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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

EFEITO DAS REDES EXTRACELULARES DE NEUTRÓFILOS SOBRE A INFECÇÃO PELO 

HIV-1 EM MACRÓFAGOS 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

ANDRES HERNAN MOJOLI LE QUESNE 

Os neutrófilos liberam Redes Extracelulares (NETs, do inglês Neutrophil 

Extracellular Traps) após interação com microrganismos e produtos fisiológicos 

ou sintéticos, entre outros. As NETs são constituídas por cromatina 

descondensada complexada com proteínas citoplasmáticas e nucleares, 

algumas delas com propriedades microbicidas. Como as redes extracelulares, 

liberadas no microambiente tecidual, podem modular o funcionamento das 

células-alvo do HIV-1, nosso objetivo foi verificar se as NETs poderiam modificar 

a replicação do HIV-1 em macrófagos. 

Neste estudo, nós vimos que a exposição de macrófagos infectados pelo 

HIV-1 às NETs resultou em significativa inibição da replicação viral. Observamos 

que tanto NETs individuais quanto pools destas estruturas apresentaram este 

efeito inibitório, que também ocorreu quando as NETs foram adicionadas aos 

macrófagos antes da infecção. O efeito anti-HIV-1 foi independente de outros 

fatores solúveis liberados pelos neutrófilos ativados, mas condicionado à 

integridade molecular das NETs, pois o tratamento destas estruturas com 

protease ou DNase anulou esse efeito. Vimos que a elastase neutrofílica (NE) é 

um componente crítico neste fenômeno, tendo em vista que a sua inibição 

(inibidor farmacológico) aboliu o efeito anti-HIV-1 das NETs, e que a NE 

purificada reproduziu este efeito antiviral. As NETs induziram a produção de 

RANTES e MIP-1β por macrófagos, sugerindo que estas β-quimiocinas 

contribuem para o efeito anti-HIV-1 destas redes. Tanto as NETs quanto a NE 

diminuíram a síntese de transcritos unspliced do HIV-1, o que pode também 

explicar a queda da produção de vírions pelos macrófagos infectados. Ainda, 
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vírions remanescentes liberados pelos macrófagos infectados expostos às NETs 

apresentaram significativa queda da sua infectividade. Em estudos com 

amostras clínicas, observamos que neutrófilos de pacientes infectados pelo HIV-

1 liberam NETs após estimulo com IL-8, e que moléculas componentes das 

NETs (DNA e elastase) estão presentes no plasma desses pacientes. 

Finalmente, nossos resultados mostram que as NETs exercem um potente efeito 

inibitório sobre a replicação do HIV-1 em macrófagos, e sugerem que este 

mecanismo de imunidade inata é um importante fator endógeno de controle da 

infecção pelo HIV-1. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

EFFECTS OF NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS ON HIV-1 INFECTION IN 

MACROPHAGES 

ABSTRACT 

PHD THESIS IN CELL AND MOLECULAR BIOLOGY 

ANDRES HERNAN MOJOLI LE QUESNE 

Neutrophils release extracellular traps (NETs) after interaction with 

microorganisms and physiological or synthetic products, among others. NETs 

consist of decondensed chromatin complexed with cytoplasmic and nuclear 

proteins, some of them with microbicidal properties. Because NETs are released 

in the tissue microenvironment and they can modulate the functioning of HIV-1 

target cells, we aimed to verify whether NETs could modify HIV-1 replication in 

macrophages. 

In this study, we found that exposure of HIV-1-infected macrophages to 

NETs resulted in significant inhibition of viral replication. We observed that both, 

individual NETs or pools of these structures, present this inhibitory effect, which 

also occurred when NETs were added to macrophages before infection. The anti-

HIV-1 effect was independent of others soluble factors released by the activated 

neutrophils, but otherwise dependent of the molecular integrity of NETs, since 

treatment of these structures with protease or DNase abolished this effect. We 

observed that neutrophil elastase (NE) is a critical component of this 

phenomenon, since its inhibition by a pharmacological inhibitor abolished the 

NETs anti-HIV-1 effect, and that purified NE reproduced this antiviral effect. NETs 

induced the production of RANTES and MIP-1β by macrophages, suggesting that 

these β-chemokines contribute to the anti-HIV-1 effect of these traps. Both, NETs 

and NE, decreased the synthesis of HIV-1-unspliced transcripts, which also 

explain the decreased virus production by infected macrophages. Moreover, the 

residual virions released by infected macrophages treated with NETs showed a 
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significant loss in their infectivity. In studies using clinical samples, we observed 

that neutrophils from HIV-1 infected patients release NETs after stimulation with 

IL-8, and that component molecules of NETs (such as DNA and elastase) are 

present in the plasma of these individuals. Finally, our results show that NETs 

exert a potent inhibitory effect on HIV-1 replication in macrophages, and suggest 

that this innate immunity mechanism may control HIV-1 infection in vivo.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O Vírus da Imunodeficiência Humana e a Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida  

 Origem e aspectos taxonômicos 

O vírus da imunodeficiência humana (HIV),  agente etiológico da Síndrome 

da imunodeficiência adquirida (AIDS), pertence ao gênero Lentivirus da família 

Retroviridae (sub família Orthoretrovirinae) (1).  

Os membros da família Retroviridae possuem um genoma diploide 

composto por duas cópias de RNA de fita simples. Esse grupo apresenta a 

propriedade única de transcrever de forma reversa seu RNA genômico em DNA 

de fita dupla e integrá-lo no genoma da célula hospedeira. De forma 

característica, todos os integrantes dessa família possuem uma organização 

genética semelhante composta pelos genes gag, pol e env (2,3). 

Além da organização do genoma descrita acima, os lentivirus que infectam 

primatas possuem também outros genes adicionais chamados de regulatórios 

(tat, rev) e acessórios (vif, vpr, nef e vpu, este último gene presente apenas no 

HIV-1) (4). Diferente de outros retrovírus, os lentivírus podem replicar em células 

terminalmente diferenciadas que não sofrem divisão mitótica (4). Cabe indicar 

que os membros deste gênero estão geralmente associados a doenças crônicas 

tanto do sistema nervoso central quanto do sistema imunológico (5). 

O HIV foi isolado em 1983 por Barré-Sinoussi e colaboradores (6) (Figura 

1.1) dois anos depois da descrição de uma nova imunodeficiência humana 

adquirida em pacientes com  pneumonia pneumocística e candidíase, entre 

outras infecções oportunistas (7).  

O agente recebeu diversas denominações como vírus associado a 

linfoadenopatia (LAV, lymphadenopathyassociated virus), vírus humano 

linfotrópico de células T tipo III (HTLV-III, human T-cell lymphotropic virus type 

III), vírus associado a imunodeficiência (IDAV, immunodeficiency-associated 

virus), retrovírus associado à AIDS (ARV, AIDS-associated retrovirus). 

Finalmente em 1986, um grupo de cientistas do comitê internacional de 

taxonomia de vírus humanos sugeriu a denominação de Vírus da 
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Imunodeficiência Humana (HIV, human immunodeficiency vírus) para todos os 

vírus causadores da AIDS (8). 

 

Figura 1.1. Imagem de microscopia eletrônica do artigo original de Barré-Sinoussi e 

colaboradores. 

Na imagem pode ser observado o brotamento e liberação de partículas virais de um linfócito 

(setas). Tomado de (6). 
 

As evidências mais antigas da infecção pelo HIV em humanos foram 

encontradas em amostras de soro e em uma biópsia de linfonodo de 1959 e 

1960, respectivamente, em Kinshasa na República Democrática do Congo 

(9,10). Análises epidemiológicas e de filogenia indicam que o vírus teria sido 

introduzido na população humana na década de 1920 (11), produto de um salto 

interespecífico do vírus da imunodeficiência símia (SIV) aos seres humanos na 

África Ocidental e Central como consequência da caça de macacos para 

alimentação ou captura como animais de estimação (12). 

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

HIV-2, respectivamente). O primeiro descrito em 1983 por Barré-Sinoussi  e o 

HIV-2 isolado em 1986 por Clavel e colaboradores (13). Ambos tipos são 

similares morfologicamente, mas com diferenças na organização gênica e na 

patogenicidade (1). Assim, o HIV-2 codifica para a proteína Vpx em vez da 

proteína Vpu (14), além de ser considerado menos patogênico que o HIV-1 

(15,16). As análises de sequências gênicas sugerem que o HIV-1 e o HIV-2 são 
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o resultado de transmissões para os seres humanos de SIVcpz do chimpanzé Pan 

troglodytes troglodytes e SIVsmm de mangabeis da espécie Cercocebus atys, 

respectivamente (17,18). 

O curso natural da infecção pelo HIV-1 produz uma diminuição drástica das 

células CD4+ acompanhada de infecções múltiplas e do aumento da viremia, 

com o decorrer dos anos gera-se a condição clínica conhecida como Síndrome 

da Imunodeficiência Adquirida (AIDS, Acquired Immune Deficiency Syndrome) 

(15), resultante da profunda imunossupressão causada pela infecção pelo HIV-

1. 

Desde o início da epidemia, mais de 70 milhões de pessoas foram 

infectadas pelo HIV-1, e estima-se que o número de óbitos por complicações 

relacionadas à AIDS seja de aproximadamente 50% dos infectados (cerca de 35 

milhões). A terapia anti-retroviral combinada (cART) é altamente eficaz, sendo 

capaz de suprimir ou diminuir a replicação do HIV, melhorando a função 

imunológica e reduzindo consideravelmente o risco de desenvolver a AIDS 

[revisado em (16)]. 

 

 

 

 Epidemiologia da infecção pelo HIV 

O informe da UNAIDS (Programa Conjunto das Nações Unidas sobre 

HIV/AIDS) estima que 36.7 milhões de pessoas encontravam-se infectadas pelo 

HIV em 2017 (19), sendo a região da África subsaariana a mais afetada com 

uma prevalência aproximada de 4,2% (1 de cada 25 pessoas). A segunda região 

mais afetada são as Américas (0.5%), seguida pela Europa (0,4%) (Figura 1.2).  

Os dados de UNAIDS 2017 indicam também que 1,8 milhões de novas 

infecções aconteceram ao longo deste ano, com aproximadamente 1 milhão de 

óbitos por doenças relacionadas à AIDS (19). 
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Figura 1.2. Número estimado de pessoas infectadas pelo HIV no mundo. 
Estima-se que 0,8% [0,6-0,9%] dos adultos com 15-49 anos em todo o mundo vivem com o HIV, 

embora o fardo da epidemia continua a variar consideravelmente entre países e regiões. O 

continente africano é a região mais gravemente afetada, com quase 1 em cada 25 adultos 

infectados com HIV e representando quase dois terços das pessoas que vivem com o HIV em 

todo o mundo. Modificado de http://www.who.int/gho/hiv/en/ 

 

 A nível regional, 1,8 milhão de pessoas vivem com HIV-1 na América 

Latina, com 97 mil novas infecções reportadas em 2016. No Brasil, estima-se 

que 830 mil pessoas se encontram infectadas, com 48 mil novas infecções (uma 

incidência de 0,24 por cada 1000 habitantes) e aproximadamente 14 mil 

falecimentos relacionados à AIDS em 2016 (20). 

Baseado em análises de filogenia, o HIV-1 é subdividido em grupos 

diferentes: M (major), O (outlier), N (não M, não O). Os isolados dos grupos O e 

N encontram-se concentrados no leste e na região centro ocidental da África, 

respectivamente. Enquanto esses dois grupos são raros, o grupo M se espalhou 

de forma irrestrita no mundo sendo causa de mais de 95% das infecções pelo 

HIV-1. O grupo M por sua vez pode ser dividido nos subtipos A, B, C, D, F, G, H, 

J e K  (21), sendo o subtipo B o de maior prevalência nas Américas e Europa 

Ocidental. Em 2007, Gilbert e colaboradores demonstraram que esse subtipo 

teria se originado de uma cepa única levada da África para o Haiti antes de se 

espalhar nos Estados Unidos (22). O subtipo C -predominante na África do Sul 

http://www.who.int/gho/hiv/en/


Introdução 

28 

e na Índia - apresenta a maior prevalência global com 56% das infecções no 

mundo (23) (Figura 1.3). Além dos subtipos, a recombinação entre estes tem 

gerado 60 formas recombinantes circulantes identificadas atualmente (21). Os 

subtipos A, D e G são responsáveis por 12%, 2% e 5% das infecções mundiais, 

respectivamente. Enquanto que os demais subtipos juntos (F, H, J, K) causam 

menos de 1% das infecções (24).  

