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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Efeito do fator de crescimento do nervo (NGF) sobre a replicação do HIV-1 em 

células primárias humanas.  

 RESUMO 

 

 DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

 Diego Queiroz Rodrigues 

O vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1), agente etiológico da síndrome 
da imunodeficiência adquirida (AIDS), representa um dos patógenos de maior 
interesse clínico das últimas décadas. Durante a infecção pelo HIV-1 muitas células 
CD4+ morrem; enquanto outras, como os macrófagos, sobrevivem e sustentam a 
replicação do HIV-1 por longos períodos, transformando-se em reservatórios virais. 
Desta forma, o reconhecimento de fatores que possam manter esses reservatórios 
celulares vivos e influenciar a replicação do HIV-1 é uma das maiores tarefas para o 
desenvolvimento de uma estratégia terapêutica mais eficaz. Uma vez demonstrado 
que a infecção pelo HIV-1 aumenta a secreção do fator de crescimento do nervo 
(NGF) e que esta molécula é crucial para a sobrevivência de macrófagos, nós 
analisamos se o NGF poderia modular a replicação do HIV-1 em PBMCs e 
macrófagos e os mecanismos relacionados a esse fenômeno. Células 
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) e macrófagos infectados in vitro com 
HIV-1 foram tratadas com NGF. A replicação viral foi medida por ELISA para p24 em 
sobrenadantes de cultura. Diferentes inibidores farmacológicos foram utilizados para 
a análise de possíveis vias de sinalização intracelular envolvidas com a replicação 
de HIV-1 induzida por NGF. A participação de APOBEC3G foi avaliada em 
macrófagos expostos ao NGF, utilizando RT-PCR e “immunoblotting”. Infecções com 
HIV-1 sincronizadas foram utilizadas para estudar se o NGF poderia influenciar a 
ligação e entrada do vírus. A integração e a transcrição do HIV-1 foram avaliadas 
por PCR e real-time PCR, respectivamente. Nossos resultados demonstraram que o 
NGF estimulou a replicação do HIV-1 em macrófagos mas não em PBMCs atingindo 
um aumento de até 20 vezes em relação ao controle quando tratado com 10ng/mL. 
Esta neurotrofina não afetou a adsorção, a penetração, nem a integração do DNA 
proviral. Desta forma, o NGF deve atuar através da estimulação da transcrição das 
proteínas virais. A via disparada por NGF que estimula a transcrição do HIV-1 é 
dependente do receptor TrKA, que leva a mobilização de cálcio intracelular derivado 
do reticulo endoplasmático e a ativação de PKC. Uma vez disparado, PKC ativa 
ERK1/2, p38quinase e NFκB. A diminuição da produção de APOBEC3G em 
macrofágos tratados com NGF, também foi observada, inclusive quando tratado com 

interferon-. Em conjunto, nossos resultados sugerem que o NGF estimula a 
produção de HIV-1 em macrófagos. Esse efeito envolve o receptor TrKA e está 
associado com a regulação negativa de APOBEC3G. Nosso estudo evidencia uma 
nova forma de interação entre o HIV-1 e a célula hospedeira, trazendo bases para 
uma melhor compreensão sobre esta complexa relação. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Nerve Growth Factor (NGF) effects on HIV-1 replication in human primary cells. 

  

ABSTRACT 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

 Diego Queiroz Rodrigues 

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), the etiological agent of the 
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), represents one of the main pathogens 
of clinical interest of the last decades. During HIV-1 infection many CD4+ cells die; 
while others, such as macrophages, survive and sustain HIV-1 replication for long 
periods, becoming viral reservoirs. Therefore, the recognition of factors that can 
maintain these reservoir cells alive and influence HIV-1 replication is one of the main 
tasks for the development of a more efficient therapeutic strategy. Since it has been 
shown that HIV-1 infection increases nerve growth factor (NGF) secretion, and that 
this molecule is crucial for macrophage survival, we further analyzed whether NGF 
could modulate HIV-1 replication in PBMCs and macrophages and the mechanisms 
underlying this phenomenon. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and 
macrophages infected in vitro by HIV-1 were treated with recombinant human NGF. 
Viral replication was measured by p24-ELISA in culture supernatants. Different 
pharmacological inhibitors were employed to analyze the possible signaling pathway 
involved in NGF-induced HIV-1 replication. Participation of APOBEC3G was 
evaluated in macrophages exposed to NGF, using RT-PCR and immunoblotting 
assays. Synchronized HIV-1 infections were also used to study whether NGF would 
influence HIV-1 biding/entry. HIV-1 integration and transcription were evaluated by 
PCR and real-time PCR, respectively.  Our results demonstrated that NGF stimulated 
HIV-1 replication in macrophages, but not in PBMCs reaching as much as a 20-fold 
increase at 10 ng/mL. This neurotrophin did not affect viral adsorption and 
penetration, nor integration of proviral DNA. Therefore, NGF probably act trough the 
stimulation of viral transcription. The pathway triggered by NGF to stimulate HIV-1 
transcription was dependent on the engagement of high affinity receptor TrKA, which 
led to a mobilization of intracellular calcium, derived from endoplasmatic reticulum, 
and to PKC signaling. Once triggered, PKC activated ERK1/2, p38kinase, and NF-
kB. We also observed a decrease of APOBEC3G production in NGF-treated 

macrophages, even when they were stimulated with interferon-. All together, our 
results suggest that NGF stimulates HIV-1 production in an important HIV-1 reservoir, 
such as macrophages. This effect involves TrKA engagement and is associated with 
APOBEC3G down-regulation. Our study evidences a new feature of HIV-1/cell host 
interaction, providing basis for a better comprehension of this complex interaction. 
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1. Introdução 

 

 

1.1. A síndrome da imunodeficiência adquirida e o vírus da imunodeficiência 

Humana. 

 

A infecção pelo vírus da imunodeficiência Humana (HIV), agente etiológico da 

síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), é caracterizada por uma profunda 

imunossupressão associada a infecções oportunistas, tumores malignos e 

degeneração do sistema nervoso central (Dybul, 2003).  

A AIDS foi identificada pela primeira vez no inicio da década de 80, acometendo 

majoritariamente homossexuais do sexo masculino e usuários de drogas injetáveis 

de cidades da América do Norte, como Nova York e São Francisco, e de alguns 

países europeus. Estes primeiros pacientes apresentavam enfermidades atípicas 

para indivíduos imunocompetentes, como Sarcoma de Kaposi e pneumonia 

causada por Pneumocystis carinii (Fauci, 2003; Gottlieb et al., 1981). 

 A identificação do agente etiológico da AIDS teve inicio a partir da análise da 

biópsia de linfonodo de um paciente com AIDS, a qual revelou a presença de 

atividade da enzima transcriptase reversa (RT) nos extratos celulares, evidenciando 

que o agente causador da doença poderia ser um retrovírus (Barre-Sinoussi et al., 

1983). Na ocasião, os únicos retrovírus humanos conhecidos eram os Vírus T-

Linfotrópicos Humanos tipos I e II (HTLV-I e HTLV-II). No entanto, experimentos de 

imunoprecipitação demonstraram que, embora houvesse semelhança entre as 

proteínas do provável agente causador da AIDS e dos vírus HTLV tipos I e II, 

observava-se um diferente padrão de bandas entre eles. Desta forma, o agente 

causador da síndrome foi inicialmente classificado como retrovírus, e referido pelos 

nomes de HTLV-III e/ou “Lymphoadenopathy-Associated Virus” (LAV) (Barre-

Sinoussi et al., 1983; Montagnier, 2002). Contudo, este vírus não parecia pertencer 

à mesma família de outros retrovirus previamente descritos, como por exemplo, a 

dos HTLVs. Isto porque tanto o HTLV-I quanto o II classicamente levam à 

imortalização de linfócitos (Miyoshi et al., 1981), e o que se observava nos pacientes 

com AIDS era justamente o oposto, mais precisamente o declínio do número de 

linfócitos T CD4+ (Stahl et al., 1982). 

Diversos estudos então tiveram início com o intuito de entender melhor a natureza 

deste vírus recém-descoberto e buscar como classificá-lo de forma adequada. 
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(Gallo et al., 1984; Sarngadharan et al., 1984; Schupbach et al., 1984). Porém, 

apenas na segunda metade da década de 80 o agente causador da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida foi enfim classificado, sendo inserido num subgrupo 

distinto dentro dos retrovírus, os Lentivirus, e denominado Vírus da Imunodeficiência 

Humana (HIV), considerado um dos mais importantes agentes infecciosos deste 

século (Coffin et al., 1986).  

Atualmente, dois tipos de HIV são identificados, o tipo 1 e o tipo 2 (HIV-1 e HIV-2), 

que são classificados em grupos e subtipos, de acordo com a sua diversidade 

genética. Análises filogenéticas de seqüências pró-virais do HIV-1 revelaram a 

existência de três grupos genéticos: o M (Bachis et al.), O (Outlier) e N (Non-M/Non-

O) (Simon et al., 2006). No grupo M, variantes do HIV-1 são classificadas como 

subtipos (A1, A2, A3, A4, B, C, D, F1, F2, G, H, J, e K) (Taylor et al., 2008) de 

acordo com o seu grau de similaridade genética. No Brasil predomina o subtipo B, 

seguido pelos subtipos F e C e pelas formas recombinantes B/F e B/C (Bello et al., 

2007). O HIV-1 apresenta distribuição irrestrita no mundo, enquanto o HIV-2 é 

encontrado principalmente na África Oriental e em algumas regiões da Europa 

(Requejo, 2006).  

Sabe-se que, apesar de parcialmente semelhantes do ponto de vista genético, o 

HIV-2 é menos patogênico do que o HIV-1, assim considerado tendo em vista que 

os pacientes apresentam imunossupressão menos grave, menor freqüência de 

infecções oportunísticas, e sobrevida mais longa (Poulsen et al., 1997; Rowland-

Jones & Whittle, 2007). Além disso, estes pacientes apresentam carga viral mais 

baixa (MacNeil et al., 2007) e por isso oferecem menor risco de transmissão sexual 

e vertical (Andreasson et al., 1993; Kanki et al., 1994).  

Apesar de ter sido descoberto há pouco mais de duas décadas, o HIV é 

considerado como um dos mais importantes agentes infecciosos do séculos XX e 

XXI, os números que elevam essa patologia ao status de pandemia são 

assustadores. Estima-se que cerca de 25 milhões de pessoas já tenham morrido em 

decorrência da AIDS, que entre 30 e 36 milhões de pessoas estejam infectados pelo 

vírus (Figura 1), e que, apesar de esforços integrados da comunidade cientifica e de 

órgãos de saúde pública, ocorrem ainda cerca 2,7 milhões de novas infecções por 

ano (UNAIDS, 2008) (Figura 2) 
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Figura 1 - Número estimado de pessoas infectadas pelo HIV, demonstrando o 

caráter pandêmico da AIDS no mundo (Adaptado de UNAIDS, 2008). 

 

 

 

Figura 2 – Número estimado de novas infecções por HIV em 2007 no mundo, 

demonstrando que apesar dos esforços milhões de indivíduos ainda são infectados 

anualmente (Adaptado de UNAIDS, 2008). 
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1.2 Morfologia, genoma viral e ciclo replicativo 

 

O HIV é um vírus envelopado contendo em seu genoma duas cópias RNA em fita 

única, não segmentado. Análises por microscopia eletrônica da partícula viral 

revelaram que o vírion apresenta um diâmetro entre 106nm e 186nm (Briggs et al., 

2006). Externamente, ele é formado por uma bicamada lipídica derivada da 

membrana plasmática da célula hospedeira (Dybul M, 2003), onde estão inseridas 

as glicoproteínas do envelope, organizadas em trímeros (Welman et al., 2007). 

Cada um dos monômeros glicoprotéicos é formado por glicoproteínas 

transmembranares de 41 kDa (gp41) e glicoproteínas de 120kDa (gp120), 

ancoradas à gp41 (Weiss et al., 1990) (Figura 3). 

