
Abstract

Objective: To evaluate simultaneously the functional state of CD4+ 
and CD8+ T lymphocytes from Venezuelan HIV-1-infected pediatric 
patients.

Methods: Children were assigned to subgroups of rapid progressors 
(RPs) and slow progressors (SPs), based on clinical features. To determine 
the degree of CD4+ and CD8+ T-lymphocyte functionality, flow cytometry 
techniques were used, and diverse parameters of the functionality of these 
cells were characterized by ex vivo tests, such as expression of CD95/
Fas and CD127, and frequency of apoptosis. In addition, we determined, 
in cultured peripheral blood mononuclear cells, HIV-specific proliferation 
and the production of interleukin-10 (IL-10), tumor necrosis factor alpha 
(TNF-α) and interferon gamma (IFN-γ), besides measuring intracellular 
IFN-γ in CD4+ T cells.

Results: Our results indicate that several molecular and cellular 
mechanisms of CD4+ and CD8+ T lymphocytes are deteriorated in RPs in 
comparison with SPs and controls. Indeed, both types of T lymphocytes 
from RPs exhibited an increased expression of CD95/Fas (p < 0.01), a 
significantly reduced expression of CD127 (p < 0.01), and an augmented 
frequency of apoptosis (p < 0.01). Furthermore, T cells from these patients 
displayed a diminished capacity of mitogen proliferation (p < 0.05), a 
reduced percentage of IFN-γ producing CD4+ T lymphocytes  (p < 0.05), 
and a smaller capacity of IL-10, TNF-α and IFN-γ production (p < 0.01) 
in comparison with SP and control patients. 

Conclusion: Our findings indicate that the decline of the normal 
T lymphocyte molecular and cellular responses is related to a rapid 
progression and a decreased resistance to HIV-1 infection in children.
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Resumo

Objetivo: Avaliar o estado funcional dos linfócitos T CD4+ e CD8+ 
de pacientes pediátricos venezuelanos infectados pelo HIV-1.

Métodos: As crianças foram agrupadas como progressoras rápidas 
(PRs) ou progressoras lentas (PLs), com base no quadro clínico. Para 
determinara funcionalidade dos linfócitos T CD4+ e CD8+, foram utilizadas 
técnicas de citometria de fluxo e caracterizados parâmetros de funcionali-
dade dessas células por meio de testes ex vivo como expressão de CD95/
Fas e de CD127 e frequência de apoptose. Além disso, determinamos, 
em células mononucleares de sangue periférico, a proliferação do HIV e 
a produção de interleucina-10 (IL-10), do fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-α) e de interferon gama (IFN-γ), e também estimamos o IFN-γ 
intracelular em células T CD4+.

Resultados: Nossos resultados indicam que vários mecanismos 
moleculares e celulares dos linfócitos T CD4+ e CD8+ tiveram piora nos 
PRs em comparação com PLs e controles. Ambos os tipos de linfócitos T 
dos PRs apresentaram aumento na expressão de CD95/Fas (p < 0,01), 
redução na expressão de CD127 (p < 0,01) e elevação na frequência 
de apoptose (p < 0,01). Além disso, as células T desses pacientes 
apresentaram diminuição na capacidade de proliferação mitogênica 
(p < 0,05), redução na porcentagem de linfócitos T CD4+ produtores 
de IFN-γ (p < 0,05) e menor capacidade de produção de IL-10, TNF-αe 
IFN-γ (p < 0,01) em comparação com PLs econtroles. 

Conclusão: Nossos resultados indicam que o declínio das respostas 
moleculares e celulares dos linfócitos T está relacionado a uma rápida 
progressão e à diminuição na resistência à infecção pelo HIV-1 em 
crianças.