 

 
Figura 1.3 Distribuição mundial das infecções por subtipos do HIV-1 em 2014.  
Incidência de novas infecções de 2000 a 2014 e subtipos de HIV-1. Números e percentagens 

baseados na ficha técnica da UNAIDS 2015. Modificado de (21). 

 

Em 1988, Li e colaboradores determinaram que a taxa de evolução do HIV-

1 é aproximadamente um milhão de vezes mais rápida do que o genoma dos 

mamíferos (25). Dentre as causas dessa extensa e rápida variabilidade do 

genoma do HIV-1 podem ser consideradas: 1) A alta taxa de mutações durante 

a transcrição reversa. Estima-se que a cada ciclo de replicação viral ocorra uma 

mutação por genoma (25); 2) Eventos de recombinação que ocorrem quando a 

célula hospedeira está infectada com múltiplos subtipos de HIV-1 (26); 3) O 

grande número de pessoas infectadas junto com a melhora das redes de 

transporte e a intensa migração humana (21); 4) A elevada produção diária de 
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vírions in vivo, estimada em 10,3 × 109 partículas virais liberadas no meio 

extracelular (27). 

 

 Aspectos estruturais e genômicos do HIV-1 

A partícula do HIV-1, ou vírion, é esférica com um diâmetro aproximado de 

100 nm. Apresenta na superfície externa uma bicamada lipídica (ou envelope) 

proveniente da membrana plasmática, ou de compartimentos intracelulares, 

dependendo da célula hospedeira na qual foi produzido o vírion. Inseridas na 

membrana viral, encontram-se trímeros de glicoproteínas (gp). Cada trímero está 

composto por monômeros glicoproteicos, que por sua vez, estão constituídos por 

duas subunidades glicoproteicas, uma transmembranar de 41 KDa (gp41) e 

outra solúvel de 120 KDa (gp120). A subunidade gp120 encontra-se ancorada à 

gp41 e está em contato com o espaço extracelular (Figura 1.4). Ambas 

subunidades são originadas de um precursor glicoproteico comum de 160 KDa 

(gp160) (28). 

Internamente, uma matriz de natureza proteica formada por monômeros 

da proteína p17 contorna um core cônico composto pela proteína p24, o 

capsídeo viral. A quantificação da proteína p24 presente em sobrenadantes de 

culturas celulares (ou mesmo no soro de pacientes) permite medir a produção 

do HIV-1. Estima-se que cada partícula viral contenha aproximadamente 2000 

moléculas de p24 (1). 

O Capsídeo, por sua vez, alberga a Protease viral (PR), o Nucleocapsideo 

(NC, composto pelas proteínas p7) e as enzimas Integrase (IN) e Transcriptase 

reversa (RT), todas elas associadas com genoma viral (29). O genoma do HIV-

1 é composto por duas cópias de ácido ribonucleico (RNA) de fita simples e 

sentido positivo. Uma vez no citoplasma da célula hospedeira, a enzima viral 

transcriptase reversa sintetiza o Ácido Desoxi-Ribonucléico (DNA) viral que, 

posteriormente, será integrado ao genoma da célula hospedeira pela ação da 

enzima viral Integrase (30). 

 



Introdução 

30 

 

Figura 1.4. Representação esquemática da estrutura da partícula viral madura do HIV-1.  
A partícula viral apresenta uma bicamada de membrana lipídica oriunda de membranas celulares 

da célula-hospedeira. No envelope viral encontram-se inseridos complexos de gp120-gp41. No 

interior da partícula madura, a subunidade gp41 interage com a Matriz. Mais internamente, o 

capsídeo viral contém o material genético do vírus, composto por cópias de RNA associadas ao 

núcleocapsideo e às enzimas transcriptase reversa e Integrase. Figura modificada de (31). 

 

A forma integrada do HIV-1 é conhecida como provírus e possui 

aproximadamente 9,8 kilobases de comprimento (32). A figura 1.5 exibe uma 

representação do provírus. A sequência do DNA viral apresenta em suas 

extremidades segmentos gênicos conhecidos como Repetições Terminais 

Longas (LTR). A região LTR-5’ codifica para o promotor da transcrição dos genes 

provirais. Seguindo a direção do extremo 5’ para o extremo 3’, encontra-se o 

gene gag (antígeno específico de grupo), que codifica para o precursor 

poliproteico Pr55Gag, que posteriormente será clivado pela protease viral 

originando as proteínas p17, p24, p7 e p6 (matriz, capsídeo, nucleocapsídeo e 

domínio tardio, respectivamente). A continuação, gag é seguido do gene pol 

(polimerase) que codifica também um precursor poliproteico, o Pr160GagPol, 

clivado também pela protease viral dando origem às enzimas PR (p12), IN (p32), 

RT (p51) e RNase H (p15). Contiguo ao gene pol, o gene env (envelope) gera 

precursor poliproteico do envelope gp160, que posteriormente é clivado por 

proteases celulares originando as proteínas gp120 e gp41 [revisado em (33)]. 
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Figura 1.5. Representação da organização do genoma do provírus do HIV-1.  

Retângulos em azul indicam os marcos de leitura aberta com seus respetivos nomes. Os LTRs 

são mostrados em cinza. Adaptado de  (34). 

 

 

 Adicionalmente, o genoma do HIV codifica para outras duas proteínas 

chamadas de regulatórias: tat (Transativador de transcrição) e rev (regulador do 

vírion) 

O gene tat, codifica um dos fatores regulatórios da expressão gênica do 

HIV-1, e seu produto, Tat, é uma proteína de 14 KDa essencial para a replicação 

do HIV-1. Diferentemente de outros fatores de transcrição que interagem com o 

DNA, Tat se associa ao RNA, promovendo a transcrição do provírus 

aproximadamente 100 vezes. Tat também é liberada no espaço extracelular por 

células infectadas, e sabe-se que a interação de Tat com células não infectadas 

pode promover a morte destas [revisado em (35)]. 

 Normalmente RNAs sem processamento (unspliced) ou incompletamente 

processados são retidos no núcleo da célula e posteriormente degradados. A 

proteína codificada pelo gene rev participa da exportação de RNAs virais sem 

processamento ou incompletamente processados do núcleo ao citoplasma para 

sua posterior tradução [revisado em (35)].  

 O genoma do HIV-1 contém outros quatro genes que codificam proteínas 

chamadas de acessórias. Tal denominação foi estabelecida baseada em 

estudos iniciais que mostraram que a inativação desses genes produzia 

alterações mínimas na replicação viral em linhagens celulares (36–38). No 

entanto, investigações subsequentes em células primárias demonstraram que os 

produtos desses genes são capazes de mudar drasticamente o curso e a 

gravidade da infecção viral (39) 

O gene vif (fator de infectividade viral) se superpõe de forma parcial com 

os genes pol e vpr. O produto é um polipeptídio de 23 KDa (30) que é incorporado 
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ao vírion durante a montagem da partícula viral (40). Essa proteína acessória é 

essencial para a replicação viral eficiente em PBMCs, macrófagos e em  algumas 

linhagens celulares (41). Mutações nesse gene têm como consequência a 

redução, inclusive a perda, da infectividade viral. A função melhor caracterizada 

desta proteína é a de neutralização de uma citidina deaminase endógena 

chamada APOBEC3G. Essa enzima do hospedeiro, dependente de Interferon 

de tipo 1, induz mutações pontuais do tipo guanina para adenina no genoma do 

HIV, representando, com esta atividade,  um fator celular antiviral inato (42,43). 

 O gene vpr (proteína viral r) por sua vez codifica uma proteína com um 

papel fundamental na infecção de células que não estão em divisão. Após a 

infecção, essa proteína é rapidamente direcionada para o núcleo da célula 

hospedeira (44). Estudos indicaram que Vpr associa-se ao complexo de pré-

integração (PIC), interage com microtúbulos do citoesqueleto e auxilia no 

endereçamento do DNA viral ao núcleo. Essa proteína também provoca a 

interrupção na fase G2 do ciclo celular (45). 

 Em 1988, Strebel e colaboradores identificaram um gene exclusivo do 

HIV-1,  vpu, com superposição parcial com o extremo 5’ de env (36). A proteína 

codificada por esse gene induz a degradação de moléculas CD4 no retículo 

endoplasmático através da via ubiquitina/proteasoma (46,47) e participa da 

liberação do vírion da superfície da célula hospedeira antagonizando a proteína 

endógena Teterina, também chamada BST-2 (bone marrow stromal cell antigen 

2) ou CD317, a qual causa a retenção das partículas virais na superfície de 

células infectadas (48,49). 

A proteína miristolada Nef inicialmente foi nomeada como fator de 

regulação negativa, pois pensava-se que esta atuava de forma inibitória na 

replicação viral (50). Estudos posteriores indicaram que essa proteína é um fator 

essencial para replicação viral eficiente, além de facilitar a replicação do vírus e 

aumentar a infectividade dos vírions in vitro (51). O gene é composto por um 

éxon e encontra-se superposto com o LTR 3’.  A proteína interage com a cauda 

citoplasmática das moléculas CD4 na superfície da célula infectada. Essa 

interação aumenta a taxa de endocitose de CD4 com a sua posterior degradação 

nos lisossomos. Nef também induz a redução de MHC de classe I da superfície 
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celular, protegendo a célula hospedeira da ação de células T citotóxicas 

[revisado em (35)].  

 Um resumo dos genes do HIV-1, seus produtos proteicos e função pode 

ser apreciado na tabela 1.1. 

 

Tabela 1. 1. Resumo dos genes e proteínas do HIV-1 com suas respectivas funções 

Gene Tamanho* Proteína  Função  

Gag  Pr55Gag Precursor das proteínas estruturais 
internas do vírion  

p24 Capsídeo (CA) Formação do capsídeo viral  

p17 Matriz (MA) Proteína miristilada, compõe a camada 
interna do envelope viral 

p7 Nucleocapsideo (NC) Formação do complexo núcleo 
proteico associado ao RNA genômico 
do vírus 

p6  Participa na liberação de partículas 
virais  

Pol  Pr160GagPol Precursor das enzimas virais  

p10 Protease (PR) Clivagem proteolítica dos precursores 
Pr55Gag e Pr160GagPol 

p51 Transcriptase reversa (RT) Transcrição reversa do RNA viral em 
DNA proviral de dupla fita 

p15 RNase H Degradação do RNA viral no complexo 
de RNA / DNA viral 

p32 Integrase (IN) Integração do DNA proviral no genoma 
do hospedeiro  

Env  PrGp160 Precursor das proteínas do envelope  

gp120 Glicoproteína de superfície Ligação do vírus ao receptor na célula 
alvo 

gp41 Glicoproteína de 
transmembrana 

Fusão das membranas viral e celular 

Tat p14 Transativador de transcrição  Ativa a transcrição de genes virais 

Rev p19 Regulador do splicing do RNA Regula a exportação de RNAs sem 
processamento ou incompletamente 
processados  

Vif p23 Proteína de infectividade viral Incorporada no vírion, produção de 
vírus infecciosos, antagoniza 
APOBEC3G. 
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Continuação. Tabela 1.1. Resumo dos genes e proteínas do HIV-1 com suas respectivas 

funções. 

 

 

 Transcrição do genoma proviral 

Após integrado, o DNA viral serve como molde para a síntese de RNAs 

mensageiros (mRNAs) virais pela ação da RNA polimerase II celular (52). O 

transcrito primário pode ser processado de forma alternativa, gerando mais de 

30 tipos de mRNA (53) e nove proteínas, ou ser empacotado sem modificações 

nas partículas virais como RNA genômico (33).   

A região LTR-5’ contém sequências promotoras e enhancers com sítios de 

união para fatores celulares de início de transcrição. A sequência promotora 

contem três sítios de união para SP1 (54), um elemento TATA (55) e uma 

sequência iniciadora altamente ativa (56). Essas regiões do promotor auxiliam à 

RNA polimerase II se posicionar no sitio de início da transcrição. Por sua vez, a 

região enhancer possui dois motivos de união para o fator de transcrição NF-κB 

(57). Tanto os membros da família NF-κB quanto do fator de transcrição NFAT 

podem ligar nesses motivos (58,59), mas de forma mutuamente excludente, 

sendo a união de NF-κB é mais eficiente que a de NFAT (60).  

Uma vez que esses fatores estejam presentes na região do LTR-5’ a 

transcrição começa, mas na ausência da proteína Tat, a produção de transcritos 

virais termina de forma abrupta devido à baixa processividade da RNA 

polimerase II. A proteína Tat estabiliza o elongamento do RNA nascente, 

aumentando assim a taxa da transcrição em aproximadamente 1000 vezes (61). 