Na camada seguinte do envelope externo encontra-se uma matriz protéica formada 

pela proteína p17. O core cônico protegido pela matriz proteica, é composto pela 

proteína do capsídeo (p24) onde está albergado o genoma do HIV, associado a 

proteínas do nucleocapsídeo (p7), e às enzimas transcriptase reversa (TR), 

integrase (IN) e protease (PR) (Fields et al., 2001) (Figura 3). 

 

 

 

 

Figura 3 – Estrutura esquemática do vírus HIV, destacando a disposição dos seus 

principais componentes. (Adaptado de Russel Kightley Media) 

 

O HIV apresenta uma estrutura genômica complexa e capacidade para expressão 

gênica diferencial. O RNA genômico tem 9.7 Kb, contendo nos flancos seqüências 
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LTR (Long Terminal Repeats) que contêm importantes elementos regulatórios para 

a transcrição viral, inclusive o promotor viral, na LTR-5' (Frankel & Young, 1998). 

Além dos genes comuns a todos os retrovírus - gag, pol e env, - o HIV contém mais 

dois produtos gênicos de função regulatória; tat e rev, e mais quatro com função 

acessória; nef, vpu, vpr e vif (Figura 4).  

A partir do gene gag é produzido um RNA mensageiro policistrônico e, 

conseqüentemente, um precursor protéico que é clivado durante o processo de 

maturação do vírus, dando origem à proteína p24 fosforilada, a p17 meristilada, e a 

p9, rica em aminoácidos prolina. Já o produto do gene pol é clivado originando a 

protease, a transcriptase reversa (heterodímero p66/p51), e a integrase. E o gene 

env codifica a proteína precursora gp160 que, quando clivada pela protease viral, 

origina as glicoproteínas gp 120 e gp 41 (Arts & Wainberg, 1996)(Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Organização gênica e esquema de clivagem do HIV-1 

(Adaptado de “Dr. Kaiser’s Microbyologi Web Site”student.ccbcmd.edu). 
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O ciclo de replicação viral inicia-se com a ligação da proteína gp120 à proteína de 

superfície celular CD4 (Figura 5). Essa ligação induz mudanças conformacionais na 

proteína gp120, levando à exposição de sítios que se ligam aos receptores de 

quimiocinas CCR5 ou CXCR4 (Turner & Summers, 1999). Após a ligação da gp120 

com CD4 e o respectivo co-receptor, ocorrem modificações conformacionais nas 

glicoproteínas virais que permitem a exposição de resíduos hidrofóbicos da gp41, os 

quais medeiam a fusão entre o envelope viral e a membrana celular. A fusão é vital 

para o processo infeccioso, pois ela é seguida pela introdução do core viral no 

citosol da célula alvo (Hottiger & Hubscher, 1996) (Figura 5). Após essa etapa 

ocorre o desnudamento viral, isto é a liberação do material genético e das enzimas 

essenciais para a replicação do vírus, o que é seguido pela transcrição reversa do 

RNA viral (Hottiger & Hubscher, 1996). 

A transcrição reversa é uma das características que definem os retrovírus. Em 

resumo, é a capacidade de converter os genomas de RNA em DNA dupla-fita, 

conversão essa catalisada pela enzima transcriptase reversa logo após a infecção 

(Coffin et al., 1997). A transcrição do RNA viral se inicia pela ligação de um primer 

de tRNALys complementar a um sítio próximo à extremidade 5’ do RNA viral, que 

serve de molde. A partir deste primer a transcriptase reversa sintetiza um segmento 

de DNA, complementar ao RNA, que é translocado para o término 3’ da molécula, 

para completar a síntese da fita de DNA. Uma subseqüente atividade RNAse H, 

desta mesma enzima, é necessária para degradar o RNA  do híbrido DNA-RNA. Por 

fim, esta enzima ainda apresenta uma atividade DNA polimerase-DNA dependente 

que é responsável pela síntese da fita de DNA complementar. A transcrição reversa 

muito comumente introduz erros no genoma viral a cada ciclo de replicação, 

resultando em uma progênie viral geneticamente variada (Hottiger & Hubscher, 

1996). 

A enzima integrase promove a integração do DNA dupla fita linear viral no 

cromossoma da célula hospedeira (Coffin et al., 1997). O DNA integrado, chamado 

de provírus, se comporta essencialmente como um gene celular. Após a integração, 

o provírus serve como molde para a síntese de RNAs mensageiros (RNAm) virais, 

que codificam as proteínas estruturais, regulatórias e acessórias usadas na 

replicação viral. Essa síntese ocorre pela ação da RNA polimerase II celular 

auxiliada por fatores de transcrição celulares e pela proteína viral Tat (Greene & 

Peterlin, 2002) (Figura 5).  
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Os primeiros RNAms formados sofrem processamento completo e originam as 

proteínas Tat, Rev e Nef. Em seguida são formados RNAm parcialmente 

processados ou não-processados e, com o auxílio de Rev, são transportados para o 

citoplasma (Hope, 1997). Os RNAms para env são traduzidos no retículo 

endoplasmático e os produtos gerados pela tradução de gag e gag-pol se associam 

às novas fitas de RNA do vírus e às proteínas do envelope (Frankel & Young, 1998).  

 As novas partículas virais produzidas nos linfócitos T CD4+ são, então, 

liberadas por brotamento e tornam-se infectivas após a clivagem das poliproteínas 

gag e gag-pol pela protease viral (Frankel & Young, 1998). (Figura 5) 

 

 

 

 

Figura 5 – O ciclo replicativo do HIV-1 (Peterlin & Trono, 2003). 

 

1.3 Imunopatogênese da infecção   

 

Desde os primeiros casos da epidemia de AIDS, os linfócitos T CD4+ foram 

identificados como sendo as principais células-alvo para a infecção pelo HIV-1 

(Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984). Porém, com o fato de alguns 

isolados virais apresentarem tropismo diferenciado para tipos celulares que 

expressam a molécula CD4+, como macrófagos e linfócitos T CD4+, ficou claro que 
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a molécula CD4 não era o único receptor requerido para a entrada na célula-alvo 

(Dean et al., 1996). 

Apenas em 1995, ou seja, mais de uma década após a descoberta do HIV, um 

estudo mostrando que as beta-quimiocinas Rantes, MIP-1α e MIP-1β impediam a 

entrada do HIV em células humanas formulou as bases para a identificação dos 

outros co-receptores envolvidos com o processo de fusão e entrada do vírus nas 

células alvo (Cocchi et al., 1995). Em 1996, vários grupos demonstraram que o 

CXCR4 e o CCR5 eram os co-receptores do HIV-1 (Deng et al., 1996; Dragic et al., 

1996; Feng et al., 1996), acabando com a dúvida sobre as razões pelas quais certas 

cepas virais tinham tropismo por determinado tipo celular e construindo o conceito 

de vírus R5-trópicos, X4-trópicos ou, em alguns casos, duplo-trópicos. 

Como dito anteriormente desde a identificação dos primeiros casos clínicos de 

AIDS, em 1981, demonstrou-se que a queda no número de linfócitos T CD4+ é uma 

característica marcante da progressão clínica da enfermidade. Diversos estudos têm 

sido realizados com o intuito de elucidar como o HIV-1 induz a destruição maciça de 

células T CD4+ e, conseqüentemente, leva ao estado clínico da grave 

imunossupressão característica desta síndrome (Appay & Sauce, 2008).  

As principais linhas de raciocínio aceitas hoje em dia pra explicar o fenômeno de 

destruição da população de T CD4+ apontam para os efeitos citolíticos diretos 

mediados pelo vírus, ou mecanismos indiretos, como auto-imunidade, apoptose, 

ativação crônica do sistema imune, atividade de células T citotóxicas especificas 

anti HIV-1 (CTL). (Dybul M, 2003; Picker, 2006). De fato, embora haja evidências de 

um papel direto da replicação e citopatogenicidade do HIV-1 na depleção de 

linfócitos, também não são raros os trabalhos que sugerem danos causados pelo 

HIV-1 às células que não estão infectadas. Por exemplo, células T CD4+ não 

infectadas e T CD8+ de indivíduos HIV-positivos entram em apoptose tanto in vitro 

como nos linfonodos (Finkel et al., 1995; Meyaard et al., 1992). Um dos mecanismos 

de indução de apoptose em células não-infectadas é o de regulação positiva da 

expressão do ligante de Fas (FasL) em células infectadas; moléculas FasL 

interagem com o recepetor Fas de células vizinhas, disparando o processo de 

apoptose. Neste contexto, a proteína viral nef parecer ter um papel fundamental, 

uma vez que promove a indução de FasL nas células infectadas, enquanto protege 

estas últimas da morte, inibindo a expressão de proteínas apoptóticas, como ASK1 

(Geleziunas et al., 2001).  No entanto, a depleção de linfócitos T CD4+ parece não 

ser o único fator responsável pela progressão para a síndrome da imunodeficiência 
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adquirida, tendo em vista que macacos que são infectados pelo Simian 

Immunodeficiency Virus (SIV) também apresentam importante depleção sem 

apresentar quadro clínico semelhante à AIDS (Pandrea et al., 2006).  

Alguns autores defendem que a ativação crônica e generalizada do sistema imune 

possa ser o fator principal causador da aceleração e progresso até o quadro clínico 

de AIDS (Picker, 2006). Em humanos e primatas não-humanos, a depleção das 

células T CD4+ é acompanhada por um estado de ativação imune generalizada, 

manifestada na fase crônica da infecção.  Os sinais dessa ativação generalizada 

são a maior frequência de células T que expressam marcadores de ativação (como 

por exemplo CD38, HLA-DR), a elevada produção de citocinas pró-inflamatórias e o 

aumento da reciclagem de células B, T, NK e monócitos (Hasegawa et al., 2009; 

Picker, 2006). Essa ativação não ocorre apenas em células específicas contra o 

HIV, ou conta o SIV, e sim em diversas células com as mais diferentes 

especificidades. Diversas teorias buscam explicar de que forma a infecção pelo HIV 

gera tal ativação. Vários autores sugerem que essa ativação generalizada se dê por 

uma recorrente estimulação antigênica associada à resposta inflamatória (Picker, 

2006). Alguns grupos atribuem que tal estimulação antigênica poderia acontecer via 

ativação celular pela ligação das fitas simples de RNA viral produzidas pelas células 

infectadas aos Toll like-receptors (TLR) 7/8 (Meier et al., 2007). Entretanto, talvez a 

teoria mais aceita e discutida hoje em dia, defende a idéia de que esta ativação do 

sistema imune se deva ao fenômeno da translocação microbiana, isto é, a entrada 

de produtos microbianos na circulação sangüínea (Brenchley et al., 2006). Em 

resumo, produtos microbianos derivados do trato gastrointestinal atingiriam a 

circulação em conseqüência da aumentada permeabilidade intestinal, a qual é 

secundária a severa redução do número de células T CD4+ no tecido linfóide 

associado ao intestino (GALT) (Figura 6). Essa ativação crônica leva a uma 

regeneração insuficiente de células T de memória central, destruição da arquitetura 

dos linfonodos devido à inflamação crônica, além de perda de células T “naive” pela 

excessiva diferenciação em células de memória (Brenchley et al., 2006). Contudo, o 

papel desses fatores na historia natural da AIDS, individualmente ou em 

combinação, ainda não estão completamente elucidados.  
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Figura 6 – Modelo de ativação do sistema imune. Modelo propõe a depleção das 

células imune das placas de Peyer (células do GALT) como principal razão da 

ativação do sistema imune observada em pacientes HIV-1 positivos. A) Indivíduo 

sadio, com arquitetura das placas de Peyer íntegra. Como consequência não ocorre 

passagem de produtos microbianos derivados da luz intestinal. B) Indivíduo HIV+, 

com arquitetura das placas de Peyer comprometida, permitindo a passagem de 

produtos microbianos derivados da luz intestinal e conseqüente ativação do sistema 

imune (Brenchley et al., 2006).    

