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RESUMO 

 

GALVÃO-LIMA, L. J. Infecção por HIV-1 em macrófagos: ativação do 
inflamassoma e estratégias de evasão viral da resposta imune. 2018. 150f. 
Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de 
São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 

Apesar dos inúmeros avanços no tratamento da infecção por HIV desde o 

reconhecimento da epidemia, muitas questões permanecem em aberto e 

dificultam o desenvolvimento de terapias efetivas que auxiliem a manutenção da 

integridade da resposta imune dos indivíduos infectados. Nesse contexto, ao 

longo dos anos diversos trabalhos tem evidenciado o papel-chave dos 

macrófagos durante a patogênese da infecção por HIV-1. Estas células podem 

atuar como importante reservatório viral ao longo da infecção por HIV, apesar de 

apresentarem um conjunto complexo de sensores intracelulares, os quais são 

responsáveis pelo reconhecimento de padrões moleculares associados a 

patógenos ou ao perigo. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar 

os mecanismos virais e celulares ativados durante a infecção por HIV-1 que 

possibilitam a evasão da resposta imune e a persistência da replicação viral em 

macrófagos humanos. Em paralelo, nós também realizamos a caracterização 

fenotípica inicial de YSDMs e MDMs, subpopulações de macrófagos 

ontogenicamente distintos, isoladas do fígado de primatas não-humanos 

cronicamente infectados por SIV. Nossos resultados indicaram a liberação de IL-

1β e de outras citocinas inflamatórias apenas em MDMs resting infectados in 

vitro, mas não em células ativadas nos padrões inflamatório ou relacionado ao 

reparo tecidual. De modo semelhante, a expressão gênica e ativação de 

proteínas não indicou a ativação do inflamassoma em MDMs infectados. Com 

base nas predições de interação obtidas in silico entre proteínas virais e do 

hospedeiro, a presença de HIV-1 Gag e HIV-1 Vpr seriam fundamentais para o 

sucesso da infecção viral, uma vez que elas podem interagir com proteínas 

celulares (como PTGES e BCL2), prejudicando a ativação da resposta imune. 

Considerando esta hipótese, avaliamos a produção de ROS e liberação de 

mediadores lipídicos no sobrenadante de MDMs infectados. A análise desses 

resultados sugere que a infecção por HIV-1 interfere na liberação de ROS de 

forma distinta entre os estágios de ativação de macrófagos, prejudicando 



especialmente a liberação deste mediador por MDMs resting ou ativados no 

padrão relacionado ao reparo tecidual, mesmo após adição de PMA. De forma 

semelhante, não foi observado aumento na liberação de trans-LTB4 no 

sobrenadante de MDMs infectados, mesmo após estímulo com ionóforo de 

cálcio. A análise por imunofluorescência de MDMs infectados com HIV revelou 

a ocorrência de alterações estruturais na mitocôndria e maior presença de BIM, 

proteína relacionada à apoptose pela via mitocondrial. Em conjunto, nossos 

dados sugerem que proteínas virais (como HIV-1 Gag e Vpr) podem interagir 

com proteínas do hospedeiro desde as etapas iniciais da infecção viral em 

macrófagos, prejudicando a ativação do inflamassoma, o desenvolvimento da 

resposta imune e contribuindo para o sucesso da infecção viral. Adicionalmente, 

considerando a diferença na ontogênese de macrófagos presentes nos tecidos, 

sugerimos um novo painel de marcadores que podem ser úteis para diferenciar 

por citometria de fluxo os MDMs e YSDMs obtidos de primatas não-humanos. 

 

 

Palavras-chave: Macrófagos. Infecção por HIV-1. Ativação do inflamassoma. 

Evasão viral.   



ABSTRACT 

 

GALVÃO-LIMA, L. J. HIV-1 infection in macrophages: inflammasome 
activation and strategies of viral evasion of the immune response. 2018. 
150f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 

 

Despite all advances achieved on the treatment of HIV infection since the 

recognition of the epidemy, several questions remain and impair the development 

of therapeutic approaches that help maintain the integrity of the immune response 

of infected patients. In this sense, over the years several papers have evidenced 

the key-role of macrophages during the HIV-1 pathogenesis. These cells can act 

as an important viral reservoir during all stages of HIV infection, despite 

presenting a complex system of intracellular sensors, which are responsible for 

recognition of pathogens- and danger-associated molecular patterns. In this 

sense, this study aims to evaluate the viral and cellular mechanisms activated 

during the HIV-1 infection that allows the viral evasion of the immune response 

and the persistence of viral replication in human macrophages. In parallel, we 

also realized the initial phenotypic characterization of YSDMs and MDMs, 

ontogenically distinct macrophage subpopulations, isolated from the liver of non-

human primates chronically infected by SIV. Our results indicated the release of 

IL-1β and other inflammatory cytokines only in in vitro infected resting MDMs, but 

not in cultured cells activated in inflammatory or tissue repair-related patterns. 

Similarly, the analysis of gene expression and protein activation did not indicate 

the inflammasome activation in infected MDMs. Based on the predictions of 

interactions obtained in silico between viral and host proteins, the presence of 

HIV-1 Gag and HIV-1 Vpr would be critical to the success of viral infection, since 

they may interact with cellular proteins (as PTGES and BCL2), impairing the 

activation of the immune response. Considering this hypothesis, we evaluated 

the ROS production and release of lipid mediators on the supernatant of infected 

MDMs. The analysis of these results suggest that the HIV-1 infection interferes 

in the release of ROS distinctly between the stages of macrophage activation, 

especially impairing the release of this mediator by resting MDMs or those 

activated in tissue repair-related pattern, even after addition of PMA. Similarly, 

we did not observe an increase in trans-LTB4 released on supernatant from 



infected MDMs, even after stimuli with calcium ionophore. The 

immunofluorescence analysis of infected MDMs revealed the occurrence of 

structural alterations in mitochondria and increase of BIM, a protein related to 

apoptosis via the mitochondrial pathway. Taken together, our data suggest that 

viral proteins (as HIV-1 Gag and Vpr) could interact with host proteins since the 

early steps of viral infection in macrophages, impairing the inflammasome 

activation, the development of the immune response and allowing the 

establishment of viral infection. Additionally, considering the differences in the 

ontogenesis of macrophages present in tissues, we suggest a new panel of 

markers that may be useful for differentiating by flow cytometry the MDMs and 

YSDMs obtained from non-human primates. 

  

 

Keywords: Macrophages. HIV-1 infection. Inflammasome activation. Viral 

evasion.  
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1.1 Estado da arte da infecção por HIV 

Dentro de poucos anos completaremos a quarta década desde os 

primeiros relatos pelo CDC da ocorrência de uma doença infecciosa misteriosa, 

a princípio predominante entre homens gays, usuários de drogas, profissionais 

do sexo, haitianos e hemofílicos, geralmente acompanhada pelo 

desenvolvimento de outras infecções graves (Cdc, 1981; 1982).  Essa estranha 

relação entre os subgrupos populacionais afetados e a frequente rápida 

evolução para o óbito chamou a atenção das autoridades de saúde de todo 

mundo. O trabalho integrado de diversos grupos de pesquisa resultou poucos 

anos depois no isolamento primário do novo agente patogênico, sua 

classificação viral e o subsequente reconhecimento pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS) da relação entre a infecção por HIV e o desenvolvimento da 

AIDS (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983). No Brasil, o primeiro relato 

de isolamento do vírus foi feito pelo grupo liderado pelo Dr. Bernardo Galvão em 

1987 e representou um importante marco no desenvolvimento científico do país, 

especialmente em relação à pesquisa HIV/AIDS e outras doenças infecciosas 

(Galvao-Castro et al., 1987). 

A rápida disseminação mundial da epidemia e o alto índice de 

mortalidade após o diagnóstico de infecção por HIV impulsionaram o 

desenvolvimento de novas pesquisas para compreensão dos aspectos virais 

mais elementares. Um exemplo deste fato consiste no sequenciamento completo 

do genoma viral poucos anos após a sua identificação (Ratner et al., 1985) e 

que, aliado ao desenvolvimento de estudos complementares sobre a replicação 

viral, possibilitaram a identificação de enzimas fundamentais para o sucesso da 

infecção. Estas enzimas – notadamente a transcriptase reversa, a integrase e 

protease viral – foram rapidamente selecionadas como potenciais alvos 

terapêuticos e guiaram inicialmente o desenvolvimento de novas drogas capazes 

de interferir no ciclo natural de replicação viral. Nesse contexto, a Zidovudina 

(AZT), um medicamento utilizado anteriormente durante a terapia de leucemias 

causadas por retrovírus, foi a primeira droga liberada para uso terapêutico 

durante a infecção por HIV em 1987. Nos anos seguintes, outras classes de 

medicamentos foram desenvolvidas (inibidores de integrase, da protease viral, 

da transcriptase reversa de modo análogo ou não-análogo dos nucleosídeos, 
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inibidores de entrada, inibidores de fusão e antagonistas de CCR5) e 

progressivamente implementadas na terapêutica combinada utilizada nos dias 

atuais (Greene, 2007). Atualmente, mais de 25 drogas antirretrovirais com ação 

em diferentes etapas da replicação viral são licenciadas pelo FDA e estão 

disponíveis para o tratamento em todo mundo (Avert, 2015).  

No entanto, embora os inúmeros avanços conquistados desde então, 

atualmente a infecção por HIV e progressão para AIDS associadas à ocorrência 

de infecções oportunistas ainda é uma das principais causas de morte 

relacionada ao desenvolvimento de doenças infecciosas em todo mundo 

(Getahun et al., 2010; Ansari et al., 2013). Dados mais recentes da OMS estimam 

que, desde o reconhecimento da epidemia, mais de 76 milhões de pessoas 

tenham sido infectadas pelo HIV e aproximadamente 35 milhões tenham morrido 

em decorrência de comorbidades relacionadas ao HIV neste período, 

especialmente a coinfecção por Mycobaterium tuberculosis. Estimativas mais 

recentes preveem a manutenção da leve queda observada na taxa de incidência 

anual e ocorrência de 1,8 milhões de novos casos por ano em todo mundo (Who, 

2018).  

No entanto, os dados epidemiológicos mais recentes do Brasil parecem 

ir na contramão da tendência mundial observada nos últimos anos. De acordo 

com o mais recente boletim epidemiológico publicado pelo Ministério da Saúde, 

desde o início da epidemia, foram notificados mais de 882 mil casos AIDS no 

Brasil, resultando em mais de 316 mil óbitos no período. Durante os últimos anos 

as taxas de infecção por HIV têm aumentado significativamente, especialmente 

entre adultos jovens do sexo masculino e subgrupos populacionais de maior 

vulnerabilidade, resultando na maior concentração da infecção (2,5 homens: 1 

mulher). Ainda durante o ano de 2016 foram notificados 37.884 mil casos novos 

de infecção por HIV em todo país, representando a alarmante ocorrência de, em 

média, um caso novo notificado a cada 13 minutos (Brasil, 2017). 

Filogeneticamente, o HIV é pertence à família Retroviridae e ao gênero 

Lentivirus e pode ser classificado em dois tipos: HIV tipo 1 (HIV-1) e HIV tipo 2 

(HIV-2). Eles diferem entre si nas características genéticas e expressão de 

antígenos virais, mas, embora os indivíduos infectados por HIV-1 apresentem 

uma progressão para desenvolvimento da AIDS mais acelerada quando 
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comparados àqueles infectados apenas com HIV-2, ambos os tipos são 

igualmente capazes de ocasionar falhas na resposta imunológica do hospedeiro, 

possibilitando a ocorrência de neoplasias e infecções oportunistas (Buonaguro 

et al., 2007; Human Immunodeficiency Virus (HIV), 2016).  

O HIV-1 é geneticamente mais diverso quando comparado ao tipo 2, 

amplamente disperso em todo mundo e pode ser subdivido em quatro grupos: 

grupo M (maior ou principal); grupo O (outlier ou secundário); grupo N (não-M e 

não-O) e o grupo P (derivado da expressão ‘pending the identification of further 

human cases’ cunhada no momento da sua descrição inicial). O HIV-1 grupo M 

pode ser classificado ainda em diferentes subtipos (A1, A2, B, C, D, F1, F2, G, 

H, J e K) de acordo com a sequência isolada do vírus (Robertson et al., 2000; 

Plantier et al., 2009; Vallari et al., 2011). Por outro lado, a dispersão geográfica 

do HIV-2 ainda é limitada e restrita ao continente africano e ao sudeste asiático. 

Este tipo é geneticamente menos diverso em relação ao tipo 1 e pode ainda ser 

subdividido em sete diferentes grupos de acordo com a sequência gênica: A, B, 

C, D, E, F e G (Santiago et al., 2005). Ao longo deste trabalho serão 

apresentados resultados provenientes do estudo dos mecanismos de 

patogênese e evasão viral desencadeados por duas cepas distintas do grupo M 

de HIV-1, especialmente durante a infecção em macrófagos. 

 

1.2 História natural da infecção por HIV-1 e desenvolvimento da 

resposta imunológica 

A infecção pelo vírus ocorre a partir do contato com sangue ou outros 

fluídos biológicos contaminados e pode ocorrer durante a prática sexual sem uso 

de preservativos; através do compartilhamento de seringas e outros objetos 

(comuns durante o uso de drogas injetáveis); durante a gravidez, parto ou 

aleitamento materno por mãe contaminada (transmissão vertical); ou ainda a 

partir da transfusão de sangue e outros hemoderivados contaminados. Outras 

circunstâncias expõem o indivíduo à maior vulnerabilidade e favorecem a 

transmissão do vírus: abuso de álcool e outras drogas; situações de reclusão ou 

a prática sexual com múltiplos parceiros (Sleasman e Goodenow, 2003). Em 

comum, todas as vias de transmissão inicial da infecção resultam na presença 

de partículas virais na mucosa tecidual ou nos linfonodos drenantes, 
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possibilitando o contato do vírus com células suscetíveis à infecção do novo 

hospedeiro.  

Dentre as primeiras células infectadas logo após o contato com as 

partículas virais, os macrófagos teciduais expressam CD4, CCR5 e CXCR4 em 

sua superfície – correceptores fundamentais para o sucesso da fusão inicial da 

partícula viral à membrana celular do novo hospedeiro (Freedman et al., 2003; 

Smith et al., 2003). Paralelamente ao acúmulo de evidências sobre o papel dos 

macrófagos durante a patogênese da infecção por HIV-1, ao longo dos últimos 

anos diversos autores também têm discutido o papel das células dendríticas 

(DCs) no processo de replicação viral e disseminação da infecção para outros 

subtipos celulares. Embora ainda encontrem resistência por parte da 

comunidade científica especializada na área, estudos recentes sugerem que as 

DCs, apesar de pouco infectadas por HIV-1, podem originar novas partículas 

virais infecciosas ou ainda auxiliar na disseminação da infecção para outros 

subtipos celulares através do mecanismo de trans-infecção (Geijtenbeek et al., 

2000; Wu e Kewalramani, 2006; Tsunetsugu-Yokota e Muhsen, 2013; Manches 

et al., 2014). 

A etapa inicial da infecção por HIV-1 é caracterizada pela rápida 

expansão da carga viral e ativação sustentada da resposta imune (RI) inata, 

resultando na migração das células recém-infectadas para os linfonodos 

drenantes e liberação de citocinas e quimiocinas, ocasionando o recrutamento 

de novos subtipos celulares para os tecidos, incluindo outros macrófagos e 

linfócitos T CD4+. Durante a formação de sinapses imunológicas entre APCs 

(especialmente macrófagos e DCs) e linfócitos T CD4+ naïve nos linfonodos, 

ocorre, simultaneamente, a formação de sinapses infecciosas, as quais 

possibilitam a disseminação de novas partículas virais recém-formadas para 

células não-infectadas (Mcdonald, 2010). Nesse contexto, apesar de iniciar a 

resposta imune adaptativa contra a infecção recém-instalada, macrófagos 

teciduais e DCs desempenham um papel crítico ao longo da patogênese viral, 

uma vez que possibilitam a expansão inicial das partículas virais e a 

disseminação sistêmica da infecção, afetando diversos subtipos celulares. 

Molecularmente, a etapa de fusão da partícula viral à célula do 

hospedeiro é caracterizada pela interação entre a proteína viral gp120 e o 
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receptor CD4, presente na superfície celular. Esta interação inicial permite que 

a proteína viral gp41 também interaja com um segundo receptor celular – CCR5 

ou CXCR4. O conjunto destas interações possibilita a fusão da partícula viral e 

a membrana celular do hospedeiro, resultando na dissociação parcial das 

proteínas que compõem o nucleocapsídeo e a consequente liberação do 

material genético e de outras proteínas virais no citoplasma da célula recém-

infectada. Estas proteínas, por sua vez, atuarão no processo de transcrição 

reversa e síntese do cDNA viral, integração no genoma do hospedeiro e 

produção de novas partículas virais (Engelman e Cherepanov, 2012). 

Em conjunto, as etapas de replicação viral resultam na ativação da RI 

adaptativa (linfócitos B, linfócitos T CD4+ e CD8+), ocasionando a produção da 

primeira onda de anticorpos contra o vírus. O período compreendido desde a 

infecção inicial até a produção dos primeiros anticorpos acompanhada do pico 

da viremia inicial determina a fase aguda da infecção por HIV-1, ocorrendo 

durante as primeiras semanas após o contato com o vírus. Ainda durante esta 

etapa, o indivíduo infectado pode apresentar os primeiros sintomas clínicos – 

como sudorese noturna, perda de peso sem razão aparente, cansaço, febres 

recorrentes e diarréia. Outras características marcantes desta etapa são a 

intensa disseminação viral para outros órgãos e tecidos (como intestinos, baço, 

fígado e SNC), redução progressiva no número de linfócitos T CD4+ presentes 

no sangue periférico e na mucosa intestinal, aumento da carga viral detectada 

no plasma e a ativação sustentada da resposta imune (Moir et al., 2000).  

Após este período inicial ocorre o desenvolvimento da fase crônica da 

infecção, caracterizada muitas vezes pela ausência de sintomas clínicos 

importantes, a massiva colonização viral dos tecidos e ativação sustentada da 

resposta imunológica inata e adaptativa. Esta fase pode durar meses ou mesmo 

vários anos sem que o indivíduo infectado apresente outras coinfecções 

oportunistas e progrida para o desenvolvimento da síndrome (Crowe e Sonza, 

2000).  

A terceira fase da infecção por HIV é caracterizada pelo desenvolvimento 

da AIDS, geralmente cursando com a ocorrência de infecções oportunistas 

secundárias à intensa imunossupressão causada após a infecção viral. Neste 

período, os pacientes infectados apresentam intensa imunossupressão e 
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comprometimento geral do seu quadro, sendo necessário a implementação de 

diversas terapias de resgate. Comumente, a maior parte dos trabalhos presentes 

na literatura relacionam o desenvolvimento da AIDS com a redução brusca dos 

níveis de linfócitos T CD4+ no sangue periférico, alta carga viral encontrada no 

plasma e exaustão da resposta adaptativa decorrente da ativação imune 

sustentada (Barasa, 2011). 

Nesse contexto, durante vários anos os trabalhos presentes na literatura 

sugeriam que a redução do número de linfócitos T CD4+ observada após a 

infecção por HIV-1 era ocasionada pela ativação de vias apoptóticas, resultando 

na liberação de poucos sinais pro-inflamatórios e pequeno recrutamento 

adicional de células para os tecidos. No entanto, recentemente o trabalho de 

Greene e colaboradores modificou este paradigma ao evidenciar que a morte os 

linfócitos T CD4+ nos órgãos linfóides secundários ocorre principalmente por 

piroptose, e não apoptose, mediada pela intensa ativação da caspase-1 e IFI16 

(Doitsh et al., 2014; Monroe et al., 2014). Estes achados são particularmente 

importantes, uma vez que este tipo de morte celular amplificaria os sinais pro-

inflamatórios gerados ao longo de todo curso da infecção e possibilitaria a 

ativação sustentada da resposta imunológica, apesar da redução progressiva do 

número de linfócitos T CD4+ presentes no sangue periférico e nos tecidos.  

Este desequilíbrio gerado na ativação da resposta imunológica, 

associado às deficiências funcionais encontradas em macrófagos infectados, 

afeta diretamente a integridade do epitélio intestinal, permitindo a translocação 

da microbiota e a consequente liberação de diversos PAMPs na corrente 

sanguínea (Marchetti et al., 2013). O reconhecimento dessas moléculas por 

células da imunidade inata induz a ativação sistêmica da resposta imunológica, 

a partir da liberação de diversas citocinas e quimiocinas no plasma, resultando 

em um fenômeno conhecido como ou hiperativação continuada do sistema 

imune, ou metainflamação, que influencia diretamente o desenvolvimento 

sustentado do padrão de resposta no perfil Th1 (Kamat et al., 2012). Aliado à 

intensa translocação da microbiota intestinal, estes eventos contribuem para a 

ativação crônica do sistema imune, resultando na exaustão e consequente 

indução do estado de anergia/senescência da resposta imunológica. Este estado 

de “inflammaging” (ativação persistente que resulta na senescência da sistema 



GALVÃO-LIMA, L. J.  31 

INTRODUÇÃO 
 

imunológico) foi descrito inicialmente a partir da observação da resposta imune 

de indivíduos infectados na década de 1990 e que, aproximadamente 10 anos 

após a infecção, apresentavam desordens metabólicas e imunológicas 

compatíveis ao envelhecimento precoce destes sistemas (Antiretroviral Therapy 

Cohort, 2008). 