J Pediatr (Rio J). 2012;88(2):161-8: HIV, progressão, pacientes 
pediátricos, função imunológica.
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Introdução

A infecção por HIV é responsável por altos índices de 
morbimortalidade em crianças, representando mais de 
20% das mortes relacionadas à infecção pelo HIV-1 no 
mundo1. Um quarto das crianças infectadas por transmis-
são vertical nascidas em países desenvolvidos evoluem 
para doença grave ou óbito no primeiro ano de vida sem 
uma terapia antirretroviral eficaz, proporção que aumenta 
para a metade aos 5 anos de idade2. Foi identificado um 
comportamento clínico bimodal nas crianças infectadas 
por transmissão vertical. Assim, 10 a 30% dos pacien-
tes, chamados de progressores rápidos (PRs), começam 
a apresentar os sintomas da AIDS nos primeiros meses 
devida (no período de 1 ano), enquanto que um grupo 
minoritário de pacientes, denominados progressores lentos 
(PLs), permanece assintomático por vários anos e pode 
inclusive chegar à idade escolar3-5. Embora alguns fatores 
imunológicos e virológicos6,7 associados à progressão para 
a doença tenham sido identificados, tais como sintomas 
clínicos (hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia 
manifestadas nos primeiros anos de vida)6,8, os mecanis-
mos celulares e moleculares subjacentes à não progressão 
em crianças infectadas pelo HIV-1 ainda não foram bem 
compreendidos.

A taxa de progressão para doença na infecção pelo 
HIV-1 varia consideravelmente entre os indivíduos, devi-
do a uma complexa interação entre fatores genéticos e 
imunológicos do hospedeiro e o potencial patogênico do 
vírus9,10. Em crianças, devemos considerar vários fatores: 
a relativa imaturidade imunológica, a destruição do timo 
mediada pelo HIV-1 em um momento de timopoiese ativa, 
e o compartilhamento de antígenos leucocitários humanos 
de classe I entre a mãe e o bebê11-13. Poucos estudos 
investigaram o estado funcional dos linfócitos T CD4+ 
e CD8+ em PRs e PLs11 com o objetivo de estabelecer 
relações entre evolução clínica e aspectos imunológicos. 
A contribuição relativa dos fatores imunológicos do hospe-
deiro para retardar a progressão para doença em crianças 
venezuelanas ainda não foi investigada em detalhes. Na 
tentativa de estudar esses mecanismos, decidimos analisar 
uma coorte de crianças venezuelanas infectadas pelo HIV-1, 
classificadas, de acordo com o quadro clínico, no grupo dos 
PRs ou dos PLs, a fim de caracterizar diversos parâmetros 
das células T CD4+ e CD8+ por meio de testes ex vivo, 
tais como expressão de CD95/Fas (receptor de morte) e 
de CD127 (receptor de sinais de sobrevida) e frequência 
de apoptose. Além disso, determinamos, em uma cultura 
de células mononucleares de sangue periférico (CMSPs) 
obtidas desses pacientes, os níveis de proliferação do 
HIV e de produção de interleucina-10 (IL-10), do fator de 
necrose tumoral alfa (TNF-α)e de interferon gama (IFN-γ), 
e também estimamos os níveis de IFN-γ intracelular em 
células T CD4+. Todas essas atividades biológicas das cé-
lulas T foram comparadas àquelas observadas em crianças 
saudáveis do mesmo hospital. Essas análises podem trazer 
informações importantes sobre a patogênese do HIV-1 e 
sobre o papel da imunidade protetora na infecção pelo 
HIV-1 em bebês.

Materiais e métodos

Pacientes e delineamento do estudo

Recrutamos 15 crianças venezuelanas infectadas pelo 
HIV-1 provenientes do Hospital J. M. de Los Ríos (Cara-
cas, Venezuela), que haviam sido infectadas pelas mães 
soropositivas intrauterinamente, durante o parto ou através 
da amamentação. Todos os pacientes eram virgens de tra-
tamento com terapia antirretroviral de alta potência antes 
do início do estudo. Foram utilizados 5 mL de amostras 
de sangue total para a realização de todos os testes. Esse 
grupo pediátrico foi dividido em seis crianças PL se nove 
PRs, que eram monitoradas no centro de saúde. O grupo 
dos PLs apresentou mediana de 25,5 meses de idade 
(19-36 meses), e incluiu pacientes com ou sem sinais ou 
sintomas moderados associados ao HIV-1 (classificados 
nos estágios N2 ou A2, de acordo com a classificação 
dos Centers for Disease Control and Prevention, CDC). O 
grupo dos PRs apresentou mediana de 12 meses de idade 
(3-26 meses) e um início de manifestações clínicas graves 
(categoria C dos CDC) e/ou imunossupressão significativa 
(categoria 3 dos CDC) no primeiro ano de vida. Onze 
bebês HIV negativos do Serviço de Crianças Saudáveis 
do mesmo hospital participaram como controles. O grupo 
controle apresentou mediana de 19 meses de idade (8-36 
meses). Este estudo foi aprovado pelo conselho de bioé-
tica do hospital, e todos os pais assinaram um termo de 
consentimento informado.