 

Trabalhos recentes em modelos animais vêm mostrando que, ao contrário do que 

se pensava até recentemente a chave para o entendimento dos eventos que 

desencadeiam a imunossupressão característica da AIDS pode estar nas primeiras 

semanas que se seguem à infecção (Picker & Watkins, 2005). Nas primeiras horas 

e dias após a infecção, a replicação viral atinge níveis muito altos, favorecendo o 

aparecimento de diversos vírions mutantes decorrentes dos erros próprios da 

transcriptase reversa. Além disso, nessa fase os vírus e células infectadas pelo HIV-

1 atravessam a barreira da mucosa intestinal e infectam a células-alvo residentes da 

lâmina própria, o que acarreta duas conseqüências diretas graves, uma a redução 
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maciça do número de células T CD4+, incluindo as de memória, e a outra o 

estabelecimento de reservatórios virais (Haase, 2005).     

É justamente no contexto dos reservatórios virais que as células apresentadoras de 

antígenos, como macrófagos e células dendríticas, receberam importância para o 

entendimento da progressão clínica para a AIDS. Estas células tem sido apontadas 

como os principais reservatórios para o HIV-1, sendo fundamentais para o 

entendimento dos mecanismos de persistência do vírus no organismo (Brown et al., 

2006). 

Diferentemente do que ocorre em linfócitos T CD4+ os vírus com tropismo por 

macrófagos, com raras exceções, são R5-trópicos (Dean et al., 1996; Liu et al., 

1996). Outra diferença entre macrófagos e células T CD4+ referentes ao curso da 

infecção pelo HIV-1 é que grande parte da maturação de vírus nos macrófagos 

acontece nas membranas de vesículas citoplasmáticas que, quando se fundem com 

a membrana plasmática, liberam os vírions produzidos (Orenstein et al., 1988; 

Raposo et al., 2002). Como resultado disso, a maioria das proteínas virais se 

localiza na membrana destas vesículas citoplasmáticas, e não na membrana 

plasmática, tornando assim os macrófagos infectados menos visíveis para células 

citotóxicas (Stevenson, 2003). Dessa forma, macrófagos infectados por HIV-1 

apresentam uma meia-vida relativamente elevada, sendo capazes de liberar 

partículas virais e mantendo-se livre dos efeitos citopaticos mediados pelo vírus ou 

pela resposta imune anti-HIV-1, reunindo, assim características criticas para serem 

considerados reservatórios virais privilegiados (Brown et al., 2006). 

Diversos estudos mostram ainda que embora o número de células T infectadas 

pelo HIV-1 exceda em muito, o número de macrófagos infectados, esta 

desproporção não reflete a real contribuição de macrófagos infectados para a 

perenização da carga viral circulante (Embretson et al., 1993). Em macacos rhesus, 

por exemplo, a infecção pelo SIV leva a uma depleção completa de células T CD4+, 

mas após essa depleção a viremia é mantida por macrófagos tissulares (Igarashi et 

al., 2001).  

As células dendríticas, apesar de serem consideradas como os reservatórios virais 

menos caracterizados, desempenham também importante papel no estabelecimento 

e na disseminação da infecção pelo HIV-1. Elas são susceptíveis à infecção direta 

pelo HIV- 1, e também são responsáveis pela transmissão de vírions através do 

fenômeno da “sinapse virológica” para células T CD4+ em tecidos linfóides diversos 
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(van Kooyk & Geijtenbeek, 2003), promovendo ainda um aumento da replicação 

viral pela liberação de fatores solúveis (Groot et al., 2006). 

 

 

1.4 Fatores que modulam a replicação viral  

 

Como todos os retrovirus o HIV-1 se integra ao genoma da célula hospedeira, 

consequentemente, a eficácia da produção de novas particulas virais é influenciada 

pelo estado metabólico e de ativação da célula (Stevenson, 2003). Desta forma 

fatores endógenos e exógenos, que ativam linfócitos T CD4+ e 

monócitos/macrófagos têm papel fundamental na replicação viral e, portanto, no 

progresso da infecção. 

 Diversos relatos na literatura sugerem que a infecção pelo HIV é um potente 

estimulador da produção de citocinas, em modelos in vivo bem como in vitro 

(Chehimi et al., 1994; Chehimi et al., 1996; Clerici et al., 1996; Cohen, 2003). No 

entanto, apesar de alguns autores demonstrarem que células infectadas pelo HIV-1 

têm uma regulação positiva na produção do fator de necrose tumoral-α (TNF-α) 

(Stevenson, 2003), a forma como isto ocorre ainda não está completamente 

esclarecida, este fato merece destaque, uma vez que mostra a formação de uma 

alça de retro-alimentação favorável à disseminação do vírus no organismo. Isto 

porque, o TNF-α bem como IL-1β, cujos os níveis também estão aumentados in 

vitro, estimulam fortemente a replicação viral por induzir a ligação do fator de 

transcrição NF-kB ao gene promotor da replicação do HIV, o LTR (Swingler et al., 

1994). Outras citocinas, como IL-6, GM-CSF e IFN-γ também são descritas como 

capazes de modular positivamente a replicação do HIV-1, mas diferentemente, do 

TNF-α e IL1β, estimulam eventos pós-transcricionais (Stevenson, 2003). 

Entretanto existem citocinas que diminuem a replicação viral, seja através da 

inibição da transcrição, como IL-16, seja inibindo a transcrição reversa e expressão 

de genes do provirus, como IFN-α, ou mesmo por vias ainda não totalmente 

elucidadas, como IL-4, IL-13 e IL-27 (Alfano & Poli, 2005; Creery et al., 2006; 

DeVico & Gallo, 2004; Fakruddin et al., 2007; Fauci, 2003). 

De uma forma geral os estudos que buscam relacionar citocinas com o HIV-1 

mostram que as pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α ) tendem a favorecer a 

replicação viral, enquanto as do tipo 2 (IL-4, IL-10, IL-13)  desempenham papel 

contrário (Bahbouhi et al., 2004; Cassol et al., 2009). 
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Outra forma recentemente descrita de modulação da replicação do HIV-1 mediada 

por citocinas é através da capacidade destas em regular fatores celulares 

intrínsecos que restringem a replicação do HIV-1. Destes fatores, os mais estudados 

são as enzimas citidina-deaminases que integram a família de proteínas APOBEC e 

que são fortemente induzidas por IFN-α e IFN-γ. Desta família de proteínas, as que 

se destacam por conferirem maior restrição à infecção pelo HIV são o APOBEC3G, 

APOBEC3A e APOBEC3F (Peng et al., 2007). Estas proteínas podem se incorporar 

à partícula viral ainda em formação antes de sua saída da célula. Tais proteínas 

induzem um grande número de mutações hiper-somáticas no DNA pró-viral durante 

o processo de transcrição reversa, através da desaminação da desoxi-citosina, com 

conseqüente formação da desoxi-uracila. Este acúmulo de mutações gera então 

vírions não-infectivos, impedindo com isso novos ciclos de infecção (Chiu et al., 

2005; Soros & Greene, 2007) (Figura 7). A proteína viral Vif possibilita ao HIV-1 o 

escape deste mecanismo celular, marcando a APOBEC3A, 3F e 3G para a 

degradação nos proteossomas via ubiquitinização (Marin et al., 2003; Sheehy et al., 

2003) (Figura 6). Alguns autores sugerem que é justamente pela alta expressão de 

APOBEC3A e 3G que algumas células como T CD4+ quiescentes e monócitos são 

refratárias a infecção pelo HIV-1 (Chiu et al., 2005; Peng et al., 2007).  

Outro fator intrínseco de restrição à replicação do HIV-1 descrito recentemente é o 

CD317. Esta proteína de membrana, induzida por IFN-α, foi vista como sendo capaz 

de reter na membrana da célula os novos vírions produzidos e em brotamento, 

impedindo com isso sua liberação. Este efeito também é contraposto por uma 

proteína viral, neste caso a Vpu (Neil et al., 2008), mas sua atividade neutralizadora 

sobre o CD317 não esta esclarecido.  
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Figura 7 – Ação da proteína APOBEC3G. Modelo de ação da proteína APOBEC3G 

na replicação do HIV-1 (Harris & Liddament, 2004). 
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1.5 O Fator de Crescimento do Nervo  

 

Fatores neurotróficos são moléculas fundamentais no desenvolvimento do sistema 

nervoso. O primeiro fator neurotrófico descoberto foi o fator de crescimento do nervo 

(NGF) através dos trabalhos pioneiros de Levi-Montalcini, Hamburger e Cohen no 

início da década de 50 (Cohen et al., 1954; Levi-Montalcini & Hamburger, 1951). 

Hoje, sabemos que existe em mamíferos uma família de neurotrofinas composta 

pelo fator de crescimento do nervo, pelo fator  de crescimento derivado do cérebro 

(Brain-derived neurotrophic factor - BDNF), pela neurotrofina 3 (NT-3) e pelas 

neurotrofinas 4 e 5 (NT-4/5) (Davies, 1994; Thoenen, 1991). Estas moléculas 

desempenham um importante papel no estabelecimento da população neuronal 

durante um período do desenvolvimento denominado de morte celular natural (Levi-

Montalcini, 1987). De uma maneira global, as neurotrofinas são produzidas por 

neurônios e após sua liberação, mantêm os contatos axionais entre os neurônios 

alvo da sua atuação para a formação de sinapses.  Através de mecanismos não 

totalmente conhecidos, estas moléculas permitem a sobrevivência dos neurônios 

que conseguem captar estes fatores (Levi-Montalcini, 1987).  

O NGF é sintetizado numa forma precursora com 305 aminoácidos que é, então, 

clivada dando origem à forma básica madura de 118 aminoácidos. Esta exerce suas 

funções biológicas sob a forma de um dímero básico de subunidades de 

aproximadamente 13 KD (Covaceuszach et al., 2004).   A existência de  RNAm para 

o NGF, bem como a presença de receptores para essa molécula em células de 

animais adultos, sugere que esta neurotrofina continua funcional ao longo de toda a 

vida do animal (Bjerre et al., 1975).  

Os mecanismos de sinalização celular das neurotrofinas compreendem a ativação 

de duas classes distintas de receptores: o receptor de baixa afinidade e os 

receptores de alta afinidade. Ao receptor de baixa afinidade, denominado p75, se 

ligam todas as neurotrofinas, e seus efeitos na sinalização neurotrófica são 

controversos em relação ao seu papel na sobrevida neuronal (Miller & Kaplan, 

1998). Os receptores de alta afinidade pertencem à família dos receptores tirosina-

quinases (Trk) e são eles o TrkA, TrkB e o TrkC. A interação entre as neurotrofinas 

e estes receptores se dá da seguinte maneira: NGF ativa TrkA, BDNF e NT4/5 

ativam TrkB e NT-3 ativa TrkC. No entanto, em situações singulares, a NT-3 é 

capaz de ativar os receptores TrkA e TrkB (Barbacid, 1993; Davies, 1994), como 

ilustrado na figura 8. 
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Figura 8 – Neurotrofinas e seus receptores. Esquema mostrando afinidade das 

neurotrofinas da família do NGF pelos seus receptores de baixa e alta afinidade. 

(Adaptado de visiscience.com) 

 

Estudos vêm demonstrando que os efeitos biológicos do NGF não estão restritos 

apenas ao sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP). Muitos trabalhos 

mostram que esta neurotrofina desempenha papel relevante também em células do 

sistema imune e endócrino, reforçando a hipótese de que o NGF atue como uma 

molécula critica na manutenção da homeostase do eixo neuro-imune-endócrino 

(Levi-Montalcini et al., 1995).  

 Com relação ao sistema imune, o NGF já foi caracterizado como capaz de 

promover o crescimento e a maturação de precursores mielóides (Matsuda et al., 

1988), induzir a proliferação de linfócitos B e T, e a diferenciação de linfócitos B em 

plasmócitos (Brodie & Gelfand, 1992; Otten et al., 1989; Thorpe et al., 1987), 

estimular produção de IgG4 (Kimata et al., 1991), IgM e IgA (Otten et al., 1989), 

modular a formação de mediadores lipídicos por basófilos maduros (Bischoff & 

Dahinden, 1992), aumentar a permeabilidade vascular, o efeito quimiotático para 

neutrófilos humanos, o acúmulo tecidual e  degranulação de mastócitos e a indução 

do potencial citotóxico e diferenciação de monócitos (Otten et al., 1994). 