 

1.3 Infecção por HIV-1 em macrófagos e sua influência nos padrões 

de ativação celular 

Ao abordar este tópico é fundamental ter em mente que, classicamente, 

o termo “macrófagos” é usado para fazer referência de forma direta a um 

conjunto de células, muitas vezes com morfologia e funções distintas entre os 

tecidos, mas que em comum apresentam notória capacidade fagocítica de micro-

organismos e debris celulares; produção de citocinas e quimiocinas nos tecidos, 

fundamentais para o recrutamento e ativação de outros subtipos celulares; assim 

como capacidade de atuar como células apresentadoras de antígeno 

profissionais (APCs), fazendo a conexão entre a ativação da resposta imune 

inata e adaptativa. Além da sua notória importância para o funcionamento do 

sistema imune, macrófagos são fundamentais também durante o 

remodelamento tecidual em condições fisiológicas e manutenção da 

homeostase (Wynn e Vannella, 2016; Bosurgi et al., 2017; Ma et al., 2018). 

No entanto, o uso desta nomenclatura genérica parece não definir 

adequadamente a complexidade dessas células, uma vez que ao longo dos 

últimos anos diversos trabalhos evidenciaram por mecanismos distintos que 

estas células não representam uma população homogênea. Alguns macrófagos 

derivam de populações com capacidade de auto-replicação presentes nos 

tecidos desde as etapas iniciais da embriogênese (Yolk Sac-Derived 

Macrophages – YSDMs), enquanto outros macrófagos derivam diretamente de 

monócitos sanguíneos (Monocyte-Derived Macrophages – MDMs) (Schulz et al., 

2012). Além disso, macrófagos residentes de diferentes órgãos apresentam 

diferentes perfis de transcrição gênica e expressam marcadores de superfície 

específicos para cada tecido (Gautier et al., 2012). A maioria dos estudos 

envolvendo macrófagos e HIV baseiam-se em experimentos realizados com 

MDMs, o que representa apenas um dos vários fenótipos encontrados em 
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humanos. No entanto, já foi evidenciado que também os YSDMs presentes em 

diferentes órgãos podem ser eficientemente infectados por várias cepas de HIV-

1 e atuar como importantes reservatórios virais, uma vez que podem proliferar e 

sobreviver por longos períodos mesmo após a infecção (Hufert et al., 1993; 

Corboy e Garl, 1997; Kootstra e Schuitemaker, 1998). 

No contexto da infecção por HIV-1, o estudo do papel dos macrófagos 

foi bastante negligenciado ao longo dos anos, a despeito da sua importância 

para o desenvolvimento da patogênese viral. De fato, a ativação crônica da 

resposta imune após a infecção e a disseminação viral nos tecidos e órgãos 

linfóides secundários mediada por estas células contribui diretamente para o 

sucesso da infecção sistêmica.  

No entanto, uma diferença importante relacionada ao mecanismo de 

patogênese viral observada entre linfócitos T CD4+ e macrófagos consiste na 

capacidade de resistência celular após a infecção. Enquanto a maioria dos 

linfócitos T CD4+ é rapidamente encaminhada para morte celular por diversos 

mecanismos após a infecção, os macrófagos são mais resistentes à indução da 

morte celular e conseguem sobreviver vários meses após a infecção. Essa 

característica é fundamental para formação de reservatórios virais e, aliada a 

capacidade de produção de novas partículas infecciosas, possibilita a 

disseminação da infecção por longos períodos, a persistência da inflamação 

sistêmica e o comprometimento de novas células do sistema imune, mesmo 

durante o uso contínuo de ARVs (Clapham e Mcknight, 2002; Benaroch et al., 

2010; Cunningham et al., 2010). 

Ao longo dos anos, diversos trabalhos evidenciaram que os monócitos 

são menos permissivos à infecção quando comparado aos macrófagos (Rich et 

al., 1992; Sonza et al., 1996; Yu et al., 2006; Alexaki et al., 2008; Collini et al., 

2010). No entanto, após tornarem-se infectados nos tecidos e capazes de 

produzir novas partículas virais, MDMs permanecem viáveis e apresentam 

diversas deficiências funcionais relacionadas à apresentação de antígenos, 

produção de citocinas/quimiocinas após o reconhecimento de PAMPs e a menor 

atividade fagocítica - como observada em macrófagos alveolares (Sperber et al., 

1993; Jambo et al., 2014; Galvao-Lima et al., 2017). 
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Durante a ativação da resposta imunológica inata, os macrófagos são 

capazes de reconhecer PAMPs/DAMPs e, em conjunto com as citocinas 

presentes no microambiente celular, resultam na ativação dessas células em 

padrões distintos: um com perfil mais inflamatório e outro relacionado ao reparo 

tecidual. O processo de ativação celular ocorre de forma dinâmica e permite a 

transição entre os padrões, de acordo com as citocinas presentes no 

microambiente tecidual (Novak e Koh, 2013; Wynn e Vannella, 2016; Bosurgi et 

al., 2017).  

A ativação de macrófagos no padrão inflamatório está relacionada ao 

reconhecimento de citocinas pró-inflamatórias (como INF-γ e TNF-α) no 

microambiente celular e induz amplificação da resposta imune, com intensa 

liberação de citocinas e quimiocinas (como IL-12 e CXCL10), alta capacidade 

microbicida e de eliminação de células tumorais, relacionando-se diretamente ao 

desenvolvimento da resposta Th1 observada em linfócitos T CD4+. Por outro 

lado, a ativação de macrófagos no padrão relacionado ao reparo tecidual diverge 

em relação ao anterior pelo conjunto de citocinas (como IL-4, IL-13 ou TGF-β) 

reconhecidas por estas células no microambiente tecidual, resultando na maior 

liberação de citocinas anti-inflamatórias (como IL-10 e TGF-β), maior capacidade 

fagocítica e de apresentação de antígenos. A ativação de macrófagos neste 

padrão também está relacionada a ativação da resposta imune contra infecções 

parasitárias, atividade imunorreguladora e desenvolvimento e progressão 

tumoral, assemelhando-se ao padrão de resposta Th2 observado em linfócitos T 

CD4+ (Ishii et al., 2009; Lawrence e Natoli, 2011; Sica e Mantovani, 2012). 

Nesse contexto, o reconhecimento das citocinas e de PAMPs no 

microambiente tecidual induz alterações epigenéticas, as quais resultam em 

perfis distintos de expressão gênica e ativação/silenciamento de importantes 

vias de sinalização (Kittan et al., 2013). Trabalhos recentes do nosso grupo 

demonstraram que macrófagos obtidos de pacientes infectados por HIV-1 

virgens de tratamento ou em uso regular da terapia antirretroviral e ativados in 

vitro nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual liberam menores 

níveis de citocinas e quimiocinas (como IL-6, IL-12, TNF-α, IL-10, RANTES, 

CXCL10 e MCP-1) após estímulo com agonistas de TLR4 e TLR2/Dectin-1, 

sugerindo que os MDMs obtidos de pacientes cronicamente  infectados 
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apresentam alterações epigenéticas e funcionais que não são revertidas mesmo 

durante o uso regular de ARVs (Espindola et al., 2015; Galvao-Lima et al., 2017). 

Estas alterações também foram observadas nos monócitos obtidos destes 

pacientes, sugerindo que a infecção por HIV-1 provavelmente ocorre nas células 

progenitoras presentes na medula óssea e que, possivelmente, estas células 

infectadas ao migrarem para os tecidos e diferenciarem-se em macrófagos 

manterão este imprint epigenético, o qual não é revertido pelos protocolos 

terapêuticos atuais (Espindola et al., 2018). Dessa forma, com base nestes 

achados e outros publicados na literatura, consideramos a ocorrência de 

alterações no processo fisiológico de sinalização celular em macrófagos de 

pacientes infectados por HIV-1 como um evento crítico para o sucesso da 

replicação viral, evasão da resposta imune e o estabelecimento da infecção 

sistêmica (Kogan e Rappaport, 2011; Koppensteiner et al., 2012; Dai et al., 2013; 

Kumar et al., 2014).  

 

1.4 Influência da infecção por HIV-1 em vias de sinalização e evasão 

viral da resposta imune em macrófagos 

Diferentes autores sugeriram que as proteínas virais presentes nas 

etapas iniciais da infecção poderiam interferir também na ativação de vias de 

sinalização durante a infecção em macrófagos, contribuindo para o 

desenvolvimento de estratégias de evasão viral da resposta imune e o 

estabelecimento da infecção crônica (Gougeon, 2003; Diget et al., 2013; 

Mashiba e Collins, 2013).  

Nesse sentido, Chihara e colaboradores demonstraram in vitro que 

macrófagos ativados no padrão relacionado ao reparo tecidual, ao 

reconhecerem proteínas solúveis de HIV-1 (Tat, Vpr, gp120 e Nef), ativam as 

vias dependentes de MAPK, AP-1 e NF-κB e são reprogramados para o padrão 

inflamatório de ativação (Herbein et al., 2010; Chihara et al., 2012), enquanto o 

reconhecimento de proteínas virais por macrófagos não polarizados induz a 

liberação de estímulos pro-inflamatórios dependentes da ativação de NF-κB, 

MAPK e STAT1, além de inibir a expressão de CD36 na superfície celular 

(Federico et al., 2001; Olivetta et al., 2003; Varin et al., 2003; Olivetta et al., 

2014).  
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A ação de proteínas virais na inativação ou escape da ação de fatores 

de restrição da replicação viral em macrófagos tem sido extensivamente 

demonstrada (Cobos Jimenez et al., 2012; Malim e Bieniasz, 2012; Dragin et al., 

2013; Pauls et al., 2013). No entanto, poucos estudos exploram os efeitos das 

proteínas virais liberadas no citoplasma durante os estágios iniciais da infecção 

e como elas interferem no metabolismo celular e recrutamento/degradação de 

proteínas, permitindo a replicação viral e a ocorrência de falhas no 

desenvolvimento da resposta imune (Herbein et al., 2010; Datta et al., 2016) 

Em uma situação ideal de ativação da resposta imune inata, o 

reconhecimento de uma possível infecção viral ocorre a partir da interação entre 

os PAMPs virais e os PRRs presentes na superfície ou no meio intracelular, 

desencadeando a ativação de vias de sinalização intracelulares e a indução do 

estado antiviral celular com objetivo de controlar a infecção (Jacobs e Damania, 

2012). Durante estes processos, um dos principais mecanismos utilizados para 

ativação da resposta antiviral em macrófagos é a ativação das vias do complexo 

de sinalização do inflamassoma. Descrito inicialmente por Martinon, Burns e 

Tschopp, esse mecanismo está relacionado ao reconhecimento de PAMPs e 

DAMPs intracelulares e desenvolvimento da resposta imunológica, resultando 

na ativação de fatores de transcrição gênica, produção de citocinas/quimiocinas 

e ativação de vias de sinalização relacionadas à sobrevivência celular (Martinon 

et al., 2002; Lamkanfi e Dixit, 2012). 

Dentre os principais mecanismos de sinalização relacionadas à ativação 

do inflamassoma, as vias de sinalização dependentes de NLRP3, AIM2 e RIG-I 

são particularmente importantes para o desenvolvimento da resposta 

imunológica durante as etapas iniciais de infecções virais (Poeck et al., 2010; 

Rathinam et al., 2010; Rajan et al., 2011; Ermler et al., 2014; Tam e Jacques, 

2014). Estruturalmente, o sensor RIG-I (Retinoic acid-inducible gene I, também 

denomidado de DDX58) é formado por 3 heterodomínios: o primeiro é composto 

por duas regiões responsáveis pela interação e ativação com as caspases na 

porção N-terminal (Caspaese Activation and Recruitment Domains; CARD); o 

segundo domínio é composto por uma região capaz de interagir com o RNA 

exógeno (DEAD Helicase); e o terceiro, presente na porção C-terminal,  está 

relacionado ao processo de autorregulação da ativação do RIG-I (Repressor 
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Domain - RD; C-terminal Domain – CTD). Fisiologicamente, este sensor é 

ativado após o reconhecimento de RNAs não-próprios no citoplasma, comuns 

durante os estágios iniciais de diversas infecções virais. Por sua vez, a molécula 

de AIM2 (Absent in melanoma 2) é composta por dois domínios distintos: o 

primeiro, PYD, presente na porção N-terminal é responsável pela interação com 

o domínio semelhante da molécula adaptadora ASC durante a ativação desta via 

de sinalização; e o segundo, HIN-200, presente na porção C-terminal da proteína 

é responsável pelo reconhecimento de moléculas de DNA dupla fita no 

citoplasma celular do hospedeiro. Durante as etapas de sinalização desta via é 

fundamental a presença de ASC para completa ativação das caspases, 

produção de IFN-tipo I e indução do estado antiviral celular (Yoneyama et al., 

2004; Hausmann et al., 2008; Fernandes-Alnemri et al., 2009; Rathinam et al., 

2010; Hwang et al., 2012).  

Por outro lado, a sinalização mediada por NLRP3 que resulta na ativação 

do inflamassoma ocorre a partir do reconhecimento de uma ampla variedade de 

estímulos potencialmente perigosos para célula, como a presença de PAMPs 

virais e bacterianos, influxo de Ca2+, efluxo de K+ a liberação de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) produzidas durante o metabolismo mitocondrial. 

Estruturalmente, a molécula de NLRP3 é composta de 3 domínios distintos: o 

primeiro na porção C-terminal é composto por uma região rica em leucina 

(Leucine-rich repeat; LRRs); o segundo, NOD (Nucleotide-binding 

oligomerization domain-containing protein 2; também conhecido como NACHT), 

é responsável pelo reconhecimento e interação com os PAMPs e DAMPs, assim 

como pela oligomerização adequada da proteína; e o terceiro domínio presente 

na porção N-terminal é formado por PYD e, a exemplo do observado com AIM2, 

é responsável pela interação com a molécula adaptadora ASC, uma proteína 

composta por um domínio PYD e outro CARD, para ativação das caspases 

intracelulares (Davis e Ting, 2010; Tschopp e Schroder, 2010; Latz et al., 2013).  

Em comum, a ativação isolada ou em conjunto de cada uma dessas vias 

resulta na formação do inflamassoma – um complexo multiproteico responsável 

pelo recrutamento e clivagem da pro-caspase 1 na sua forma ativa. A ativação 

das caspases no meio intracelular ocasiona a clivagem da pro-IL-1 e da pro-IL-

18, liberando-as nas respectivas formas ativas - IL-1α, IL-1β e IL-18. 
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Adicionalmente, ocorre a ativação NF-κB, a indução de genes pro-inflamatórios 

e a ativação da resposta imune (Rathinam et al., 2010; Tschopp e Schroder, 

2010; Gross et al., 2012; Hwang et al., 2012; Latz et al., 2013). 

Considerando os diversos sensores intracelulares e as etapas 

necessárias para replicação do HIV-1, em teoria, a infecção em macrófagos 

deveria não conseguir ser estabelecida, uma vez que diferentes vias de 

sinalização do inflamassoma seriam ativadas, o que resultaria na morte celular 

por piroptose, além da ativação de um estado antiviral nas células subjacentes 

após o reconhecimento das citocinas pro-inflamatórias liberadas. No entanto, 

considerando os achados obtidos em diversos estudos in vitro e in vivo, os quais 

comprovam o sucesso da infecção em macrófagos, claramente a infecção viral 

consegue subverter o funcionamento da resposta imune e mesmo entrar em 

latência por longos períodos. 

Os mecanismos de ativação do inflamassoma durante infecções virais 

tem sido evidenciados (Rehwinkel et al., 2010; Rajan et al., 2011; Lupfer et al., 

2013; Ermler et al., 2014; Chen e Ichinohe, 2015), no entanto, poucos estudos 

exploram o reconhecimento/ativação do inflamassoma em células da imunidade 

inata durante a infecção por HIV-1. Dessa forma, dada a relevância da ativação 

do inflamassoma para ativação da resposta imune e controle de diversas 

infecções e, por outro lado, a capacidade dos macrófagos serem infectados por 

HIV-1 e produzir novas partículas virais ao longo do curso natural da doença, 

nossa hipótese inicial de trabalho foi que o sucesso de infecção viral e a 

ocorrência de alterações funcionais em macrófagos infectados por HIV-1 poderia 

estar relacionada às falhas induzidas nos mecanismos de ativação da resposta 

imune inata, especialmente na ativação do inflamassoma, as quais 

possibilitariam a evasão viral da resposta imunológica e a produção viral por 

longos períodos, mesmo durante o uso regular da terapia antirretroviral. 

 

1.5 Infecção viral em macrófagos ontogenicamente distintos e  uso de 

primatas não-humanos no estudo da patogênese mediada por 

SIV/HIV-1 

Até poucos anos atrás, o termo “macrófago” era utilizado para designar 

uma população de células presentes em diversos tecidos, mas que 
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apresentavam em comum a capacidade de fagocitar patógenos e outros debris 

celulares, apresentar antígenos e recrutar outras células para os tecidos após o 

reconhecimento de PAMPs e DAMPs. No entanto, o recente acúmulo sucessivo 

de novas evidências sobre a ontogênese dual desta população celular foi 

decisivo para quebra deste paradigma e a subsequente reavaliação do papel 

destas células na manutenção da homeostase tecidual e durante a patogênese 

de diversas doenças.  

Durante as etapas iniciais do desenvolvimento embrionário, uma 

primeira onda de macrófagos é originada a partir de células progenitoras 

presentes no saco vitelínico (Yolk Sac-derived macrophages – YSDMs), a qual 

será responsável pela colonização inicial dos tecidos. A partir dessas células 

ocorre o remodelamento tecidual, crítico durante a embriogênese, a partir da 

fagocitose de células apoptóticas e liberação de citocinas e quimiocinas, 

fundamentais para a migração e diferenciação de células progenitoras. Ao 

contrário dos MDMs, YSDMs apresentam capacidade de autoproliferação na 

periferia e, de forma semelhante, são capazes de fagocitar debris celulares, 

liberar citocinas e quimiocinas, além de reconhecer PAMPs e DAMPs teciduais.  

Adicionalmente, os YSDMs podem dar origem a macrófagos teciduais 

especializados (como a micróglia no SNC), os quais persistem mesmo durante 

a fase adulta em alguns tecidos. No entanto, em outros tecidos (como no fígado, 

pele e coração), essa primeira onda de macrófagos é parcialmente ou 

completamente substituída por MDMs (Monocyte-derived macrophages) ao 

longo do desenvolvimento, os quais irão colonizar esses tecidos durante a fase 

adulta (Ginhoux e Guilliams, 2016; Ginhoux et al., 2016). Paralelamente, 

macrófagos teciduais têm sido relacionados à formação de reservatórios virais 

durante a infecção por HIV e SIV (Clayton et al., 2017; Gama et al., 2018), no 

entanto, sem explicitar a influência de cada subpopulação de macrófago 

considerando as suas diferenças ontogênicas durante a patogênese viral, 

evidenciando a necessidade de novos estudos nesta área. 

Entretanto, apesar dessas lacunas ainda existentes, os recentes 

avanços conquistados ao longo dos últimos anos no estudo dos mecanismos 

básicos de replicação viral e relacionados à patogênese do HIV aceleraram a 

descoberta de estratégias efetivas de prevenção da infecção, o desenvolvimento 
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de novos antirretrovirais e alteraram drasticamente o destino de milhões de 

pacientes infectados, possibilitando maior sobrevida e com mais qualidade de 

vida, além de impedir milhares de novas infecções a cada ano. Dentre os 

principais marcos científicos revolucionários, o isolamento viral e o 

desenvolvimento das primeiras terapias capazes de controlar a replicação viral 

e causar menos efeitos colaterais foram decisivos para o rápido avanço do 

conhecimento científico na área.  

Embora não exista até os dias atuais um protocolo terapêutico que 

alcance a cura definitiva da infecção por HIV, ao longo dos anos as terapias 

antirretrovirais empregadas foram continuamente aprimoradas, como pelo 

desenvolvimento de novas classes de medicamentos, aumento da eficiência 

terapêutica com a utilização de um número menor de comprimidos diariamente 

e redução dos efeitos colaterais observados durante a terapia. Em conjunto, 

todos os avanços conquistados na pesquisa de HIV/AIDS contribuíram para a 

alteração do status da doença ao longo dos anos: de uma eminente sentença de 

morte durante as décadas de 1980 e a primeira metade da década de 1990 para 

o enfrentamento desta infecção como uma doença crônica grave que requer 

atenção especial e tratamento diário, mas bem diferente do panorama observado 

no começo da epidemia.  