Medição da carga viral

Os níveis plasmáticos de RNA do HIV-1 RNA foram es-
timados por meio de transcrição reversa seguida de reação 
em cadeia da polimerase quantitativa, utilizando-se um 
kit comercial (Amplicor HIV Monitor Test, Roche Molecular 
Systems, EUA), com um limite médio de detecção de 2,3 
log 10 cópias/mL.

Imunofenotipagem celular

As células T circulantes e seus subconjuntos foram 
determinados em amostras de sangue total por marcação 
fluorescente padrão, seguida de análise de citometria de 
fluxo utilizando esferas fluorescentes como padrão inter-
no (Beckman, Coulter, EUA) e anticorpos monoclonais 
comerciais (MoAbs, do inglês monoclonal antibodies) da 
empresa BD Biosciences, EUA. Foram utilizados os seguin-
tes MoAbs: anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD8-APC, 
anti-CD45RA-FITC e anti-CD45RO-PE. Resumidamente, 
100 µL das amostras de sangue foram incubados com 
MoAbs conjugados por 30 min em gelo, ao abrigo da luz, 
e então lavados. Os glóbulos vermelhos foram lisados com 
a solução de lise FACS Lysing Solution (BD Biosciences, 
EUA) e as amostras foram imediatamente submetidas a 
citometria de fluxo no aparelho BD FACSCalibur (BD Bios-
ciences, EUA). Os eventos foram reunidos em uma região 
de linfócitos vivos com base em padrões de dispersão 
frontal e lateral e analisados utilizando o programa BD 
CellQuest (BD Biosciences, EUA).
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Análise da expressão de Fas (CD95) e de IL-7Rα 

(CD127) 

Para avaliar a expressão de Fas (CD95) e de IL-7Rα 
(CD127) na superfície celular dos linfócitos T CD4+ e CD8+, 
foi utilizado o método de imunofluorescência direta com 
MoAbs de camundongo conjugados com isotiocianato de 
fluoresceína (FITC) ou com fitoeritrina (PE), respectivamente. 
Em resumo, 100 µL de sangue total foram incubados com os 
anticorpos anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC ou anti-CD8-APC, 
anti-CD95-FITC e anti-CD127-PE por 15 min em temperatura 
ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, as amostras 
foram lavadas e os glóbulos vermelhos lisados utilizando-
se a solução de lise FACS Lysing Solution (BDBiosciences, 
EUA). Por fim, as células foram lavadas e analisadas ime-
diatamente em um citômetro de fluxo (BD FACSCalibur Flow 
Cytometer, BD Biosciences, EUA). Anticorpos irrelevantes de 
camundongo com os mesmos isótipos foram utilizados como 
controles negativos para determinar a fluorescência de fun-
do. A expressão do antígeno foi quantificada por citometria 
de fluxo como a porcentagem de células positivas em uma 
determinada população de células.

 

Detecção de apoptose

A apoptose espontânea foi avaliada em amostras frescas 
de sangue total. As células foram marcadas com anexina V 
conjugada com FITC e iodeto de propídio, utilizando o kit 
Annexin V Apoptosis Detection kit I (BD Pharmingen, EUA) 
de acordo com as recomendações do fabricante. O grau de 
apoptose foi quantificado por citometria de fluxo como a 
porcentagem de células positivas para anexina V em uma 
determinada população de células. Tanto as células vivas 
quanto as apoptóticas foram incluídas na análise, e os detritos 
celulares foram excluídos.