Gene Tamanho* Proteína  Função  

Vpr p15 Proteína viral r Incorporada no vírion, importação do 
PIC ao núcleo da célula hospedeira 

Vpu p16 Proteína viral u Redução da expressão de CD4, 
liberação do vírion da superfície da 
célula hospedeira (antagoniza BST2) 

Nef p27 Factor regulador negativo Redução da expressão de CD4 e 
MHC-I na membrana celular 

* Os números correspondem ao tamanho das proteínas (p) ou glicoproteínas (gp) em 1.000 Da. Adaptado de (1) 
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Tat interage com uma estrutura em alça rica em uracila do RNA viral (62), 

chamada região de resposta de transativação (TAR). Depois da união à TAR, 

Tat associa-se com o Fator Positivo b de Alongamento da Transcrição (P-TEFb, 

formado pelas subunidades cinase dependente de ciclina 9, Cdk9, e ciclina T1, 

CycT1). O complexo Tat/P-TEFb induz a dissociação de fatores de alongamento 

negativos do TAR -como por exemplo DSIF e NELF (63)- e fosforila o domínio C 

terminal (CTD) da RNA polimerase II, promovendo assim o elongamento do RNA 

(64), com a consequente transcrição produtiva do provírus (Figura1.6) 

A transcrição do provírus do HIV-1 um único RNA que posteriormente pelo 

processo de splicing geram-se três classes de RNAs com comprimentos 

diferentes. Primeiramente, os transcritos completamente processados (spliced) 

possuem aproximadamente 2 kilobases (kb) de comprimento e codificam para 

Tat, Nef e Rev. Diferentemente de mRNAs celulares, o provírus gera também 

transcritos parcialmente processados (≈ 4 kb) que codificam para Env, Vif, Vpr e 

Vpu, assim como também transcritos sem processamento (≈ 9 kb, unspliced) que 

codificam para Gag e Pol e geram também o RNA genômico do vírus (65).  

Imediatamente após a integração, apenas os transcritos de 2 kb 

atravessam os poros da membrana nuclear e são traduzidos no citoplasma, 

enquanto que os demais transcritos permanecem no núcleo. Posteriormente, 

durante a fase tardia da infecção, são observados altos níveis da proteína Rev 

que ingressa ao núcleo e participa da exportação dos transcritos parcialmente 

processados e não processados ao citoplasma para serem depois traduzidos. 

Assim, os genes do HIV-1 podem ser classificados em genes de expressão 

precoce e genes de expressão tardia, sendo os primeiros independentes da 

proteína Rev e os tardios dependentes desta proteína (34). 

Tanto os RNA incompletamente processados, quanto os parcialmente 

processados, contêm uma estrutura secundária denominada Elemento de 

resposta a Rev (RRE). A interação Rev:RRE com a exportina celular 1 (CRM-1) 

e com a helicase DDX3 permite a exportação desses ácidos nucleicos ao 

citoplasma (66,67). 
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Figura 1.6. Transcrição do provírus.  

O HIV-1 gera três tipos de mRNAs: unspliced (9kb), com splicing incompleto (4kb) e com splicing 

completo (2 kb). A expressão de genes precoces gera mRNAs com splicing completo, incluindo 

tat, rev, nef (margem esquerda). Após tradução no citoplasma, as proteínas Tat e Rev são 

importadas ao núcleo. Tat se liga à TAR para promover o alongamento da transcrição, enquanto 

que REV liga-se ao RRE de transcritos sem splicing completo (margem direita) para mediar na 

exportação ao citoplasma desses transcritos depois de recrutar ao fator CRM1. Essa exportação 

é facilitada pela helicase DDX3. Modificado de (65) 
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 Ciclo replicativo do HIV-1 

O ciclo do HIV-1 pode ser dividido em etapas, cada uma delas envolvendo 

moléculas do vírus e da célula hospedeira (Figura1.7). A primeira, denominada 

de entrada, inicia-se com a interação do vírus com moléculas da superfície da 

célula hospedeira, e conclui-se com a fusão do envelope viral com a membrana 

celular e com a liberação do capsídeo viral no citoplasma.  

Com maiores detalhes, a entrada envolve primeiramente a ligação da 

molécula viral gp120 ao receptor CD4 da célula hospedeira. A molécula gp120 

contém domínios conservados (C1-C5) e loops variáveis (V1-V5). A interação de 

gp120 com o receptor CD4 produz uma mudança estrutural nos domínios 

variáveis, em especial em V3, que é exposto aumentando a afinidade da gp120 

pelos co-receptores CCR5 ou CXCR4 [revisado em (68)]. Antes da descoberta 

desses co-receptores, foi descrito que as β-quimiocinas MIP-1α (proteína 

inflamatória de macrófagos 1 alfa), MIP-1β (proteína inflamatória de macrófagos-

1 beta) e RANTES (Citocina regulada sob ativação, expressa e secretada por 

células T normais) têm a capacidade de diminuir a infecção das células 

suscetíveis ao vírus (69). Essas moléculas ligam-se ao CCR5 e induzem a 

internalização deste co-receptor crítico do HIV-1, bloqueando, assim, a entrada 

do vírus (70–73). A importância do co-receptor CCR5 na infecção in vivo pode 

ser apreciada em indivíduos homozigotos para o alelo mutante CCR5 delta 32. 

Essa mutação compreende uma deleção de 32 pares de bases no gene ccr5, 

que codifica uma proteína truncada retida no retículo endoplasmático, e, como  

consequência, não é expressa na membrana plasmática (74). Indivíduos 

homozigotos para esse alelo mutante são altamente resistentes à infecção por 

isolados virais trópicos para CCR5 (75,76). Vários anos após o HIV ter sido 

identificado como o agente etiológico da AIDS, as cepas de HIV foram descritas 

como trópicas para macrófagos (M trópico) ou trópicas para células T (T 

trópicas). Investigações posteriores demonstraram que os isolados M e T 

trópicos usavam preferencialmente os co-receptores CCR5 (77,78) ou CXCR4 

(79,80), respectivamente. Estabeleceu-se assim uma nova nomenclatura 

baseada no tropismo viral (81), denominando os isolados com tropismo para 

CCR5 como vírus R5 trópicos, os isolados com tropismo para CXCR4 como X4 

trópicos, e aqueles com tropismo duplo como R5X4 trópicos. 
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Finalmente, a ligação da gp120 ao co-receptor expõe a gp41, hidrofóbica 

e até então oculta, que se insere na membrana da célula hospedeira 

promovendo a fusão do envelope viral com a membrana plasmática, evento este 

fundamental na liberação do capsídeo viral no citoplasma (68). 

Uma vez no citoplasma, ocorre o desnudamento do capsídeo viral e a 

transcrição reversa do RNA genômico do vírus para produzir uma dupla fita de 

DNA viral. A transcrição reversa é um processo complexo efetuado pela enzima 

RT, a qual é heterodimérica e contém duas subunidades, p51 e p15. A primeira 

subunidade (p51) apresenta as atividades de polimerase de DNA dependente de 

RNA e dependente de DNA. Assim, a atividade dependente de RNA da RT, 

usando como primer um tRNA, sintetiza uma fita de DNA complementar ao RNA 

genômico, estabelecendo um complexo de DNA/RNA. A seguir, a subunidade 

p15 (também chamada de RNase H) degrada a fita original de RNA desse 

duplex, permitindo a atividade de polimerase de DNA dependente de DNA da 

subunidade p51 para produzir a dupla fita de DNA viral [revisado em [revisado 

em (1,15)]. 

O DNA viral de dupla fita, associado com as proteínas MA, RT, IN e Vpr 

forma o complexo de pré-integração (PIC) que é transportado ao núcleo através 

do citoesqueleto (82). 

Uma vez no interior do núcleo, a proteína IN participa do processo de 

inserção do DNA viral no genoma do hospedeiro estabelecendo assim o 

chamado provírus, que será replicado como parte de genoma da célula 

hospedeira durante a divisão celular, e também transcrito pela RNA polimerase 

II do hospedeiro em associação com fatores celulares e a proteína viral TAT, 

gerando produtos virais [revisado em (65)]. No interior do núcleo, existem 

também DNAs virais não integrados, chamados de formas epissomais, que 

circularizam-se antes de serem degradados por enzimas celulares (83). A 

integração viral ocorre com maior frequência em regiões consideradas exon de 

genes (84). 
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Figura 1.7. Representação do ciclo replicativo do HIV-1. 

O ciclo de infecção começa com a ligação das proteínas do envelope viral com a molécula CD4, 
e posteriormente com o co-receptor, na superfície da membrana plasmática da célula alvo (passo 
1). Uma mudança conformacional permite a exposição da gp41 que promove a fusão do 
envelope com a membrana plasmática (passo 2) permitindo o acesso do capsídeo ao citoplasma 
que logo após desnuda-se (passo 3) para o RNA genômico sofrer o processo de transcrição 
reversa e a formação de uma dupla fita de DNA (passo 4). A continuação, é formado o complexo 
de pré-integração (contendo DNA e proteínas virais) que migra através do núcleo (passo 5) para 
posteriormente o DNA viral ser integrado no genoma do hospedeiro pela ação da proteína IN 
(passo 6). O provírus então é transcrito (passo 7) originando transcritos virais que poderão ser 
traduzidos em proteínas no citoplasma (passo 8) ou constituírem o RNA viral genômico (passo 
9). Proteínas virais e RNA genômico são direcionados para a membrana plasmática aonde 
acontece a montagem e o brotamento do vírion (passos 10, 11). Posteriormente, a partícula viral 
é liberada e acontece a maturação do vírion a partir da clivagem de Gag-Pol mediada pela PR 
(passo 11). Modificada de (85). 
 
 

As glicoproteínas do envelope viral (Env) são sintetizadas no retículo 

endoplasmático rugoso (RER), modificadas no aparelho de Golgi e finalmente 

encaminhadas em vesículas até a membrana plasmática da célula hospedeira 

(Figura 1.9). O precursor da poliproteína Gag (Pr55Gag), por sua vez, é 

sintetizado por ribossomos no citoplasma a partir do mRNA viral (Figura 1.9), 

onde recebe a adição de um grupo miristilo de forma co-traducional no extremo 

N terminal, essa modificação permite a inserção de Pr55Gag na monocamada 

interna da membrana plasmática. Estruturalmente, o precursor da poliproteína 

está composto de quatro domínios organizados do extremo N- ao C- terminal: 

matriz (MA), capsídeo (CA), núcleocapsideo (NC) e p6, junto com os dois 

peptídeos espaçadores SP1 e SP2 (Figura 1.8) [revisado em (86)]. 
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Figura 1.8. Estrutura e funções do precursor poliproteico Gag. 

Os principais domínios de Gag - matriz (MA), capsídeo (CA), nucleocapsídeo (NC) e p6 - são 

apresentados junto com os peptídeos espaçadores – SP1 e SP2 - ao longo de uma 

representação linear da poliproteína precursora de Gag. As funções principais de cada domínio 

são também indicadas na Figura. Mir: grupo miristilo. Adaptado de (86). 

 

 

 

Cada domínio do precursor possui funções específicas durante a 

montagem e liberação da partícula viral (Figura 1.8). Assim, o domínio MA 

direciona ao Pr55Gag para domínios enriquecidos em colesterol da membrana 

plasmática (lipid rafts) interagindo especificamente com o fosfolipídio 

fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato; CA dirige a multimerização de Gag durante a 

montagem dos vírions; NC recruta o RNA genômico viral ao interior dos vírions 

em brotamento; o domínio p6 recruta o ESCRT-I que participa na catálise da 

fissão de membrana e liberação da partícula viral (Figura 1.9). Paralelamente, 

também no citoplasma, é sintetizado o precursor GagPol (Pr160GagPol) que 

contém domínios para as enzimas PR, RT e IN. Finalmente, após da liberação 

das partículas virais acontecem modificações estruturais no vírion. Durante esse 

processo chamado de maturação, a protease viral (codificada pelo Pr160GagPol) 

cliva os precursores Gag e GagPol originando as formas maduras das proteínas 

MA, CA, NC, p6 e as enzimas PR, RT e IN, respectivamente. Só após essas 

mudanças estruturais as partículas tornam-se infectivas (Figura 1.9) [revisado 

em (86)]. 
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Figura 1.9. Representação dos estágios finais do ciclo replicativo do HIV-1.  