Receptor de 
baixa afinidade 
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Em situações de estresse, a liberação de NGF induz a elevação dos níveis séricos 

de corticosteróides (Otten et al., 1979), enquanto que, mediante estímulos 

inflamatórios ocorre aumento da produção de NGF induzida por de IL-1, IL-6, TNF- 

e TGF- (Hattori et al., 1993; Lindholm et al., 1987; Steiner et al., 1991; Weskamp & 

Otten, 1987). 

Em relação ao tema do nosso estudo, são poucos os trabalhos disponíveis na 

literatura relacionando o NGF com HIV/AIDS.  Em 1994, Ensoli e colaboradores 

mostraram que o NGF é capaz de induzir a replicação do HIV-1 em células da glia 

(Ensoli et al., 1994), sugerindo que o NGF possa ter papel importante nos efeitos 

deletérios da infecção pelo HIV-1 no SNC.  Ainda na linha de patogênese das 

lesões nervosas secundarias à infecção pelo HIV-1, outros trabalhos mostram que a 

proteína viral Tat interfere com a sinalização intracelular induzida pelo NGF em 

neurônios, inibindo a fosforilação de proteínas cruciais para sobrevivência de células 

neuronais. Este efeito pode, contribuir para o desenvolvimento do quadro de 

demência em pacientes HIV-positivos (Bergonzini et al., 2004; Darbinian-Sarkissian 

et al., 2006; Darbinian et al., 2008; Wong et al., 2005). Outro produto viral capaz de 

gerar perda de células do sistema nervoso é a gp120, isto porque esta glicoproteína 

quando internalizada induz a morte de células cerebelares, efeito este revertido pela 

neurotrofina BDNF (Bachis et al., 2003).  

Garaci e colaboradores (1999), mostraram que a concentração de NGF em 

culturas de macrófagos infectados in vitro com HIV-1 é maior do que em culturas 

com células não infectadas, e ainda que o NGF parece ser crucial para 

sobrevivência desses macrófagos infectados, bem como para a replicação do HIV-1 

nestes. Estes achados sugeriram pela primeira vez um papel do NGF diretamente 

sobre células do sistema imune no contexto da infecção pelo HIV-1. Porém, em 

contradição a eles, Titanji e colaboradores (2003) relatam que em pacientes HIV-

positivos há uma queda da concentração de NGF circulante (Titanji et al., 2003). 

Independente desta dicotomia, os achados de Garaci et al. trazem a tona a idéia de 

que o NGF pode estar diretamente envolvido com questões críticas para a 

modulação da carga viral em pacientes infectados com HIV-1, como por exemplo, a 

manutenção de reservatórios virais viáveis e os fatores que estimulam a replicação 

nestes.    
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1.6 Hipótese 

 

Além do papel sobre o sistema nervoso central, o NGF também esta envolvido na 

regulação do sistema imunológico (Bonini et al., 2003). Em células periféricas, a 

secreção de NGF pode ser induzida por mediadores inflamatórios, como IL-1, IL-6, 

TNF- e TGF- (Hattori et al., 1993; Lindholm et al., 1987; Steiner et al., 1991; 

Weskamp & Otten, 1987), e a sua produção pode repercutir sobre a atividade de 

macrófagos e linfócitos. Em macrófagos o NGF participa na diferenciação celular, 

produção de citocinas, fagocitose e ativação de vias envolvidas com a destruição de 

patógenos intracelulares, etc (Torcia et al., 1996). Em células T CD4+ o NGF 

promove a síntese e liberação autócrina de mais NGF, resultando num aumento da 

sobrevida linfocitária (Ehrhard et al., 1993a). Partindo do principio de que 

macrófagos e células T CD4+ são células-alvo da infecção pelo HIV-1, que a 

replicação deste vírus pode ser aumentada por citocinas pro-inflamatórias, como 

TNF-, e que a imuno-neutralização do NGF em cultura de macrófagos infectados 

pelo HIV-1 diminui a replicação viral (Garaci et al., 1999), decidimos investigar o 

envolvimento do NGF no aumento da replicação do HIV-1 em macrófagos e 

PBMCs. A nossa hipótese, portanto, é que o NGF estimularia a replicação viral em 

macrófagos e linfócitos primários humanos infectados in vitro pelo HIV-1.  
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2. Objetivos 

 

 O objetivo principal deste trabalho foi avaliar se o fator de crescimento do 

nervo (NGF) aumenta a replicação viral em células primárias humanas infectadas in 

vitro pelo HIV-1, e os mecanismos envolvidos neste processo. 

 

 

2.1 Objetivos específicos  

 

- Analisar se a adição de NGF em culturas de macrófagos e PBMCs infectados 

pelo HIV-1 aumenta a replicação viral.  

- Verificar se o efeito do NGF sobre a replicação do HIV-1 é decorrente de eventos 

pré- ou pós-integração viral.   

- Verificar quais vias de sinalização intracelular estão envolvidas com o aumento 

da replicação do HIV-1 induzido por NGF.  

- Investigar se o NGF modula a expressão celular de APOBEC3G, fator endógeno 

de restrição à replicação do HIV-1.  
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3. Material e Métodos 

3.1 NGF e isolados virais e outros reagentes. A neurotrofina NGF recombinante 

humana foi adquirida da empresa Peprotech (Rocky Hill, NJ, EUA). Os isolados 

virais de HIV-1 trópicos para CCR5, ADA e Ba-L foram cedidos pelo NIH AIDS 

Research and Reference Reagent Program (NIH, Bethesda, EUA), e usados tanto 

para infecções em PBMCs quanto em macrófagos. Este isolado viral foi expandido 

em culturas de PBMCs, como descrito abaixo, para obtenção de estoque suficiente 

para a execução do estudo. Reagentes diversos (citocinas recombinantes, 

anticorpos monoclonais, isotipos, inibidores de sinalização celular, “primers”, etc) e 

kits de ELISA foram adquiridos de fornecedores comerciais.  

3.2 Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs). PBMCs foram 

purificados por centrifugação em gradiente de densidade (Histopaque, Sigma) a 

partir de “buffy coats” de indivíduos soronegativos para o HIV-1 (doados pelo Banco 

de Sangue do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, UFRJ, Rio de Janeiro). 

Os PBMCs foram, então, estimulados por fitohemaglutinina (2 μg/mL; PHA, Sigma) 

durante dois a três dias, em RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino (Hyclone), e 

mantidos em meio de cultura suplementado com 5 u/ml de Interleucina-2 

recombinante (IL-2r, Sigma) para os ensaios de infecção viral.  

3.3 Macrófagos Primários. Macrófagos derivados de monócitos foram obtidos de 

PBMCs por aderência em plástico (Cirne-Santos et al., 2006). Tais PBMCs foram 

distribuídos em placas de cultura de 48 poços (2 x 106 células/poço/500µL) e 

cultivados em meio Dulbecco (DMEM, Hyclone) com 10% de soro humano (Sigma), 

durante 7 a 9 dias. Em seguida, as células não-aderentes foram removidas, e meio 

DMEM com 10% de soro humano (Sigma) foi adicionado a mono camada 

remanescente. A pureza da preparação de macrófagos foi analisada por citometria 

de fluxo, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD3 (Pharmingen) e anti-CD16 

(Pharmingen) (Cirne-Santos et al., 2006). 

3.4 Infecção de PBMCs.  PBMCs estimulados com fitohemaglutinina e IL-2, foram 

incubados com HIV-1 (10ng/mL Ag p24) durante 2 hr a 37°C e 5% CO2. Em 

seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS para remoção do vírus residual, 

ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino, e 

distribuídas em placas de 96 poços (2 X 105/poço/200 µL). As células infectadas 
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foram cultivadas a 37°C e 5% CO2, e sobrenadantes de cultura foram colhidos após 

sete dias para avaliação da replicação viral pela técnica de ELISA (p24) (Cirne-

Santos et al., 2006). 

3.5 Infecção de Macrófagos. Macrófagos foram expostos ao HIV-1 (10ng/mL Ag 

p24) durante 18 hr, a 37°C e a 5% de CO2. Em seguida, as células foram lavadas 3 

vezes com PBS para remoção do vírus residual e realimentadas com meio DMEM 

fresco com 10% de soro humano. Sobrenadantes de cultura foram colhidos a cada 

sete dias, durante três semanas, para avaliação da replicação viral (Cirne-Santos et 

al., 2006) em alguns experimentos o sobrenadante de cultura foi coletado 10 dias 

após a infecção.  

3.6 Avaliação da replicação do HIV-1. A replicação do HIV-1 foi medida nos 

sobrenadantes de cultura das células infectadas pela detecção do antígeno p24, 

através de ensaio imunoenzimático (ELISA) em kits comerciais, de acordo com as 

instruções do fabricante. (Zeptometrix Inc. Bufallo, NY, USA) 

3.7 Análise do efeito de NGF sobre a replicação do HIV-1 em PBMCs e 

macrófagos. Células infectadas pelo HIV-1 foram tratadas com diferentes 

concentrações de NGF imediatamente após a infecção, e sobrenadantes de cultura 

foram colhidos periodicamente, para avaliação da replicação viral.        

3.8 Avaliação de “binding” e entrada viral. Para avaliação da modulação do 

“binding” viral, macrófagos foram tratados com NGF (10ng/mL) por uma hora a 37ºC 

e 5% CO2, sendo posteriormente colocados a 4ºC e 5% CO2. Após 15 minutos, as 

células foram expostas ao HIV-1 (30ng/mL) por mais 3 horas a 4ºC, sendo então 

lavadas com PBS e lisadas para posterior avaliação de P24 no sobrenadante como 

descrito no item 3.6. Para análise da entrada viral, macrófagos foram tratados com 

NGF (10ng/mL) por uma hora a 37ºC e 5% CO2, infectados com HIV-1 (30ng/mL), 

mantidos por 3 horas a 37ºC e 5% CO2, lavados com PBS, tratados com tripsina a 

0,25% e lisados para posterior avaliação de P24, como descrito no item 3.6.               

3.9 Detecção do DNA pró-viral total e integrado. Para a verificação do DNA pró-

viral total e do DNA pró-viral integrado, foram realizadas respectivamente as 

técnicas de semi-nested PCR e nested PCR adaptados do protocolo descrito por 

Calcaterra e colaboradores (2001). Resumidamente, macrófagos foram infectados 

com o isolado R5-trópico ADA (10ng/mL), seguindo o protocolo de infecção 
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conforme descrito no item 3.5 de Material e Métodos. As células foram, então, 

tratadas com 10 ng/mL de NGF e mantidas por 24 horas em estufa de CO2, 37ºC. O 

DNA foi extraído usando-se o kit de purificação do DNA Qiamp DNA Blood mini-kit 

(Quiagen, Alemanha). Parte do DNA extraído foi diluído em série 1:2, e a análise de 

sua quantidade foi expressa em número de células, o qual foi determinado 

assumindo que 6.6 ng de DNA correspondia a 10³ células (Calcaterra et al., 2001).  

Para obter as seqüências de DNA pró-viral total foram utilizados no primeiro round 

os primers: LTR-1 5´CACACACAAGGCTACTTCCCT-3´ e LTR-2 

5´AGGCAAGCTTTATTGAGGCTTAAG-3´ e no segundo round os primers LTR-1 e 

LTR-3 5´GCCACTCCCCAGTCCCGCCC-3. Para obter as seqüências de DNA pró-

viral integrado foram utilizados os primers ALU 

5´TCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGG-3´ e LTR-2. As condições de ciclagem 

foram: Ativação Taq Platinum a 94 °C, 5 min; 29 ciclos de amplificação: 95 °C/30 s; 

60 °C/30 s; 72 °C/1 min. Extensão final: 72 °C/10 min. O produto final das reações 

foi visualizado por eletroforese em gel de agarose a 2% marcado com Brometo de 

Etídio. Em todos os experimentos foram utilizados controles positivos e negativos 

das reações. 