Apesar destes avanços no tratamento e manejo da doença, outros 

desafios ainda se impõem sobre os cientistas da área, médicos e pacientes. 

Dentre eles, talvez o mais intrigante seja a capacidade do vírus formar 

reservatórios teciduais e muitas vezes entrar em latência durante a terapia 

antirretroviral, fazendo com que a carga viral seja indetectável no plasma dos 

pacientes com boa adesão ao tratamento. No entanto, a suspensão por poucos 

dias ou semanas do uso de ARVs resulta, na vasta maioria dos casos, no retorno 

da carga viral detectável no soro/plasma deste paciente e da capacidade de 

transmissão da infecção para outros indivíduos. 

Nesse sentido, fica claro que, além das células presentes no sangue 

periférico, a infecção por HIV-1 também afeta outros subtipos celulares 

presentes nos tecidos, como linfócitos T CD4+, macrófagos e células da 

micróglia (Avalos et al., 2016; Murray et al., 2016; Gama et al., 2017). A infecção 

crônica destes subtipos celulares, associada a baixa biodisponibilidade tecidual 
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dos ARVs, possibilitam a manutenção de um pool de células infectadas e viáveis 

por longos períodos. Estes reservatórios virais presentes em diversos tecidos 

(como SNC, baço e medula óssea) podem ser constituídos por células infectadas 

em estado de latência (cujo genoma viral está integrado ao do hospedeiro, mas 

que não apresentam sinais de replicação viral ativa) e por aquelas com taxa de 

replicação viral basal. Apesar de ser suficientemente baixa a ponto da sua 

presença não ser detectada em amostras de sangue periférico de pacientes em 

uso regular dos ARVs, a replicação viral observada nos tecidos a partir destas 

células que compõem os reservatórios é fundamental para disseminação da 

infecção para células não infectadas e a consequente manutenção dos 

reservatórios virais a longo prazo (Chun et al., 1995; Chun, Stuyver, et al., 1997; 

Micci et al., 2014). 

Ao longo dos últimos anos diversos estudos têm buscado compreender 

quais os fatores determinantes para a quebra da latência de células infectadas 

e a reativação da replicação viral in vivo, assim como quais os mecanismos 

celulares ativados durante a infecção que contribuem para evasão para evasão 

viral da resposta imune. Diante deste fato, diferentes métodos tem sido 

desenvolvidos para quantificação da latência e ativação viral em diferentes 

tecidos (Chun, Carruth, et al., 1997; Clements et al., 2002; Queen et al., 2011; 

Avalos et al., 2016; Gama et al., 2017). 

Paradoxalmente ao observado na maioria dos linfócitos T CD4+ 

infectados no sangue periférico, macrófagos e uma parcela dos linfócitos T CD4+ 

presentes nos tecidos são mais resistentes e suportam por longos períodos a 

infecção por HIV-1, mesmo em estados de replicação viral ativa. Dentre os 

possíveis mecanismos diferencialmente ativados entre esses dois subtipos 

celulares, a maior ação de mecanismos protetores e de reparo associados à 

produção de espécies reativas de oxigênio e a peroxidação de proteínas 

celulares durante a replicação viral podem ajudar a compreender a formação dos 

reservatórios nos tecidos, evitando a morte das células infectadas (Stephensen 

et al., 2005; Ivanov et al., 2016). 

Nesse contexto, de forma a viabilizar a realização destes estudos, o 

emprego de modelos animais, especialmente de primatas não-humanos (NHP), 

tem se apresentado como uma importante ferramenta durante para a 
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compreensão dos mecanismos envolvidos na patogênese viral (como a 

disseminação tecidual, formação de reservatórios e indução de latência em 

células infectadas), o desenvolvimento de novas drogas antirretrovirais e vacinas 

que sejam eficazes na prevenção e/ou tratamento da infecção e que apresentem 

poucos efeitos colaterais (Hu, 2005; Pace et al., 2011; Evans e Silvestri, 2013; 

Lynch et al., 2013).  

Ao longo dos anos, o uso de macacos Rhesus e Pigtails tem se 

demonstrado um bom modelo para estudo dos mecanismos de patogênese de 

SIV/HIV, especialmente por apresentarem boa capacidade de treinamento e 

relativa facilidade no manejo mesmo dos animais infectados, além de grande 

similaridade fisiopatológica durante a infecção por SIV/HIV aos achados 

observados durante a infecção em humanos (Alexander et al., 1999; Henning et 

al., 2011; Cohen, 2018). Dessa forma, considerando os aspectos éticos 

relacionados e a dificuldade de obtenção de amostras teciduais de seres 

humanos infectados por HIV-1, o uso dos modelos animais adequados 

possibilitou o avanço das pesquisas em HIV/AIDS, especialmente  daquelas 

relacionadas à patogênese viral e o desenvolvimento de novos medicamentos 

para serem utilizados durante a terapia. Apesar destes avanços, o atual status 

crônico da infecção e a ausência de uma estratégia terapêutica que resulte na 

cura efetiva requer a realização de novos estudos, seja diretamente em seres 

humanos ou em modelos animais, para que seja realizado o aprimoramento 

contínuo da terapia e da qualidade de vida dos indivíduos infectados, visando o 

desenvolvimento de uma estratégia de tratamento definitiva para a infecção por 

HIV (Gardner e Luciw, 2008; Estes et al., 2018; Sato e Sasaki, 2018). 

Nesse sentido e diante do exposto anteriormente, a realização do 

presente estudo é necessária para melhor compreensão dos mecanismos 

celulares ativados durante a infecção por HIV-1 em macrófagos e que 

contribuem para evasão viral da resposta imune inata, assim como diferentes 

subpopulações de macrófagos presentes nos tecidos contribuem para formação 

de reservatórios virais ao longo de todo curso da infecção, mesmo após o início 

da terapia antirretroviral. 
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2.1 Avaliar os mecanismos relacionados à ativação do inflamassoma 

durante a infecção in vitro por HIV-1 em macrófagos humanos derivados 

de monócitos e como eles contribuem para evasão viral da resposta 

imunológica inata. 

 

2.2 Realizar a caracterização fenotípica inicial para isolamento de 

macrófagos de diferentes origens embrionárias, os YSDMs e MDMs, 

isolados do fígado de primatas não-humanos, cronicamente infectados 

por SIV. 
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Para alcançar o objetivo proposto foram traçados os seguintes 

delineamentos experimentais: 

Durante os experimentos realizados no Laboratório de Imunologia e 

Epigenética da FCFRP/USP, foram reaproveitadas as câmaras LRS™ de 

leucorredução do sistema de aférese automatizada Trima Accel™, utilizados 

durante a coleta especial de plaquetas no Hemocentro de Ribeirão Preto. A 

utilização desta câmara possibilitou a obtenção de uma fração altamente 

concentrada de leucócitos sem a necessidade de uma nova coleta ou qualquer 

prejuízo para a produção normal dos hemocomponentes. Deste modo, os 

monócitos CD14+ foram purificados utilizando-se sistema de microbeads 

magnéticas, diferenciados em macrófagos e utilizados nos experimentos 

posteriores, conforme representado na figura 1. 

Durante o desenvolvimento do estágio de Doutorado Sanduíche, os 

experimentos foram executados no Retrovirus Lab da Johns Hopkins University 

– School of Medicine. Para realização dos experimentos envolvendo modelos 

animais, o fígado de macacos Rhesus infectados com SIV e regularmente 

tratados com ARVs foi coleado durante as necropsias previamente agendadas 

para realização simultânea de outros estudos. Os macrófagos derivados do saco 

vitelínico (YSDMs) ou de monócitos (MDMs) foram isolados baseado no 

protocolo descrito por Casseta e colaboradores (Cassetta et al., 2016). Em 

seguida, as células MMR+ ou CD11b+ foram purificadas utilizando-se sistema 

de microbeads magnéticas, plaqueadas e utilizadas em ensaios posteriores (Fig. 

2).  
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Figura 1. Representação esquemática do delineamento experimental realizado durante a 

execução do estudo no Laboratório de Imunologia e Epigenética da FCFRP – USP. 
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Figura 2. Representação esquemática do delineamento experimental realizado durante a 

execução do estágio de doutorado sanduíche no Retrovirus Lab da Johns Hopkins 

University – School of Medicine. 
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4.1 Casuística 

Durante a fase de execução dos experimentos no Brasil foram 

recrutados voluntariamente 60 doadores de sangue atendidos no Hemocentro 

de Ribeirão Preto. Foram excluídos do estudo doadores de sangue com idade 

inferior à 18 ou superior a 65 anos; aqueles considerados inaptos após a triagem 

clínica ou que apresentaram reatividade sorológica para infecções por HIV-1 e 

2, HTLV-I e II, doença de Chagas, Sífilis ou Hepatites B e C.  Os indivíduos 

considerados aptos, de ambos os sexos, manifestaram a sua concordância em 

participar deste projeto após assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido – TCLE aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do HC-

FMRP/USP (processo HCRP n° 18492/2014). Cada participante concordou em 

doar a câmara LRS™ do sistema de leucorredução presente no kit após a 

doação regular de plaquetas por aférese, realizada no Hemocentro de Ribeirão 

Preto. O número de integrantes do estudo e o método de análise estatística dos 

resultados foram determinados baseados nos trabalhos relacionados publicados 

na literatura e considerando o tempo de realização do projeto. 

De forma semelhante, a inclusão e utilização dos órgãos de animais 

infectados durante o período de Doutorado Sanduíche seguiu todas as normas 

estabelecidas pelo comitê de ética em pesquisa animal da Johns Hopkins 

University – School of Medicine. Todos os animais utilizados durante a execução 

do presente estudo já participavam de outras propostas complementares do 

Retrovirus Lab, de modo que foi preciso realizar apenas um adendo à lista de 

órgãos analisados durante as necropsias previamente programadas (NA 

00015485). Ao longo deste estudo não foi necessário a inclusão de outros 

animais além daqueles previstos anteriormente. 

 

4.2 Isolamento de leucócitos totais, purificação da fração CD14+ e 

diferenciação em macrófagos 

A partir da fração sanguínea retida na câmara LRS™ do sistema de 

leucorredução dos circuitos do kit utilizado durante a doação de plaquetas por 

aférese, as células mononucleares presentes nas amostras foram isoladas 

utilizando os tubos BD Vacutainer® CPT™ com heparina, seguindo as 

recomendações do fabricante. Em seguida, os monócitos (fração CD14+) foram 
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purificados utilizando sistema de seleção imunomagnética positiva com kit 

específico (Milteny Biotec, USA). O precipitado celular obtido foi incubado com 

anticorpos monoclonais anti-CD14 complexados às microbeads magnéticas e 

em seguida aplicado à coluna de separação (LS column MACS™, Miltenyi 

Biotec), acoplada à um suporte contendo um campo magnético 

(QuadroMACS™, Miltenyi Biotec). Deste modo, após a remoção da coluna de 

separação do suporte, apenas células CD14+ foram purificadas e cultivadas em 

placas de alta aderência. O meio de cultura foi substituído após 3 dias de cultura 

para remoção de debris e células não aderentes. Após este período, as células 

foram incubadas novamente por mais 2 dias em estufa à 37ºC com 5% de CO2.  

 

4.3 Polarização de macrófagos nos padrões inflamatório ou 

relacionado ao reparo tecidual  

Após 5 dias em cultura, os macrófagos em cultura foram estimulados 

com GM-CSF e IFN-ɣ (20 e 10 ng/mL, respectivamente; R&D Systems e 

Millipore) e mantidos em cultura por 72 horas para ativação no padrão 

inflamatório. De modo semelhante, os macrófagos foram estimulados durante 72 

horas com IL-4 e IL-13 (50 ng/mL de cada; R&D Systems) para ativação no 

padrão relacionado ao reparo tecidual. Macrófagos foram cultivados pelo mesmo 

período adicional apenas com meio de cultura suplementado com 10% de FBS 

e antibiótico como controle negativo (resting MDMs) da ativação. 

 

 

4.4 Infecção in vitro por HIV-1 e avaliação da replicação viral 

Durante a execução dos experimentos foram utilizadas duas cepas de 

HIV-1 distintas: HIV-1Ba-L e HIV-1 89.6, ambas com tropismo CD4/CCR5 para 

infecção em monócitos/macrófagos. A primeira cepa viral foi gentilmente cedida 

ao nosso laboratório pelo professor Dr. Dumith Chequer Bou-Habib, do Instituto 

Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, enquanto os experimentos realizados no Retrovirus 

lab (Johns Hopkins University) foram conduzidos utilizando a cepa HIV-1 89.6.  

Após a polarização dos macrófagos em cultura, as células foram 

incubadas com as respectivas suspensões virais - 20 ng/mL (p24) de HIV-1Ba-L 

ou MOI 0.001 de HIV-1 89.6 – em meio OptiPro (ThermoFischer). Em seguida, 
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as células foram espinoculadas (1200 x G; 120 minutos; temperatura ambiente) 

e, após este período o sobrenadante foi removido para remoção das partículas 

virais livres no sobrenadante e as células foram incubadas em meio fresco por 

mais 16 horas (Lima et al., 2002; Souza et al., 2011). 

A replicação viral após infecção in vitro foi quantificada pela presença de 

RNA viral ou p24 de HIV-1 no sobrenadante das células em cultura. No primeiro 

caso, o sobrenadante foi coletado em diferentes períodos, o material genético 

viral foi extraído utilizando o QIAamp MiniElute Virus Spin Kit (Qiagen) e 

quantificado por qRT-PCR, conforme descrito previamente (Avalos et al., 2016). 

Paralelamente, a presença de p24 no sobrenadante foi quantificada por ELISA, 

seguindo as recomendações do fabricante (Sino Biological Inc., UK). 

 

4.5 Detecção de citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante 

Após 48 horas da infecção in vitro por HIV-1, o sobrenadante foi coletado 

para quantificação de citocinas e quimiocinas (IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-

17A, IFN-α2, TNF-α, CXCL10, MCP-1, MIP-1α e MIP-1β) liberadas após infecção 

in vitro, utilizando kits multiplex (HCYTOMAG-60K, Milliplex® kit, Merck Millipore, 

Germany). Seguindo as recomendações do fabricante, as amostras foram 

adicionadas em placas específicas para o ensaio e diluídas em tampão fornecido 

no kit e, após a incubação com microesferas magnéticas fluorescentes 

recobertas por anticorpos de captura, quantificadas utilizando o software Milliplex 

Analyst 5.1®, com auxílio de curva padrão para cada um dos analitos e encaixe 

cúbico em escala de log durante as análises. As análises de correlação das 

citocinas liberadas foram realizadas utilizando o teste de Spearman bimodal e 

os gráficos foram realizados utilizando o software Cytoscape (v.3.2.0), 

classificando as interações de acordo com a seguinte razão: negativa (r<0); fraca 

(r<0,36); moderadas (0,36<r<0,67); ou fortes (r>0,67). Em todas as condições 

analisadas, p≤0.05 foi considerado estatisticamente significante. 

 

4.6 Quantificação de mRNA de macrófagos infectados por HIV-1  

O RNA total dos macrófagos em cultura foi extraído 8 horas após 

infecção in vitro (Chattergoon et al., 2014), utilizando o kit PureLink® RNA Mini 

Kit (Invitrogen Corporation) e quantificado utilizando o Qubit® 2.0 Fluorometer 
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(Life Technologies). Em seguida, o cDNA das amostras foi sintetizado utilizando 

o kit MultiScribeTM Reverse Transcriptase (Life Technologies) e realizado o PCR 

quantitativo com sondas TaqMan® para análise da expressão dos seguintes 

genes: AIM2 (#Hs00915710_m1; sonda VIC-MGB; Life Technologies); ALOX15 

(#Hs00993765_g1; sonda VIC-MGB; Life Technologies); CPSF6 

(#Hs00199668_m1; sonda VIC-MGB; Life Technologies); CXCL10 

(#Hs.PT.58.3790956.g; sonda FAM; IDT® Inc.); NLRP3 (#Hs00918082_m1; 

sonda VIC-MGB; Life Technologies); RIG-I (#Hs00204833_m1; sonda VIC-MGB; 

Life Technologies); SAMHD1 (#Hs00210019_m1; sonda VIC-MGB; Life 

Technologies); e SPTBN1 (#Hs00199668_m1; sonda VIC-MGB; Life 

Technologies). A expressão de β-actina (#Hs.PT.39a.22214847; sonda HEX; 

IDT® Inc.) foi utilizada como controle constitutivo das amostras analisadas. 

 

4.7 Quantificação da expressão de marcadores presentes na superfície 

de macrófagos 

Para análise da expressão de marcadores presentes na superfície 

celular de YSDMs e MDMs foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-CD3 

(clone #sp34-2; BD Biosciences); anti-CD4 (clone #A161A1; Biolegend); anti-

CD11b (clone #Bear1; Beckman Coulter); anti-CD14 (clone #63D3; Biolegend); 

anti-CD64 (clone #CD6428; Invitrogen); Anti-CD163 (clone #GHI/61; Biolegend); 

anti-MMR (clone #15-2; Biolegend); anti- CCR5 (clone #HEK/1/85a; Biolegend) 

e anti-HLA- DR (clone #L243, Biolegend). Todas as amostras foram 

quantificadas por citometria de fluxo (BD LRSFortessa™; BD Biosciences) e os 

dados obtidos foram analisados com auxílio do software FlowJo® (V.10.3, Tree 

Star, Inc). 

 

4.8 Ensaios de western blot e quantificação de specks de ASC no 

sobrenadante de macrófagos infectados in vitro 

Para realização dos ensaios de western blot, macrófagos ativados nos 

padrões M0, M1 ou M2a foram incubados por 8 horas com 20 ng/mL de p24 de 

HIV-1Ba-L, conforme descrito previamente (Lima et al., 2002; Souza et al., 2011). 

Após este período, todas as amostras (macrófagos em cultura ou sobrenadante) 

foram incubadas com o tampão de lise do Qproteome Mammalian Protein Prep 
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Kit (Qiagen) contendo inibidores de proteases e de fosfatases (SigmaAldrich). 

Em seguida, as proteínas totais presentes nas amostras foram quantificadas 

utilizando o kit Quick Start™ Bradford Protein Assay (BIO-RAD; #5000201). 

Todas as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida/bis-

acrilamida 10% (Life Technologies), transferidas para membranas Immun-Blot® 

PVDF (BIO-RAD) e incubadas a 4°C com os respectivos anticorpos primários 

(NF-κB fosforilado – #04-1000; NLRP3 - #ABF23; ASC - #AB3607; Caspase-1 - 

#AB1871; MerckMillipore) durante 18 horas. A expressão de β-actina 

(#MAB1522; MerckMillipore) foi utilizada como controle constitutivo. Em seguida, 

a membrana foi incubada com os respectivos anticorpos secundários conjugado 

a HRP e o substrato quimioluminescente. A fluorescência resultante emitida por 

esta reação foi quantificada com auxílio do sistema UVITEC CAMBRIDGE™ de 

fotodetecção. As imagens obtidas foram tratadas e as intensidades das 

respectivas bandas foram quantificadas utilizando o ImageJ software (v. 1.8.0).  

 

4.9 Predição de interação in silico entre proteínas virais e do 

hospedeiro 

Durante as análises de predição da interação entre proteínas virais e de 

macrófagos humanos foram utilizadas quatro plataformas de predição com 

algoritmos distintos. Inicialmente, a plataforma BioGRID 3.4 

(https://thebiogrid.org/) foi utilizada para realização de meta-análise dos dados 

presentes na literatura. Esses resultados iniciais foram refinados a partir da 

exclusão de trabalhos publicados que não evidenciaram por meio de ensaios 

funcionais/biológicos a interação física entre qualquer uma das 18 proteínas 

virais e todas aquelas catalogadas no proteoma humano. O grande volume de 

dados obtidos após essa etapa foi novamente refinado considerando-se apenas 

a interação entre proteínas virais e aquelas que tenham função conhecida no 

desenvolvimento da resposta imunológica (tabela não mostrada). 

Aplicando-se esse novo filtro de dados, os resultados obtidos na etapa 

anterior foram validados utilizando outras três plataformas de predição entre 

proteínas: GWIDD (http://gwidd.compbio.ku.edu/); ClusPro 

(https://cluspro.bu.edu/login.php) e Haddock 

(http://haddock.science.uu.nl/services/HADDOCK2.2/haddock.php). Os 

https://thebiogrid.org/
http://gwidd.compbio.ku.edu/
https://cluspro.bu.edu/login.php
http://haddock.science.uu.nl/services/HADDOCK2.2/haddock.php
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resultados gerados por cada uma dessas plataformas foram agrupados de 

maneira independente e adotou-se a política de consenso entre os resultados 

gerados para admissão das interações com maior valor preditivo, considerando 

o estado conformacional proteico de menor energia livre como a forma de 

ocorrência mais provável na natureza. 