As glicoproteínas do envelope viral (Env) transitam pela via secretória, do retículo 
endoplasmático rugoso (RER) para o Golgi e, em seguida, em vesículas até chegarem na 
membrana plasmática da célula infectada (margem esquerda da figura). Por outro lado, o 
precursor poliproteico Gag – contendo os domínios matriz (MA), capsídeo (CA), nucleocapsídeo 
(NC) e p6 - é sintetizada no citosol. Enquanto que o precursor poliproteico GagPol - que contém 
os domínios MA, CA, NC, protease, transcriptase reversa e integrase - é sintetizada como 
resultado de um evento programado de mudança de fase de leitura durante a tradução do RNA 
viral codificador de Gag (margem direita). Gag então multimeriza e recruta o RNA genômico viral, 
ao tempo que é endereçado para microdomínios de lipid rafts da membrana plasmática onde é 
ancorado por meio da inserção de seu grupo miristato amino-terminal. A partícula sendo montada 
incorpora Env e recruta o complexo ESCRT ‑ I que participa processo de fissão da membrana 
com a consequente liberação da partícula viral. Posteriormente acontece a maturação, que leva 
à formação do núcleo cônico do capsídeo viral, gerando vírions infecciosos. Adaptado de (86) 
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1.1.5.1 A infecção pelo HIV-1 em macrófagos 

Os macrófagos são células fagocíticas da linhagem mieloide descritas 

pela primeira vez por Elie Metchnikoff (1845-1916) em organismos invertebrados 

e posteriormente em organismos vertebrados. Infiltram virtualmente em todos 

tecidos durante a inflamação e formam populações polarizadas que 

desempenham funções pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias. Ademais, 

possuem um papel importante na resposta imune adaptativa, por atuar como 

células apresentadoras de antígeno [revisado em (87)].  

Dependendo do microambiente celular, os macrófagos podem adquirir 

perfis inflamatórios polarizados. O perfil M1 é descrito como pró-inflamatório com 

liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e produção de citocinas 

inflamatórias. Por outro lado, o perfil M2 é considerado anti-inflamatório e 

encontra-se associado a reparação de tecidos e resolução da inflamação 

[revisado em (88)].  Em 2009, Cassol e colaboradores demonstraram que a 

polarização de macrófagos humanos -tanto M1 quanto M2- está associada a 

uma produção viral reduzida em isolados R5 trópicos (89). 

A infecção pelo HIV-1 em macrófagos apresenta diferenças para com a 

das células T CD4+. Ao contrário dos linfócitos T CD4+, os macrófagos são 

altamente resistentes aos efeitos citopáticos do vírus podendo servir de 

reservatório além de propagar a infecção devido a sua capacidade de infiltrar 

nos tecidos e de produzir vírions continuamente (90–93). Enquanto as células T 

CD4+ devem ser ativadas antes de serem infectadas de forma produtiva, 

processo que inclui divisão celular, a infecção produtiva em macrófagos pode ser 

estabelecida de forma independente da síntese de DNA (94). Os macrófagos 

acumulam vírus de replicação competente por períodos prolongados (95), 

mesmo em pacientes que recebem cART (96,97). A interrupção da terapia anti-

retroviral, produz um rápido ressurgimento da carga viral, com a participação 

desse tipo celular (90,91,98). 

As etapas do ciclo replicativo do vírus apresentam também diferenças 

nessas células alvo. A dupla fita de DNA viral, produto da transcrição reversa, é 

sintetizada em poucas horas nas células T, enquanto em macrófagos este 

processo toma aproximadamente 36-48 horas (99). O processo de transcrição 
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em macrófagos tem sido relacionado com diferentes isoformas do fator de 

transcrição C/EBPβ. A isoforma 30-37 kDa é requerida para a replicação do HIV-

1 em macrófagos mas não em linfócitos T CD4+ (100). A isoforma menor (16-23 

kDa) é descrita como inibitória da transcrição em macrófagos (101). 

A montagem de partículas virais em células T CD4+ acontece na 

membrana plasmática, de forma rápida e com efeitos citopáticos. No entanto, em 

macrófagos os vírions são acumulados em vesículas do citosol (Figura 1.10). 

 

 

Figura 1.10. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos infectados com HIV-1. 

As partículas virais podem ser observadas acumuladas dentro de estruturas vacuolares 

rodeadas por membrana (setas grandes); um vacúolo apresenta comunicação ao meio 

extracelular. As partículas virais apresentam o núcleo eletrodenso (pequenas setas). Aumento 

30.000x. Adaptado de (102) 

 

 

Inicialmente, os estudos de ultraestrutura indicaram a presença de 

partículas virais maduras e imaturas em compartimentos intracelulares de 

macrófagos infectados pelo HIV (103). Complementando essas observações, 

estudos de microscopia imunoeletrônica demonstraram que tais estruturas 

intracelulares continham marcadores de corpos multivesiculares (MVBs, do 

inglês Multi Vesicular Bodies), sugerindo que a montagem de vírions nestas 

células acontecia em estruturas intracelulares do tipo endossomo tardio ou 

MVBs (104) 

Posteriormente, foram descritas diferenças entre os compartimentos 

citoplasmáticos contendo vírus e os MVBs. Essas estruturas foram então 
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chamadas de Compartimentos Contendo Vírus (VCCs do inglês virus-containing 

compartments) e são sugeridas como o sítio de montagem de partículas virais 

em macrófagos infectados (105,106). 

O pH constitui uma outra diferença dos VCCs quando comparados com 

LEs. Enquanto os endossomos acidificam seu interior, os VCCs apresentam pH 

neutro (107). Diversos autores têm sugerido que essa diferença de pH entre as 

duas estruturas poderia se dever a uma outra diferença entre elas: os VCCs 

apresentam conexões com o meio extracelular (108,109). Importante mencionar, 

estudos ultraestruturais e imunoensaios mostram que essas estruturas estão 

também presentes em macrófagos não infectados e tornam-se mais 

proeminentes durante a infecção pelo HIV-1, sugerindo que o vírus aproveitaria 

essas estruturas já pré-existentes para a montagem das partículas virais 

(104,108). 

 

 

 

 

 Imunopatogênese da infecção pelo HIV-1 

O curso natural da infecção pelo HIV-1 pode variar entre indivíduos, mas 

suas características gerais são virtualmente semelhantes em todas as pessoas 

infectadas sem tratamento (Figura1.11). 

O período compreendido entre as 1-2 semanas após da infecção é 

chamado de Fase Eclipse. Nessa etapa, o vírus replica em células permissivas 

do local inicial da infecção, a maioria das células T CD4+ do trato intestinal são 

depletadas como resultado da infecção viral, com a consequente destruição do 

tecido linfoide associado com o intestino (GALT) e disseminação generalizada 

através do sistema linfático. Porém, a viremia se mantem indetectável, e não são 

observados sintomas nem resposta imune do hospedeiro (110). 
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Figura 1.11. Curso natural da infecção pelo HIV-1.  

Durante as duas primeiras semanas após a infecção se estabelece a fase eclipse, período 

durante o qual o vírus multiplica -porém se mantem em níveis indetectáveis- nas células 

permissivas do sítio inicial da infecção. Seguidamente, inicia-se o período agudo da infecção 

onde são observados um pico da viremia com queda simultânea na contagem dos linfócitos 

CD4+. Em seguida, a viremia diminui e os níveis de linfócitos de CD4+ aumentam, mas sem 

retornar aos níveis iniciais. A fase crônica da infecção tem duração variável (em média 10 anos) 

sendo caracterizada pela redução progressiva das células T CD4+ e a manutenção de níveis 

virais constantes (set point viral). Na fase de AIDS acontece um aumento dramático da carga 

viral com uma depleção severa da contagem de células T CD4+. Modificado de (21). 

 

Em continuação, na fase aguda (também chamada de infecção primária), 

aparecem altos níveis plasmáticos do RNA viral, podendo atingir um pico de 107-

109 cópias de RNA/mL. No entanto, essa elevada viremia não persiste, 

diminuindo paralelamente com o estabelecimento da resposta imune do 

hospedeiro e com a apresentação dos primeiros sintomas, que são variáveis 

tanto em intensidade quanto em duração. Estes sinais e sintomas podem incluir 

febre, linfadenopatia, dor de cabeça e erupções cutâneas. Importante citar, o 

número de células T CD4+ circulantes experimenta mudanças, diminuindo de 

forma concomitante à elevação da carga viral e posteriormente aumentando, 

porém o número de células T CD4+ no GALT não retorna aos níveis normais 

prévios à infecção (111). Nessa fase observa-se também uma expansão clonal 

de células T CD8+ específicas para os antígenos do HIV-1 expressando altos 
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níveis de marcadores de ativação com CD38 e HLA DR. A resposta mediada por 

essas células correlaciona-se de forma direta com o controle da viremia, e de 

forma inversa com a rapidez da progressão clínica (15,112). 

Posteriormente, inicia-se a fase crônica, caracterizada por apresentar 

uma viremia constante (set point, 103-105 cópias de RNA/mL) ou com aumento 

discreto sem atingir valores elevados (1). A duração desse período é variável 

(em média de 10 anos) e, geralmente, com ausência de sintomas. Essa etapa 

também é designada latência clínica, no entanto, a infecção encontra-se ativa 

com alta replicação viral e com perda progressiva de células T CD4+ (113).  

No final desse período, o número de células T CD4+ é menor que 200/µL, 

observa-se um aumento drástico da viremia e podem surgir infecções 

oportunistas - e também neoplasias -iniciando-se assim a fase de AIDS, 

caracterizada pelo contínuo aumento da carga viral e declínio de células T CD4+ 

até o óbito do paciente (15). 

A contagem de células T CD4+ circulantes constitui uma medida 

amplamente utilizada para avaliar a competência imunológica/imunossupressão 

do paciente, além de servir como indicador do risco imediato de doenças 

oportunistas (114). O Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados 

Unidos (CDC) estabeleceu um sistema de classificação da infecção pelo HIV-1 

baseado na contagem das células T CD4+ circulantes. As três categorias são 

definidas como indicadas a seguir: 1) Categoria I: a contagem de linfócitos T 

CD4+ situa-se acima de 500 células por microlitro (µL); 2) Categoria 2: 200-499 

células/µL; 3) categoria III: com contagem inferior a 200 células/µL (115). 

A infecção pelo HIV-1 é caracterizada não apenas pelo desenvolvimento 

de uma imunodeficiência profunda, mas também por uma ativação imunológica 

crônica (116) que inclui a expansão policlonal de células B (117), o aumento do 

turnover de células T (118), aumento de células T com fenótipo de ativação (119) 

e o incremento nos níveis séricos de citocinas e quimiocinas inflamatórias (120). 

Ressalte-se que o grau de ativação do sistema imune tem sido considerado um 

melhor marcador da progressão da doença do que a carga viral sérica (121). 

Durante a infecção, a integridade da mucosa do intestino é danificada 

permitindo a translocação de produtos microbianos da mucosa intestinal para a 
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circulação. Essa alteração da permeabilidade da mucosa contribui para a 

ativação crônica  do sistema imune e desregulação sistêmica observada durante 

essa infecção (122).  O GALT é considerado principal fonte de células alvo para 

o HIV durante a fase aguda. No entanto, durante a fase crônica o dano ao epitélio 

intestinal permanece, associado a uma continua depleção das células de 

memória T CD4+CCR5+ que residem na lâmina própia (122). 

Durante o curso natural da infecção, a atividade funcional das células T  

CD8+ é perdida de forma progressiva, caracterizada por diminuição da produção 

de citocinas, redução da capacidade proliferativa e da ação citotóxica. Vários 

fatores têm sido apontados para explicar esse fenômeno, conhecido como 

exaustão celular (123). Dentre eles, foi descrito o aumento da expressão da 

molécula PD-1 na superfície das células T CD8+ e CD4+.  A expressão do 

receptor PD-1 correlaciona-se com os níveis de carga viral e a interação desse 

receptor com o seu ligante PD-L1 -expresso em células do sistema mieloide- 

regula de forma negativa a capacidade proliferativa e a produção de citocinas 

efetoras nas células T (124). Outras alterações observadas incluem a retenção 

de linfócitos nos tecidos linfoides (125) e o depósito de fibras de colágeno nos 

linfonodos, alterando a arquitetura destas estruturas (126). 

 

 Terapia antirretroviral 

Como foi indicado anteriormente, a infecção pelo HIV-1 se torna crônica e 

leva ao estabelecimento da AIDS depois de longos períodos, que podem chegar 

a 10 anos, ou mais, na ausência de tratamento antirretroviral.  