3.10 Análise da transcrição pró-viral. Para a análise da transcrição pró-viral, 

avaliamos os níveis de transcrição de RNAm “Full Length”(FL) do HIV-1 e de RNAm 

“Multiply Spliced” (MS) do HIV-1 em macrófagos infectados e tratados com 10 

ng/mL de NGF ou 10 ng/mL de TNF-α por 48 horas por PCR em tempo real. O RNA 

total foi extraído por Trizol e utilizado a 400ng por variável em todos os ensaios.  O 

ensaio de PCR em tempo real foi realizado pelo sistema SYBR Green, como 

descrito (Sundstrom et al., 2007), com as seguintes condições de ciclagem: 95°C 

por 3 minutos, (94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto) x 40 

ciclos, 4°C por 10 minutos. Os “primers” utilizados foram utilizados sempre a 

concentração final de 200nM e tiveram a seguinte seqüência;  para FL (“sense”,: 5′-

CTGAAGCGCGCACGGCAA-3′, e “antisense”, 5′-GACGCTCTCGCACCCATCTC-

3′), e para MS (“sense”,: 5’-GACTCATCAAGTTTCTCTATCAAA-3’, e  “antisense” 5’-

GTCTCTCAAGCGGTGGT-3’).   

3.11 Análise das vias de sinalização celular. Macrófagos infectados pelo HIV-1 

foram mantidos em cultura por três dias, tratados com os inibidores farmacológicos 

descritos na tabela 1 por 15 minutos antes da adição de NGF (10ng/mL), e mantidos 
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por dois dias com os inibidores. A replicação viral foi medida com duas semanas 

após  a infecção.    

Inibidor/Quelante Especificidade [  ] utilizada 

K252a Inibidor do receptor TrkA 50 nM 

BAPTA-AM Quelante de cálcio intracelular  1,3 µM 

Tapsigargina Inibidor da Ca2+-ATPase do 
retículo endoplasmático 

12,5 nM 

EGTA Quelante de cálcio extracelular 1,27 mM 

SN50 Inibidor da translocação para o 
núcleo do complexo NF-κB 

21 µM 

JBD Inibidor de Jun-quinase 1,0 µM 

PD98059 Inibidor de MAP quinase quinase 2,0 µM 

SB203580 Inibidor de p38 quinase 50 nM 

H89 Inibidor de PKA 48 nM 

Queleritrina Inibidor de PKC 0,7 µM 

U73122 Inibidor de Fosfolipase C 4,0 µM 

Tabela 1 – Nome, especificidade e concentrações dos fármacos utilizados para o 

estudo das vias de sinalização envolvidas com o efeito do NGF na replicação de 

HIV-1 em macrófagos.    

3.12 Isolamento do RNA e efeitos do NGF sobre a expressão do APOBEC3G. 

Para avaliação do efeito do NGF sobre a expressão do APOBEC3G, o RNA total de 

PBMCs não infectados foi obtido com o kit RNAeasy (Quiagen). Em seguida, 1g do 

RNA total foi submetido ao GeneAmp RNA PCR (Perkin Elmer). Então, o cDNA para 

APOBEC3G foi amplificado (protocolo HS01043988_G1 disponível online pela 

companhia Applied Biosystems). Foram realizados também ensaios de “Western 

blotting” para avaliar a expressão protéica de APOBEC3G em macrófagos não 

infectados. Assim, as proteínas foram extraídas em tampão de Laemli, submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida, e transferidas para membrana de 

nitrocelulose, a qual foi exposta ao anticorpo primário policlonal anti-apobec3g  

(ABCAM; ab54257); a revelação foi feita com anticorpo secundário conjugado a 

peroxidase, e quimioluminescência.  

3.13 Análise Estatística. A coleção de dados foi analisada pelo método do teste T 

de “Student” não-paramétrico, utilizando-se o software “GraphPad Prism 4”.  
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4. Resultados 

 

4.1 NGF estimula a replicação de HIV-1 em macrófagos humanos infectados in 

vitro. 

Em nossos primeiros estudos, tratamos macrófagos infectados com HIV-1 com 

diferentes concentrações de NGF recombinante. As concentrações de NGF de 1 

ng/mL, 10 ng/mL e 100ng/mL induziram um aumento médio da replicação viral igual 

a, respectivamente, 4, 9 e 4 vezes, em relação a células infectadas não expostas ao 

NGF (Figura 9). Apesar da variação o aumento da replicação viral foi observado em 

todos os doadores (Figura 10). O efeito de estímulo da replicação causado pelo 

NGF atinge seu ponto máximo no décimo quarto dia pós-infecção, apresentando 

leve declínio no vigésimo primeiro dia (Figura 11).  

  

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Efeito da adição de NGF na replicação de HIV-1 em macrófagos. 

Macrófagos foram infectados com HIV-1 (CCR5 trópico) e tratados com NGF nas 

concentrações descritas. A carga viral foi medida 14 dias após a infecção pela 

técnica de ELISA (Ag HIV-1 p24), no sobrenadante de cultura. A figura mostra a 

replicação viral de células tratadas com NGF em relação ao controle ± erro padrão 

(SEM).  N=6; p< 0.05.  
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Figura 10 - Efeito da adição de NGF na replicação de HIV-1 em macrófagos. 

Macrófagos foram infectados com HIV-1 e a replicação viral avaliada como descrtito 

na figura 9. A figura mostra a evolução da replicação viral individual para os 

doadores apresentados na figura 9.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Cinética da replicação viral nos macrófagos tratados com 1ng/mL dos 

doadores apresentados na figura 9. A figura mostra a replicação viral em relação ao 

controle ± SEM. N=6; p< 0.05. 
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4.2 NGF não altera a replicação de HIV-1 em PBMCs humanos infectados in 

vitro. 

Uma vez visto que o NGF induz um forte aumento na replicação do HIV-1 em 

macrófagos humanos infectados in vitro, avaliamos se haveria efeito similar em 

PBMCs. De forma interessante, o NGF não apresentou capacidade de estimular o 

aumento da produção viral em PBMCs de forma significativa em nenhuma das 

concentrações testadas (Figura 12). Não observamos modulação da replicação viral 

mesmo quando analisamos o crescimento do HIV-1 em diferentes momentos pos a 

infecção (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Efeito da adição de NGF na replicação de HIV-1 em PBMCs. PBMCs 

foram infectados com HIV-1 (CCR5 trópico) e tratados com NGF na concentração de 

10ng/mL. A replicação de HIV-1 foi medida após 7 dias da infecção pela detecção do 

Ag do HIV-1 p24, por ELISA, nos sobrenadantes de cultura. A figura mostra a 

replicação viral em relação ao controle ± SEM. N=4. 

 

 

 

 

 

 

1 10 100

0

0,5

1

1,5

NGF [ng/ml]

R
ep

lic
aç

ão
 d

e 
H

IV
-1

 (
n

x 
co

n
tr

o
le

)

1 10 100

0

0,5

1

1,5

NGF [ng/ml]

R
ep

lic
aç

ão
 d

e 
H

IV
-1

 (
n

x 
co

n
tr

o
le

)

NGF [ng/mL] 

R
e
p

lic
a

ç
ã

o
 d

e
 H

IV
-1

 (
n

x
c
o

n
tr

o
le

) 



 27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Produção viral em diferentes dias pós infecção de PBMCs. PBMCs 

foram infectados com HIV-1 (CCR5 trópico) e tratados com NGF na concentração 

de 10ng/mL. A replicação de HIV-1 foi medida 3, 5 e 7 dias após a infecção como 

descrito na figura 12. Figura mostra um experimento representativo de um total de 4. 

 

 

4.3 O NGF não modula a captura nem a entrada de HIV-1 em macrófagos 

humanos infectados in vitro.  

 

O primeiro questionamento que fizemos sobre como o NGF estimula a replicação do 

HIV-1 em macrófagos foi se esta neurotrofina favoreceria o vírus em algum estágio 

pré-integração viral. Para começar a responder tal pergunta, realizamos um 

experimento funcional, com o intuito de observar se o NGF aumentaria a captura de 

vírions e/ou facilitaria a entrada destes nos macrófagos. Observamos que, 

aparentemente, o NGF não incrementa a permissividade de macrófagos à infecção 

pelo HIV-1 através do aumento da captura de vírions (Figura 14), nem por uma 

possível facilitação na entrada viral (Figura 15), tendo em vista que os níveis de p24 

detectado nos sobrenadantes de cultura de células tratadas e não tratadas com a 

neurotrofina não apresentaram diferença significativa. 
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Figura 14 – Ensaio de Binding do HIV-1 em macrófagos tratados com NGF. 

Macrófagos foram tratados com NGF (10 ng/mL) por uma hora, infectados com HIV-

1 (CCR5 trópico; 30 ng/mL de p24) a 4ºC por 3 horas, lavados com PBS e lisados 

para quantificação de p24 no sobrenadante. N=4. Quadrante direito superior: dados 

dos experimentos mostrados individualmente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Ensaio de entrada do HIV-1 em macrófagos tratados com NGF. 

Macrófagos foram tratados com NGF (10 ng/mL) por uma hora, infectados com HIV-

1 (CCR5 trópico; 30 ng/mL) a 37ºC por 3 horas, lavados com PBS, tratados com 

tripsina a 0,25% e lisados para quantificação de p24 no sobrenadante.N=3. 

Quadrante direito superior: dados dos experimentos mostrados individualmente. 
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4.4 O NGF não altera a integração do DNA pró-viral em macrófagos humanos 

infectados in vitro. 

 

Ainda com o intuito de avaliar os possíveis impactos do NGF em passos pré-

integração viral, averiguamos se a quantidade de DNA pró-viral encontrada em 

macrófagos tratados com NGF (10ng/mL) era diferente das células não tratadas. 

Para tal análise utilizamos a técnica do ALU-PCR (Calcaterra et al., 2001), que 

utiliza “primers” para os LTRs do HIV-1 e para a seqüência humana ALU, o que nos 

permite inferir sobre quantidade do DNA pró-viral total e a de DNA pró-viral 

integrado respectivamente. Observando a semelhança do padrão de bandas mesmo 

em concentrações não saturantes de DNA, tanto das células tratadas como no 

grupo controle não tratado (Figura 16), temos o indício que o NGF não aumenta a 

síntese e/ou integração pró-viral em macrófagos infectados pelo HIV-1.  
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Figura 16 – Análise da síntese/integração pró-viral. Macrófagos foram infectados 

com HIV-1 (CCR5 trópico) e tratados ou não com 10ng/mL de NGF por 24 horas. 

Posteriormente, o DNA total foi extraido e diluído em série (1:2) para análise de DNA 

pró-viral total (LTR) e DNA pró-viral integrado (ALU) pela técnica de PCR 

convencional. Dados expressos em número estimado de células, considerando a 

razão de 6,6ng de DNA correspondendo a 103 células. N=2  
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4.5 NGF induz o aumento da transcrição pró-viral em macrófagos. 

 

Com o intuito de estudar se o efeito de modulação da replicação viral causado pelo 

NGF decorria do aumento na transcrição viral, analisamos a modulação da 

transcrição de RNAm “Full Length” (FL) e ”Multiply Spliced” (MS) do HIV-1 por PCR 

em tempo real. Como controle utilizamos o TNF-α um clássico fator de estimulação 

da transcrição do HIV (Vicenzi et al., 1997). Nossos resultados preliminares sugerem 

que o NGF, induz a transcrição, tanto de RNAm FL quanto de MS, em níveis mais 

elevados que o efeito mediado pelo TNF-α (Figura 17 A e B). Estes resultados 

apontam para o grande potencial do NGF em favorecer a replicação do HIV-1 

através do estímulo da transcrição do genoma viral.   