Ensaios in vitro da proliferação de linfócitos

CMSPs foram isoladas de amostras de sangue tratadas 
com ácido etilenodiaminotetracético através de centrifuga-
ção por gradiente de densidade (Histopaque, Sigma, EUA). 
Essas CMSPs foram então crescidas em placas de 96 poços 
a uma densidade de 1x105 células/poço em 0,2 mL de 
RPMI-1640 (Gibco, Life Technology, EUA), suplementado 
com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 2 mM 
de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL 
de sultafo de streptomicina (todos da empresa GIBCO, 
EUA) na presença dos seguintes estímulos: 5 µg/mL de 
fito hemaglutinina (PHA, Sigma, EUA) e um envelope do 
HIV-1 (HIV-1 Env) sobreposto a peptídeos 20-mer (cada 
peptídeona concentração de 1 µg/mL) (BD Biosciences, 
EUA). As células não estimuladas foram utilizadas como 
controle. O nível de proliferação dos leucócitos foi deter-
minado após 72 h de cultura pela incorporação de bromo 
de oxiuridina (BrdU, Sigma, EUA), que foi adicionada nas 
últimas 4-5 h de cultura. As células foram lavadas, fixadas, 
permeabilizadas e marcadas com anti-BrdU conjugado com 
FITC, anti-CD3-PerCP e anti-CD4-APC (BD Biosciences, EUA) 
por 30 min. Foi realizada mais uma lavagem, e as células 
foram ressuspendidas em 1% de formaldeído, submetidas 
a citometria de fluxo no aparelho BD FACSCalibur (BD 

Biosciences, EUA) e analisadas utilizando o programa BD 
CellQuest (BD Biosciences, EUA).

Medição da produção de citocinas

A produção de citocinas foi determinada em sobrenadantes 
de CMSPs cultivados por 72 h na presença de PHA ou de um 
conjunto de peptídeos 20-mer sobrepostos ao HIV-1 Env, 
como descrito acima. Os sobrenadantes foram coletados e 
armazenados a -80 ºC até a realização da análise. Foi uti-
lizado o kit Cytometric Bead Array (BD Biosciences, EUA), 
seguindo-se as instruções do fabricante. A metodologia do 
kit combina os princípios dos imunoensaios “sanduíche” com 
a capacidade da citometria de fluxo de determinar as carac-
terísticas de múltiplas partículas, então pudemos determinar 
os níveis de três citocinas humanas (IL-10, TNF-αe IFN-γ) 
simultaneamente em uma única amostra de sobrenadante.

Marcação intracelular de citocinas

A produção de IFN-γcomo uma resposta específica das 
células TCD4+ contra o HIV-1 foi quantificada por marcação 
intracelular de citocinas. Resumidamente, 5 x 105 CMSPs foram 
estimuladas com PHA (5 µg/mL) ou com um conjunto de pep-
tídeos 20-mer sobrepostos pelo HIV-1 Env (cada peptídeona 
concentração de 1 µg/mL) (BDBiosciences, EUA). Após 72 h, 
foram adicionados 10 µg/mL de brefeldina A (Sigma, EUA) 
para evitar a exportação de citocinas intracelulares. Depois de 
lavadas, as células foram fixadas, permeabilizadas e marcadas 
com anti-IFN-γ conjugado com FITC, anti-CD3-PerCP e anti-
CD4-APC (todos da empresa BD Biosciences, EUA). As células 
foram posteriormente lavadas e ressuspendidas em 1% de 
formaldeído. As amostras foram submetidas a citometria de 
fluxo com o aparelho BD FACSCalibur (BD Biosciences, EUA) 
e as células T CD4+ foram reunidas para análise por meio do 
programa BD CellQuest (BD Biosciences, EUA).

Análise estatística

Os dados experimentais são expressos como média ± 
desvio padrão. As diferenças (valores de p) foram avaliadas 
por meio do teste bicaudal e não paramétrico U de Mann-
Whitney e do teste bicaudal t de Student para os dados 
com distribuição normal. As diferenças foram consideradas 
significativas quando p< 0,05.