De acordo com UNAIDS (2017), estima-se que 20,9 milhões receberam 

tratamento antirretroviral nesse ano, indicando um aumento da cobertura quando 

comparado com anos anteriores (7,7 milhões em 2010 e 17,1 milhões de 

pessoas em 2015). Dados da mesma organização indicaram que o acesso ao 

tratamento em 2016 foi de 58% entre todas as pessoas infectadas com HIV na 

América Latina, e de 60% no Brasil (19). 

Alguns dos impedimentos para aumentar a cobertura do tratamento são o 

desconhecimento da própria infecção -estima-se que 30-50% das pessoas 
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infectadas permanecem sem diagnóstico (127) -, o início tardio do tratamento 

(aproximadamente 30% dos pacientes não iniciam a terapia no tempo adequado) 

e a falta de adesão ao tratamento a longo prazo (15). Em 2013, UNAIDS 

estabeleceu como meta atingir novos objetivos de cobertura conhecidos como 

“90-90-90”. Esse projeto global pretende que até o início da próxima década, 

90% das pessoas infectadas pelo HIV sejam diagnosticadas, que 90% das 

pessoas diagnosticadas estejam em tratamento e que 90% das pessoas em 

tratamento com drogas antivirais tenham supressão viral (128). 

Os fármacos antirretrovirais adotam basicamente cinco estratégias 

diferentes, cada uma delas envolvendo uma etapa do ciclo viral. Os inibidores 

de entrada, como o seu nome indica, impedem o ingresso do vírus na célula alvo. 

Os inibidores da transcriptase reversa podem ser de duas naturezas diferentes. 

Assim, os inibidores do tipo nucleosídicos são análogos de nucleosídeos e 

nucleotídeos naturais, e são incorporados de forma competitiva no DNA viral pela 

transcriptase reversa provocando a interrupção abrupta da síntese do DNA. Por 

outro lado, os inibidores do tipo não nucleosídicos atuam de forma diferente. 

Essas moléculas associam-se à transcriptase reversa em um domínio próximo 

ao sítio catalítico, gerando uma mudança conformacional que a torna inativa, 

consequentemente inibindo o processo de transcrição reversa. Os inibidores da 

Integrase viral impedem que o genoma do HIV seja integrado no genoma do 

hospedeiro. Como foi mencionado anteriormente, durante o brotamento e 

liberação do vírion, a protease viral cliva precursores poliproteicos no vírion ainda 

imaturo gerando uma partícula viral infecciosa. Os inibidores de protease viral 

bloqueiam esse processo do ciclo viral [revisado em (15)].  

A terapia antirretroviral diminui a replicação do vírus e impede que novas 

células se infectem permitindo a restauração, ainda que incompleta, da 

quantidade de células T CD4+ (1). Reduz também o risco de transmissão, mas 

não consegue erradicar a infecção uma vez que o DNA viral é integrado no 

genoma das células alvo, inclusive naqueles pacientes com cargas virais 

indetectáveis (129,130).  

Uma das maiores barreiras para atingir a cura esterilizante é o 

estabelecimento de reservatórios virais (131,132) que ocasionam o 

ressurgimento do vírus no plasma do paciente após de 2-3 semanas da 
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interrupção do tratamento (133,134). Os linfonodos que abrigam o vírus são 

considerados "santuários" para o HIV-1 em termos da penetração limitada dos 

medicamentos antirretrovirais (135), e estima-se que a eliminação desses 

reservatórios levaria várias décadas, assumindo que todos os novos eventos de 

infecção sejam inibidos com a terapia antirretroviral (136). Uma das estratégias 

que visam eliminar esses reservatórios é conhecida como “shock and kill”, a qual 

preconiza a associação de agentes de reversão de latência com a cART (esta, 

para evitar novos ciclos de infecção), buscando-se ativar a transcrição viral em 

células latentes, junto com a expressão de proteínas, a produção de vírions e a 

consequente eliminação das células infectadas pelos linfócitos T CD8+ anti-HIV-

1 (137). 

Uma outra possível abordagem terapêutica consiste no transplante de 

células tronco hematopoiéticas com mutações para moléculas envolvidas na 

infecção pelo HIV-1. Recentemente, a descrição de uma possível cura usando 

essa estratégia foi alvo de interesse de grande parte da comunidade científica 

internacional (138,139). Este episódio, também conhecido como o “Paciente de 

Berlin” envolveu um paciente do sexo masculino infectado com HIV-1 afetado 

com uma leucemia mieloide aguda. O tratamento - desenvolvido em Berlim, daí 

o nome- consistiu em radioterapia com um posterior transplante de células tronco 

hematopoiéticas halogênicas de um doador homozigoto para a deleção CCR5-

Δ32 (140). Após o transplante, a terapia antirretroviral foi interrompida e os níveis 

virais foram indetectáveis tanto em sangue como em amostras de linfonodos, 

sugerindo uma provável cura do paciente (141). 

  

 Resposta imune à infeção pelo HIV-1 

Durante a infecção pelo HIV-1, os pacientes apresentam respostas 

adaptativas tanto celular quanto humoral, as quais podem ser detectadas 

associadas ao pico da viremia inicial, determinando a queda da carga viral e 

recuperação dos números de células T CD4+ (Figura 1.11). Esta resposta 

imunitária não é suficiente para erradicar o vírus, ou para deter a progressão da 

infecção [revisado em (142)]  
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A resposta celular é mediada por linfócitos T CD8+ citotóxicos (CTL) que 

inibem a multiplicação viral de forma direta ao eliminar as células T CD4+ 

infectadas, mediante a interação do receptor de célula T (TCR) com epítopos 

virais apresentados nas moléculas do complexo de histocompatibilidade classe 

I (MHCI) das células infectadas. Por outro lado, os CTLs também inibem a 

replicação viral de forma indireta, através da produção de fatores antivirais 

solúveis como as β-quimiocinas RANTES, MIP-1α e MIP-1β (69) que, como foi 

mencionado anteriormente, ligam-se ao CCR5 da célula alvo e induzem a 

internalização desse co-receptor do HIV-1, inibindo assim a entrada do vírion 

(70–73). Um dos mecanismos de escape da resposta mediada por CTLs são 

mutações de epítopos em sítios essenciais para o reconhecimento do MHC de 

classe I ou do receptor da célula T (TCR), ou mutações nas regiões que as 

flanqueiam, afetando o processamento antigênico (143,144). 

No caso da resposta humoral, os primeiros anticorpos produzidos com 

capacidade neutralizante são específicos para a região hipervariável 3 da 

proteína do envelope gp120 (loop V3) (145). No entanto, a resposta humoral não 

consegue eliminar a infecção. Estudos apontam que, sob pressão seletiva 

exercida pela resposta imune, vírions com mutações nas proteínas do envelope 

viral são selecionados, facilitando o escape viral (146). Além disso, e os epítopos 

presentes nessas proteínas virais não são acessíveis aos anticorpos 

neutralizantes (147,148). 

O crescimento viral é inibido quando as células infectadas pelo HIV-1 são 

expostas a ligantes de TLR2 (149), TLR3 (150), TLR4 (151,152) e TLR7 (153). 

Os receptores de tipo Toll (ou TLRs) compõem os chamados Receptores de 

Reconhecimento de Padrões (PPRs, do inglês Pattern Recognition Receptors) 

responsáveis pela detecção de Padrões Moleculares Associados a Patógenos 

(PAMPs, do inglês Pathogen Associated Molecular Patterns,) e detecção de 

Padrões Moleculares Associados a Dano (DAMPs, do inglês Damage 

Associated Molecular Patterns,). Os PPRs são receptores cruciais para a 

detecção precoce de patógenos invasores, para o início da resposta imune inata 

e para orquestrar a resposta imune adaptativa [revisado em (154)]. Esses 

receptores podem ser divididos em dois subgrupos de acordo com a sua 

localização celular. Assim TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 encontram-se na 
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superfície da membrana plasmática. Por outro lado, TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 

são expressos em vesículas intracelulares. Os TLRs presentes na superfície 

celular reconhecem componentes da membrana de patógenos diversos, 

enquanto que os TLRs localizados em compartimentos celulares reconhecem 

ácidos nucleicos (155).  

A ativação dos TLRs por seus ligantes desencadeia uma cascata de 

sinalização celular com a produção de citocinas pró-inflamatórias e interferon de 

tipo I. Todos os TLRs, com exceção do TLR3, sinalizam através da molécula 

adaptadora MYD88, enquanto que na via de TLR3 ocorre o recrutamento da 

molécula adaptadora TRIF. Essa molécula, associada com TRAM, participa 

também na sinalização mediada por TLR4. A ativação de TLR3 e TLR4 também 

induz a produção de interferon (IFN) de tipo I, além das citocinas pró-

inflamatórias [revisado em (156)]. O interferon de tipo I, induz um estado antiviral 

nas células através do aumento da expressão de centenas de genes 

denominados Genes Estimulados por Interferon (ISGs, do inglês Interferon-

stimulated genes). O IFNα produz uma intensa inibição da replicação do HIV-1 

in vitro através de fatores de restrição ao HIV-1 codificados por ISGs. Dentre eles 

podem ser destacados os seguintes: 1) APOBEC3G, trata-se de uma citidina 

deaminase, que, uma vez empacotada no vírion, catalisa a conversão das 

citosinas em uracilos, induzindo assim hipermutações do cDNA viral; 2) TRIM5α 

induz degradação precoce do capsídeo viral impedindo a síntese do cDNA viral; 

3) Teterina, proteína celular de transmembrana que previne a liberação dos 

vírions em brotamento retendo eles na superfície da célula infectada 4) 

SAMHD1, trifosfohidrolase que reduz os níveis de Desoxirribonucleotídeos 

Trifosfato (dNTPs) em células que não sofrem divisão mitótica, em consequência 

a transcriptase reversa é privada dos substratos necessários para a síntese do 

cDNA viral; 5) PKR, proteína quinase que fosforila o fator eIF2 inibindo assim a 

tradução de proteínas virais e celulares. Além disso, sabe-se também que a 

infecção pelo HIV-1 induz a síntese de IFN tipo I e, consequentemente a ativação 

de ISGs, pela via de CGas/STING (157) (Figura 1.12). 
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Figura 1.12. Detecção intracelular da infecção pelo HIV-1 e indução de fatores de restrição 
viral. 
O capsídeo viral (CA), associado com a chaperona CypA protege os produtos da transcrição 
reversa do reconhecimento por PPRs. IFI16 e cGAS reconhecem e ligam-se ao DNA do HIV-1. 
cGAS produz cGAMP que interage com a proteína STING, entanto que a ativação de IFI16 
medeia a interação direta com STING que participa da ativação de IRF3 e NF-κB com a posterior 
indução de fatores de restrição ao HIV-1, pro-IL-1β, IFN de tipo I e citocinas inflamatórias. O IFN 
de tipo I, por sua vez, sinaliza em células infectadas, ou não, através da via Jak-STAT ativando 
ISGs. Além disso, as células podem detectar RNA viral de fita simples (ssRNA) em endossomos 
via TLR7. A ativação deste receptor resulta na indução de IFN via IRF7 e NF-κB. Modificado de 
(158,159) 

 

Durante a infecção pelo HIV-1, as células do sistema imune inato 

apresentam alterações diversas tanto em número quanto em funções efetoras 

[revisado em (160)]. No caso específico dos neutrófilos, embora estas células 

possuam um papel amplamente documentado na imunidade frente a patógenos 

bacterianos, sua contribuição para na resposta antiviral ainda não está 
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completamente esclarecida (161,162). No caso da infecção pelo HIV-1, a 

diminuição de neutrófilos circulantes em pacientes infectados com esse vírus 

correlaciona-se com a progressão da doença (163) e com infecções oportunistas 

recorrentes (164,165). A neutropenia também tem sido considerada como um 

fator de risco indiretamente correlacionado à transmissão perinatal, mostrando 

um aumento no risco de transmissão vertical em mulheres grávidas com baixo 

número de neutrófilos em circulação (166). Além disso, α-defensinas derivadas 

de neutrófilos, também chamadas de peptídeos de neutrófilos humanos (HNPs, 

do inglês Human neutrophil peptides), possuem efeitos anti-HIV-1 (167), seja por 

interação direta e inativação do vírus (168,169) ou por afetar às células-alvo da 

infecção (168–171). 