 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Análise da transcrição viral em macrófagos tratados com NGF. A) 

Macrófagos infectados pelo HIV-1 foram tratados com NGF (10ng/mL) ou TNF-α 

(10ng/mL) por 48 horas para avaliação da transcrição do RNAm “Multiply Slipced”. O 

RNA foi extraído por Trizol e o ensaio de PCR em tempo real foi realizado por SYBR 

Green.  N=1. B) Macrófagos infectados pelo HIV-1 sofreram o mesmo tratamento 

que na figura A para avaliação da transcrição do RNAm “Full Length”. N =2. 
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4.6 O aumento da replicação de HIV-1 em macrófagos estimulados por NGF é 

dependente do receptor TrkA . 

 

Em seguida, avaliamos quais vias de sinalização intracelular poderiam estar 

relacionadas com o fenômeno de aumento da replicação do HIV-1 em macrófagos. 

Para tal, o primeiro passo foi identificar se o receptor de alta afinidade TrkA (K252a) 

é importante para o efeito mediado pelo NGF. Observamos que em macrófagos 

infectados tratados com um inibidor farmacológico especifico para o receptor TrkA 

(K252a), o aumento da replicação viral causado pelo NGF foi completamente abolido 

(Figura 18). Este resultado nos leva a concluir que o efeito de aumento da replicação 

do HIV-1 em macrófagos estimulados por NGF é dependente do receptor TrkA. 

Curiosamente, a adição do inibidor de TrkA na ausência de NGF exógeno, foi capaz 

de inibir a replicação em relação às células não tratadas, efeito devido, 

provavelmente, ao bloqueio da atividade natural NGF liberado pelas células.  É 

válido ressaltar que ao final desses experimentos a viabilidade celular era 

invariavelmente alta, isto é, semelhante ao do controle, como avaliado por azul de 

Trypan .  

   
Figura 18 – Análise da participação do receptor TrkA no feito do NGF na replicação 

do HIV-1 em macrófagos. Macrófagos infectados com HIV-1 (CCR5 trópico) foram 

mantidos em cultura por 3 dias e, em seguida, tratados com K252a por 15 minutos 

antes da adição de NGF (10ng/mL). As células foram mantidas por 48 horas em 

cultura com o inibidor e o NGF. A replicação viral foi medida duas semanas após a 

infecção pela detecção do Ag do HIV-1 p24, por ELISA, nos sobrenadantes da 

cultura. A figura mostra a replicação viral em relação ao controle não tratado ± SEM. 
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4.7 Análise de vias de sinalização intracelular envolvidas no efeito do NGF na 

replicação do HIV-1 em macrófagos humanos infectados in vitro.  

 

Seguindo com os estudos de identificação de vias de sinalização envolvidas com o 

efeito do NGF na replicação do HIV-1 em macrófagos, realizamos diversos ensaios 

nos quais macrófagos infectados foram tratados com quelantes de cálcio intracelular 

inespecífico (BAPTA-am) e específico de retículo (Tapsigargina), e de cálcio 

extracelular (EGTA). Macrófagos infectados foram também expostos aos inibidores 

farmacológicos SN50, JBD, PD98059, SB, H89, Queleritrina e U73122 que, 

respectivamente, inibem NF-kB, JNK, ERK, P38, PKA, PKC e PLC (Tabela 1). 

Observamos que os quelantes de cálcio intracelular inespecífico e o específico de 

retículo anularam o efeito do NGF sobre a replicação do HIV-1. Da mesma forma, os 

inibidores farmacológicos de NF-kB, ERK, P38, PKC e PLC também eliminaram o 

estímulo na replicação do HIV-1 causado pelo NGF, sugerindo que o cálcio contido 

no retículo, assim como NF-kB, ERK, P38, PKC e PLC participam do efeito mediado 

pelo NGF na replicação do HIV-1 em macrófagos humanos in vitro (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Análise das vias de sinalização intracelular. Macrófagos infectados com 

HIV-1 (CCR5 trópico) foram mantidos em cultura por 3 dias, e em seguida tratados 

por 15 minutos com os inibidores farmacológicos acima mostrados antes da adição 

de NGF (10ng/mL). As células foram mantidas em cultura por 48 horas com os 

inibidores e o NGF. A replicação viral foi medida duas semanas após a infecção pela 

detecção do Ag do HIV-1 p24, por ELISA, nos sobrenadantes de cultura. A figura 

mostra a replicação viral em relação ao controle ± SEM.  N=4. 
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4.8 O NGF regula negativamente a produção de APOBEC3G ao nível 

transcricional. 

Procurando elucidar os mecanismos pelos quais o NGF amplifica a replicação do 

HIV-1, verificamos um possível efeito regulador do NGF sobre a proteína 

APOBEC3G, um importante fator endógeno celular de restrição à replicação do HIV-

1 (Peng et al., 2007). Como controle positivo as células foram tratadas com IFN-γ, 

um conhecido indutor da síntese desta proteína (Peng et al., 2007). Vimos que 

PBMCs tratados com NGF (10ng/mL) apresentaram uma acentuada diminuição na 

síntese de RNAm em relação a células tratadas com IFN-γ (10 ng/mL) ou apenas 

mantidas em meio de cultura (Figura 20).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20 – Análise da expressão de RNAm para APOBEC3G. PBMCs não 

infectados foram tratados com NGF (10 ng/mL) ou IFN-γ (10 ng/mL) por 24 horas. O 

RNA total foi extraído com o kit RNAeasy (Quiagen). Em seguida 1 µg do RNA total 

foi transcrito reversamente utilizando-se o kit GeneAmp RNA PCR (Perkin Elmer). O 

cDNA para APOBEC3G foi amplificado de acordo com as condições descritas no 

protocolo HS01043988_G1( disponível on-line em Applied Biosystems). A figura 

mostra um experimento representativo de 3 com resultados semelhantes. 
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4.9 O NGF regula negativamente a síntese protéica de APOBEC3G. 

 

Buscando confirmar o efeito de inibição causado pelo NGF sobre a síntese do fator 

de restrição à replicação viral, APOBEC3G, analisamos por “Western blotting” a 

produção desta proteína em macrófagos tratados com NGF na presença  ou 

ausência do estímulo de IFN-γ. Macrófagos tratados com 1 ng/mL e com 10 ng/mL 

de NGF na presença de IFN- γ (10 ng/mL) apresentaram clara diminuição na 

produção da proteína APOBEC3G, quando comparados com células tratadas 

apenas com IFN-γ (10 ng/mL) (Figura 21 A). Da mesma forma, macrófagos tratados 

somente com NGF (10 ng/mL) também apresentaram diminuição da síntese de 

APOBEC3G em relação ao grupo tratado com IFN- γ (10ng/mL) e apenas em meio 

de cultura (Figura 21 C). Estes resultados corroboram assim os achados de inibição 

na síntese de RNAm descritos no item 4.8.    
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Figura 21 - Análise da síntese de APOBEC3G em macrófagos tratados com NGF. A) 

Macrófagos não infectados foram tratados com IFN-γ (10ng/mL) ou com NGF (10 

ng/mL) por 48 horas.  Em seguida foram lisados em tampão de Leammli e 

analisadas por “western blot”. Figura mostra um experimento representativo de 4 

com resultados semelhantes. B) Densitometria realizada no software EagleSight 

(versão 3.21; Stratagene; La Jolla, CA, USA) relativa aos “western blots” da figura 21 

A.   C) Macrófagos não infectados foram tratados com IFN-γ (10ng/mL) na ausência 

e na presença de 1ng/mL e de 10 ng/mL de NGF por 48 horas. Em seguidas 

processados como descrito acima. Figura mostra um experimento representativo de 

3 com resultados semelhantes. D) Densitometria realizada no software EagleSight 

(versão 3.21; Stratagene; La Jolla, CA, USA) relativa aos “western blots” da figura 21 
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5. Discussão  

 

Estudos que buscam um melhor entendimento dos fatores que compõem a relação 

entre o sistema imunológico e o HIV-1 causador da síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS) tem sido objeto dos esforços de diversos grupos de pesquisa por 

todo mundo. Esta mobilização é motivada pela gravidade da pandemia causada pelo 

HIV, de acordo com os números do último levantamento realizado pelo 

UNAIDS/WHO em 2008 (figuras 1 e 2), e também pela dificuldade em se entender 

toda a complexa rede de interações entre o HIV e o sistema imune humano. 

Dentro deste grande arcabouço que caracteriza a deficiência do sistema imune 

causada pelo HIV-1, diversos fatores endógenos e exógenos têm sido destacados 

como peças-chave na modulação do ciclo replicativo deste vírus (Wahl et al., 2003). 

Dentre estes, fatores solúveis como citocínas, por exemplo, desempenham papel 

bastante relevante no contexto da infecção pelo HIV-1 (Alfano et al., 2008). Um 

exemplo bem consolidado de efeito de citocinas neste contexto é o Fator de Necrose 

Tumoral (TNF-α), cujo nível sérico está aumentado na infecção pelo HIV-1, e ainda 

induz uma maior replicação viral in vitro (Ito et al., 1989; Roux-Lombard et al., 1989).  

Em 1999, Garaci e colaboradores chamaram atenção para um outro grupo de 

moléculas solúveis que também poderiam estar envolvidas na modulação da 

replicação do HIV-1, as neurotrofinas.  Neste trabalho os autores demonstraram que 

a inibição dos efeitos da neurotrofina NGF sobre macrófagos infectados in vitro pelo 

HIV-1 (por meio da adição de anticorpos neutralizantes), reduzia a níveis muito 

baixos a produção viral em comparação com a dos macrófagos infectados expostos 

apenas ao meio de cultura (Garaci et al., 1999).  

Curiosamente, mesmo após a publicação deste estudo poucos grupos se 

interessaram pela análise mais profunda estudo de um possível efeito modulatório 

do NGF sobre a replicação do HIV, sendo a única publicação com este perfil a de 

Samah e colaboradores (2009) que, de forma conflitante com o mostrado por Garaci 

et al. (1999), mostra uma ausência de regulação positiva na produção de NGF em 

macrófagos infectados pelo HIV-1, e a não modulação da replicação viral pela 

adição de NGF (Samah et al., 2009). As demais publicações disponíveis na literatura 

são majoritariamente relacionadas com a importância do NGF e das vias 

intracelulares disparadas por este fator (principalmente a via das MAPK/Erk) em 

neurônios, e as implicações que a proteína do HIV-1 Tat gera nesse sistema. Alguns 

autores mostram que Tat provoca um desequilíbrio da cascata gerada pelo NGF, e 
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conseqüente indução de apoptose em neurônios de sinalização, fenômeno critico 

para o desencadeamento de uma das facetas mais graves da infecção pelo HIV-1, a 

demência relacionada à AIDS (Bergonzini et al., 2004; Darbinian-Sarkissian et al., 

2006; Darbinian et al., 2008).  

 Baseados então nos achados de Garaci et al. (1999), nas evidências de que 

fatores solúveis são importantes na história natural da infecção pelo HIV-1, e na 

carência de trabalhos que exploram o mecanismo pelo qual o NGF poderia estar 

envolvido com a modulação da replicação do HIV-1, nós decidimos realizar um 

estudo com o intuito de avaliar se a adição de NGF em culturas de PBMCs e 

macrófagos teria a capacidade de alterar a replicação viral nestas células, e quais 

fenômenos poderiam estar relacionados com tal possível modulação.  

O primeiro resultado obtido por nós veio em complemento aos dados obtidos por 

Garaci e colaboradores, tendo em vista que eles demonstraram que a neutralização 

do NGF naturalmente produzido por macrófagos diminuía a replicação do HIV-1 em 

cultura. Nosso grupo, por nossa vez, mostrou que não só a presença do NGF 

endógeno é importante para a replicação do HIV-1, como a adição de NGF exógeno 

tem a capacidade de aumentar os níveis de produção viral em macrófagos 

infectados in vitro (figura 9). A diferença entre nossos achados e os de Samah et al. 