Resultados

Subconjuntos de células T e carga viral em crianças 

infectadas pelo HIV

As subpopulações de linfócitos T e as cargas virais dos 
grupos analisados estão resumidas na Tabela 1. Observou-
se uma diminuição significativa nos valores absolutos e 
percentuais da contagem de células T CD4+ em ambos os 
grupos de pacientes infectados pelo HIV em comparação 
com os bebês saudáveis (p < 0,01). Embora os PLs tenham 
demonstrado uma tendência a apresentar valores absolutos 
mais elevados de linfócitos T CD4+ se comparados aos PRs, a 
diferença não foi estatisticamente significativa. Por outro lado, 
a porcentagem de células T CD8+ de ambos os grupos de 
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pacientes com HIV apresentou valores mais elevados do que 
os do grupo controle, mas não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significativas. Da mesma forma, observou-se 
que não houve diferença estatisticamente significativa quanto 
ao número absoluto de linfócitos T CD8+ entre os PLs e os 
PRs. Em relação à carga viral, não houve diferença estatis-
ticamente significativa entre ambos os grupos de pacientes 
com HIV, embora os valores fossem mais elevados nos PRs 
se comparados aos dos PLs (Tabela 1). 

Expressão de IL-7Rα (CD127) e de Fas (CD95) nos 

subconjuntos de células T

Analisamos a expressão ex vivo de CD95 em linfócitos T 
CD4+ e CD8+, e os resultados são apresentados na Tabela 1. 
Os pacientes infectados pelo HIV apresentaram valores mais 
elevados com relação aos do grupo controle, e as diferenças 
entre os PRs e o grupo controle foram estatisticamente sig-
nificativas. Avaliamos as atividades das células T, tais como 
a porcentagem da expressão ex vivo da subunidade IL-7Rα 
(CD127) em linfócitos T CD4+ e CD8+. Pode-se observar 
na Tabela 1 que houve uma diminuição significativa na ex-
pressão do receptor nos PRs em relação ao grupo controle, 
enquanto que os PLs apresentaram valores semelhantes aos 
do grupo controle.

Apoptose espontânea em linfócitos T CD4+ e CD8+ 

de pacientes infectados pelo HIV e controles

Determinamos a frequência de morte celular associada 
à apopotose espontânea. Ambos os grupos de pacientes 
infectados apresentaram valores significativamente eleva-
dos de apoptose espontânea de células T CD4+ e CD8+ 
se comparados aos do grupo de crianças saudáveis. É 
digno de nota o fato de que os PRs apresentaram os 
maiores valores de células apoptóticas, embora contas-
sem com uma população maior de células T CD8+ se 
comparados aos PLs (Figura 1). 

Resposta proliferativa dos linfócitos a mitógenose 

específica contra o vírus

Embora ambos os grupos de pacientes tivessem apresen-
tado um aumento significativo na proliferação de linfócitos T 
CD4+ e CD8+ na presença de PHA se comparada à ausência 
de estímulo, as respostas proliferativas nunca alcançaram os 
valores do grupo controle, que são significativamente mais 
elevados (Figura 2). Por sua vez, quando as CMSPs foram 
cultivadas na presença de antígenos virais específicos, não 
foi observado aumento importante na proliferação nem dos 
linfócitosT CD4+ nem dos linfócitos T CD8+ em pacientes 

Tabela 1 - Cargaviral, subpopulações de linfócitose expressão de CD95 e CD127 em bebês infectados pelo HIV-1 e saudáveis

 Células T CD4+ Células T CD8+ Carga viral

Grupos Células/µL % CD95 CD127 Células/µL % CD95 CD127 (cópias/mL)

Controle 2.966±1.583 57,3±23,7 18,5±11,4 33,6±10,2 1.033±567 31,7±11,8 9,6±10,0 22,6±20,1 –

PLs 598±468* 24,4±17,3* 26,5±16,6 30,1±29,5 1.250±1.053 54,2±14,4 15,3±9,0 21,8±28,0 53.621±39.757

PRs 465± 29* 24,8±14,8* 37,8±14,5* 11,6±11,0* 1.011±571 56,9±17,2 38,6±27,7* 9,1±4,3* 355.529±199.472

PL = progressores lentos; PR = progressores rápidos.
* p < 0,01 versus controle.
Os valores absolutos, percentuais e de carga viral são expressos como média ± desvio padrão. Todos os testes experimentais foram realizados uma única vez. 
Diferenças (valores de p) foram avaliadas utilizando-se o teste bicaudal e não paramétrico U de Mann-Whitney.

* p < 0,05 e ** p < 0,01 versus controle.
PLs = progressores lentos; PRs = progressores rápidos.