 

4.10 Ensaios de imunofluorescência para avaliação da atividade do 

inflamassoma e localização intracelular de outras proteínas durante 

a infecção por HIV-1 em macrófagos 

Para realização dos ensaios de imunofluorescência, as células 

polarizadas e infectadas in vitro serão fixadas após 6 horas em cultura, 

permeabilizadas e incubadas com os anticorpos NF-κB total; NLRP3, AIM2; RIG-

I; ASC; Caspase-1 (Santa Cruz Biotechnology) e HIV-1 p24 (Millipore) e 

secundários conjugados a FITC ou PE, conforme descrito anteriormente 

(Marechal et al., 1998). A marcação de F-actina foi realizada com auxílio do kit 

Alexa Fluor™ 488 Phalloidin (#A12379; Invitrogen), enquanto a marcação das 

mitocôndrias foi realizada com auxílio do MitoTracker™ Red (#M7512; 

ThermoFischer) e o núcleo celular foi corado com DAPI/Nucblue (#R37605; 

ThermoFischer), todos seguindo as recomendações do fabricante. As amostras 

foram analisadas no microscópio confocal (Leica Mycrosystems, Wetzlar, 

Germany) do laboratório multiusuário da FCFRP/USP. 

 

4.11 Liberação de mediadores lipídicos no sobrenadante e quantificação 

por espectrometria de massas 

Quarenta e oito horas após infecção in vitro por HIV-1Ba-L dos 

macrófagos, o sobrenadante das células em cultura foi coletado para 

quantificação dos mediadores lipídicos presentes na amostra. Como controle 

positivo, as células foram estimuladas com 20 µM ionóforo de cálcio A23187 

(SigmaAldrich) em triplicadas durante 20 minutos para estimular a liberação dos 

mediadores lipídicos. Após este período, metanol gelado (v/v) foi adicionado as 

amostras para parar a reação. O sobrenadante foi coletado e diluído em água 

MilliQ para reduzir a concentração de metanol até 10% do volume da amostra. 

A extração de eicosanoides foi realizada baseado no método SPE (solid phase 
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extraction), conforme descrito por Galvão e colaboradores (Galvao et al., 2016). 

A quantificação de 23 mediadores lipídicos distintos foi realizada utilizando o 

sistema de HPLC (Shimadzu) com interface do espectrômetro de massas Triple 

TOF 5600 e equipado com uma fonte de electrospray (Sciex). A separação 

cromatográfica dos eicosanoides foi realizada utilizando colunas Ascentis 

Express C18 (100×30mm, 2.7 μm; Supelco® SigmaAldrich). Os softwares 

PeakView 2.0 e MultiQuant 3.0 foram utilizados para aquisição e processamento 

dos resultados. 

 

4.12 Obtenção de YSDMs e MDMs do fígado de macacos Rhesus 

infectados por SIVmac251 

Para obtenção de YSDMs e MDMs, macacos Rhesus foram infectados 

com SIVmac251 e tratados com antirretrovirais por pelo menos seis meses para 

que fosse obtida a supressão da carga viral detectada no plasma (Mankowski et 

al., 2002). Após esse período, os animais foram submetidos à eutanásia antes 

da manifestação de qualquer sintoma clínico relacionado a infecção por HIV e 

submetidos a necropsia para coleta de diferentes tecidos. As células hepáticas 

totais foram isoladas utilizando gentleMACS Dissociator e gentleMACS C Tubes 

(#130-093-235 e #130-093-237; Miltenyi Biotec) e liberase DL e TL (ambas 

Roche) e DNAse I (Applichem), conforme descrito anteriormente (Cassetta et al., 

2016). Em seguida, a suspensão celular obtida foi purificada utilizando o kit 

EasySep™ Magnet (StemCell Technologies) e microbeads magnéticas 

conjugadas a anticorpos anti-MMR ou anti-CD11b (BioLegend). O isolamento 

das subpopulações de YSDMs e MDMs foi confirmado por citometria de fluxo. 

Após esta etapa, as células obtidas foram plaqueadas em placas de 24 poços, 

conforme descrito anteriormente, e cultivadas durante 7 dias em DMEM + 10% 

FBS antes da realização dos ensaios posteriores. 

 

4.13 Avaliação da capacidade fagocítica e de liberação de ROS de 

macrófagos infectados 

Os macrófagos infectados in vitro também foram avaliados quanto a 

capacidade de fagocitose de produtos bacterianos e liberar espécies reativas de 

oxigênio (ROS). Durante a realização dos ensaios de fagocitose, as células 
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cultivadas foram expostas ao pHrodo Red® e incubadas em estufa durante 60 

minutos (ThermoFischer). Este método é baseado no uso de partículas de E. coli 

recobertas por corante que fluoresce apenas sob pH baixo (encontrado nos 

endossomos e fagossomos). A análise das partículas fagocitadas foi realizada 

por imunofluorescência (Gama et al., 2012). 

Para quantificação das espécies reativas de oxigênio liberadas, os 

macrófagos foram cultivados em placas de 96 poços de fundo branco e 48 horas 

após a infecção viral a liberação de ROS no sobrenadante foi quantificada por 

quimiluminescência, conforme descrito anteriormente (Andrade et al., 2013). 

Esta reação foi mantida a 37°C e monitorada durante 2 horas em luminômetro 

de microplacas (AutoLumat Plus LB 953, EG&G Berthold, Germany), com adição 

de luminol (100 µmol L-1; SigmaAldrich, St. Louis, USA) para amplificação da 

luminescência liberada durante a reação. Células não infectadas foram utilizadas 

como controle negativo deste experimento para determinar a produção basal de 

ROS, enquanto a adição de phorbol 12-myristate-13-acetate (10-7 mol L-1; PMA 

– SigmaAldrich, USA) foi utilizada como controle positivo. A emissão luminosa 

foi obtida em contagem de fótons por segundo (CPS). Os resultados obtidos 

foram expressos em área sob a curva (AUC) de quimiluminescência. 

 

4.14 Análise dos resultados obtidos 

Todos os resultados obtidos neste estudo foram analisados utilizando o 

software GraphPad Prism 7.0. As análises estatísticas do presente estudo foram 

realizadas utilizando o teste pareado de Wilcoxon. Os resultados foram 

representados como média ± desvio padrão e a comparação entre os grupos 

foram consideradas significantemente estatísticas quando o valor de p<0.05 

(p≤.05 = *; p≤.01 = **; p≤.001 = ***).
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5.1 Macrófagos resting liberam IL-1β e outras citocinas pró-

inflamatórias no sobrenadante após a infecção in vitro por HIV-1 

A ativação do inflamassoma é classicamente caracterizada pela 

liberação de IL-1β e IL-18 após o reconhecimento de PAMPs e DAMPs. Nesse 

sentido, foi observado que macrófagos resting após a infecção in vitro por HIV-1 

liberam maiores quantidades de IL-1β no sobrenadante quando comparado ao 

grupo não infectado, enquanto macrófagos ativados nos padrões inflamatório ou 

relacionado ao reparo tecidual liberam níveis semelhantes desta citocina (Figura 

3A), indicando que apenas em macrófagos resting ocorre a ativação final do 

complexo de proteínas do inflamassoma, resultando na liberação desta citocinas 

no sobrenadante.  

De modo semelhante, macrófagos resting infectados liberam maiores 

quantidades de outras citocinas pro-inflamatórias no sobrenadante (IL-6, IL-

12p70, IL-17A, IFN-α2, TNF-α, MIP-1α e CXCL10) em relação ao observado em 

macrófagos resting não infectados (Figura 3B-K). Por sua vez, macrófagos 

ativados no padrão inflamatório infectados apresentam menor quantidade de 

MCP-1 liberada no sobrenadante e níveis semelhantes das outras citocinas e 

quimiocinas avaliadas em relação aos macrófagos ativados no mesmo padrão e 

não infectados. Curiosamente, macrófagos ativados no padrão relacionado ao 

reparo tecidual e infectados apresentam maiores quantidades de IL-17A e MIP-

1β no sobrenadante, mas níveis semelhantes das demais citocinas e 

quimiocinas em relação ao grupo ativado neste padrão e não infectado. Estes 

resultados nos fornecem indícios que a infecção por HIV-1 consegue ser 

reconhecida pelos sensores da imunidade inata presentes em macrófagos e 

desencadear um padrão de liberação de citocinas de acordo com a polarização 

celular previamente induzida in vitro. 

 

5.2 Redes de correlações formadas pelas citocinas e quimiocinas 

liberadas no sobrenadante de MDMs após a infecção por HIV-1 

Com intuito de compreender melhor o perfil de liberação de citocinas e 

quimiocinas e de que forma elas se relacionam com a infecção por HIV-1, redes 

de correlações entre os analitos foram traçadas utilizando o software Cytoscape 

(v.3.2.0) a partir dos dados obtidos da quantificação destes analitos no 
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sobrenadante de macrófagos infectados in vitro, conforme descrito 

anteriormente (Espindola et al., 2015). 

A análise dos resultados obtidos do sobrenadante de macrófagos resting 

não infectados indicou a presença de poucas correlações e com interações 

moderadas entre as citocinas (Figura 4A). No entanto, após a infecção por HIV-

1 foi observado um rearranjo no perfil de liberação destes analitos, 

intensificando-se as interações entre as citocinas pro-inflamatórias - como IL-1β, 

IFN-α2 e TNF-α (Figura 4B). Macrófagos ativados no padrão inflamatório não 

infectados apresentam uma complexa rede de interações entre as citocinas, 

composta principalmente por IL-1β, TNF-α, CXCL10 e MIP-1α, a qual é alterada 

após a infecção viral, aumentando o número de correlações relacionadas às 

citocinas pro-inflamatórias e diminuindo o número de interações relacionadas à 

liberação de IL-10 no sobrenadante (Figura 4C e D). De modo semelhante, 

macrófagos ativados no padrão relacionado ao reparo tecidual não infectados 

apresentam grande número de correlações fortes dependentes de IL-1β, IFN-α2 

e TNF-α, as quais são reduzidas após a infecção in vitro por HIV-1 (Figura 4E e 

F). 
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Figura 3. Citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante de MDMs resting, ativados 

nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual após infecção in vitro por HIV-

1. MDMs foram diferenciados e mantidos em repouso (resting) ou ativados nos padrões 

inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual durante 3 dias e em seguida incubados com HIV-

1Ba-L (20 ng/mL de p24) por 48 horas. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e as citocinas e 

quimiocinas presentes na amostra foram quantificadas com auxílio de microbeads magnéticas 

(Milliplex® MAP Human Cytokine/Chemokine; Millipore). As barras brancas representam as 

células não infectadas e as pretas representam as células infectadas in vitro por HIV-1. Os 

resultados obtidos (n=15) representam a média ± desvio padrão e foram expressos em pg/mL. 

Os dados foram analisados utilizando o teste de Wilcoxon pareado. *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001. 
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Figura 4. Redes de correlação entre as citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante 

de MDMs resting, ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual 

antes e após infecção in vitro por HIV-1. A partir dos resultados obtidos no experimento 

anterior, foram realizadas análises de correlação entre as amostras estudadas utilizando o teste 

de Spearman (two-tailed). As redes de interação entre as citocinas e quimiocinas foi construída 

utilizando o programa Cytoscape (v.3.2.0), considerando as seguintes taxas de interação para 

classificar as interações: negativa (r<0); fraca (r<0,36); moderada (0,36<r<0,67; linhas 

tracejadas); ou forte (r>0,67; linhas contínuas). 
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5.3 Expressão de genes relacionados à polarização celular, ativação do 

inflamassoma e fatores de restrição da replicação de HIV-1 em 

macrófagos 

Considerando-se os resultados obtidos nos experimentos anteriores, 

quantificamos a expressão de genes relacionados à polarização celular, ativação 

do inflamassoma e fatores de restrição da replicação viral em macrófagos. 

Dezoito horas após a infecção in vitro, foi observado o aumento na expressão de 

CXCL10 em macrófagos resting e aqueles ativados no padrão inflamatório 

quando comparado aos respectivos controles não infectados. O nível de 

expressão deste gene em macrófagos resting infectados também foi 

significativamente maior quando comparado aos macrófagos ativados nos 

padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual pós infecção in vitro 

(Figura 5A). Níveis maiores de ALOX15 e CPSF6 foram expressos em 

macrófagos ativados no padrão relacionado ao reparo tecidual, permanecendo 

semelhantes à expressão constitutiva de β-actina em macrófagos resting e 

aqueles ativados no padrão inflamatório, mesmo após a infecção viral in vitro 

(Figura 5B-C). De forma interessante, a expressão de NLRP3, um receptor 

clássico relacionado à ativação do inflamassoma, foi semelhante entre todos os 

macrófagos não infectados, mas significativamente reduzida em macrófagos 

ativados no padrão relacionado ao reparo tecidual infectados quando comparado 

à expressão observada em macrófagos resting ou ativados no padrão 

inflamatório após a infectados (Figura 5D). A expressão de AIM2 e RIG-I, duas 

importantes vias de ativação do inflamassoma, foi semelhante entre os grupos 

avaliados, mesmo após a infecção in vitro (Figura 5E-F). Por sua vez, SAMHD1, 

um importante Interferon-Stimulated Gene com capacidade de restringir a 

replicação viral, foi expresso de forma semelhante entre os grupos observados 

mesmo 18 horas após a infecção por HIV-1Ba-L (Figura 5G). Finalmente, a 

expressão de SPTBN1, um importante componente do citoesqueleto, foi 

semelhante entre todos os macrófagos não infectados, mas significativamente 

reduzida em macrófagos ativados no padrão inflamatório 18 horas após a 

infecção quando comparado ao seu grupo controle (Figura 5H). 
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Figura 5. Expressão de genes relacionados à polarização celular, ativação do 

inflamassoma e restrição da replicação de HIV-1 em macrófagos. MDMs resting, ativados 

nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual foram incubados por 18 horas com 

HIV-1Ba-L para infecção in vitro. Após este período, as células foram lisadas, o RNA total foi 

extraído, quantificado e o cDNA sintetizado para posterior análise por qPCR com sondas 

TaqMan® para quantificação da expressão de (A) CXCL10; (B) ALOX15; (C) CPSF6; (D) NLRP3; 

(E) AIM2; (F) RIG-I; (G) SAMHD1; e (H) SPTBN1. A expressão de β-actina foi utilizada como 

controle constitutivo de cada amostra. As barras brancas representam as células não infectadas 

e as pretas representam as células infectadas in vitro por HIV-1. Os resultados obtidos (n=10) 

foram analisados utilizando o teste t não pareado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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5.4 Quantificação de NF-κB fosforilado, NLRP3, Caspase-1 e liberação 

de specks de ASC no sobrenadante de MDMs infectados in vitro por 

HIV-1 

Oito horas após a infecção in vitro por HIV-1Ba-L, os macrófagos mantidos 

em cultura foram lisados e a expressão de NF-κB fosforilado, NLRP3 e Caspase-

1 foi quantificada por western blot. A expressão de β-actina foi utilizada como 

controle constitutivo de todas as amostras. A Figura 6A representa as bandas 

obtidas durante a eletroforese e posterior quantificação por western blot das 

respectivas proteínas. De modo interessante, a análise dos resultados indicou a 

expressão em níveis semelhantes das frações de NF-κB fosforilado, NLRP3 e 

Caspase-1 entre os macrófagos em cultura, mesmo após a infecção por HIV-1 

(Figura 6B-D).  

Conforme inicialmente demonstrado por Franklin e colaboradores, além 

da liberação de citocinas pro-inflamatórias, como IL-1β e IL-18, a ativação do 

inflamassoma também pode resultar na liberação de specks de ASC no 

sobrenadante (Franklin et al., 2014). A liberação desta proteína no meio 

extracelular é reconhecida como um DAMP e pode indicar a ocorrência de 

estágios iniciais de morte celular após ativação do inflamassoma (piroptose). O 

reconhecimento dessa proteína por células vizinhas amplifica o sinal inflamatório 

e a liberação de novas citocinas. Considerando estes fatos, avaliamos se, apesar 

de não haver a liberação de IL-1β, ativação de NLRP3 e Caspase-1 durante os 

períodos analisados, a infecção por HIV-1 em MDMs poderia resultar na 

liberação de specks de ASC no sobrenadante de MDMs, sugerindo que estas 

células poderiam estar iniciando o processo de morte celular 48 horas após a 

infecção viral. No entanto, semelhante ao observado anteriormente, os níveis de 

specks de ASC observados no sobrenadante foram similares entre os grupos 

analisados, mesmo após a infecção por HIV-1 (Figura 7).  
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Figura 6. Expressão de NF-κB fosforilado, NLRP3 e caspase-1 em MDMs resting, ativados 

nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual e infectados in vitro por HIV-

1. Macrófagos resting, ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual foram 

incubados com HIV-1Ba-L (20 ng/mL) durante 8 horas para estabelecimento da infecção inicial in 

vitro. Após este período, o lisado celular total foi coletado para a realização dos ensaios de 

western blot. (A) Representação das bandas obtidas durante western blot para posterior 

quantificação utilizando o ImageJ software. (B) Expressão de NF-κB fosforilado; (C) NLRP3; e 

(D) Caspase-1 em macrófagos após a infecção por HIV-1. As barras brancas representam a 

expressão observada em células não infectadas e as pretas naquelas infectadas in vitro. Os 

resultados obtidos (n=4) foram representados pela média ± desvio padrão e quantificados em 

função da expressão constitutiva de β-actina de cada amostra. 
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Figura 7. Liberação de specks de ASC no sobrenadante de MDMs resting, ativados nos 

padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual e infectados in vitro por HIV-1. 

Macrófagos resting, ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual foram 

infectados por HIV-1Ba-L durante 48 horas, conforme descrito anteriormente. Após este período, 

o sobrenadante das amostras foi coletado e a liberação de specks de ASC foi quantificada por 

western blot, conforme descrito por Franklin e colaboradores (Franklin et al., 2014). As barras 

brancas representam a expressão de ASC observada no sobrenadante de macrófagos não 

infectados, enquanto as pretas representam a expressão observada no sobrenadante de células 

infectadas in vitro. Os resultados obtidos (n=5) foram representados pela média ± desvio padrão 

e foram expressos em unidade relativa de fluorescência (RFU) observada. 

 

 

5.5 Predição in silico de interações entre proteínas virais e do 

hospedeiro  

Com base nos resultados obtidos anteriormente e a liberação de 

proteínas virais no citoplasma celular desde os estágios iniciais da infecção, 

consideramos a hipótese de que proteínas do HIV-1 poderiam estar interagindo 

com outras proteínas celulares e prejudicando o reconhecimento da partícula 

infectante e ativação adequada da resposta imune, permitindo a evasão viral e 

a formação de reservatórios virais em macrófagos.  

Para testar esta hipótese, inicialmente realizamos ensaios in silico para 

predição de interação entre proteínas utilizando quatro plataformas 

independentes e algoritmos distintos. A triagem inicial dos dados foi realizada 

com auxílio da plataforma BioGRID 3.4, a qual realizou uma meta-analise dos 

dados anteriormente publicados. Considerando a complexidade dos genomas 

humano e viral, refinamos as possíveis interações inicialmente preditas nesta 

etapa a partir da exclusão de interações com baixo valor preditivo (com alto 

potencial de energia livre conformacional) entre as proteínas virais e o proteoma 
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humano. Mesmo após este processamento inicial dos dados, o grande número 

de interações preditas resultante foi novamente refinado e classificado de acordo 

com as funções biológicas da proteína alvo do hospedeiro, utilizando desta etapa 

em diante os resultados preditos de interação entre proteínas virais e aquelas 

relacionadas ao desenvolvimento da resposta imunológica (tabela não 

mostrada).  

Aplicando-se este novo filtro de dados, as possíveis interações entre 

proteínas foram novamente analisadas in silico utilizando outras três plataformas 

de predição: GWIDD, ClusPro e Haddock. Os resultados reportados por cada 

uma destas plataformas foram agrupados de modo independente e, em seguida, 

adotamos uma política de consenso para admissão das possíveis interações 

entre proteínas virais e do hospedeiro. Essa estratégia de análise dos dados foi 

baseada no maior valor preditivo de cada uma das plataformas de modo 

independente e considerando-se o estado conformacional proteico de menor 

energia livre como a forma de maior probabilidade de ocorrência na natureza .  

Para validar in silico essa estratégia global de análise dos dados, 

avaliamos se essa metodologia poderia prever a interação entre HIV-1 Gag e 

APOBEC3G, classicamente descrita na literatura e comprovada através de 

métodos bioquímicos e imunológicos tradicionais (como co-imunopreciptação ou 

cristalografia) (Cen et al., 2004; Friew et al., 2009; Shandilya et al., 2010). 