Recentemente foi descrito que a exposição in vitro de neutrófilos ao HIV-1 

induz a liberação de redes extracelulares de neutrófilos (NETs, do inglês 

Neutrophil Extracellular Traps) as quais retêm e inativam o vírus impedindo 

assim a infecção de outras células (172). Ainda que este estudo tenha mostrado 

os efeitos inativadores das NETs sobre as partículas virais livres ainda não 

existem trabalhos que avaliem os efeitos das NETs sobre a replicação viral em 

células infectadas pelo HIV-1.  
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1.2 O neutrófilo e as redes extracelulares (ou Neutrophil extracelular 

Traps) 

 Biologia do neutrófilo  

Os leucócitos polimorfonucleares (PMNs), ou neutrófilos, são células 

mieloides fagocíticas da família dos granulócitos. O nome de neutrófilo foi dado 

por Paul Erlich (1854-1915) devido à tendência deste tipo celular para reter 

corantes neutros. Posteriormente, Elie Metchnikoff baseado no núcleo 

multilobulado característico renomeou esses leucócitos como 

polimorfonucleares (173).  

Os neutrófilos são células terminais diferenciadas e com atividade 

transcricional. No entanto, a maior parte de seu DNA encontra-se inativo e 

condensado na forma de heterocromatina dentro do núcleo (174). Esse tipo 

celular constitui 50-70% dos leucócitos circulantes, sendo assim as células 

imunitárias mais abundantes no sangue dos seres humanos. Estima-se que a 

medula óssea destina 55-60% da hematopoiese na produção dessas células, 

gerando diariamente uma taxa aproximada de 1011 neutrófilos, número que 

aumenta para 1012 durante infecções bacterianas [revisado em (175)].  

Acompanhando essa grande produção diária, essas células apresentam 

um rápido declínio quantitativo em relação aos outros tipos celulares. Estudos 

iniciais indicaram que o período de vida dos neutrófilos é de apenas 8-12 h na 

circulação e de 1-2 dias nos tecidos (176). Novas abordagens sugeriram que em 

condições de homeostase, o período de vida destas células seria de 

aproximadamente 5 dias (177). No entanto, ainda não existe consenso sobre 

esta questão, tornando-se motivo de controvérsia e debates (178,179). 

Como foi mencionado anteriormente, os neutrófilos -juntamente com 

eosinófilos e basófilos- integram o grupo dos granulócitos, isto é, leucócitos 

caracterizados pela presença de grânulos. Essas estruturas, presentes no 

citoplasma, são organelas que contêm moléculas altamente reativas, mas com 

escassa especificidade. Como consequência, o conteúdo desses 

compartimentos celulares possui um potencial duplo, ou seja, se por um lado, os 

grânulos conferem aos neutrófilos potentes propriedades antimicrobianas, por 
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outro, em razão da inespecificidade, as moléculas dos grânulos têm o potencial 

tóxico de causar danos ao hospedeiro(173).  

Os neutrófilos apresentam quatro tipos de grânulos, e basicamente 

podem ser classificados pelo conteúdo específico e pelo momento de formação 

durante a maturação dessas células (Figura 1.13). Assim, os grânulos primários 

(também chamados de azurofílicos) são os maiores dentre os três diferentes 

tipos (0,3 µm de diâmetro). No interior se incluem moléculas como Defensinas, 

Lisozima, diversas serino proteases: Elastase neutrofílica (NE), Catepsina G e 

Proteinase 3, além de Proteína de aumento da permeabilidade/bactericida (BPI), 

entre outras. Encontra-se também a mieloperoxidase (MPO), enzima 

fundamental na explosão respiratória. Esses peptídeos presentes nos grânulos 

primários conferem ao neutrófilo uma importante atividade antimicrobiana pelas 

vias oxidativa e não oxidativa. O nome de primários, deve-se que eles são os 

primeiros formados durante a maturação dos neutrófilos. Esses grânulos podem 

ser corados com componentes azuis da coloração de Romanowski usada de 

rotina em hematologia, propriedade que lhe outorga o outro nome pelo qual são 

conhecidos – azurofílicos.  

A classe seguinte de grânulos são os chamados secundários, ou 

específicos. Apresentam um tamanho menor quando comparados aos primários 

(0,1 µm de diâmetro). Esses grânulos são negativos para MPO e formam-se 

posteriormente aos grânulos primários.  

Os grânulos terciários, também chamados de grânulos de gelatinase, 

contêm metaloproteinases como gelatinase e leucolisina. Esses grânulos são os 

últimos a serem formados durante a maturação do neutrófilo.  

O último tipo de grânulo, chamado de vesículas secretórias, diferem na 

sua biogênese dos grânulos anteriormente mencionados, originam-se a partir do 

aparelho de Golgi. As vesículas secretórias são formadas por endocitose nos 

últimos estágios do processo de maturação do neutrófilo. Como consequência o 

seu conteúdo inclui, de forma predominante, proteínas derivadas do plasma 

[revisado em (173,180)]. 
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Figura 1.13. Conteúdo dos diferentes tipos de grânulos dos neutrófilos.  
Os constituintes proteicos dos diferentes grânulos são definidos pelo tempo de sua biossíntese 

durante a diferenciação de neutrófilos. O conteúdo dos grânulos é liberado de forma sequêncial. 
Lipocalina associada à gelatinase de neutrófilos (NGAL); Proteína 1 do macrófago associada à 

resistência natural (NRAMP1); receptor de complemento 1 (CR1); Receptor de complemento 

(CR3) composto pelas proteínas CD11b e CD18. Adaptado de (181) 

 

1.2.1.1 Estratégias microbicidas  

Os neutrófilos são um componente essencial da imunidade inata dirigida 

a um amplo número de patógenos que incluem bactérias, fungos e protozoários 

[revisado em (182)]. Como foi mencionado, os PMNs são células fagocíticas e 

podem internalizar micróbios e degradá-los de forma altamente eficaz. A 

fagocitose induz a ativação do sistema enzimático NADPH oxidase, enzima que 

é montada em neutrófilos ativados, principalmente na membrana dos 

fagolisossomos. Uma vez montada, NADPH oxidase transfere elétrons do 

NADPH ao oxigênio molecular para formar superóxido que, posteriormente, será 

convertido enzimaticamente a peroxido de hidrogênio (explosão respiratória). A 

fagocitose de microrganismos promove também a fusão dos grânulos presentes 

no citoplasma com o fagolisossomo, o que permite a liberação das enzimas 

granulares no fagolisossomo (Figura 1.14). Dessa forma, uma vez dentro dos 

fagolissosomos, os microrganismos são expostos a altas concentrações tanto de 

ROS quanto de substâncias altamente tóxicas [revisado em (173)]. 
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Figura 1.14. Estratégias microbicidas dos neutrófilos.  
Os neutrófilos exercem a sua atividade antimicrobiana mediante três mecanismos efetores 

principais: fagocitose, degranulação e formação de NETs. Cada um destes processos acontece 

em tempos e com efeitos diferentes no patógeno. NE, elastase neutrofílica; MPO, 

mieloperoxidase; Hs, histonas. Figura adaptada de (183) 

 

Durante o processo de degranulação os diferentes tipos de grânulos se 

fundem com a membrana plasmática liberando o seu conteúdo no espaço 

extracelular e estabelecendo um ambiente inflamatório prejudicial para os 

microrganismos invasores. Três classes de moléculas microbicidas são 

liberadas ao espaço extracelular: 1) proteínas e peptídeos catiônicos que se 

ligam em membranas de micróbios; 2) enzimas; 3) proteínas que reduzem 

nutrientes essenciais para os microrganismos [revisado em (173)]. As atividades 

microbicidas desses diferentes tipos de moléculas são apresentadas na tabela 

1.2.  

Tabela 1. 2. Mecanismos de ação das proteínas granulares dos neutrófilos. 

Molécula antimicrobiana Mecanismo de ação microbicida 

Peptídeos catiônicos  

α-Defensinas 
• Permeabilização membranas que contêm 

fosfolipídios com carga negativa 

• Inibição da síntese de DNA, RNA e proteínas  

LL-37 • Formação de poros na membrana 

BPI 
• Ligação a LPS promovendo o incremento da 

permeabilidade da parede e hidrolise de 
fosfolipídios bacterianos 

Histonas* • Mecanismo desconhecido 
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Continuação. Tabela 1.2. Mecanismos de ação das proteínas granulares dos neutrófilos. 

Molécula antimicrobiana Mecanismo de ação microbicida 

Enzimas  

Lisozima • Degradação da parede bacteriana 

Elastase 
• Clivagem de fatores de virulência e de proteínas da 

membrana  

Mieloperoxidase 
• Produção de ácido hipocloroso a partir de peróxido 

de hidrogênio e ânions cloreto durante a explosão 
respiratória  

Catepsina G • Interrupção da síntese de proteoglicanos 

Proteinase 3 
• Contribuição proteolítica para a geração de 

peptídeos antimicrobianos 

Azurocidina 
• Interação com LPS. Mecanismo microbicida 

desconhecido 

Proteínas quelantes de metais  

Lactoferrina 
• Altera o crescimento bacteriano ligando-se ao ferro, 

um nutriente bacteriano essencial 

• Liga-se ao lipídio da parte A do LPS, causando a 
sua liberação da parede celular e aumentando a 
permeabilidade da membrana 

Calprotectina 
• Altera o crescimento bacteriano sequestrando 

manganésio e zinco 

NGAL • Limita o crescimento bacteriano sequestrando ferro 

*As histonas não são liberadas durante o processo de degranulação. Essas proteínas são apresentadas 
nessa tabela apenas por possuírem propriedades antimicrobianas. Modificado de (173) 

 

 

As duas estratégias microbicidas mencionadas anteriormente foram 

descritas já no século XIX por Metchnikoff (173). Mais recentemente, em 2004, 

uma nova estratégia microbicida foi descrita em neutrófilos ativados (184) 

designada Netose, a qual se trata de um processo de morte celular seguida da 

liberação de cromatina para o espaço celular. 
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 Redes extracelulares de neutrófilos 

Em 2004, Brinkmann e colaboradores descreveram um novo mecanismo 

antimicrobiano dos neutrófilos. Durante um processo de morte celular 

programada denominada Netose (185) os neutrófilos liberam o conteúdo nuclear 

para o espaço extracelular (184) na forma de fibras de cromatina altamente 

descondensada associadas a proteínas nucleares, citoplasmáticas e dos 

grânulos tais como elastase, mieloperoxidase, entre outros (ver secção 

Composição das NETs). Estas estruturas foram chamadas de Neutrophil 

Extracellular Traps ou NETs (Figura 1.15). 

Durante esse processo, a célula sofre modificações diversas, entre elas: 

perda da morfologia multilobulada do núcleo (adquirindo uma forma 

arredondada), descompactação do DNA, desorganização das membranas dos 

grânulos e do núcleo com a consequente liberação e interação dos seus 

respectivos conteúdos no citoplasma (186). Posteriormente, a cromatina 

associada com as proteínas granulares e citoplasmáticas é liberada no espaço 

extracelular aonde atua como uma barreira física que impede a disseminação de 

microrganismos (Figura 1.16), e incrementa também a concentração de produtos 

microbicidas no local, contribuindo na neutralização e eliminação de diversos 

micróbios (184,187–190). 

A exteriorização de cromatina associada com proteínas antimicrobianas 

não é um fenômeno limitado aos neutrófilos. Após a descoberta de Brinkmann e 

colaboradores, a liberação destas estruturas foi descrita em macrófagos e em 

granulócitos humanos como eosinófilos e mastócitos e, assim como em células 

de outros mamíferos (191–195), além de células de amebas (196), peixes (197), 

insetos (198), aves (199), plantas (200–202), entre outros. Considerando que 

esse processo parece ser uma característica compartilhada ao longo de 

diferentes grupos de seres vivos, vários autores renomearam essas estruturas 

apenas de Extracellular Traps (ETs), e o processo de morte como Etose 

(203,204). O presente trabalho se limita a ETs obtidas de neutrófilos, motivo pelo 

qual escolhemos continuar usando a denominação de NETs e Netose ao longo 

do manuscrito. 
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Figura 1.15. Análise de microscopia eletrônica de neutrófilos em repouso e em NETose. 
(A, C) Os neutrófilos em repouso apresentam morfologia arredondada, núcleos multilobulados e 

abundantes grânulos no citoplasma. (B, D) Após estímulo com agentes indutores de NETose, as 

células apresentam-se achatadas e com vários pseudópodes. A configuração multilobulada do 

núcleo é modificada adquirindo um formato arredondado e fibras de cromatina podem ser 

observadas no espaço extracelular (indicadas com setas em B e D). (E) Análises de alta 

resolução mostrando NETs que consistem em finas fibras com diâmetros entre 15-17 nm 

(cabeças de setas) e domínios globulares maiores com diâmetros de 25 nm aproximadamente e 

que podem formar agregados (setas). (F) As NETs liberadas não apresentam associação com 

membranas. (A, B, E) Microscopia eletrônica de varredura; (C, D, F) Microscopia eletrônica de 

transmissão. As barras indicam 10 µm em (A-D) e 50 µm em (E, F). (B) As células foram tratadas 

com 25 nM de PMA durante 30 min; em (D, F) com 10 ng de IL-8 durante 45 min. Figura adaptada 

de (184). 
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Figura 1.16. Micróbios capturados por NETs.  
Imagens de microscopia eletrônica de varredura mostrando micróbios diversos retidos por NETs. 