Figura 1 - Apoptose espontânea ex vivo em células TCD4+e 
CD8+. Os dados apresentam a porcentagem de células 
anexina V+/PI- (apoptóticas precoces) nas populações 
de linfócitos CD4+ e CD8+ reunidas. Cada valor repre-
senta a média ± desvio padrão. Todos os testes foram 
realizados duas vezes em cada amostra
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infectados pelo HIV, apresentando valores de proliferação 
semelhantes aos dos controles (Figuras 2A e 2B).

Produção de citocinas em CMSPs de pacientes com 

HIV

CMSPs dos dois diferentes grupos de infectados pelo 
HIV (PLs e PRs) foram cultivadas por 72 h em diferentes 
condições de estímulo. A produção de IL-10, TNF-αe IFN-γ
foi quantificada (Figura 3). Os resultados indicaram que a 
produção espontânea de IL-10 (células não estimuladas) foi 
menor em ambos os grupos de pacientes infectados pelo 
HIV se comparada à do grupo controle, mas as diferenças 
não foram significativas. Na presençade PHA, a produção de 
IL-10 foi significativamente menor em ambos os grupos de 
pacientes na comparação com o grupo controle (p < 0,01), 
enquanto que a produção de IFN-γe TNF-αfoi significativa-
mente menor apenas nos PRs, se comparados aos controles 

(p < 0,01). Na presença de peptídeos de Env, a produção 
dessas citocinas em ambos os grupos de pacientes não foi 
alterada, e os valores foram semelhantes aos observados no 
grupo controle e em células não estimuladas.

Produção de IFN-γ em T CD4+ de controles e de 

crianças infectadas pelo HIV

Os linfócitos T CD4+ são a fonte principal de produção 
de IFN-γ, que é uma das mais importantes citocinas an-
tivirais na infecção pelo HIV-1. Analisamos a capacidade 
de produção in vitro dessa citocina pelas células T CD4+ 
em pacientes pediátricos, determinada no compartimento 
intracelular. Os resultados são apresentados na Figura 4. 
Observou-se que, nas células cultivadas na presença de PHA, 
a produção dessa citocina aumentou significativamente em 
todos os grupos analisados. No entanto, a porcentagem de 
células TCD4+ produtoras de IFN-γem ambos os grupos 
de pacientes infectados pelo HIV foram menores do que a 
porcentagem do grupo controle, sendo significativamente 
diferente nos PRs (p < 0,01). A presença do antígeno viral 
(Env) não modificou a produção dessa citocina em nenhum 
dos grupos analisados, demonstrando valores semelhantes 
àqueles relatados na ausência de estímulos antigênicos. No 
entanto, os PLs apresentaram uma tendência a apresentar 
valores mais elevados em comparação aos controles.

* p < 0,05 versus células não estimuladas (atividade basal).

BrdU = bromodeoxiuridina; CMSPs = células mononucleares de 
sangue periférico; PHA = fitohemaglutinina; PLs = progressores 
lentos; PRs = progressores rápidos.

Figura 2 - Proliferação de linfócitos. CMSPs foram cultivadas por 
72 h na presençade PHA, antígenos virais (Env) ou 
apenas em meio de cultura (células não estimuladas). 
A proliferação dos linfócitos T CD4+ (A) e CD8+ (B) 
foi estimada como a porcentagem de incorporação de 
BrdU. Cada valor representa a média ± desvio padrão. 
Todos os ensaios de proliferação foram realizados em 
triplicata

Figura 3 - Producão de citocinas (IL-10, TNF-α e IFN-γ) (pg/mL) 
por CMSPs isoladas de bebês infectados pelo HIV e 
controles. A quantificação das citocinas foi realizada 
em sobrenadantes de CMSPs cultivados por 72 h na 
presença de PHA, antígenos virais (Env) ou apenas 
em meio de cultura (células não estimuladas). Cada 
valor representa a média ± desvio padrão. Todos os 
testes para citocina foram realizados em triplicata

* p < 0,01 versus células não estimuladas.