Aplicando-se esta metodologia foi possível observar que as três plataformas 

reportaram, de modo independente, a ocorrência desta interação in silico (Figura 

8), validando, portanto, essa estratégia de análise dos dados. 

Dentre os resultados preditos, as interações entre HIV-1 Nef e diversos 

alvos celulares do hospedeiro são amplamente descritas e validadas utilizando 

sistemas biológicos, evidenciando, por exemplo, importância desta proteína para 

inibição da apoptose mediada por p53, expressão de receptores CD4 em células 

infectadas e produção de novas partículas virais infecciosas (Poon e Chen, 2003; 

Goepfert et al., 2008; Pollack et al., 2017). Nesse sentido, priorizamos a análise 

das interações preditas baseadas em HIV-1 Gag e HIV-1 Vpr, presentes no 

citoplasma ainda durante as etapas iniciais da infecção e replicação viral, por 

sugerirem interações com proteínas-chave para o desenvolvimento da resposta 

imune. 
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Dessa forma, com base nesses dados, foi predita a interação entre HIV-

1 Gag, especialmente a sua porção N-terminal, e IFI16, HLA-DRB5, PPIA, PPIB, 

PTGES e NLRP3 (Figura 9A-F). Por outro lado, de acordo com essa estratégia, 

HIV-1 Vpr seria capaz de interagir com BCL2, Caspase-1, Caspase-3, Caspase-

9 e PPIA (Figura 10A-E). Em conjunto, estes resultados sugerem que diversas 

proteínas celulares podem interagir com proteínas viriais presentes deste as 

etapas iniciais da infecção, podendo resultar em falhas na ativação da resposta 

imunológica de células infectadas e o estabelecimento da infecção viral.  
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Figura 8. Validação da estratégia de predição de docking molecular a partir da interação 

entre HIV-1 Gag e APOBEC3G. Seguindo a estratégia descrita de mineração dos dados e 

predição de docking entre proteínas de interesse, a interação entre HIV-1 Gag e APOBEC3G 

também foi predita in silico. Esta interação já havia sido descrita na literatura e comprovada por 

métodos bioquímicos e imunológicos tradicionais, validando a metodologia de análise dos dados 

in silico. (A) Vista frontal da interação na conformação de menor energia livre entre o peptídeo 

completo de HIV-1 Gag (superior) e APOBEC3G (inferior, em azul e vermelho). (B) Vista lateral 

da interação entre o peptídeo completo de HIV-1 Gag (direita) e APOBEC3G (esquerda, em azul 

e vermelho). (C) Vista lateral da interação entre a fração N-terminal de HIV-1 Gag (direita) e 

APOBEC3G (esquerda, em azul e vermelho). Representação extraída da modelagem obtida a 

partir da plataforma ClusPro 2.0 e representadas com auxílio do software VMD 1.9.3.  
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Figura 9. Docking molecular das interações entre HIV-1 Gag e proteínas relacionadas à 

ativação da resposta imune. Adotando a estratégia de mineração e análise dos dados descrita 

anteriormente, as interações entre o peptídeo completo de HIV-1 Gag e diferentes proteínas 

relacionadas à ativação da resposta imune foram preditas in silico nas respectivas conformações 

de menor energia livre. (A) Interação entre HIV-1 Gag (região inferior) e IFI16 (acima; em azul e 

vermelho); (B) Interação entre HIV-1 Gag (centro) e HLA-DRB5 (inferior; em azul e vermelho); 

(C) Interação entre HIV-1 Gag (centro) e PPIA (azul; abaixo); (D) Interação entre HIV-1 Gag e 

PPIB (azul; vista lateral); (E) Interação entre HVI-1 Gag (centro) e PTGES (azul; abaixo); (F) 

Interação entre HIV-1 Gag (centro) e NLRP3, domínio PYD (em vermelho, na lateral). 

Representação extraída da modelagem obtida a partir da plataforma ClusPro 2.0 e 

representadas com auxílio do software VMD 1.9.3.  
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Figura 10. Docking molecular das interações entre HIV-1 Vpr e proteínas relacionadas à 

ativação da resposta imune. Adotando a estratégia de mineração e análise dos dados descrita 

anteriormente, as interações entre o peptídeo completo de HIV-1 Vpr e diferentes proteínas 

relacionadas à ativação da resposta imune foram preditas in silico nas respectivas conformações 

de menor energia livre. (A) Interação entre HIV-1 Vpr (azul; região superior) e BCL2 (abaixo); (B) 

Interação entre HIV-1 Vpr (acima) e Caspase-1 (inferior; em azul e cinza); (C) Interação entre 

HIV-1 Vpr (acima) e Caspase-3 (centro); (D) Interação entre HIV-1 Vpr (abaixo) e Caspase-9 

(acima); (E) Interação entre HVI-1 Vpr (esquerda) e PPIA (centro). Representação extraída da 

modelagem obtida a partir da plataforma ClusPro 2.0 e representadas com auxílio do software 

VMD 1.9.3. 
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5.6 Quantificação de mediadores lipídicos liberados no sobrenadante 

de MDMs após a infecção in vitro por HIV-1 

Considerando os resultados obtidos in silico durante as predições de 

interação entre proteínas, especialmente a interação entre HIV-1 Gag e a enzima 

Prostaglandina E Sintase (PTGES) e dada a importância desta via para ativação 

do inflamassoma (Zoccal et al., 2016), questionamos se a liberação de 

mediadores lipídicos poderia ser afetada durante a infecção por HIV-1, 

auxiliando no escape da ativação da resposta imunológica. Para testar esta 

hipótese, MDMs foram mantidos em contato com a suspensão viral por 48 horas 

e após este período o sobrenadante foi coletado para extração dos mediadores 

lipídicos e quantificação utilizando espectrômetro de massas, conforme 

metodologia descrita anteriormente (Galvao et al., 2016). 

A avaliação dos resultados obtidos revelou que MDMs resting infectados 

in vitro por HIV-1 liberam trans-LTB4 em concentrações semelhantes à basal 

observado no sobrenadante de MDMs resting não infectados. De modo 

interessante, mesmo a adição de ionóforo de cálcio no meio de cultura de MDMs 

resting infectados não induziu o aumento da liberação de trans-LTB4, enquanto 

o estímulo com esse agonista em MDMs resting não infectados resultou na maior 

liberação de trans-LTB4 no sobrenadante (Figura 11). Paralelamente, foi 

observado que MDMs ativados no padrão inflamatório, infectados ou não, 

liberam níveis basais de trans-LTB4, semelhante ao observado no sobrenadante 

de MDMs resting não infectados. Porém, o estímulo com ionóforo de cálcio em 

MDMs ativados no padrão inflamatório e infectados induziu o aumento da 

liberação deste mediador, em quantidade semelhante ao observado em MDMs 

ativados no mesmo padrão, não infectados e estimulados com ionóforo. Por fim, 

observamos ainda que MDMs ativados no padrão relacionado ao reparo tecidual 

liberam níveis basais de trans-LTB4 em todas as condições experimentais 

avaliadas, semelhantes ao observado no sobrenadante de MDMs resting não 

infectados. Curiosamente, não foi possível detectar a presença de PGE2 no 

sobrenadante de MDMs, mesmo após a infecção por HIV-1 e estímulo adicional 

com ionóforo de cálcio. 
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Figura 11. Liberação de trans-LTB4 no sobrenadante de MDMs resting, ativados nos 

padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual e infectados in vitro por HIV-1. 

Macrófagos resting, ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual foram 

incubados com 20 ng/mL de HIV-1Ba-L por 48 horas. Após este período, as células em cultura 

foram estimuladas com ionóforo de cálcio por 5 minutos para liberação máxima dos mediadores 

lipídicos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado, os mediadores lipídicos presentes na amostra 

foram extraídos e quantificados por espectrometria de massas (Galvao et al., 2016). Os 

resultados obtidos (n=8) foram expressos em pg/mL e representam a média ± desvio padrão 

observada durante a realização de três experimentos independentes.  

 

 

5.7 Liberação de espécies reativas de oxigênio no sobrenadante de 

MDMs após a infecção por HIV-1 

Com base nesses resultados, avaliamos se a infecção por HIV-1 em 

macrófagos, além de não induzir a produção de trans-LTB4 e a ativação do 

inflamassoma em MDMs ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao 

reparo tecidual, poderia interferir no metabolismo mitocondrial e prejudicar a 

produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS), possibilitando a ocorrência 

de falhas nos mecanismos de ativação do inflamassoma após o reconhecimento 

de PAMPs e DAMPs. 

A produção destes radicais livres deriva diretamente do metabolismo 

mitocondrial e atividade da cadeia respiratória para produção de ATPs durante 

a fosforilação oxidativa. O mecanismo direto de ação das ROS está relacionado 

à peroxidação de lipídica e formação de poros nas membranas dos patógenos 

após a sua fagocitose pelos macrófagos ou mesmo seu reconhecimento por 

sensores presentes na membrana celular que desencadeiam a liberação destas 

moléculas para o meio extracelular. Entretanto, ao longo dos últimos anos 
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também foram descritos mecanismos indiretos de ação das ROS que induzem a 

ativação do inflamassoma, auxiliando a eliminação dos patógenos e ativação da 

resposta imune (Martinon, 2010; Heid et al., 2013; Abderrazak et al., 2015). 

Nesse sentido, reconhecendo a liberação desses radicais livres como 

importante mecanismo microbicida e para reciclagem de proteínas celulares, 

além da sua atuação como gatilho para ativação do inflamassoma, 

consideramos que um possível bloqueio nas vias de produção de ROS durante 

a infecção viral poderia contribuir para a inativação do inflamassoma e favorecer 

a evasão da resposta imune em macrófagos. Essa hipótese foi reforçada pelos 

achados encontrados durante as análises de predição in silico, de acordo com 

os quais pode ocorrer a interação entre HIV-1 Vpr e BCL-2, uma proteína celular 

relacionada ao controle da permeabilidade da membrana mitocondrial, 

ativação/inibição de mecanismos de morte celular e bloqueio da ativação do 

inflamassoma (Chipuk e Green, 2008; Lindsay et al., 2011). Dessa forma, para 

responder essa pergunta avaliamos a liberação de ROS por MDMs (resting, 

ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual) 48 horas 

após a infecção por HIV-1Ba-L. Após este período, a liberação de ROS no 

sobrenadante foi quantificada utilizando método de luminescência, conforme 

descrito anteriormente (Paoliello-Paschoalato et al., 2015). 

A análise dos resultados obtidos durante estes experimentos revelou 

que MDMs resting infectados por HIV-1 tendem a liberar menor quantidade de 

ROS espontaneamente no sobrenadante quando comparado ao grupo controle 

(Figura 12). A adição de PMA aos MDMs resting infectados restaurou a liberação 

de ROS a níveis semelhantes aqueles observados em MDMs resting não 

infectados. Entretanto, a adição deste estímulo aos macrófagos em repouso na 

ausência de infecção não resultou na maior liberação de ROS além dos níveis 

observados anteriormente. Por sua vez, MDMs ativados no padrão inflamatório, 

infectados ou não por HIV-1, liberam níveis semelhantes ao basal observado em 

MDMs resting não infectados. Em contrapartida, MDMs ativados no padrão 

inflamatório, infectados e estimulados com PMA liberam grande quantidade de 

ROS no sobrenadante, semelhante ao observado em MDMs ativados no mesmo 

padrão, não infectados e estimulados. Curiosamente, os resultados obtidos a 

partir do sobrenadante de MDMs ativados no padrão relacionado ao reparo 
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tecidual indicou a liberação espontânea de ROS por células não infectadas e não 

estimuladas em níveis semelhantes ao observado em MDMs resting não 

infectados e não estimulados. No entanto, MDMs ativados neste padrão e 

infectados por HIV-1 apresentam uma tendência de menor liberação de ROS, a 

qual permanece inalterada mesmo após o estímulo com PMA. A adição deste 

estímulo em MDMs ativados neste padrão não resultou na maior liberação de 

ROS no sobrenadante para níveis acima daqueles observados anteriormente a 

partir da liberação espontânea de MDMs não infectados. De forma geral, 

podemos concluir que a infecção por HIV-1 interfere na liberação de ROS de 

forma distinta entre os estágios de ativação de macrófagos, prejudicando 

especialmente a liberação deste mediador por MDMs resting ou ativados no 

padrão relacionado ao reparo tecidual, mesmo após adição de PMA.  
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Figura 12. Liberação de ROS no sobrenadante de MDMs resting, ativados nos padrões 

inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual e infectados in vitro por HIV-1. Macrófagos 

resting, ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual foram incubados 

com 20 ng/mL de HIV-1Ba-L por 48 horas. Em seguida, as células foram estimuladas com PMA e 

as ROS liberadas no sobrenadante foram quantificadas por luminescência.  As barras brancas 

representam as células não infectadas; as azuis, MDMs infectados por HIV-1; as verdes, MDMs 

infectados por HIV-1 e estimulados com PMA; e as vermelhas, MDMs não infectados e apenas 

estimulados com PMA. Os resultados obtidos (n=8) representam a área sob a curva medida no 

luminômetro após 2 horas de leitura. 

 

 

 

 

 



GALVÃO-LIMA, L. J.  76 

RESULTADOS – PARTE I 
 

5.8 Alterações na estrutura das mitocôndrias e localização intracelular 

de NLRP3 e Caspase-1 em MDMs após a infecção por HIV-1 

Durante o processo de sinalização mitocondrial que contribui para 

sobrevivência celular, a neutralização de BIM a partir da interação com os 

receptores MCL-1 e BCL-2 e a fosforilação mediada por ERK 1/2 para posterior 

degradação via proteassoma são fundamentais para manutenção da integridade 

mitocondrial e da viabilidade celular. No entanto, quando BAK passa a interagir 

com os receptores MCL-1 e BCL-2 ocorre a liberação de citocromo c para o 

citoplasma, resultando na ativação de mecanismos apoptóticos (Hendrickson et 

al., 2008). Recentemente, Castellano e colaboradores demonstraram que 

macrófagos e células da micróglia infectadas por HIV são capazes de sobreviver 

a fase aguda da infecção a partir do recrutamento de BIM no interior da 

mitocôndria, bloqueando a liberação do citocromo c e ativação de mecanismos 

apoptóticos (Castellano et al., 2017). Nesse sentido, considerando os resultados 

anteriores e a interação predita entre HIV-1 Vpr e BCL-2, avaliamos se este 

mecanismo dependente de BIM também poderia interferir na estrutura 

mitocondrial e contribuir para sobrevivência por longos períodos de MDMs 

infectados. 

Paralelamente, dentre os principais mecanismos necessários para 

ativação do inflamassoma, a sinalização dependente de NLRP3 é 

particularmente importante uma vez que é capaz de reconhecer uma ampla 

variedade de sinais de perigo e associados a presença de microrganismos no 

interior celular - como formação de poros na membrana, efluxo de potássio e 

liberação de ROS – podendo resultar na morte celular (Guo et al., 2015; Broz e 

Dixit, 2016). Diante desse contexto, considerando os resultados anteriores da 

predição entre HIV-1 Gag e NLRP3, avaliamos ainda se, de fato, esta interação 

ocorre in vitro / in vivo e quais as possíveis consequências para complexação de 

proteínas, montagem e ativação do inflamassoma, especialmente dependente 

de NLRP3, em MDMs infectados por HIV-1. Para testar estas duas hipóteses, 

MDMs resting, ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo 

tecidual foram incubados com as suspensões virais durante 24 horas e, em 

seguida, permeabilizados e submetidos a análise por imunofluorescência para 
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avaliar a localização intracelular de NLRP3, Caspase-1 e BIM, além da estrutura 

mitocondrial. 

A análise dos nossos resultados indicou que ocorre um discreto aumento 

no sinal detectado de Caspase-1, uniformemente disperso no citoplasma, em 

MDMs resting, ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo 

tecidual e infectados quando comparado aos respectivos controles (Figura 13A-

F). Por outro lado, a adição de Mitotracker™ Red CMXRos revelou a presença 

de alterações morfológicas e na dispersão citoplasmática de mitocôndrias de 

MDMs 24 horas após a infecção por HIV-1. 

Com base nesses achados, investigamos se a infecção por HIV-1 

interfere na sinalização mitocondrial mediada por BIM, uma proteína capaz de 

interagir com MCL-1/BCL-2 e impedir a liberação de sinais pro-apoptóticos. A 

manutenção desta via de sinalização ativa, apesar do reconhecimento por 

sensores citoplasmáticos da infecção viral, pode estar relacionada à manutenção 

da viabilidade celular de MDMs infectados e formação de reservatórios virais nos 

tecidos. Nesse sentido, os nossos resultados indicaram a maior presença de BIM 

em MDMs infectados ativados nos três padrões distintos (resting, inflamatório ou 

relacionado ao reparo tecidual) em relação aos respectivos controles não 

infectados (Figura 14A-F). Em conjunto, estes dados sugerem que outras 

proteínas poderiam estar interagindo com MCL-1/BCL-2 – como HIV-1 Vpr, 

predita anteriormente in silico – alterando a arquitetura mitocondrial e impedindo 

a neutralização de BIM, possibilitando a sua detecção por imunofluorescência. A 

ativação deste mecanismo, no entanto, não resultaria na liberação do citocromo 

c para o citoplasma dos MDMs infectados e na ativação de mecanismos 

apoptóticos.  

Paralelamente, avaliamos ainda o efeito da infecção viral na distribuição 

celular de NLRP3 em MDMs resting, ativados nos padrões inflamatório ou 

relacionado ao reparo tecidual. A análise dos resultados obtidos indicou a 

presença de grande quantidade de HIV-1 p24, um peptídeo derivado da clivagem 

de HIV-1 Gag, disperso no citoplasma e na região perinuclear de MDMs 24 horas 

após o contato com a suspensão viral, evidenciando que, de fato, estas células 

tornaram-se infectadas (Figura 15A-C). De modo interessante, observamos 

ainda a redistribuição de NLRP3 no citoplasma de MDMs infectados, passando 
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a concentrar-se na região perinuclear e próximo a agregados de HIV-1 p24. Em 

conjunto, estes dados sugerem que MDMs conseguem reconhecer a infecção 

viral desde as etapas iniciais, evidenciado pela redistribuição citoplasmática de 

NLRP3 após a infecção. No entanto, de acordo com os dados obtidos durante 

as predições de interação in silico, proteínas virais atuariam para neutralizar a 

ativação do inflamassoma ou de vias que resultem na morte celular induzida por 

apoptose/piroptose em MDMs infectados. 

Dessa forma, apesar de permanecerem viáveis por longos períodos, 

MDMs infectados são capazes de liberar citocinas e quimiocinas responsáveis 

pelo recrutamento de outros subtipos celulares in vivo, mas apresentam 

deficiências funcionais importantes – como durante a produção de ROS, 

mediadores lipídicos e ativação do inflamassoma. Em conjunto, a indução desse 

conjunto de falhas nos sensores intracelulares prejudica o desenvolvimento 

adequado da resposta imune inata e a morte celular mediada por 

apoptose/piroptose,  possibilitando o estabelecimento da infecção crônica por 

HIV-1 em MDMs, a formação de reservatórios virais e a disseminação para 

outros subtipos celulares.  
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Figura 13. Avaliação da estrutura mitocondrial e localização intracelular de Caspase-1 em 

MDMs 24 horas após a infecção por HIV-1. MDMs resting, ativados nos padrões inflamatório 

ou relacionado ao reparo tecidual foram incubados com HIV-1 por 24 horas, permeabilizados e 

incubados com Mitotracker™ Red CMXRos para avaliação da estrutura mitocondrial (vermelho) 

e anticorpo anti-Caspase-1 (verde) por imunofluorescência. O núcleo foi corado com NucBlue 

(azul). Resultados obtidos em (A) e (B) MDMs resting não infectados e infectados, 

respectivamente; (C) e (D) MDMs ativados no padrão inflamatório não infectados e infectados, 

respectivamente; (E) e (F) MDMs ativados no padrão relacionado ao reparo tecidual não 

infectados e infectados, respectivamente. A primeira coluna de imagens ilustra morfologia 

mitocondrial após 24 horas de infecção in vitro; A segunda, a localização intracelular de Caspase-

1 após este período; A terceira, o merge das imagens adquiridas utilizando objetiva de 40x; e, por 

fim, a imagem em campo claro ilustrando a morfologia geral das células analisadas. 
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Figura 14. Avaliação da estrutura mitocondrial e localização intracelular de BIM em MDMs 

24 horas após a infecção por HIV-1. MDMs resting, ativados nos padrões inflamatório ou 

relacionado ao reparo tecidual foram incubados com HIV-1 por 24 horas, permeabilizados e 

incubados com Mitotracker™ Red CMXRos para avaliação da estrutura mitocondrial (vermelho) 

e anticorpo anti-BIM (verde) por imunofluorescência. O núcleo foi corado com NucBlue (azul). 