(A) Staphylococcus aureus; (B) Candida albicans. As barras indicam 1 µm em (A) e 10 µm (B). 

Figura adaptada de (205) 

 

A Netose possui características distintas dos mecanismos de morte 

celular como a apoptose ou a necrose. A tabela 1.3 apresenta um quadro 

comparativo com as principais diferenças entre esses três tipos de morte celular. 

Tabela 1. 3. Diferenças entre necrose, apoptose e netose 

Necrose Apoptose Netose 

Exposição de fosfatidilserina 
(PS) nos inícios da morte 

Exposição de PS na 
superfície celular 

Sem exposição de PS 

Membrana nuclear 
conservada 

Membrana nuclear 
conservada 

Desorganização da 
membrana nuclear e dos 
grânulos  

Descompactação da 
cromatina 

Compactação da cromatina Descompactação rápida da 
cromatina 

Fragmentação do DNA Fragmentação do DNA DNA sem fragmentação 

(183,204,206) 

 

Durante o processo de indução a Netose foi reportado que 

aproximadamente um terço dos neutrófilos ativados produzem NETs 

(184,186,205). Também, Yipp e colaboradores descreveram que neutrófilos 

podem permanecer viáveis, mesmo após a liberação do DNA nuclear, e 

continuar migrando dentro do tecido. Considerando que os neutrófilos 

sobrevivem, pelo menos algum tempo após da liberação do DNA ao exterior, 

esse processo foi chamado de NETose vital (207). 
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A formação de NETs tem sido descrita também in vivo. No artigo original, 

Brinkman e colaboradores observaram a formação destas estruturas em tecidos 

de animais infectados experimentalmente com Shigella e também em amostras 

de apendicite humana (184) assim como em infecções por Streptococcus, 

Aspergillus nidulans, Eimeria bovis, lesões cutâneas de leishmaniose, 

periodontite, entre outros [revisado em (204)]. Marcadores dessas estruturas 

podem também estar presentes em amostras sorológicas de pacientes com 

diferentes afecções (208–210). 

 

1.2.2.1 Bases moleculares da Netose 

A produção de NETs pode ser induzida por diversos estímulos, estejam 

eles presentes no contexto da inflamação ou de uma infecção. Assim, citocinas 

como IL-8, produtos sintéticos como PMA, diferentes microrganismos, sejam 

estes fungos, bactérias, parasitas e vírus, ou moléculas oriundas desses agentes 

(e.g., LPS) são capazes de induzir a liberação destas estruturas [revisado em 

(183,206,211)]. 

Os mecanismos moleculares envolvidos na Netose ainda não estão 

completamente compreendidos, mas diversas moléculas têm sido descritas 

como centrais nesse processo. Entre elas, as enzimas como NADPH oxidase e 

peptidilarginase deiminase (PAD4) e as proteases granulares NE e MPO. 

Em 2007 Fuchs e colaboradores descreveram pela primeira vez um dos 

mecanismos envolvidos na netose. Nesse estudo, eles observaram que o 

tratamento de neutrófilos com agentes que ativam NADPH oxidase promovia a 

liberação de NETs, enquanto que a incubação prévia de neutrófilos com 

inibidores dessa enzima impedia a formação de NETs. Adicionalmente, no 

mesmo estudo, eles descreveram também que neutrófilos de pacientes com 

doença granulomatosa crônica (CGD) não conseguem produzir NETs quando 

estimulados com PMA (185). A CGD é causada por mutações que inibem a 

geração de superóxido pela NADPH oxidase, em consequência os pacientes são 

propensos a infecções recorrentes e graves, como pneumonias causadas por 

diferentes espécies do fungo Aspergillus spp. (212–214). Em 2009, um novo 
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estudo acrescentou a importância dessa enzima na geração de NETs quando 

Bianchi e colaboradores restauraram a função da NADPH oxidase em um 

paciente com CGD através de terapia genética. Como resultado, o paciente 

controlou a infecção por A. nidulans e, ressalte-se, seus neutrófilos liberaram 

NETs com propriedades microbicidas quando estimulados in vitro (215). Esse 

conjunto de dados indica a geração de ROS pela enzima NADPH oxidase como 

um evento essencial na indução de NETs. 

Como mencionado anteriormente, os neutrófilos possuem grandes 

quantidades de heterocromatina, porém durante processo netótico apresentam 

uma rápida descompactação do DNA no interior do núcleo junto com a perda da 

estrutura multilobulada deste. Essas modificações celulares se acompanham 

com ativação da enzima PAD4 que, durante as etapas iniciais da netose, induz 

a conversão de resíduos de arginina de carga positiva em citrulina (aminoácido 

polar de carga neutra) numa reação conhecida como citrulinação. O uso de 

inibidores específicos de PAD4 impede a formação de NETs (216). Igualmente, 

neutrófilos de camundongos PAD4-/- são incapazes de formar NETs in vitro, e 

tais animais apresentam infecções mais severas (217). O aminoácido arginina 

faz parte da cauda das histonas que interage com o DNA, e a  mudança de carga 

no aminoácido durante a citrulinação reduz a interação das histonas com o DNA, 

provocando um relaxamento da compactação desse ácido nucleico 

concomitante com a perda dos lóbulos do núcleo (216). 

Continuando com os estudos sobre a descompactação do DNA como 

requisito desse processo de morte celular e liberação de NETs, em 2010 

Papayannopoulos e colaboradores descreveram que durante os primeiros 30 

min depois da indução da netose, a NE -contida nos grânulos primários ainda 

íntegros- migra ao interior do núcleo do neutrófilo, associa-se à cromatina e induz 

a degradação das histonas (principalmente H4). Em seguida, a MPO é também 

direcionada ao núcleo onde promove a descompactação do DNA de forma 

sinérgica com a NE. No entanto, esse efeito mediado pela MPO é independente 

da sua atividade enzimática sendo seu mecanismo de ação ainda desconhecido 

(218). A importância dessas proteases no processo da netose também é 

ilustrada em estudos de pacientes deficientes em MPO, cujos neutrófilos são 

incapazes de liberar NETs quando estimulados com indutores diversos (219), e 
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pelo uso de inibidores específicos da NE, os quais inibem a formação de NET 

em neutrófilos humanos. Ainda, neutrófilos de camundongos NE-/- falham na 

produção de NETs durante a infecção por Klebsiella pneumoniae (185). 

Recentemente, Sollberger e colaboradores (2016) demonstraram que os 

neutrófilos maduros contêm todos os fatores necessários para a produção de 

NETs de forma independente da transcrição e tradução gênica de novo (220). 

 

1.2.2.2 Composição das NETs 

Em 2004, Brinkmann e colaboradores, mediante o uso de 

imunomarcações identificaram histonas e proteínas granulares associadas ao 

DNA extracelular das NETs (184) (Figura 1.17). 

 

 

Figura 1.17. Imunomarcação de NETs. 

Os neutrófilos foram ativados com IL-8 e marcados para NE (A), DNA (B), e o complexo formado 

pelas histonas H2A-H2B-DNA (C). Modificado de (184). 

 

 

Posteriormente, com o uso de ferramentas de proteômica, Urban e 

colaboradores (2009) identificaram proteínas associadas às NETs que 

normalmente encontram-se localizadas no núcleo, nos grânulos e inclusive no 

citoplasma de neutrófilos em repouso (190). As proteínas identificadas nesse 

estudo são apresentadas na tabela 1.4. Porém, outros estudos sugerem que a 

composição das NETs pode variar de acordo com o tipo de estímulo usado 

durante a indução (221–223). 
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Tabela 1. 4 Proteínas identificadas nas NETs. 

Localização na célula em repouso Nome da proteína 
  

Grânulos Elastase de neutrófilo. 

 Lactotransferrina. 

 Azurocidina. 

 Catepsina G. 

 Mieloperoxidase. 

 Proteinase 3. 

 Lisozima C. 

 Defensinas 1 e 3. 

Núcleo  Histonas H2A, H2B, H3, H4. 

 Antígeno de diferenciação nuclear de célula 

mieloide (MNDA). 

Citoplasma Proteínas S100 de união a cálcio A8, A9, A12. 

 Actina (beta e/ou gamma). 

 Miosina-9. 

 Alfa actinina (1 e/ou 4). 

 Plastina-2. 

 Citoqueratina-10. 

Peroxissoma  Catalase. 

Enzimas glicolíticas  Alfa enolase. 

 Transquetolase. 

Retirada de (190) 

 

Logo após as histonas, a NE é descrita como a proteína associada às 

NETs mais abundante nessas estruturas (190). Trata-se de uma serino protease 

[família de enzimas de 30 a 35 kDa que contém um resíduo de serina no sítio 

ativo (181)]. A principal função microbicida dessa proteína granular é a clivagem 

de fatores de virulência de bactérias (180). No entanto, diversos autores 

descreveram efeitos diversos da NE sobre as células do hospedeiro. Assim,  NE 

induz a liberação de IL-8 via TLR4 em células (HEK)293 (224),  além de mediar 

a eliminação do parasita Leishmania major em macrófagos (225). No entanto, a 

forma de sinalização da NE via esse receptor ainda não está completamente 

esclarecida [revisado em (181,226)]. Outros alvos da NE incluem clivagem de 

receptores celulares como CD4 e CD8 (227), CD14 (228), CR1 (229) e inativação 

de citocinas como TNF (230), IL-6 (231) e IL-18 (232). 
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1.2.2.3 Papel das NETs durante as infecções 

Os neutrófilos interagem com células do sistema imune tanto inato quanto 

o adaptativo [revisado em (233)]. No caso específico dos macrófagos, ambas as 

células têm receptores comuns para várias quimiocinas entre eles CXCR1, 

CXCR2, CCR2 etc, resultando no recrutamento concomitante dessas duas 

células no local tecidual [revisado em (234)]. Além disso, diferentes autores 

descreveram a capacidade moduladora de diversas proteínas derivadas de 

neutrófilos sobre macrófagos por exemplo a nível de tradução proteica onde α-

defensinas podem inibir esse processo em macrófagos (235) ou também induzir 

um fenótipo pró-inflamatório em macrófagos pela ação de LL37 derivada de 

neutrófilos (236). 

 Assim como os neutrófilos e as suas moléculas derivadas, também as 

NETs podem modular funções e fenótipos de outras células do sistema 

imunitário - incluindo as células alvo da infecção pelo HIV-1 - mesmo na ausência 

de infecções. Deste modo, a incubação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ com NETs 

reduzem o limite mínimo de ativação dessas células aumentando as suas 

respostas e sugerindo um nexo entre as respostas da imunidade inata e a 

adquirida (237). Farrera e colaboradores (2013) demonstraram que macrófagos 

humanos (derivados de monócitos periféricos) internalizam NETs in vitro (Figura 

1.18) como um processo de remoção destas estruturas (238), ao mesmo tempo 

em que o funcionamento dessas células é modificado, passando a produzir 

citocinas pró e anti-inflamatórias (239,240). 

Logo após uma infecção, os neutrófilos estão entre as primeiras células a 

serem recrutadas no local da injuria.  Embora a contribuição dessas células seja 

bem conhecida nas infecções bacterianas, o seu papel nas infecções virais 

continua pouco explorado (161,162). 

Estudos em camundongos infectados com influenza A indicam o 

importante papel dessas células na proteção do hospedeiro diante esse 

patógeno. Durante a primeira fase da infecção, observa-se um infiltrado massivo 

de neutrófilos nos pulmões, e a depleção desse tipo celular antes da infecção 

leva um incremento da mortalidade desses animais (241). 
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Figura 1.18. NETs interagem com macrófagos. 

(A) Imagem de fluorescência mostrando NETs interagindo com macrófagos humanos primários 

derivados de monócitos. Marcação com elastase (verde), DAPI (azul) e faloidina (vermelho). 