(2009) talvez se deva a diferenças no protocolo, já que, nós diferentemente 

daqueles autores, tratamos as células logo após a infecção pelo HIV-1, enquanto 

eles primeiro tratam as células com a neurotrofina e só então as infectam. O 

aumento da carga viral causado pela adição de NGF exógeno à cultura, observado 

pelo nosso grupo, não apresenta uma curva dose-reposta, já que a maior 

concentração testada (100ng/mL) possui a mesma capacidade estimulatória da 

replicação viral que a menor concentração utilizada (1ng/mL), enquanto que a 

concentração de NGF de maior efeito para a replicação do HIV-1 no nosso modelo 

foi a de 10ng/mL (figura 9). Esta característica é bastante comum em diversos 

fenômenos biológicos, principalmente quando envolve moléculas com grande 

potencial de ativação, como PAF (platelet-activating factor), por exemplo, que, 

quando em concentrações acima das ideais, se torna menos potente quanto ao seu 

efeito sobre ativação das plaquetas e sobre a estimulação de PBMCs (Chao & 

Olson, 1993; Lacasse & Rola-Pleszczynski, 1991).  

Houve grande variação do efeito de aumento da replicação viral causado pelo NGF 

entre os doadores, com estimulações que variaram de cerca de 3 vezes a até 20 

vezes em relação ao controle não tratado (figura 10). Duas conclusões devem ser 
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salientadas desse resultado: a primeira, que em todos os doadores o efeito esteve 

presente, demonstrando com isso a consistência do fenômeno; a segunda, que o 

NGF possui um robusto potencial de estimulação da replicação do HIV-1 em 

macrófagos, uma vez que foi capaz de induzir em até expressivas 20 vezes a 

produção viral nessas células.  

A curva temporal do efeito de estimulação da replicação do HIV-1 em macrófagos 

in vitro pelo NGF seguiu o mesmo perfil costumeiramente observado em culturas 

mantidas apenas em meio de cultura. Detectamos uma taxa baixa de produção viral 

no sétimo dia após a infecção, com pico de replicação viral por volta do décimo-

quarto dia, e uma ligeira tendência de queda deste ponto em diante (Figura 11), 

como visto em outros estudos (Lima et al., 2002; Samah et al., 2009).  

É de se notar que, o efeito de aumento da replicação do HIV-1 observado em 

macrófagos não se repetiu em PBMCs. Não vimos qualquer modulação da produção 

viral, independentemente das concentrações testadas (figura 12), e uma aparente 

tendência à inibição da replicação em tempos mais tardios (figura 13). Este resultado 

provavelmente não é devido a uma possível ausência de sensibilidade de linfócitos 

ao NGF, tendo em vista que, trabalhos do final da década de 1980 já demonstravam 

a presença de efeito das neurotrofinas sobre a ativação de linfócitos (Dean et al., 

1987; Otten et al., 1989; Thorpe & Perez-Polo, 1987). Esta evidência se consolidou 

com a demonstração, no inicio da década de 1990, que os linfócitos não só 

apresentavam receptores para o NGF e outras neurotrofinas, como também 

possuíam a capacidade de sintetizar e liberar tais neurotrofinas (Ehrhard et al., 

1993a; Ehrhard et al., 1994). Estes achados trouxeram à luz a idéia de que os 

linfócitos não só eram suscetíveis aos efeitos do NGF, como estes efeitos 

provavelmente ocorriam de forma parácrina e autócrina (Levi-Montalcini et al., 1995), 

bem como ocorre em macrófagos (Ehrhard et al., 1993b). Tais conclusões jogam por 

terra uma possível suspeita de que a discrepância entre os resultados de 

macrófagos e PBMCs seja devido a uma diferença no perfil de expressão dos 

receptores de alta afinidade TrkA, ou mesmo de sensibilidade ao efeito da 

neurotrofina entre estes dois tipos celulares. Cogitamos, então, que esta ausência 

de efeito do NGF na replicação do HIV-1 em PBMCs possa estar relacionada com o 

modelo experimental utilizado. Isto porque para a obtenção de linfócitos T infectados 

pelo HIV-1 produtivos é crucial que estas células estejam ativadas e em estado 

proliferativo (Stevenson, 2003) e, para tal, é comumente utilizado o agente ativador 

mitótico PHA (fitohemaglutinina). É possível que o potente efeito de ativação desta 
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lectina possa estimular estas células de tal forma que não possibilite a ação de outro 

agente, tal como o NGF. Porém, uma conclusão definitiva sobre esta hipótese 

somente será possível com a execução de experimentos adicionais. Entre estes, 

cogitamos verificar se a adição do inibidor farmacológico de TrkA à cultura de 

PBMCs infectados pelo HIV-1 resulta em queda da replicação viral, o que seria 

resultado do bloqueio do efeito do NGF endógeno sobre a ativação linfocitária. 

Uma vez demonstrado que a adição de NGF exógeno é capaz de regular 

positivamente a replicação de HIV-1 em macrófagos infectados in vitro, iniciamos 

estudos com o objetivo de entender de que forma tal fenômeno ocorre. O primeiro 

passo nesse sentido foi avaliar se o NGF exercia um papel facilitador em alguma 

etapa do ciclo replicativo do HIV-1. Avaliamos inicialmente uma possível modulação 

do binding viral pelo NGF, através de um protocolo no qual os macrófagos foram 

tratados com NGF por 1 hora a 37ºC, com o intuito de permitir uma possível 

mudança no perfil de expressão de receptores membranares; posteriormente, as 

células foram trasferidas para 4ºC a fim de interromper a fluidez membranar  e evitar 

o “turnover” de receptores e manter o perfil de expressão adquirido pelo tratamento 

com a neurotrofina. Só então acrescentamos o HIV-1 na cultura, de forma que os 

vírions pudessem se ligar aos receptores CD4/CCR5, mas não conseguissem entrar 

na célula pela ausência de fluidez da membrana. Com isso, conseguimos mensurar 

a quantidade de vírions que se ligaram aos receptores celulares necessários para o 

uptake viral na presença e na ausência do tratamento com NGF, e desta forma 

avaliar se esta neurotrofina tinha o potencial de facilitar a ligação dos vírions aos 

macrófagos. Como observado na figura 14, a diferença na quantidade de p24 obtida 

no lisado das células tratadas com NGF e das células não tratadas não foi 

estatisticamente relevante, indicando que o efeito de aumento da replicação viral 

obtido pelo tratamento com NGF não ocorre em razão de uma facilitação do binding 

viral. Outro resultado que também aponta na direção de que o efeito do NGF não é 

devido a uma facilitação nas primeiras etapas do clico do HIV-1 é o observado na 

figura 15. Neste experimento, concluímos que o NGF tampouco influenciou a 

entrada do HIV-1 nos macrófagos. Para tal, utilizamos um protocolo muito 

semelhante ao experimento anterior, sendo a diferença principal o fato de que as 

células não são submetidas a baixas temperaturas, o que permite a fusão entre as 

membranas do vírion e da célula hospedeira e, por conseguinte, a entrada da 

partícula viral na célula.  
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Com o intuito de analisar se mesmo não tendo um papel facilitador no binding e 

entrada o NGF poderia favorecer algum outro evento pré-integração, como a 

transcrição reversa, transporte do pró-vírus para o núcleo ou integração, avaliamos a 

quantidade de DNA pró-viral total e de DNA pró-viral integrado em macrófagos 

tratados e não tratados com NGF. Para este estudo utilizamos um protocolo 

adaptado de Calcaterra e colaboradores (2001) no qual, para avaliar o DNA pró-viral 

integrado realiza-se um primeiro round de PCR com primers para a região ALU 

humana e para o LTR do HIV-1, e um segundo apenas com primers para região LTR 

do HIV. A utilização de primers desenhados para anelar com regiões muito 

conservadas e com alta taxa de repetição do genoma humano, como a região ALU, 

em conjunto com primers específicos para as regiões do HIV, como a região LTR, 

permite avaliar a presença de DNA pró-viral integrado ao genoma das células do 

hospedeiro (Kumar et al., 2002). Todavia, por se tratar de uma técnica de PCR 

convencional, só nos permitiria uma interpretação qualitativa do resultado, ou seja, 

se havia ou não integração viral nos macrófagos tratados. Tal interpretação 

responderia apenas parcialmente esta pergunta, uma vez que nosso interesse 

consistia na análise de uma possível modulação do fenômeno, e não em um efeito 

absoluto. Tentando minimizar esta limitação realizamos, como proposto por 

Calcaterra et al. (2001), uma diluição seriada do DNA obtido de macrófagos tratados 

ou não com NGF, a fim de comparar a intensidade de bandas mesmo em 

concentrações não saturantes de DNA. Para o estudo do DNA pró-viral total, que 

consiste não só do integrado, como também nas três formas encontradas de DNA 

pró-viral extra-cromossomal (linear, 1-LTR e 2-LTR) (Kumar et al., 2002), utilizamos 

dois rounds de PCR apenas com primers específicos para a região LTR do HIV-1, e 

a mesma estratégia de diluição do DNA aplicada no estudo do DNA pró-viral 

integrado (Calcaterra et al., 2001). Vimos que, de uma forma geral, mesmo em 

concentrações não saturantes de DNA, não houve aumento na intensidade das 

bandas nos grupos tratados com NGF em relação aos grupos controle (figura 16). 

Portanto, os resultados obtidos com essa estratégia experimental sugerem que, 

aparentemente, o tratamento com NGF não regula positivamente passos pré-

integração do ciclo replicativo do HIV-1.  

De forma a seguir com o objetivo de elucidar em que ponto do ciclo replicativo do 

HIV-1, a adição de NGF exógeno estaria sendo importante para o aumento da 

replicação viral, realizamos um PCR quantitativo em tempo real para analisar o perfil 

de expressão de RNAm “Full Length” e “Multiply Spliced”, com ou sem a adição de 
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NGF à cultura de macrófagos infectados (figura 17). Apesar do número de amostras 

reduzido, observamos uma clara tendência ao aumento na transcrição de ambos os 

tipos de RNAm. Este dado indica que o NGF tem o potencial de aumentar não só 

replicação como um todo, como também a eficiência e patogenia da infecção, por 

estimular os RNAm que condificam as proteínas acessórias Tat e Rev (RNAm MS) 

(Pasternak et al., 2008; Sonza et al., 2002). Esta análise será realizada mais 

algumas vezes, com o objetivo de se obter um n que permita a comparação 

estatística.       

Os resultados obtidos até este ponto do trabalho indicam que o NGF 

provavelmente favorece a replicação do HIV-1 da mesma maneira que outros fatores 

solúveis o fazem. Citocinas classicamente conhecidas como potentes estimuladores 

da replicação do HIV-1, como TNF-α, IL-1β e IL-6, têm como característica a 

participação em passos transcricionais e pós-transcricionais do ciclo replicativo do 

HIV-1, não tendo qualquer efeito descrito em passos pré-integração (Cassol et al., 

2009). Dos mecanismo moleculares conhecidos pelos quais as citocinas favorecem 

a replicação do HIV-1 ao nível transcricional, o mais estudado é a ativação do fator 

de transcrição NF-κB. Este fator tem a peculiaridade de, uma vez ativado no 

citoplasma, migrar para o núcleo e se ligar em sítios próximos ao do gene promotor 

da replicação do HIV (LTR), podendo com isso iniciar ou aumentar a expressão das 

proteínas virais e a conseqüente produção do HIV-1 (Breen, 2002).  

Portanto, considerando que o NGF aumenta a replicação do HIV-1 sem influenciar 

passos pré-integração, que esta neurotrofina, aparentemente, é capaz de estimular 

a transcrição pró-viral do HIV-1, que seu perfil funcional pleiotrópico é similar à das 

citocinas, e que existem relatos na literatura que demonstram a capacidade do NGF 

de ativar o LTR do HIV-1 (Recio & Aranda, 1997), nós hipotetizamos que, assim 

como TNF-α e IL-1β, o NGF poderia estimular a replicação através do disparo de 

vias de sinalização intracelular que, em última instância, acarretariam o aumento 

transcricional do HIV pela ativação do seu promotor, o LTR.   