Resultados obtidos em (A) e (B) MDMs resting não infectados e infectados, respectivamente; (C) 

e (D) MDMs ativados no padrão inflamatório não infectados e infectados, respectivamente; (E) e 

(F) MDMs ativados no padrão relacionado ao reparo tecidual não infectados e infectados, 

respectivamente. A primeira coluna de imagens ilustra morfologia mitocondrial após 24 horas de 

infecção in vitro; A segunda, a localização intracelular de BIM após este período; A terceira, o 

merge das imagens adquiridas utilizando objetiva de 40x; e, por fim, a imagem em campo claro 

ilustrando a morfologia geral das células analisadas. 
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Figura 15. Localização intracelular de HIV-1 p24 e NLRP3 em MDMs 24 horas após a 

infecção viral. MDMs resting, ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo 

tecidual (n=2) foram incubados com HIV-1 por 24 horas, permeabilizados e incubados com 

anticorpos para identificação da localização intracelular de HIV-1 p24 (vermelho) e NLRP3 

(verde) por imunofluorescência. O núcleo foi corado com DAPI (azul). Resultados obtidos em (A) 

MDMs resting; (B) MDMs ativados no padrão inflamatório; e (C) MDMs ativados no padrão 

relacionado ao reparo tecidual. A primeira coluna de imagens ilustra a localização de HIV-1 p24 

em relação ao núcleo; a segunda, NLRP3 em relação ao núcleo; a terceira, a localização de HIV-

1 p24 e NLRP3 simultaneamente; e, por fim, o merge de todas as imagens adquiridas utilizando 

objetiva de 100x. 
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5.9 Expressão diferencial de marcadores na superfície celular em 

macrófagos derivados do saco vitelínico ou de monócitos presentes 

no fígado de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV 

Ao longo dos últimos anos, diversos trabalhos têm demonstrado que o 

conjunto de células genericamente denominado de “macrófagos” são originados 

de células progenitoras distintas, compondo um conjunto de duas subpopulações 

celulares presente nos tecidos durante a fase adulta. Muito além das 

semelhanças entre a atividade fagocítica e produção de citocinas e quimiocinas, 

trabalhos recentes evidenciaram que estas células apresentam perfis 

transcricionais complexos e que resultam nas diferenças observadas entre a 

distribuição tecidual e funções específicas dessas subpopulações (Ginhoux e 

Guilliams, 2016; Ginhoux et al., 2016). 

Ontogenicamente, YSDMs são derivados de células progenitoras do saco 

vitelínico, ainda durante as primeiras semanas do desenvolvimento embrionário, 

e são responsáveis pela remodelação dos órgãos e tecidos em formação. Em 

alguns tecidos, no entanto, estas células são progressivamente substituídas por 

MDMs, derivados das células progenitoras da medula óssea, portanto, durante o 

desenvolvimento da fase adulta. Em comum, estas duas subpopulações de 

macrófagos apresentam a capacidade de fagocitar patógenos e outros debris 

celulares, apresentar antígenos e recrutar outras células para os tecidos após o 

reconhecimento de PAMPs e DAMPs. No entanto, considerando o papel dos 

MDMs no contexto da infecção por HIV-1, ainda não está claro qual o papel dos 

YSDMs no estabelecimento da infecção e sua contribuição para formação de 

reservatórios virais nos tecidos.  

Diante desse contexto, avaliamos a expressão de diversas proteínas 

presentes na superfície celular por citometria de fluxo e buscamos encontrar 

marcadores diferencialmente expressos que fossem úteis para distinguir as duas 

subpopulações de macrófagos de acordo com a sua origem embrionária. Para 

realização deste experimento foi coletada uma pequena biopsia de fígado 

proveniente de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV e 

virologicamente supresso por 8 meses com uso de antirretrovirais.  

Traçando-se a gate de análise inicial na região compatível com a 

presença de células mononucleares, identificamos a presença de duas 
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subpopulações celulares expressando CD11b+CD64+HLA-DR+, mas divergindo 

na expressão de CD163 e MMR (CD209) na superfície celular (Figura 16). Os 

pontos vermelhos representados nos dotplots identificam as células com tamanho 

e complexidade compatíveis aos macrófagos, enquanto os azuis representam as 

demais células mononucleares presentes na gate inicial. Dessa forma, 

considerando os resultados obtidos durante os nossos experimentos utilizando 

células de primatas não-humanos e comparando com os resultados presentes na 

literatura, os quais foram obtidos principalmente utilizando camundongos, 

sugerimos que a população de MDMs seja caracterizada pela expressão de 

CD11b+ MMRneg HLA-DR+ CD64+ CD163low/neg, enquanto a população de 

YSDMs seja caracterizada pela expressão de CD11b+ MMR+ HLA-DR+ CD64+ 

CD163hi. 

 

5.10 Avaliação da capacidade fagocítica e presença de MDMs infectados 

por SIV no fígado de macaco Rhesus submetido à terapia 

antirretroviral 

Com intuito de confirmar a funcionalidade e a capacidade de tornarem-

se infectados por longos períodos, YSDMs e MDMs foram purificados de acordo 

com o perfil de expressão dos marcadores descritos anteriormente, plaqueados 

e mantidos em repouso por 3 dias para permitir a aderência das células em 

cultura. Após este período, observamos que os YSDMs plaqueados não estavam 

mais viáveis, prosseguindo-se o experimento apenas com os MDMs.  

Dessa forma, após 7 dias em cultura, avaliamos a funcionalidade dos 

MDMs mantidos em cultura através da capacidade fagocítica. Para tanto, os 

MDMs em cultura foram incubados com pHrodo™ Red E. coli BioParticles™ 

(ThermoFisher) durante 2 horas e marcados intracelularmente para identificação 

dos filamentos de F-actina (Alexa Fluor™ 488 Phalloidin; ThermoFisher). Em 

seguida, as células foram analisadas por imunofluorescência. Os resultados da 

avaliação morfológica evidenciaram a semelhança entre os MDMs derivados da 

biópsia hepática e aqueles do sangue periférico. A avaliação da capacidade 

fagocítica demonstrou ainda a funcionalidade dos MDMs in vitro, dada a 

abundante detecção de biopartículas presentes no interior das células mantidas 

em cultura, conforme representado na Figura 17A. 
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Por fim, questionamos se os MDMs obtidos da biópsia hepática de 

macacos Rhesus cronicamente infectados por SIV e virologicamente supressos 

com antirretrovirais durante 8 meses poderiam estar infectados e, a despeito da 

carga viral indetectável no sangue periférico, abrigar um possível foco de 

produção de novos vírus. Para investigar esta hipótese, os MDMs em cultura 

foram permeabilizados e incubados com anticorpos primários anti-HIV-1 p24 

conjugados, capazes de interagir também com SIV p27, e avaliados por 

imunofluorescência. De modo interessante, nossos resultados evidenciaram a 

presença de SIV p27 no citoplasma de uma parcela significativa dos MDMs 

mantidos em cultura (Figura 17B). Em conjunto esses dados sugerem que 

também os MDMs presentes no fígado de macaco Rhesus submetidos à terapia 

antirretroviral contínua e com carga viral indetectável no sangue periférico podem 

ser cronicamente infectados por SIV e representar uma importante fonte de novos 

vírus nos tecidos ao longo do curso da infecção.   
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Figura 16. Expressão diferencial de marcadores na superfície celular em macrófagos 

presentes no fígado de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV. Após a coleta de 

biópsia de fígado (n=1) proveniente de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV e tratado 

com antirretrovirais, as células presentes na amostra foram isoladas e, em seguida, incubadas 

com diferentes anticorpos para avaliação da expressão de proteínas presentes na superfície 

celular por citometria de fluxo. Representação dos resultados obtidos durante a citometria de fluxo 

relativos à expressão de (A) CD11b; (B) CD64; (C) HLA-DR; (D) CD163; e (E) MMR (CD209) nas 

células presentes na amostra. A gate inicial foi estabelecida na região compatível com a presença 

de células mononucleares. Os pontos representados nos dotplots em vermelho identificam as 

células com tamanho e complexidade semelhante aos macrófagos, enquanto os pontos azuis 

representam as demais células mononucleares presentes na análise inicial. 
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Figura 17. Avaliação da atividade fagocítica e expressão de SIV p27 por imunofluorescência 

em MDMs presentes no fígado de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV e 

submetido à terapia antirretroviral. Após o isolamento dos MDMs presentes na biopsia de 

fígado coletada anteriormente (n=1), as células foram submetidas a ensaio para avaliação da 

fagocitose e expressão de proteínas virais no citoplasma. (A) Atividade fagocítica observada em 

MDMs após 2 horas de incubação com pHrodo™ Red E. coli BioParticles™. A primeira imagem 

representa a fluorescência emitida pela identificação dos filamentos de F-actina; A segunda, a 

fluorescência pelas biopartículas de E.coli após a fagocitose pelos MDMs; A terceira, o merge das 

imagens adquiridas utilizando objetiva de 40x; e a quarta, a mesma imagem em campo claro 

ilustrando a morfologia geral das células analisadas. (B) Representação da expressão observada 

de SIV p27 em MDMs presentes no fígado de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV. A 

primeira imagem representa a fluorescência emitida pela coloração do núcleo com NucBlue® Live 

ReadyProbes®; A segunda, a fluorescência pela presença de SIV p27 no citoplasma de MDMs; 

A terceira, o merge das imagens adquiridas utilizando objetiva de 40x; e a quarta, a mesma 

imagem em campo claro ilustrando a morfologia geral das células analisadas. 
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6.1 Estratégias de evasão viral da resposta imune em macrófagos a 

partir da interação entre HIV-1 Gag / HIV-1 Vpr e proteínas celulares 

Dentre os primeiros eventos que ocorrem após o reconhecimento de 

PAMPs e DAMPs por células da imunidade inata, a liberação de citocinas e 

quimiocinas no microambiente tecidual desempenha um papel-chave na ativação 

de outras células e induz a migração de outros subtipos celulares. Nesse 

contexto, as diversas proteínas que compõem o complexo de ativação do 

inflamassoma atuam como um importante conjunto de sensores associados que 

são ativados após o reconhecimento de PAMPs e DAMPs, sendo a liberação de 

IL-1β e IL-18 uma das principais marcas de ativação deste sistema (Lamkanfi e 

Dixit, 2014).  

Simultaneamente a estes eventos, o reconhecimento de citocinas no 

microambiente pode induzir a ativação de macrófagos em dois padrões distintos: 

o primeiro relacionado ao desenvolvimento e progressão da resposta 

inflamatória; e o segundo relacionado ao reparo tecidual. Ao longo dos últimos 

anos, diversos estudos têm demonstrado a influência da infecção por HIV-1 na 

ativação do inflamassoma e desenvolvimento da resposta imune mediada por 

macrófagos e outras células da imunidade inata (Herbein e Varin, 2010; Doitsh et 

al., 2014; Hernandez et al., 2014). Nesse sentido, Pontillo e colaboradores 

descreveram que a infecção in vitro por HIV-1 é capaz de induzir apenas a 

expressão de NLRP3 em células dendríticas de indivíduos saudáveis, mas não 

em células obtidas de pacientes previamente infectados, enquanto Guo e 

colaboradores demonstraram que a produção de IL-1β é dependente da 

sinalização de TLR8 e NLRP3 em monócitos humanos (Pontillo et al., 2012; Guo 

et al., 2014). 

No presente estudo, avaliamos inicialmente a liberação de citocinas e 

quimiocinas no sobrenadante de MDMs resting ou ativados nos padrões 

inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual após a infecção in vitro por HIV-1. 

A análises dos nossos dados indicou que os três padrões de ativação dos MDMs 

são capazes de reconhecer a infecção viral e liberar citocinas e quimiocinas pro-

inflamatórias (como IFN-α2, TNF-α e CXCL10), mas apenas os MDMs resting 

induzem a ativação do inflamassoma, representado pela liberação de IL-1β 

(Figura 3). Nesse sentido, a falha na ativação do inflamassoma de células 
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previamente ativadas nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual 

ganha destaque, sugerindo que a infecção por HIV-1 interfere na liberação de 

mediadores responsáveis pela ativação de outros subtipos celulares, podendo 

prejudicar a ativação da resposta imunológica dependente de macrófagos.  

Nesse contexto, vale ressaltar que, apesar da existência de citocinas 

capazes de induzir a polarização celular na fonte de soro utilizada para 

suplementar o meio de cultura, a presença de MDMs resting só é possível em 

estudos in vitro, uma vez que durante a migração dos monócitos para os tecidos 

e sua posterior diferenciação em macrófagos ocorre o reconhecimento de 

citocinas (como IFN-γ, IL-12, IL-4 e IL-10) no microambiente tecidual, as quais 

são capazes de ativar os MDMs nos padrões inflamatório ou relacionado ao 

reparo tecidual. 

Esses achados foram corroborados pelas análises de correlação global 

de liberação de citocinas e quimiocinas no sobrenadante, onde MDMs resting 

infectados apresentaram mais correlações positivas entre a liberação de citocinas 

pro-inflamatórias quando comparado ao respectivo controle não-infectado (Figura 

4). Em contrapartida, a análise de correlação entre a liberação de citocinas e 

quimiocinas no sobrenadante de MDMs ativados nos padrões inflamatório ou 

relacionado ao reparo tecidual indicou a alteração no perfil de liberação de 

citocinas, com a existência de um número menor de correlações positivas 

fortes/moderadas e alteração no padrão em relação aquelas observadas em 

MDMs não infectados. 

Em conjunto, estes dados levaram à formulação de duas hipóteses 

distintas: 1) macrófagos ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao 

reparo tecidual são mais resistentes ao processo de infecção inicial por HIV-1, 

resultando na menor internalização de partículas virais e consequentemente 

menor ativação de vias de sinalização celular – incluindo aquelas do complexo 

inflamassoma -, prejudicando o sucesso da infecção viral; ou 2) todos os MDMs 

conseguem ser igualmente infectados, independente do seu padrão de ativação. 

No entanto, em células previamente ativadas, o vírus consegue escapar do 

reconhecimento pelos sensores moleculares, impedindo a ativação do 

inflamassoma (evidenciado pela liberação de IL-1β) e a ativação de fatores de 

transcrição, como o NF-κB. 
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Nesse sentido, para testar estas hipóteses avaliamos a expressão de 

genes relacionados à ativação celular, ativação do inflamassoma e de fatores de 

restrição da replicação viral em macrófagos 18 horas após a infecção in vitro por 

HIV-1 (Figura 5). 

A análise desses resultados indicou o aumento da expressão de genes 

pro-inflamatórios (como CXCL10) em MDMs resting ou ativados no padrão 

inflamatório, corroborando os dados obtidos na quantificação de citocinas 

presentes no sobrenadante. Embora o aumento da expressão de CXCL10 em 

MDMs ativados no padrão relacionado ao reparo tecidual não tenha sido 

estatisticamente significante, os dados obtidos neste estudo corroboram em parte 

os achados descritos por Chihara e colaboradores, no qual proteínas 

recombinantes de HIV-1 (como gp120 e Nef) seriam capazes de induzir a 

reprogramação celular in vitro e o aumento da produção de citocinas pro-

inflamatórias (como CXCL10) por MDMs ativados no padrão relacionado ao 

reparo tecidual, tornando-os semelhantes aqueles ativados no padrão 

inflamatório (Chihara et al., 2012). Nossos dados, no entanto, não apresentam 

indícios de mudanças no padrão de ativação de MDMs após a infecção, aqui 

representadas pela pela expressão de ALOX15.  

A redução observada na expressão de SPTBN1, fundamental para o 

sucesso ainda nas fases iniciais da infecção viral, observada em MDMs ativados 

no padrão inflamatório e infectados pode estar associada a ativação de 

mecanismos para evitar a superinfecção em macrófagos. Embora não tenhamos 

investigado os mecanismos relacionados à redução na expressão deste gene, 

outros trabalhos já demonstraram que a redução induzida por IL-27 na expressão 

deste gene foi anteriormente associada à inibição da infecção por HIV-1 em 

macrófagos (Dai et al., 2013; Swami, 2013). Por outro lado, não observamos 

diferenças na expressão de CPSF6 entre os grupos analisados, descrito como 

um importante co-fator celular capaz de interagir com proteínas do capsídeo viral 

sem ativar os sensores da imunidade inata e contribuir para o sucesso da 

infecção por HIV-1 (Schaller et al., 2011; Price et al., 2012; Rasaiyaah et al., 

2013). 

Paralelamente, observamos ainda a expressão em níveis semelhantes 

de NLRP3, AIM2 e RIG-I, genes diretamente relacionados à ativação do 
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inflamassoma, assim como de SAMHD1, importante fator de restrição da 

replicação viral, nos três padrões de ativação dos MDMs infectados em relação 

aos seus respectivos controles.  

Classicamente, a ativação do inflamassoma requer o reconhecimento de 

dois sinais (PAMPs ou DAMPs) para a ativação das caspases, liberação de IL-1β 

e desencadeamento dos mecanismos efetores associados à esta via de 

sinalização: o primeiro sinal é mediado por sensores presentes na superfície 

celular e ativado a partir do reconhecimento de microrganismos e/ou moléculas 

endógenas, resultando na indução da expressão gênica de NLRP3 e pro-IL-1β a 

partir da ativação do NF-κB, por exemplo. O segundo sinal ativado na sequência 

pode ser desencadeado pelo reconhecimento de ATP no meio extracelular, 

formação de poros, e reconhecimento de PAMPs através de receptores 

intracelulares, por exemplo (He et al., 2016). 

Considerando estes dados, avaliamos a expressão proteica de NLRP3 e 

ativação de NF-κB e Casp-1 após a infecção in vitro por HIV-1. Apesar das 

diferenças observadas nas citocinas liberadas no sobrenadante, não observados 

diferenças significativas na expressão de NF-κB fosforilado, NLRP3 e Caspase-

1 em MDMs após 8 horas de incubação com a suspensão viral (Figura 6). 

Possivelmente, a alteração na atividade destas proteínas ocorre em etapas 

anteriores ao período observado no presente estudo, resultando na liberação de 

citocinas e quimiocinas no sobrenadante das células infectadas. Nesse contexto, 

Pontillo e colaboradores demonstraram que a infecção por HIV-1 induz a 

expressão de NLRP3 e liberação de IL-1β em células dendríticas de indivíduos 

saudáveis, mas não de células obtidas de pacientes infectados por HIV-1, 

enquanto a ativação do inflamassoma em células da micróglia foi associada à 

ocorrência de lesões neurológicas em pacientes HIV-1+ (Pontillo et al., 2012; 

Walsh et al., 2014). 

Dessa forma, os achados descritos no presente trabalho (especialmente 

aqueles relativos à liberação de citocinas no sobrenadante) corroboram com 

aqueles descritos por Hernandez e colaboradores, onde a infecção por HIV-1 

atuaria como fonte do primeiro sinal de ativação do inflamassoma dependente de 

NLRP3 em MDMs resting, mas não naqueles ativados nos padrões inflamatório 

ou relacionado ao reparo tecidual (Hernandez et al., 2014). Isoladamente, este 
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sinal não seria responsável por induzir a formação do complexo multiproteico e a 

liberação de IL-1β, mas permitiria a ativação de NF-κB, o qual atuaria induzindo 

a expressão gênica de citocinas e de NLRP3, por exemplo. Apesar de Hernandez 

e colaboradores não apresentarem dados relativos à expressão gênica de NLRP3 

e ativação de NF-κB e Casp-1, esta aparente divergência entre os resultados 

pode ter sido ocasionada pelos períodos escolhidos para avaliação após a 

infecção in vitro. Para tentar esclarecer esta questão, novos experimentos 

deverão ser realizados avaliando a expressão gênica e atividade proteica em 

diferentes períodos após a infecção in vitro.  

Com base nestes achados, avaliamos se a infecção por HIV-1 em MDMs 

poderia induzir a liberação de specks de ASC no sobrenadante, um importante 

DAMP associado à ativação de morte celular por piroptose (Figura 7). No entanto, 

de modo surpreendente, 48  horas após a infecção viral não foram observadas 

alterações significativas na liberação de specks no sobrenadante de MDMs 

infectados. Este resultado foi particularmente intrigante, uma vez que MDMs são 

cronicamente infectados por HIV-1 e a liberação desta proteína para o meio 

extracelular é um sinal importante da ativação do inflamassoma e atua como fonte 

de propagação do sinal pro-inflamatório (Franklin et al., 2014). No entanto, a 

inibição da liberação dessa proteína após a infecção por HIV-1 corrobora a ideia 

de que macrófagos podem atuar como reservatórios virais durante a infecção por 

HIV-1, uma vez que são resistentes à morte celular induzida por 

apoptose/piroptose, ao contrário do que ocorre em linfócitos T CD4+ infectados 

(Doitsh et al., 2014).  