CMSPs = células mononucleares de sangue periférico; IFN-γ = in-
terferon gama; IL-10 = interleucina-10; PHA = fitohemaglutinina; 
PLs = progressores lentos; PRs = progressores rápidos.
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Discussão 

Nossa pesquisa baseou-se na hipótese de que a funcio-
nalidade das células T tem papel importante na progressão 
das crianças infectadas pelo HIV por transmissão vertical, o 
que pode explicar as diferenças no quadro clínico entre PRs 
e PLs. Na tentativa de examinar essa hipótese, realizamos 
um estudo no qual algumas respostas biológicas dos linfó-
citos T CD4+ e CD8+ foram avaliadas simultaneamente por 
meio de análise ex vivo e in vitro utilizando PHA e antígenos 
virais (Env) para analisar a funcionalidade das células T 
de pacientes pediátricos venezuelanos infectados pelo HIV 
com diferentes estados clínicos, agrupados em PRs e PLs, e 
comparar essas atividades biológicas com as observadas em 
células T de crianças venezuelanas saudáveis. 

Nossos resultados demonstram que os PRs apresen-
taram maior perda de linfócitos CD4+ no sangue e níveis 
inferiores de linfócitos T CD8+ em comparação com os PLs. 
Essas alterações são consequência da infecção pelo HIV14,15, 
que torna as células T ativadas mais suscetíveis à apoptose 
mediada por Fas/Fas ligante16, evento correlacionado com a 
progressão para doença, como descrito17. Curiosamente, os 
PRs apresentaram uma maior proporção de células T CD4+ 
e CD8+ apoptóticas em comparação com os PLs.

Para a avaliação das atividades biológicas das células T, a 
expressão de Fas/CD95 é um parâmetro importante de apop-
tose. Dessa forma a expressão ex vivo de Fas/CD95 observada 
nos linfócitos T CD4+ e CD8+ foi maior nos PRs do que nos 
PLs. Curiosamente, houve diferença na carga viral entre os 
dois grupos de pacientes com HIV, sendo maior nos PRs do 
que nos PLs. Possivelmente, a menor expressão de CD95 

em ambos os tipos de linfócitos T nos PLs teve como causa 
a menor carga viral desses pacientes, e consequentemente 
demonstra uma frequência menor de apoptose nessas células, 
o que foi descrito em adultos infectados pelo HIV18.

A IL-7 é uma citocina importante para o desenvolvimento 
e a manutenção eficientes das subpopulações de linfócitos T. 
Essa citocinase liga à subunidade alfa do seu receptor (IL-7Rα), 
localizado na superfície dos linfócitos T e Be das células natural 

killer19,20. Demonstramos que a expressão de IL-7Rαtanto no 
linfócito T CD4+ quanto no CD8+ diminuiu significativamente 
no grupo dos PRs, enquanto que os PLs apresentaram valores 
semelhantes aos do grupo controle. Esse achado experimental 
pode sugerir que as células dos PLs apresentam uma maior 
probabilidadede sobrevida, e, portanto, esses pacientes são 
capazes de manter sua imunidade celular de forma mais 
eficaz do que os PRs. Para corroborar essa suposição, foram 
encontrados níveis maiores de linfócitos T CD4+ e CD8+ e 
uma menor frequência de apoptose nesses linfócitos em 
PLs. Nesse sentido, nossos resultados são consistentes com 
os relatados em estudos prévios, os quais demonstram que 
a expressão de IL-7Rαestá inversamente correlacionada à 
ativação imune e à apoptose e positivamente correlacionada 
com a contagem de células T CD4+ em pacientes infectados 
pelo HIV21. A perda da expressão de IL-7Rα induzida pela 
ativação imune pode diminuir a produção de Bcl-2 e de Bcl-xl, 
tornando as células mais suscetíveis à apoptose22. Nossos 
dados corroboram a ideia de que uma menor expressão de 
IL-7Rαpode estar relacionada a uma maior frequência de 
apoptose nessas células T.