Para avaliar esta hipótese, o primeiro passo foi identificar qual receptor era 

responsável pela transdução do efeito mediado pelo NGF na replicação viral: se o de 

alta afinidade, TrkA, o de baixa afinidade, p75, ou ambos. Esta resposta era critica 

para a continuidade do estudo proposto, pois as vias intracelulares disparadas por 

esses dois receptores, apesar de estimuladas pelo mesmo fator, em geral são 

bastante distintas, gerando muitas vezes efeitos opostos na fisiologia da célula. O 

TrkA é classicamente associado a estimulação da sobrevivência, diferenciação, 
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atividade e plasticidade neural, ao iniciar uma cascata que inclui, entre outros 

fatores, fosfolipase C, PKC, P13, AKT e a via das MAPK-Ras-Erk (Micera et al., 

2007). Por outro lado, sabe-se que o p75, apesar de trabalhos apontarem um efeito 

sinérgico ao do TrkA (Clary & Reichardt, 1994) e a aparente característica pró-

sobrevivência via a ativação de NF-κB (Rao et al., 1995), tem como efeito clássico 

garantir uma rápida e eficiente apoptose de neurônios neonatais e transmitir sinais 

de morte a neurônios danificados (Nykjaer et al., 2005). As vias de sinalização 

disparadas pelo p75 incluem TRAF6, Caspase, BAX, citocromo C e Jun quinase 

(Micera et al., 2007).  Os efeitos e vias disparadas tanto pelo TrkA quanto pelo p75 

são classicamente relacionadas a células neurais porque a grande maioria dos 

trabalhos visando entender os seus mecanismos de ação e características são 

realizados no modelo de células Feocromocitoma 12 (PC12), uma célula de 

linhagem neural tumoral que se divide e se diferencia por completo quando tratada 

com NGF (Greene & Tischler, 1976). Todavia, outros trabalhos mostram que o perfil 

funcional desses receptores, observado nos neurônios, se repete em outros tipos 

celulares, inclusive do sistema imune. Em macrófagos, por exemplo, sua ativação 

por tratamento com LPS em conjunto com a neutralização de NGF da cultura, 

acarreta um aumento da expressão de p75 e um conseqüente encaminhamento 

dessas células para apoptose (Caroleo et al., 2001), enquanto que o aumento de 

expressão de TrkA em monócitos está correlacionado com a sua maior ativação 

(Ehrhard et al., 1993b).  

A nossa estratégia para avaliar o papel dos receptores p75 e TrkA  no contexto da 

estimulação da replicação do HIV-1 em macrófagos, foi a adição do inibidor 

farmacológico especifico para o TrkA (K252a) a culturas de células previamente 

infectadas e tratadas ou não com NGF. Desta forma pudemos comparar se houve 

modulação da replicação viral, quando na ausência de atividade do receptor de alta 

afinidade, em comparação com as células que possuíam TrkA não bloqueado. O 

que observamos foi uma completa anulação do efeito estimulatório do NGF no grupo 

de células tratado com o fármaco (figura 18). Concluimos que o receptor TrkA é 

fundamental para que ocorra o fenômeno de estimulo da replicação do HIV-1, e que 

o receptor p75, apesar de ter a capacidade de estimular NF-κB, um fator 

intimamente relacionado com a ativação da transcrição do HIV-1, não consegue 

sustentar o efeito do NGF sem a presença do receptor TrkA. A queda da replicação 

de HIV-1 mesmo em macrófagos não expostos ao NGF exógeno, sugere assim 
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como Garaci et al, (1999), que o NGF naturalmente produzido é um importante 

componente na manutenção da replicação viral basal em macrófagos. 

 Para o estudo das vias de sinalização intracelular que poderiam estar envolvidas 

com o efeito gerado pelo NGF na replicação do HIV-1, utilizamos a mesma 

estratégia experimental que foi aplicada ao estudo dos receptores, modificando 

apenas os inibidores farmacológicos de acordo com a via a ser analisada. Utilizamos 

inibidores de fatores que integram as principais vias ativadas pelo TrkA e p75, como 

fosfolipase C (PLC) (U73122), PKC (Queleritrina), PKA (H89), ERK (PD98059), p38 

(SB), NFκB (SN50) e Jun quinase (JNK) (JBD) (Huang & Reichardt 2003; Reichardt, 

2006), além dos quelantes de íons cálcio intracelular (BAPTA-am) e extracelular 

(EGTA) e específico de retículo endoplasmático (Tapsigargina). Novamente 

comparando a replicação viral entre os grupos tratados com NGF+Inibidor ou só com 

NGF, pudemos avaliar quais desses fatores descritos acima eram críticos para o 

efeito desencadeado pela neurotrofina. Vimos, então, que o cálcio intracelular, mais 

especificamente contido no reticulo endoplasmático, juntamente com PLC, PKC, 

P38, ERK e NF-κB eram fundamentais para o efeito do NGF (Figura 19). De posse 

destes resultados sugerimos uma cascata de eventos (figura 22) que teria início com 

a ligação do NGF nos receptores TrkA e p75, com o TrkA ativando PLC, que 

catalisaria a hidrólise de fosfatilinositol (Steinman et al.) nos dois segundos 

mensageiros, inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG); IP3 se ligaria a seus 

receptores no retículo endoplasmático sinalizando para a abertura dos canais que 

permitem a liberação de Ca2+ no citoplasma, e DAG, juntamente com o Ca2+ liberado 

no citosol, ativaria PKC. Uma vez ativado, PKC fosforilaria duas proteínas da família 

das MAPK, ERK e p38, que então migrariam para o núcleo e ativariam a transcrição 

celular. A participação de NFκB observada provavelmente não se deve somente à 

ligação de NGF ao p75, já que, como visto pelo ensaio com o inibidor do TrkA, só a 

atividade de p75 não é capaz de gerar aumento na replicação viral. Desta forma, 

possivelmente PKC esteja gerando também um co-estimulo crítico para a atividade 

de NFκB no efeito mediado pelo NGF. Esta coleção de resultados permite-nos 

cogitar sobre um dos possíveis mecanismos para o aumento da replicação viral 

gerado pela ligação de NGF a células infectadas pelo HIV-1. Isto porque a via de 

NFkB é classicamente descrita como importante fator na replicação do HIV-1 via 

modulação da transcrição do LTR viral (Duh et al., 1989), e as MAPK sabidamente 

aumentam a expressão gênica celular, resultando em um aumento da produção do 
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genoma pró-viral e estimulando a síntese e liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

também importantes no contexto da patogenia do HIV-1(Mangino et al., 2007).   

Outro possível mecanismo estudado por nós pelo qual o NGF poderia favorecer a 

replicação do HIV-1 em macrófagos, foi a análise da sua capacidade em modular a 

expressão celular de fatores endógenos de restrição à replicação do HIV-1, como a 

proteína APOBEC3G (A3G) (Peng et al., 2007). Vimos que o tratamento com NGF 

foi capaz de diminuir de forma drámatica tanto a produção de RNAm (figura 20) 

quanto a síntese protéica de APOBEC3G (figura 21), inclusive apresentado um 

efeito capaz de contrapor a ação do IFN-γ, um potente agente indutor da produção 

desta proteína (Peng et al., 2007). Relatos na literatura apontam ainda que, além da 

capacidade de inibir a síntese protéica do APOBEC3G aqui mostrada, o NGF 

possivelmente também atua diminuindo a eficiência enzimática de APOBEC3G que 

ainda assim foi produzido. Assim entendemos porque trabalhos demonstram que o 

NGF aumenta a atividade do fator regulador de transcrição C/EBPβ (também 

conhecido como NF-IL6, (Sterneck & Johnson, 1998), que, por sua vez, é 

relacionado com a inibição da atividade do APOBEC3G no contexto da replicação do 

HIV-1 (Kinoshita & Taguchi, 2008). Tal conjunto de informações traz à luz a idéia 

que o NGF exerce um papel de forte modulação negativa sobre um dos fatores  

endógenos de restrição à replicação do HIV-1 mais potentes e estudados 

atualmente (Wahl et al., 2006). 

Este resultado, juntamente com os demais obtidos neste trabalho, ganha um peso 

adicional por tratar da replicação do HIV-1 em macrófagos, células que exercem um 

papel-chave na imunopatogênese da infecção pelo HIV-1 por sua peculiar 

capacidade de produzir grandes quantidades de vírions sem sofrer efeito citopático. 

Esta característica lhes confere a possibilidade de servir como reservatórios virais, 

mantendo o vírus abrigado no organismo contra as ações do sistema imune e das 

drogas da terapia antiretroviral, representando com isso uma formidável barreira 

para a completa erradicação da infecção pelo HIV-1 do organismo (Stevenson, 

2003). Portanto, são cada vez mais necessários esforços que visem um melhor 

entendimento das nuances que montam o cenário da interação entre o HIV-1 e o 

macrófago. É justamente neste contexto que o NGF parece se incluir, dado a sua 

capacidade de influenciar de diversas maneiras o ciclo replicativo do HIV-1 em uma 

célula critica para a evolução da história natural e clínica da AIDS.  
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Figura 22 – Via de sinalização envolvida com o efeito de NGF. Proposta de via de 

sinalização disparada pelo NGF envolvida com o aumento da replicação do HIV-1 

em macrófagos humanos infectados in vitro. 
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6. Conclusões e Perspectivas 

 

De maneira geral, o corpo de resultados apresentados nesta dissertação nos 

permite concluir que: 

 

- O NGF tem a propriedade de estimular a replicação do HIV-1 em macrófagos 

primários humanos infectados in vitro. 

 

- O efeito mediado pelo NGF na replicação do HIV-1 aparentemente não se deve 

ao favorecimento de passos pré-integração no ciclo replicativo do vírus, como 

binding ou entrada. 

 

- O efeito mediado pelo NGF na replicação do HIV-1 provavelmente também 

decorra da ativação da transcrição pró-viral. 

 

- A ação de NGF na replicação do HIV-1 requer a participação do receptor de alta 

afinidade TrkA, a mobilização de íons cálcio contidos no reticulo endoplasmático, 

além da ativação de PLC, PKC, p38K, ERK e NFκB. 

 

- O efeito do NGF na replicação do HIV-1 pode ser devido a uma diminuição da 

síntese do fator de restrição endógeno APOBEC3G. 

 

E como perspectivas em curto prazo para a continuação desse estudo, podemos 

citar: 

 

- A análise por multiplex da modulação causada pelo NGF na produção de citocinas 

classicamente descritas como importantes na regulação da replicação do HIV-1. 

 

- Confirmação dos dados de integração pró-viral por PCR em tempo real. 

  

- Confirmação da regulação negativa do APOBEC3G por PCR em tempo real. 

 

- Aumentar o número de amostras da quantificação do efeito do NGF na transcrição 

viral do HIV-1 por real-time PCR. 
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- Realização de ensaio funcional, utilizando uma cepa viral deficiente da proteína 

acessória Vif, a fim de definirmos a real importância da regulação negativa da 

proteína APOBEC3G no efeito na replicação do HIV-1 mediado pelo NGF.  

 

- Sequenciamento do genoma do HIV-1 a partir de cDNA obtido de vírus produzidos 

por macrófagos tratados com NGF, e quantificações de hipermutações C/G→T/A.  
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8.Anexos 

8.1 Artigos científicos publicados durante a realização do mestrado sem relação com 

a dissertação.  

8.1.1- Characterization of HIV-1 enzyme reverse transcriptase inhibition by the 
compound 6-Chloro-1,4-Dihydro-4-Oxo-1-(β-D-Ribofuranosyl) Quinoline-3-Carboxylic 
acid through kinetic and in silico studies. 
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8.1.2 – Synthesis, HIV-RT inhibitory activity and SAR of 1-benzyl-1H-1,2,3-triazole 

derivatives of carbohydrates. 
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8.1.3 - Synthesis, HIV-RT inhibitory activity and SAR of 1-benzyl-1H-1,2,3-triazole 

derivatives of carbohydrates. 
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