Nesse sentido, considerando a capacidade de macrófagos serem 

cronicamente infectados por HIV-1, induzirem a ativação dos estágios iniciais do 

inflamassoma, mas serem resistentes à morte celular, nossa hipótese de trabalho 

passou a considerar que proteínas virais presentes nos primeiros ciclos de 

replicação seriam capazes de interagir com sensores da imunidade inata 

presentes em macrófagos e impedir o adequado funcionamento da resposta 

imune. Para testar essa hipótese, elaboramos uma estratégia de análise de 

predição de interações in silico utilizando 4 plataformas distintas e adotamos uma 

política de consenso entre os resultados para identificação das interações 

proteicas mais prováveis de ocorrer na natureza. 
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Dentre os vários modelos preditos utilizando esta abordagem, 

destacaram-se as interações preditas entre HIV-1 Gag / HIV-1 Vpr e diversos 

alvos celulares. Após a validação desta estratégia de análise (Figura 8) e 

filtrando-se os dados obtidos com base na relevância de cada alvo para ativação 

da resposta imune, identificamos prováveis interações relacionadas a ISGs 

(como HIV-1 Gag e IFI16), atividade mitocondrial (HIV-1 Vpr e BCL2), síntese de 

mediadores lipídicos (HIV-1 Gag e PTGES) e indução de mecanismos 

apoptóticos (HIV-1 Gag / HIV-1 Vpr e PPIA) (Figuras 9 e 10). De fato, diversos 

trabalhos evidenciaram que a infecção por HIV-1 com cepas defeituosas está 

associada à redução do fitness e infectividade viral, além da ativação eficiente da 

resposta imune (Zennou et al., 1998; Shehu-Xhilaga et al., 2001; Poon e Chen, 

2003; Goepfert et al., 2008; Pollack et al., 2017).  

Considerando os resultados obtidos in silico, avaliamos se as interações 

preditas após infecção viral poderiam interferir na síntese de mediadores lipídicos 

e produção de espécies reativas de oxigênio. Recentemente, Zhong e 

colaboradores demonstraram que a produção de ROS e a oxidação do DNA 

mitocondrial causada durante o metabolismo celular pode ser reconhecido por 

NLRP3 e induzir a ativação do inflamassoma (Zhong et al., 2018). Apesar dos 

moderados efeitos descritos na liberação de trans-LTB4 e de ROS em MDMs 

infectados (Figuras 11 e 12), a análise por imunofluorescência da estrutura 

mitocondrial e localização intracelular de Caspase-1 indicou a ocorrência 

alterações morfológicas e na dispersão citoplasmática de mitocôndrias, além de 

um discreto aumento no sinal detectado em MDMs 24 horas após a infecção 

(Figura 13). Esses achados serviram de base para o questionamento se o 

mecanismo relacionado à sobrevivência por longos períodos de MDMs infectados 

por HIV-1 poderia estar relacionado à inibição da morte celular por 

apoptose/piroptose, desencadeada por proteínas mitocondriais.  

Nesse sentido, ao longo dos últimos anos diversos trabalhos têm 

demonstrado a importância de BIM na manutenção da viabilidade celular 

(Dewson e Kluck, 2009; Martinou e Youle, 2011; Westphal et al., 2011). 

Recentemente, Castellano e colaboradores demonstraram que MDMs e micróglia 

infectados por HIV-1 sobrevivem durante os estágios iniciais da infecção através 

de um mecanismo dependente de BIM, impedindo a liberação do citocromo c 
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mitocondrial para o citoplasma e a consequente ativação de mecanismos de 

morte celular (Castellano et al., 2017). 

Nesse sentido, avaliamos a presença de BIM, uma proteína capaz de 

interagir com MCL-1/BCL-2 e impedir a liberação de sinais pro-apoptóticos 

(Figura 14). Nossos resultados indicaram a maior presença de BIM em MDMs 

infectados ativados nos três padrões distintos (resting, inflamatório ou 

relacionado ao reparo tecidual) em relação aos respectivos controles. Em 

conjunto, estes dados sugerem que proteínas virais poderiam estar interagindo 

com alvos proteicos mitocondriais (como HIV-1 Vpr e MCL-1/BCL-2, conforme 

predito in silico) e interferindo na arquitetura mitocondrial. No entanto, apesar da 

ocorrência dessas lesões mitocondriais, a ativação deste mecanismo resultaria 

na manutenção da viabilidade das células infectadas. Paralelamente, a avaliação 

da localização de HIV-1 p24 e distribuição intracelular de NLRP3 em MDMs 

infectados revelou grande quantidade de proteínas virais dispersas no citoplasma 

e região perinuclear, comprovando a infecção induzida in vitro. Curiosamente, 24 

horas após o contato com a suspensão viral, NLRP3 passou a ser detectado 

principalmente na região perinuclear e próximo a agregados de HIV-1 p24 (Figura 

15).  

Dessa forma, embora não seja possível comprovar a ocorrência da 

interação predita entre HIV-1 Gag e NLRP3 durante os ensaios in silico, o 

conjunto dos nossos dados sugerem que, além das alterações epigenéticas 

induzidas durante a infecção crônica por HIV-1 anteriormente demonstradas por 

nosso grupo e por outros (Desplats et al., 2014; Espindola et al., 2018), as 

deficiências funcionais e de ativação da resposta imune observadas em MDMs 

podem ser ocasionadas desde as etapas iniciais da infecção por HIV-1, a partir 

da inativação de sensores celulares fundamentais para ativação da resposta 

imune e sobrevivência celular do hospedeiro, contribuindo decisivamente para o 

estabelecimento da infecção viral e formação de reservatórios em diversos 

tecidos. No entanto, apesar dos novos indícios apresentados neste trabalho, 

alguns mecanismos relacionados à inativação do inflamassoma (especialmente 

da via dependente de NLRP3) durante a infecção por HIV-1 em MDMs precisam 

ser melhor explorados, de forma que estes achados possam resultar no 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas.  
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6.2 Caracterização inicial e avaliação da formação de reservatórios 

virais em populações de macrófagos presentes nos tecidos de 

acordo com a sua origem embrionária 

Apesar de preliminares, os resultados obtidos a partir da biopsia de fígado 

de macaco Rhesus cronicamente infectados por SIV, tratado continuamente com 

antirretrovirais e carga viral indetectável no sangue periférico possibilitaram a 

identificação fenotípica inicial de MDMs (CD11b+ MMRneg HLA-DR+ CD64+ 

CD163low/neg) e YSDMs (CD11b+ MMR+ HLA-DR+ CD64+ CD163hi). A análise 

por imunofluorescência de MDMs purificados de acordo com este perfil fenotípico 

apresentavam capacidade fagocítica compatível à observada em outros 

macrófagos, assim como também estavam infectadas por SIV. No entanto, 

considerando a impossibilidade de obter-se YSDMs em quantidade suficiente da 

amostra coletada, bem como a perda da viabilidade in vitro das células 

purificadas, é fundamental que novos experimentos sejam realizados de modo a 

confirmar a funcionalidade e a capacidade deste subtipo celular de tornarem-se 

infectados por SIV in vivo.  

Embora tenha sido possível diferenciar as duas subpopulações de 

macrófagos presentes no fígado de macaco Rhesus infectados, o painel de 

caracterização fenotípica deve ser encarado como o uma análise preliminar do 

fenótipo desses macrófagos, de modo que, dada a importância dessas células 

durante a patogênese do SIV/HIV, sugerimos a ampla avaliação de outros 

marcadores celulares em amostras humanas e de outros primatas, incluindo a 

análise funcional e do transcriptoma, a fim de compreender melhor as estratégias 

virais para evasão da resposta imune e estabelecimento de reservatórios virais 

nos tecidos.
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Durante o estudo dos mecanismos relacionados à ativação do 

inflamassoma e estratégias de evasão viral da resposta imune durante a infecção 

por HIV-1 em macrófagos, observamos que a infecção viral induz a liberação de 

IL-1β e outras citocinas/quimiocinas em MDMs resting, mas não em MDMs 

ativados nos padrões inflamatório ou relacionado ao reparo tecidual. Além de 

não induzirem diretamente a ativação do inflamassoma, MDMs previamente 

estimulados liberaram menores níveis de citocinas/quimiocinas (como IL-6 e 

MIP-1α/β), assim como alterações no padrão global de liberação no 

sobrenadante desses mediadores após a infecção, sugerindo que estas células 

também podem reconhecer as partículas virais deste as etapas iniciais da 

infecção. Nossos resultados ainda não indicaram se, de fato, a infecção por HIV-

1 é capaz de induzir o primeiro sinal de ativação do inflamassoma (evidenciado 

pela expressão de NLRP3, fosforilação de NF-κB e atividade de NLRP3 e Casp-

1, sendo necessária a realização de novos experimentos em diferentes períodos 

de infecção para explorar melhor essa hipótese. No entanto, a deficiência na 

ativação desses mecanismos pode ser causada por falhas induzidas por 

proteínas virais, conforme predito durante os ensaios in silico. Estes dados são 

corroborados pelos resultados observados durante as imunofluorescências, 

onde alterações mitocondriais induzidas após a infecção viral poderiam estar 

relacionadas à ausência de produção de ROS e contribuir para manutenção da 

viabilidade celular. Em conjunto, a ação dessas proteínas virais em diferentes 

alvos celulares pode contribuir para evasão do HIV-1 da ação dos mecanismos 

efetores da resposta imune inata em macrófagos, possibilitando a sobrevivência 

de células infectadas por longos períodos e a formação de reservatórios 

teciduais.  

Paralelamente, embora tenha sido realizada uma análise preliminar do 

perfil fenotípico de YSDMs e MDMs, o painel de marcadores utilizados para 

isolamento dessas duas subpopulações celulares deve ser melhor explorado, 

incluindo a análise de amostras humanas e de outros primatas, para 

diferenciação dessas células também com base em ensaios funcionais e do 

transcriptoma, tendo em vista relevância dessas células no estabelecimento de 

reservatórios virais nos tecidos.  
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Em conjunto, nossos dados sugerem que diversas proteínas virais 

(como HIV-1 Gag e Vpr) podem interagir com proteínas do hospedeiro desde as 

etapas iniciais da infecção viral em macrófagos, prejudicando a ativação do 

inflamassoma, o desenvolvimento da resposta imune e viabilizando o sucesso 

da infecção viral. 

Adicionalmente, sugerimos que a população de MDMs obtida de NHPs 

seja caracterizada pela expressão de CD11b+ MMRneg HLA-DR+ CD64+ 

CD163low/neg, enquanto a população de YSDMs seja caracterizada pela 

expressão de CD11b+ MMR+ HLA-DR+ CD64+ CD163hi, de modo a diferenciar 

fenotipicamente as duas subpopulações.  
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ANEXO A – Autorização do Comitê de Ética em Pesquisa do 

HC/FMRP/USP para realização do presente estudo 
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ANEXO B – Termo de anuência do Hemocentro de Ribeirão Preto para 

recrutamento de doadores de sangue voluntários 
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ANEXO C – Termo de anuência do Centro de Pesquisa em Virologia da 

FMRP/USP para realização dos ensaios de infecção in vitro por HIV-1 
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ANEXO D – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para anuência 

dos doadores de sengue atendidos no Hemocentro de Ribeirão Preto 

 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRÃO PRETO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA BÁSICA E APLICADA 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

NOME DA PESQUISA: “ANÁLISE DA INFECÇÃO IN VITRO POR HIV-

1 NA ATIVAÇÃO DO INFLAMASSOMA E EVASÃO VIRAL DA RESPOSTA 

IMUNE DEPENDENTE DE MACRÓFAGOS”. 

 

 

PESQUISADORES RESPONSÁVEIS:  

MSc. Leonardo Judson Galvão de Lima 

Dra. Fabiani Gai Frantz 

 

 

Prezado Doador(a), 

 

Gostaríamos de convidá-lo(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado 

“Análise da infecção in vitro por HIV-1 na ativação do inflamassoma e 

evasão viral da resposta imune dependente de macrófagos”, cuja condução 

será responsabilidade do estudante de doutorado Leonardo Judson Galvão de 

Lima, sob orientação da Dra. Fabiani Gai Frantz. Este estudo faz parte de uma 

linha de pesquisa sobre HIV e Epigenética, desenvolvida no Laboratório de 

Imunologia e Epigenética da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto/USP, e conta com a colaboração de pesquisadores do Hospital das 

Clínicas de Ribeirão Preto/USP, do Hemocentro de Ribeirão Preto e do Instituto 

Oswaldo Cruz/FIOCRUZ-RJ. 

O objetivo deste estudo é entender como a infecção por HIV-1 interfere 

na ativação e quais os mecanismos utilizados pelo vírus para escapar da 
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resposta imune em macrófagos, uma das principais células do nosso sistema de 

defesa e que auxilia no combate às diversas infecções. Dessa forma, a sua 

colaboração é fundamental para que possamos realizar este estudo. 

Gostaríamos de lembrar que a sua participação será totalmente voluntária e 

da importância de ler atentamente este documento até o final. A qualquer 

momento, as suas dúvidas sobre esta pesquisa poderão ser esclarecidas, seja 

durante esta abordagem inicial ou durante o desenvolvimento do estudo. Caso 

tenha interesse em participar, solicitaremos que assine este documento e o 

rubrique em todas as páginas, em duas vias – uma que será disponibilizada para 

você e outra que será armazenada junto aos resultados obtidos deste estudo. 

Caso não queira participar, deixamos claro que não haverá nenhum tipo de 

prejuízo à sua doação. 

 

 

O que é macrófago? 

Os macrófagos são células do sistema de defesa do nosso corpo, 

importantes para combater diversos germes (como vírus e bactérias) capazes de 

causar doenças. 

 

 

O que é inflamassoma? 

O inflamassoma é um sistema de reconhecimento e sinalização presente 

nos macrófagos, capaz de avisar a célula a existência de alguma situação de 

perigo (como a presença de infecções), e que ajuda na ativação do sistema de 

defesa do nosso corpo. 

 

 

Porque esta pesquisa está sendo feita? Como eu posso participar? 

Esta pesquisa ajudará a entender como a infecção por HIV-1 interfere na 

ativação e desenvolvimento da resposta imunológica de macrófagos, uma das 

principais células do nosso sistema de defesa e que auxilia no combate às 

diversas infecções. Desta forma, é necessário a coleta de amostras ricas em 

monócitos/macrófagos de indivíduos saudáveis. Caso concorde em participar 
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desta pesquisa, sua participação será voluntária e você deverá autorizar a 

utilização das células presentes na câmara LRS de isolamento de leucócitos 

utilizada durante a sua doação de plaquetas por aférese. Em seguida, a sua 

amostra será encaminhada para o Laboratório de Imunologia e Epigenética, 

vinculado à Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto/USP, onde 

serão realizadas todas as análises necessárias para realização do estudo. 

 

 

Eu corro algum risco em participar deste estudo? 

Para participar do estudo não será necessária uma nova coleta, além 

daquela normalmente realizada durante o procedimento normal de doação de 

plaquetas por aférese, realizada no Hemocentro de Ribeirão Preto. Todo o 

procedimento será realizado utilizando materiais estéreis e descartáveis por um 

profissional capacitado em ambiente adequado para esta finalidade. Não há riscos 

adicionais decorrentes da sua participação nesta pesquisa, além daqueles 

inerentes à coleta de sangue. Caso concorde em participar, a câmara LRS de 

isolamento de leucócitos utilizada no kit durante a sua doação de plaquetas por 

aférese será encaminhada para o Laboratório de Imunologia e Epigenética, na 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto/USP, onde serão 

realizadas todas as análises. A sua participação neste estudo não trará qualquer 

prejuízo para você ou para o paciente que irá receber a sua doação no futuro. O 

contato das células com o vírus durante a realização deste projeto ocorrerá 

somente no laboratório, contando com toda a infraestrutura necessária para 

realização deste tipo de procedimento, de modo que os participantes da pesquisa 

não sofrerão qualquer risco de contaminação. 

Ao longo deste estudo não haverá despesa ou qualquer tipo de 

remuneração aos participantes. Todos os dados obtidos durante a execução deste 

estudo serão guardados de maneira sigilosa e os nomes dos envolvidos não serão 

divulgados em nenhum momento. Ao final da pesquisa, cada participante poderá 

solicitar a divulgação de seus resultados, de forma individual e sigilosa. Este 

estudo não trará benefício direto ao sujeito envolvido, ficando a critério do mesmo 

a desistência em participar da pesquisa a qualquer momento, sem nenhum 

prejuízo à sua doação de sangue. A qualquer momento, você poderá entrar em 
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contato com os pesquisadores ou diretamente como o Comitê de Ética em 

Pesquisa do Hospital das Clínicas e da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

através do telefone (16) 3315-2228 para obter esclarecimentos sobre os aspectos 

éticos deste estudo.  

 

Nome do participante:______________________________________________ 

      Assinatura:__________________________ Data: ___/___/____ 

 

Nome do pesquisador:_____________________________________________ 

      Assinatura:__________________________ Data: ___/___/____ 
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ANEXO E  

 

 

 

RESULTADOS ADICIONAIS 

 

 

 

Durante o desenvolvimento do estágio sanduiche nos 

EUA, foram realizados alguns experimentos sob 

orientação do Dr Lúcio Gama, paralelamente ao 

desenvolvimento do objetivo principal do estágio.  

 

 

 

Macrófagos humanos apresentam alterações fenotípicas e 

morfológicas de acordo com o meio de cultura e fonte de 

soro utilizada in vitro. 

Leonardo J. Galvão-Lima*,†; Sarah L. Price*; Celina M. Abreu*; Shelby Graham*; Dionna 

W. Williams*; Ellen R. Forsyth*; Erin N. Shirk*; Janice E. Clements*,‡,§; Lúcio Gama*,¶ # 

 

 

Author details: *Department of Molecular and Comparative Pathobiology, Johns Hopkins 

University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA. †School of Pharmaceutical Sciences of 

Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, São Paulo, Brazil. ‡Department of 

Pathology, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA. §Department 

of Neurology, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA. ¶Vaccine 

Research Center, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, Maryland, USA  
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I. Macrófagos cultivados em DMEM apresentam alterações fenotípicas 

e morfológicas quando comparados aos cultivados em RPMI  

Durante várias décadas, a pesquisa em macrófagos e outras células 

fagocíticas foi pouco explorada em detrimento dos crescentes avanços na 

pesquisa relacionada ao desenvolvimento da resposta imune adaptativa. No 

entanto, recentemente o ressurgimento de novas pesquisas nesse campo trouxe 

também diversas questões importantes relacionadas à fisiologia dos macrófagos 

(Galdiero et al., 2013; Jackson e Woollard, 2014; Bekkering et al., 2016).  

Diante deste contexto, além da variação biológica normal do background 

genético entre os indivíduos, atualmente não existe uma metodologia que seja 

consenso para obtenção e ativação in vitro dos macrófagos, considerando o 

meio de cultura, a fonte de soro e as citocinas utilizadas para induzir a 

polarização celular (Murray et al., 2014; Minton, 2017; Murray, 2017). Em 

conjunto, estas discrepâncias resultam em diferentes status de ativação basal 

dos macrófagos, antes mesmo da adição de qualquer estímulo adicional, 

prejudicando diretamente a reprodutibilidade dos achados entre diferentes 

grupos de pesquisa e a pesquisa translacional entre a ciência básica e a clínica 

(Steeves, 2015). Com objetivo de explorar esta questão e evitar a decisão 

empírica entre os meios de cultura utilizados, nós avaliamos a influência dos 

meios RPMI 1640 e DMEM na cultura de macrófagos humanos quanto ao 

fenótipo induzido na presença de cada um dos meios de cultura, bem como 

alterações transcricionais e por fim, na liberação de citocinas. Avaliamos ainda, 

as diferenças fenotípicas induzidas nos diferentes protocolos, quando os 

macrófagos foram infectados in vitro por HIV-1.  

Como observado na Figura 18, quando macrófagos foram cultivados em 

RPMI houve maior expressão de MMR (CD206) se comparados àqueles 

cultivados em DMEM e, embora não significativa, uma tendência de maior 

expressão de CD14 e CD163 na superfície celular (Fig. 18). Estes achados foram 

corroborados pela análise morfológica das células em cultura, a qual indicou que, 

após 7 dias em cultura e sem adição de estímulos adicionais, todos os 

macrófagos cultivados em meio contendo RPMI eram morfologicamente maiores 

do que aqueles cultivados em DMEM e suplementados com diferentes fontes de 

soro (Fig. 19), sugerindo que o RPMI promove o aumento do status basal de 
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ativação celular, considerando-se a expressão de marcadores de superfície e a 

morfologia de macrófagos humanos primários. 

