. 

 

Excepcionalmente, não houve amplificação da região genómica LTR do isolado viral HIV-1, 

UCFL1018, nas culturas de MDM. Na Tabela 4.3 podemos observar que neste isolado, com o 

biotipo R5X4R8, a replicação viral foi detectada pela presença de Ag p24 no sobrenadante 

das culturas de células GHOST, com níveis baixos de antigénio e dentro do mesmo intervalo 

(0,290<O.D.<1,500) para todas as culturas dos diferentes co-receptores. Este facto é reforçado 
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com a observação de que os outros isolados utilizaram o CCR5 muito mais eficientemente nas 

culturas de células GHOST-CD4/CCR5, independentemente de utilizarem conjuntamente os 

co-receptores CXCR4 e/ou CCR8. Provavelmente este isolado de HIV-1 necessita de utilizar 

outro(s) co-receptor(es) para entrar nas células alvo para além dos estudados, o qual estará 

ausente nos MDM.  
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6. Conclusões 

 

Em resumo, os nossos dados confirmam que o receptor de quimiocina CCR8 pode funcionar 

como co-receptor por um número significativo de isolados primários de HIV-1 e HIV-2 e 

pode, de facto, ser relevante como co-receptor alternativo, pelo menos sob determinadas 

circunstâncias e/ou populações de células específicas. Estes resultados são ainda mais 

importantes se tivermos em conta que a frequência com que o CCR8 foi usado pelos isolados 

de HIV-1 foi, aproximadamente, duas vezes superior à frequência pela qual foi utilizado pelas 

estirpes de HIV-2. 

 

Concluímos também que a aquisição de uso do co-receptor CXCR4 parece ser mais comum 

nas quasispecies de HIV-1 e que a preservação do biótipo R5 é mais frequentemente 

observada nas populações virais HIV-2. Estas conclusões estão directamente relacionadas 

com a identificação caracterização de cerca de duas vezes mais isolados HIV-1 a utilizarem o 

CXCR4 do que o CCR5 e cerca de sete vezes mais estirpes HIV-2 a usarem o CCR5. Em 

ambos os casos estes factos podem estar relacionados com a progressão mais lenta para 

doença geralmente observada nas infecções por HIV-2 em comparação com pacientes 

infectados pelo HIV-1. 

 

A caracterização de isolados primários obtidos de amostras sequenciais permite-nos concluir 

que a reversão da predominância de estirpes X4 para R5 em indivíduos submetidos a 

terapêutica parece estar correlacionada com reduções nos valores de carga viral. 

Também foi possível verificar que houve uma supressão da população viral CCR8, o que 

pode sugerir que estas variantes podem ter desvantagens intrínsecas, talvez uma menos 

capacidade replicativa ou uma susceptibilidade aumentada à resposta imunológica. 
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A análise estatística dos dados obtidos na caracterização dos isolados de HIV-1 e HIV-2 

indica que não existe uma correlação entre o perfil de utilização dos co-receptores CCR5, 

CXCR4 ou CCR8 por HIV-1 e HIV-2 e o estadio clínico ou com os dados 

imunológicos/virológicos dos indivíduos a partir dos quais os vírus foram isolados. 

 

A caracterização da capacidade para estirpes de HIV-1 e HIV-2, com diferentes perfis de 

utilização de co-receptores, infectarem macrófagos derivados de monócitos, permite-nos 

concluir que não existe uma relação entre o biotipo dos isolados estudados e a infecção 

produtiva destas células, traduzida pela produção de partículas virais infecciosas. 

No entanto, apesar de não ter sido possível detectar a actividade da RT nas culturas de MDM 

infectados com os vários vírus, constatamos que houve integração do DNA viral no genoma 

celular. 

Para tentar explicar esta discrepância entre o resultado da amplificação da região LTR e a 

ausência de produção de partículas virais, colocamos a hipótese de o limiar de sensibilidade 

do método de quantificação de RT ser superior à quantidade de RT produzida nas culturas e, 

por essa razão, não termos tido valores detectáveis da RT ou em alternativa podem estes 

resultados discrepantes serem consequência de algum factor de inibição que esteja a actuar na 

fase do ciclo de replicação pós-transcrição reversa e integração, não permitindo a produção de 

viriões ou de partículas virais infecciosas, ou finalmente, a interrupção do ciclo replicativo 

destes vírus em MDM, pode ainda ser devida à ausência de algum factor celular que permita a 

conclusão desse mesmo ciclo. 
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