Aprofundando-nos em mais mecanismos moleculares, 
investigamos vários mecanismos efetores dos linfócitos T 
CD4+ e CD8+, tais como a produção de IL-10, TNF-αe IFN-γ
pelas CMSP se as respostas proliferativas desses linfócitos 
T a mitógenos ou apeptídeos virais. De acordo com nossa 
análise, os PRs demonstraram uma maior deterioração da 
capacidade funcional das células T CD4+ e CD8+ se compara-
dos aos PLs. De fato, encontramos nos PRs uma perda parcial 
expressiva da resposta proliferativa ao PHA nos linfócitos T 
CD4+ e CD8+, uma menor produção de IL-10, TNF-αe IFN-γ
pelas CMSP se uma diminuição na porcentagem de células 
T CD4+ produtoras de IFN-γ, determinada por marcação 
intracelular de citocinas. A maior perda da capacidade de 
proliferação das células T na presença de PHA em PRs está 
de acordo com resultados obtidos anteriormente, os quais 
demonstram que adultos não progressores apresentam uma 
maior capacidade de proliferação das células T se comparados 
aos PRs23. Curiosamente, todas essas respostas efetoras se 
perderam completamente em ambos os grupos de pacientes 
quando suas CMSPs foram cultivadas na presença do antí-
geno viral (Env). Essa falta de resposta pode ser explicada 
pelo efeito inibidor das proteínas virais e/ou pela perda de 
clones específicos contra o HIV durante a progressão da 
infecção24,25, ou pelo fato de que a infecção viral afetou as 
linhagens de células T no timo e destruiu a capacidade de 
produção de clones anti-HIV, como descrito11-13. Esse achado 
experimental requer maiores investigações para identificar 
os mecanismos moleculares responsáveis por essa falta de 
resposta por parte das crianças infectadas pelo HIV frente 
ao antígeno viral (Env).

Figura 4 - Marcação intracelular de citocinasde linfócitos T CD4+. O 
nível de IFN-γintracelular foi quantificado em linfócitos 
T CD4+ após estímulo por 72 h com PHA, antígenos 
virais (Env), ou apenas com meio de cultura (células não 
estimuladas). Cada valor representa a média ± desvio 
padrão. Todas as marcações de citocinas foram reali-
zadas em triplicata

* p < 0,05 versus células não estimuladas.

IFN-γ = interferon gama; PHA = fitohemaglutinina; PLs = progressores 
lentos; PRs = progressores rápidos.
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Tradicionalmente, tem se estabelecido que, durante a 
infecção pelo HIV, ocorre uma alteração nas respostas imu-
nológicas Th1/Th2. A resposta Th1 (geralmente uma resposta 
antiviral) diminui conforme a doença evolui, enquanto que 
a resposta Th2 (associada a uma menor resposta antiviral) 
aumenta, comprometendo a proteção em pacientes infectados 
pelo HIV26. Assim, a menor produção de IL-10, TNF-αe IFN-γ
encontrada em nossos PRs pode comprometer significativa-
mente a imunidade das suas células T, pois sabe-se que a 
IL-10 pode induzir o recrutamento, a atividade citotóxica e 
a proliferação das células T CD8+27, e que TNF-αe IFN-γ
também são necessários para acarretar e manter respostas 
antivirais como as descritas para os linfócitos T CD8+ cito-
tóxicos, o que depende da presença dessas citocinas para 
acarretar mecanismos efetores28. Foram descritos achados 
semelhantes associados a esse desequilíbrio entre Th1/Th2 
em crianças PRs, o que pode comprometer significativamente 
a imunidade das suas células T. Por fim, achados semelhantes, 
tais como a perda gradual da expressão de IFN-γem células 
T CD8+ foi observada em adultos que estão progredindo 
para a AIDS29, e estudos recentes30 indicam que pacientes 
com HIV-1 que apresentam um melhor manejo da doença 
(conhecidos como não progressores por longo tempo) têm 
um aumento significativona população de células T CD8+ se 
comparados aos PRs.

Em resumo, descobrimos que o estado funcional das cé-
lulas T CD4+ e CD8+ é diferente entre pacientes pediátricos 
venezuelanos infectados pelo HIV. Assim, crianças infecta-
das pelo HIV com progressão rápida para a doença (PRs) 
apresentaram um maior comprometimento da imunidade 
funcional do que os bebês nos quais a doença evoluía lenta-
mente (PLs). A identificação dos mecanismos moleculares e 
celulares que contribuem para a manutenção das respostas 
imunes protetoras é um importante pilar para a terapêutica 
e o desenvolvimento de vacinas.
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