 

II. Macrófagos cultivados em DMEM ou RPMI apresentam diferenças 

no perfil de liberação de citocinas 

O nível basal de citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante de 

macrófagos cultivados em DMEM ou RPMI, ambos suplementados com 10% de 

FBS. Os MDMs cultivados em RPMI liberam níveis menores de IL-10 e 

apresentam tendência a liberar níveis maiores de IFN-γ, IL-6, IL-12 (p40), IL-18, 

TNF-α, CCL5, CXCL9 and IP-10 (Fig. 20). As alterações observadas no perfil de 

citocinas liberadas por MDMs sugerem que o meio de cultura utilizado pode 

influenciar no status basal de ativação celular e, certamente, refletir no 

desenvolvimento da resposta imune inata observada in vitro após adição de 

diferentes estímulos (como PAMPs e outras citocinas). 

 

III. Análise do transcriptoma sugere que macrófagos cultivados em 

RPMI e suplementados com FBS apresentam-se mais ativados 

Amostras cultivadas em DMEM ou RPMI, ambas suplementadas com 

10% de FBS, demonstraram diferenças importantes na expressão de diversos 

genes (Fig. 21A). Dentre estes, podemos destacar o aumento da expressão de 

Interferon-Stimulated Genes (ISGs) e outros relacionados à ativação da resposta 

imune (como CTLA4, CD209, TIGIT, MARCO, FOXP3, STAT3, CCL13 e IRF4) 

em MDMs cultivados em RPMI, contrastando com o perfil transcricional 

observado em MDMs cultivados em DMEM. As diferenças no perfil transcricional 

entre esses dois grupos é ainda mais evidente quando analisadas por Sparse 

Partial Least Squares – Discriminant Analysis (sPLS-DA) (Fig. 21B). Esta 

ferramenta de análise possibilita a classificação de multivariáveis biológicas 

complexas em grupos similares, possibilitando a discriminação de ‘clusters’ 

dentro das amostras observadas (Le Cao et al., 2011). 
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Figura 18. Expressão de CD4, CD163, CCR5, MMR (CD206), CD14 e HLA-DR na superfície 

celular de macrófagos cultivados em DMEM ou RPMI 1640. PBMCs de doadores saudáveis 

(n=3) foram isolados e plaqueados em meio DMEM ou RPMI, suplementados com 10% de FBS. 

Após 7 dias em cultura, todas as células foram removidas das placas para quantificação de 

moléculas na superfície celular por citometria de fluxo. A, representação dos dot plots obtidos 

relativos à expressão de CD4, CD163, CCR5, MMR (CD206), CD14 e HLA-DR. B-E, 

representação gráfica das porcentagens de células positivas para cada uma das moléculas 

avaliadas. Cada ponto representa os resultados obtidos de cada doador e a barra horizontal a 

mediana do conjunto de dados analisados utilizando teste t pareado. 
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Figura 19. Alterações morfológicas em macrófagos cultivados em DMEM ou RPMI 1640 e 

suplementados com diferentes fontes de soro. PBMCs de doadores saudáveis (n=4) foram 

isolados e plaqueados em meio DMEM ou RPMI, suplementados com diferentes fontes de soro 

- 10% de FBS ou soro humano inativado ou autólogo. Após 7 dias em cultura, todas as células 

foram permeabilizadas e incubadas com Alexa Fluor™ 488 Phalloidin (Invitrogen) para marcação 

de F-actina (em verde), enquanto o núcleo (em azul) foi corado com Nucblue (ThermoFischer). 

As células foram analisadas em microscópio de fluorescência (20x) e fotografadas.  
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Figura 20. Citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante de macrófagos cultivados 

em DMEM ou RPMI 1640 suplementados com FBS. PBMCs de doadores saudáveis (n=3) 

foram isolados e plaqueados em meio DMEM ou RPMI, suplementados com 10% de FBS. Após 

7 dias em cultura, o sobrenadante das células em cultura foi coletado e incubado com o kit BD™ 

Cytometric Bead Array (CBA) e as citocinas/quimiocinas presentes na amostra foram 

quantificadas por citometria de fluxo. Cada ponto representa os resultados obtidos, expressos 

em pg/mL, de cada doador. Os resultados foram analisados utilizando o teste t pareado. 
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cont. Figura 20. Citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante de macrófagos 

cultivados em DMEM ou RPMI 1640 suplementados com FBS. 
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Figura 21. Análise do transcriptoma de macrófagos cultivados em DMEM ou RPMI 1640 

suplementados com FBS. PBMCs de doadores saudáveis (n=4) foram isolados e plaqueados 

em meio DMEM ou RPMI, suplementados com 10% de FBS. Após 7 dias em cultura, o RNA total 

das células em cultura foi extraído e purificado com auxílio do RNeasy Mini Kit (Qiagen). Os 

ensaios de análise do transcriptoma foram realizados a partir da hibridização do RNA celular com 

as sondas presentes no painel nCounter® PanCancer Immune Profiling (NanoString™). Todos 

os dados obtidos foram normalizados e analisados utilizando o software MetaboAnalyst 3.6 e os 

resultados expressos em (A) heatmaps ou (B) gráficos de sPLS-DA com 2 dimensões. 
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IV. Diferentes fontes de soro podem interferir no perfil transcricional 

dos macrófagos 

Além do FBS, outras fontes de soro, como o comercial humano e os 

autólogos, também são rotineiramente utilizadas para suplementação dos meios 

de cultura de macrófagos in vitro. Nesse sentido, avaliamos se estas fontes 

alternativas de suplementação de DMEM e RPMI 1640 poderiam interferir no 

perfil transcricional dos macrófagos cultivados in vitro. A análise dos nossos 

resultados indicou que macrófagos cultivados em DMEM e suplementados com 

10% de soro comercial humano ou soro autólogo, ambos previamente 

inativados, apresentam maiores níveis de expressão de genes pró-inflamatórios 

(como NF-κB2, TRAF6, CD53 e LAMP1) quando comparados aqueles cultivados 

em DMEM suplementado com 10% de FBS (Figura 22A). Considerando os 

resultados da expressão de todos os genes presentes no painel é possível 

observar mais claramente a semelhança no perfil de expressão gênica entre 

macrófagos cultivados com DMEM suplementado com 10% de soro comercial 

humano ou soro autólogo inativado e como estes dois divergem do perfil de 

expressão observado em macrófagos cultivados com DMEM suplementado com 

10% de FBS (Figura 22B). De modo semelhante, os resultados obtidos a partir 

da expressão gênica de macrófagos cultivados em RPMI1640 e suplementados 

com diferentes fontes de soro indicaram que o uso de soro comercial humano ou 

soro autólogo inativado induzem a maior expressão de genes pro-inflamatórios  

- como LAMP1, C3, MAPK1, CD53 e TNFSF14 (Figura 23A), os quais também 

podem ser agrupados em clusters que guardam maior semelhança entre si 

quando comparados aos resultados obtidos utilizando macrófagos cultivados em 

RPMI e suplementados com 10% de FBS (Figura 23B). Em conjunto, estes 

dados sugerem que além do meio de cultura, a fonte de soro utilizada para 

suplementação também pode interferir no perfil transcricional dos macrófagos 

cultivados in vitro e induzir um maior status de ativação basal, o qual pode 

influenciar na resposta a estímulos posteriores. 
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Figura 22. Análise do transcriptoma de macrófagos cultivados em DMEM suplementados 

com diferentes fontes de soro. PBMCs de doadores saudáveis (n=4) foram isolados, 

plaqueados em meio DMEM e suplementados com 10% de FBS, soro humano inativado ou soro 

autólogo inativado. Após 7 dias em cultura, o RNA total das células em cultura foi extraído e 

purificado com auxílio do RNeasy Mini Kit (Qiagen). Os ensaios de análise do transcriptoma 

foram realizados a partir da hibridização do RNA celular com as sondas presentes no painel 

nCounter® PanCancer Immune Profiling (NanoString™). Todos os dados obtidos foram 

normalizados e analisados utilizando o software MetaboAnalyst 3.6 e os resultados expressos 

em (A) heatmaps ou (B) gráficos de sPLS-DA com 2 dimensões. 
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Figura 23. Análise do transcriptoma de macrófagos cultivados em RPMI 1640 

suplementados com diferentes fontes de soro. PBMCs de doadores saudáveis (n=4) foram 

isolados, plaqueados em meio RPMI e suplementados com 10% de FBS, soro humano inativado 

ou soro autólogo inativado. Após 7 dias em cultura, o RNA total das células em cultura foi extraído 

e purificado com auxílio do RNeasy Mini Kit (Qiagen). Os ensaios de análise do transcriptoma 

foram realizados a partir da hibridização do RNA celular com as sondas presentes no painel 

nCounter® PanCancer Immune Profiling (NanoString™). Todos os dados obtidos foram 

normalizados e analisados utilizando o software MetaboAnalyst 3.6 e os resultados expressos 

em (A) heatmaps ou (B) gráficos de sPLS-DA com 2 dimensões. 
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V. Maior ativação basal de macrófagos cultivados em RPMI reduz a 

replicação de HIV-1 

Para avaliar se a alteração basal no grau de ativação induzido pelo meio 

de cultura utilizado pode interferir na função celular, macrófagos cultivados em 

DMEM ou RPMI e suplementados com 10% de FBS ou 10% de soro humano 

comercial ou 10% de soro autólogo foram infectados com HIV-1 89.6 (MOI 

0.001). 

O sobrenadante da cultura celular foi coletado a cada 2 dias para 

avaliação da replicação viral. Níveis semelhantes de RNA nos dias 2 e 4 após a 

infecção foram detectados no sobrenadante de MDMs cultivados em 

DMEM+FBS ou RPMI+FBS (Fig. 24A). No entanto, a partir do dia 6, a quantidade 

de HIV-1 RNA presente no sobrenadante de MDMs cultivados em DMEM+FBS 

foi maior do que aquele observado em MDMs cultivados em RPMI+FBS. MDMs 

cultivados em DMEM ou RPMI e suplementados com soro humano comercial ou 

soro autólogo não apresentaram diferenças no nível de partículas virais liberadas 

no sobrenadante (Fig. 24B e C), permanecendo estáveis durante todo período 

observado. 
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Figura 24. Quantificação da replicação de HIV-1 em macrófagos cultivados em DMEM ou 

RPMI 1640. PBMCs de doadores saudáveis (n=8) foram isolados e plaqueados em meio DMEM 

ou RPMI e suplementados com diferentes fontes de soro. Após 7 dias em cultura, as células 

foram espinoculadas para otimizar a infeção por HIV-1 89.6 (MOI 0.001). Após este período, 

meio fresco foi adicionado às respectivas condições de cultura e o sobrenadante foi coletado a 

cada 2 dias para avaliação da replicação viral por qRT-PCR. (A) MDMs cultivados com DMEM 

(azul) ou RPMI (vermelho) e suplementados com 10% de FBS. (B) MDMs cultivados com DMEM 

(azul) ou RPMI (vermelho) e suplementados com 10% de soro humano inativado. (C) MDMs 

cultivados com DMEM (azul) ou RPMI (vermelho) e suplementados com 10% de soro autólogo 

inativado. Cada ponto representa a média ± desvio padrão dos resultados obtidos de cada grupo 

de doadores. 
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VI. Macrófagos cultivados em RPMI liberam níveis maiores de IFN-tipo 

I e ISGs 

O reconhecimento de PAMPs e DAMPs induz a ativação da via de 

sinalização dependente de IFN-tipo I e expressão de ISGs em macrófagos, 

desencadeando a resposta imune inata após o reconhecimento do estímulo. 

Nesse sentido, nós avaliamos o impacto do DMEM e RPMI na expressão dos 

genes induzidos por IFN-tipo I (MxA, Tyk2 e IFN-α) e na capacidade destas 

células desencadearem a resposta imune inata quando estimuladas. 

Após 7 dias em cultura, MDMs cultivados em RPMI expressam maiores 

níveis de mRNA para MxA, Tyk2 e IFN-α, quando comparado aos MDMs 

cultivados em DMEM (Fig. 25A). Em seguida, nós consideramos que este 

aumento basal também poderia impactar a ativação de MDMs durante o 

reconhecimento de um estímulo secundário. Para testar esta hipótese, MDMs 

foram cultivados em DMEM ou RPMI com poly I:C (agonista de TLR3) e 

observamos que os MDMs cultivados com DMEM expressam maiores níveis de 

IFN-α após o estímulo com poly I:C, enquanto o mesmo efeito não foi observado 

em MDMs cultivados em RPMI (Fig. 25B). Em conjunto, nossos resultados 

sugerem que a ativação sustentada de macrófagos, induzida de acordo com o 

meio de cultura e fonte de soro utilizada, pode interferir nos resultados 

observados in vitro, uma vez que o status basal de ativação celular será 

fundamental para indução da expressão gênica e o desenvolvimento da resposta 

imune inata. 
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Figura 25. Expressão de MxA, Tyk2 e IFN-α em macrófagos cultivados em DMEM ou RPMI 

1640. PBMCs de doadores saudáveis (n=6) foram isolados e plaqueados em meio DMEM ou 

RPMI, suplementados com 10% de FBS. Após 7 dias em cultura, as células foram lisadas e o 

mRNA foi extraído para realização de qPCR para (A) quantificação da expressão basal de ISGs 

(MxA, Tyk2 e IFN-α) em células cultivadas em DMEM ou RPMI. Resultado expresso em fold-

change relativo ao DMEM. (B) Expressão de IFN-α após estímulo com poly:IC durante 4 horas. 

Fold change ajustado em função à expressão basal de IFN-α por células não estimuladas. Cada 

ponto representa os resultados obtidos de cada doador e a barra horizontal a mediana do 

conjunto de dados analisados. 
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VII. DISCUSSÃO 

A escolha do meio de cultura utilizado em estudos in vitro de células 

mielóides parece ser baseada apenas em decisões empíricas ou disponibilidade 

em cada laboratório. No entanto, a falha na padronização dos reagentes e 

técnicas utilizadas entre os diferentes grupos de pesquisa pode ser uma das 

principais causas da divergência observada nos resultados de modelos 

experimentais semelhantes, impactando a reprodutibilidade e confiabilidade dos 

resultados experimentais de estudos in vitro comparados aos modelos in vivo. 

A variação normal no background genético de doadores humanos em 

estudos in vitro é uma característica importante a ser considerada durante a 

análise dos resultados, no entanto, o uso de diversos meios de cultura e fontes 

de soro nos modelos experimentais adiciona uma nova variável à essa complexa 

equação. DMEM e RPMI 1640 são meios de cultura celular clássicos para células 

primárias e utilizados na maioria dos estudos in vitro para simular as condições 

fisiológicas encontradas in vivo. Recentemente, o trabalho de Yao e Asayama 

construíram uma importante linha do tempo sobre o desenvolvimento de diversos 

meios de cultura celular e evidenciaram algumas diferenças nas características 

de DMEM e RPMI 1640 (Yao e Asayama, 2017). A tabela 1 apresenta os 

principais constituintes de cada meio de cultura, de acordo com as informações 

fornecidas pelo fabricante. 

Resumidamente, o DMEM é considerado um meio básico e sua fórmula 

foi proposta em 1959 por Renato Dulbecco and Marguerite Vogt (Dulbecco e 

Freeman, 1959) após modificações na fórmula original do Meio Essencial Mínimo 

(MEM) (Eagle, 1959), enquanto a composição do meio desenvolvido pelo Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) 1640 é considerada complexa e sua receita surgiu 

a partir de uma modificação na fórmula original do meio 5A, originalmente 

proposto por McCoy (Mc et al., 1959). A primeira evidência da diferença entre 

esses dois meios no cultivo de células primárias foi reportada na década de 1960 

durante o estabelecimento de uma cultura de leucócitos humano, levando ao 

RPMI1640 ser escolhido como meio de cultivo preferencial nos anos seguintes 

(Moore et al., 1966; Moore et al., 1967). Até os dias atuais existe um paradigma 

sugerindo que o DMEM é melhor para o cultivo de células aderentes, enquanto o 

RPMI 1640 deve ser o meio de cultura de escolha para cultura de células em 
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suspensão, como os linfócitos (Yao e Asayama, 2017). Nesse sentido, dada a 

falta de padronização e a escolha do meio de cultura baseada em evidências 

robustas, a pesquisa envolvendo a resposta imune de macrófagos é diretamente 

afetada conforme observado pelos resultados divergentes obtidos de MDMs 

primários cultivados em DMEM ou RPMI e apresentados neste trabalho. 

No presente estudo, nós evidenciamos as alterações morfológicas e 

transcricionais observadas em MDMs primários cultivados em meios DMEM ou 

RPMI. Nossos resultados demonstraram a maior expressão de marcadores de 

superfície (como MMR) em MDMs cultivados em RPMI e estas células também 

apresentaram alterações morfológicas significantes em relação aquelas 

cultivadas em DMEM, independente da fonte de soro utilizada, sugerindo que o 

meio RPMI 1640 induz o aumento da ativação basal de MDMs humanos. Estas 

evidências são corroboradas pela quantificação das citocinas liberadas no 

sobrenadante de células em condições basais, na qual MDMs cultivados em 

RPMI apresentam níveis menores de IL-10 e uma tendência a liberar mais 

citocinas pro-inflamatórias (como IFN-γ, IL-6, IL-12 (p40), IL-18, TNF-α, CCL5, 

CXCL9 and IP-10).  

Para confirmar a influência destes meios no perfil transcricional dos 

MDMs, nós avaliamos a expressão de 730 genes e demonstramos que as 

células cultivadas em DMEM ou RPMI apresentam uma profunda discrepância 

no perfil transcricional, também observada utilizando diferentes fontes de soro 

(como comercial humano ou autólogo) para suplementar o meio. Além das 

diferenças observadas na composição do DMEM e RPMI (tabela 1), estes 

resultados também indicam a influência da fonte de soro utilizada nos 

experimentos in vitro na ativação celular. Apesar das considerações éticas 

relacionadas ao uso de soro animal, alguns subtipos celulares necessitam de 

uma fonte extra de proteínas e citocinas para o seu desenvolvimento adequado 

in vitro (Rauch et al., 2011; Gstraunthaler et al., 2013). No entanto, a variação na 

composição dos diferentes soros, ou mesmo entre diferentes lotes, pode induzir 

níveis basais distintos de ativação celular, gerando uma variável adicional à 

reprodutibilidade dos resultados observados entre diferentes grupos de 

pesquisa. De modo semelhante aos dados apresentados neste trabalho, Wu e 

colaboradores apresentaram evidências da alteração do funcionamento de 
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periósteos cultivados em DMEM ou RPMI, demonstrando que células cultivadas 

em DMEM apresentam maiores níveis de diferenciação osteogênica e, portanto, 

deveriam ser utilizadas durante os estudos in vitro (Wu et al., 2009). 

Estas diferenças podem ser causadas pelo aumento da ativação basal 

observada em MDMs cultivados em RPMI, a qual reflete no perfil transcricional 

destas células. O aumento da expressão de diversos genes, incluindo ISGs 

(como MxA, Tyk2 e IFN-α), pode afetar a produção de novas partículas virais 

durante a infecção in vitro por HIV-1. Em conjunto, nossos resultados 

demonstrados aqui evidenciam que o meio de cultura utilizado durante os 

experimentos in vitro afeta o status basal de ativação de MDMs, induzindo 

alterações morfológicas e fenotípicas, além de interferir nos resultados 

observados. 
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ANEXO F 

 

Tabela 1. Composição dos meios de cultura celular RPMI 1640 e DMEM de acordo com as 

informações apresentadas pelos fabricantes. 

 
Componentes (mg/L) RPMI 1640 DMEM  

Glycine 10 30 
L-Arginine 200 84 

L-Asparagine 50 - 
L-Aspartic acid 20 - 
L-Cystine 2HC 65 63 
L-Glutamic Acid 20 - 

L-Glutamine 300 584 
L-Histidine 15 42 

L-Hydroxyproline 20 - 
L-Isoleucine 50 105 
L-Leucine 50 105 

L-Lysine hydrochloride 40 146 
L-Methionine 15 30 

L-Phenylalanine 15 66 
L-Proline 20 - 
L-Serine 30 42 

L-Threonine 20 95 
L-Tryptophan 5 16 

L-Tyrosine  29 104 
L-Valine 20 94 

Biotin 0.2 - 
Choline chloride 3 4 

D-Calcium pantothenate 0.25 4 
Folic Acid 1 4 

Niacinamide 1 4 
Para-Aminobenzoic Acid 1 - 
Pyridoxine hydrochloride 1 4 

Riboflavin 0.2 0.4 
Thiamine hydrochloride 1 4 

Vitamin B12 0.005 - 
i-Inositol 35 7.2 

Calcium Chloride - 200 
Calcium Nitrate 100 - 
Ferric Nitrate - 0.1 

Magnesium Sulfate 48.84 97.67 
Potassium Chloride 400 400 
Sodium Bicarbonate 2000 3700 

Sodium Chloride 6000 6400 
Sodium Phosphate monobasic  - 125 

Sodium Phosphate dibasic 800 - 

D-Glucose (Dextrose) 2000 4500 
Glutathione (reduced) 1 - 

Phenol Red 5 15 

*negrito: pelo menos 2x mais do que o meio correlato 

 
 
 
 