Aumento original 400x. (B) Imagem de microscopia confocal mostrando internalização de NETs 

(setas) por macrófagos. As células foram tratadas com cloroquina e incubadas com NETs. 

Marcação com DAPI. Aumento original 600X. Tomado de (238) 

 

 

Em 2013, Jenne e colaboradores demonstraram que tanto o uso de 

análogos virais quanto a infecção experimental com Myxoma vírus induzem um 

intenso infiltrado de neutrófilos na microvasculatura do fígado de camundongos, 

e, observaram também que os neutrófilos presentes nos capilares liberam NETs 

que conferem proteção às células diante da infecção viral (242).  

A liberação de NETs tem sido descrita também em outras infecções virais 

como influenza (243–245), Hanta vírus (172), vírus respiratório sincitial (246) e 

vírus de imunodeficiência felina (247). No caso específico do HIV-1, Saitoh e 

colaboradores (2012) descreveram que o HIV-1 induz a liberação de NETs 

quando incubado com neutrófilos. Os vírus são capturados e inativados, inibindo 

a infecção e impedindo assim, a sua propagação para outras células (172). 

Recentemente também foi visto que neutrófilos da mucosa vaginal humana 

liberam NETs quando expostos ao HIV-1. Os vírus são capturados e inativados 

inibindo a infecção de células T CD4+ (248). 

Nestes estudos, os autores exploraram os efeitos das NETs sobre as 

partículas virais no espaço extracelular. Curiosamente, ainda são poucos os 

trabalhos que reportam os efeitos das NETs, ou das moléculas associadas a 

elas, sobre células infectadas por patógenos intracelulares, sobretudo e incluem 

infecções bacterianas intracelulares. Assim, sabe-se que macrófagos infectados 
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com Mycobacterium internalizam grânulos de neutrófilos e os direcionam aos 

compartimentos que contêm essas bactérias (249), e mais recentemente 

Stephan e colaboradores demonstraram que complexos de DNA e LL37 são 

internalizados por macrófagos, sendo posteriormente direcionados aos mesmos 

compartimentos onde participam da eliminação do patógeno (250). 

Como já mencionado ao longo desta introdução, as NETs modificam o 

funcionamento dos macrófagos, que as internalizam e, em seguida, secretam 

citocinas pró e anti-inflamatória. Além disso, inúmeros trabalhos mostram um 

importante papel das NETs em doenças infecciosas. Com relação ao HIV-1 

sabe-se que várias moléculas que foram posteriormente associadas às NETs 

são capazes de modular a replicação do HIV-1. Porém, ainda não há trabalhos 

que relatem possíveis efeitos das NETs sobre a infecção pelo HIV-1. Tendo em 

conta esta carência, e também o papel das NETs, como relevante mecanismo 

de imunidade inata, no controle de infecções diversas, estudamos a atividade 

das NETs sobre a infecção pelo HIV-1 em macrófagos primários. Nossa 

investigação também se apoia nas evidências de que pacientes infectados com 

HIV-1 apresentam na sua circulação moléculas indutoras de NETs, como PAMPs 

oriundos da translocação microbiana, e o próprio HIV-1 e seus antígenos, que, 

como mostrado por Saitoh e colaboradores (2012) também são capazes de 

induzir NETs. Como vamos mostrar a seguir, nós encontramos que as NETs são 

potentes agentes inibidores da replicação do HIV-1 em macrófagos. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito das NETs sobre a infecção pelo HIV-1 em macrófagos 

primários humanos infectados in vitro. 

2.2 Objetivos Específicos 

1) Verificar se a replicação do HIV-1 em macrófagos é modulada pela 

exposição das células infectadas às NETs. 

2) Investigar se NETs induzem a liberação de mediadores inflamatórios 

conhecidos por sua atividade anti-HIV-1, como IL-10 e β-quimiocinas. 

3) Estudar o papel das moléculas presentes nas NETs na modulação da 

replicação do HIV-1 por estas estruturas. 

4) Analisar a participação das vias de sinalização de TLRs na modulação 

do HIV-1 em macrófagos expostos às NETs.  

5) Examinar a modulação de transcritos do HIV-1 em macrófagos 

incubados com NETs, ou com a molécula NE. 

6) Avaliar a infectividade das partículas de HIV-1 liberadas por 

macrófagos previamente expostos às NETs. 

7) Verificar a liberação de NETs por neutrófilos procedentes de pacientes 

infectados pelo HIV-1. 

8) Avaliar a presença de marcadores de NETs em plasma destes 

indivíduos.
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Declaração de ética 

Todos os procedimentos experimentais envolvendo células humanas de 

indivíduos saudáveis foram realizados com amostras obtidas após 

consentimento informado por escrito, e foram aprovados pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz / FIOCRUZ (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 

sob o número 397-07, em nome do orientador desta tese. 

 

3.2 Macrófagos e neutrófilos humanos primários 

Para a obtenção de macrófagos derivados de monócitos, os PBMCs de 

doadores soronegativos para HIV-1 foram isolados a partir de “buffy coats” e 

diferenciados através da aderência em placas de plástico. De forma resumida, 

os PBMCs foram obtidos através de centrifugação em gradiente de densidade 

de Ficoll-Hypaque (d=1,077 g/mL, Sigma Chemical Co), a 400xg durante 30 

minutos. Em seguida, essas células foram lavadas com PBS (LGC, Brasil), 

contadas em hemocitômetro com 0,1% de Azul de Tripan (Sigma Chemical Co.), 

distribuídas em placas de cultura (Costar, EUA) e cultivadas em meio DMEM 

com baixa glicose (LGC Bio) contendo 10% de soro humano previamente 

inativado (30 min. a 56ºC; Sigma, EUA) e penicilina-estreptomicina (10ng/mL; 

Sigma, EUA). As células foram mantidas em cultura durante 7-10 dias (37ºC, 5% 

CO2) para diferenciação de monócitos em macrófagos. A seguir, as células não-

aderentes foram removidas através da lavagem com PBS, e a monocamada 

remanescente foi mantida em cultura (DMEM contendo 5% de soro humano). A 

pureza destas culturas (superior a 95%) foi avaliada por citometría de fluxo 

usando anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-CD68 (BD Bioscience, #347523 

e 562111, respectivamente) e o citômetro BD Canto II equipado com o software 

BD FACSDiva (BD Bioscience, EUA). Os dados obtidos foram analisados 

utilizando o software FlowJo v10, Tree Star Inc 

Os neutrófilos foram obtidos também a partir de centrifugação em gradiente 

de densidade com Ficoll-Hypaque. Resumidamente, após a centrifugação essas 

células foram aspiradas da monocamada intimamente associada com as 
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hemácias. A seguir, os eritrócitos residuais associados aos neutrófilos foram 

removidos utilizando solução de Dextran (3%; Sigma) durante 45 minutos e, em 

seguida, com solução de lise hipotônica (155 mM NH4Cl, 12 mM NaHCO3, 0,1 

mM EDTA) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Logo após, as células 

foram lavadas com PBS e imediatamente ativadas para obtenção de NETs 

(como descrito abaixo). A viabilidade dos neutrófilos foi superior a 95%, como 

avaliado por azul de trypan, e a pureza superior a 95%, determinada por 

citometría de fluxo com anticorpos anti-CD16 (BD Bioscience, #347523, clone 

NKP15), e coloração com Giemsa (Merck). Os buffy coats nos foram cedidos 

pelos serviços de hemoterapia dos Hospitais Universitário Clementino Fraga 

Filho (UFRJ) e Federal de Bonsucesso, Rio de Janeiro. 

 

3.3 Linhagens celulares 

A linhagem celular de leucemia monocítica humana THP-1 (ATCC: 

TIB202TM) foi mantida em meio DMEM com baixa glicose (LGC Bio, Brasil) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Cultilab, Brasil) e 

penicilina-estreptomicina (10ng/mL). Tais células foram diferenciadas em 

macrófagos tratando-as com 40 ng/mL de PMA (SIGMA) durante 3 dias. Em 

seguida, as células foram lavadas com PBS e incubadas com meio fresco por 

mais 3 dias. As células TZM-bl (obtidas através do NIH AIDS Reagent Program, 

Dr. John C. Kappes, Dr. Xiaoyun Wu e Tranzyme Inc) foram mantidas com 

DMEM com baixa glicose com 10% de soro fetal bovino inativado, e penicilina-

estreptomicina (10ng/mL). 

 

3.4 Obtenção de sobrenadantes ricos em NETs 

Imediatamente após a obtenção dos neutrófilos, estas células foram 

distribuídas em placas de 48 poços (2.106 /poço), e incubadas em RPMI sem 

soro com IL-8 (50 ng/mL; Biolegend) durante 3 horas (37ºC, 5% CO2). Em 

seguida, os sobrenadantes ricos em NETs foram colhidos e centrifugados a 

400xg durante 10 minutos, para eliminar células e debris, e estas amostras foram 

mantidas a -80ºC até o momento do uso.  
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  A quantificação das NETs foi determinada baseada na concentração do 

DNA pelo método de Quant-itTM Picogreen dsDNA (Invitrogen). Para tal, foram 

interpolados valores de uma curva-padrão realizada com concentrações 

conhecidas de DNA de salmão (Sigma, EUA), e a leitura foi realizada com o kit 

mencionado acima, de acordo com as instruções do fabricante. 

Para eliminar produtos liberados pelos neutrófilos que não compõem as 

NETs, algumas amostras de NETs foram submetidas a filtração em tubos 

Centricon 100 (Millipore) durante 5 minutos a 2000xg. Em seguida, as NETs 

retidas na membrana filtrante foram recuperadas por eluição, ressuspensas no 

mesmo volume original, quantificadas por Picogreen e estocadas para posterior 

uso a -80°C. 

 

3.5 Microscopia de fluorescência 

Os neutrófilos (5.105/mL) foram cultivados em placas (Labteks, Brand 

Products) e estimulados com IL-8, como descrito anteriormente. Em seguida, as 

amostras foram fixadas com solução de paraformaldeido (PFA, 4%; Merck) 

durante 30 minutos, e lavadas cuidadosamente com PBS. As amostras foram, 

então, incubadas com soro humano puro durante 1 hora (etapa do bloqueio), e, 

posteriormente, marcadas durante 2h com anticorpo policlonal anti-elastase 

obtido em coelho (Calbiochem, # 481001). Em seguida, as amostras foram 

lavadas com solução de bloqueio (PBS,10% de soro bovino, 5% de BSA) durante 

5 minutos, e incubadas com o anticorpo secundário policlonal anti-IgG de coelho 

Alexa546 obtidos em cabra (Life Technologies, #A11010) durante 30 minutos. 

Após a lavagem com PBS, as amostras foram montadas em ProLong® Diamond 

antifade contendo DAPI (life technologies). Todo o processo foi conduzido a 

temperatura ambiente. 

Nos ensaios de interação de NETs com macrófagos, estas células foram 

expostas às NETs (500 ng/mL) durante 30 ou 60 minutos, fixadas com PFA (4%) 

durante 30 minutos, as amostras foram lavadas com cuidado para não danificar 

as NETs, incubadas com soro humano puro durante 1 hora. O material foi então 

marcado com os anticorpos anti-elastase e anti-coelho-Alexa546, e Faloidina-
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488 (invitrogen) durante 30 minutos. As amostras foram montadas em meio 

contendo DAPI, como descrito acima. 

 Para as análises de internalização de NETs, os macrófagos foram 

expostos a estas estruturas (500 ng/mL) durante 90 minutos, lavados 

rigorosamente para remoção das NETs residuais e fixados com descrito acima. 

As amostras foram permeabilizadas com saponina (0,01%, Sigma) durante 5 

minutos, e incubadas com anticorpos anti-elastase e o secundário Alexa546, e 

montadas em meio contendo DAPI, como descrito acima. As amostras foram 

examinadas usando os microscópios confocal (Leica DMi8) e de fluorescência 

(Zeiss Ax10), e os programas LasX e AxioVision, respectivamente. Brilho, 

contraste e cor das imagens digitais foram ajustados com o programa Adobe 

Photoshop CS5 v12.0, Adobe Systems Inc. 

 

3.6 Infecção pelo HIV-1 

Os ensaios de infecção foram realizados com o isolado de HIV-1 Ba-L, 

monocitotrópico e dependente de CCR5, doado pelo NIH AIDS Research and 

Reference Reagent Program (Divisão de AIDS, NIAID, NIH, MD, EUA). De forma 

resumida, os macrófagos foram expostos ao isolado viral (10ng/mL da proteína 

viral p24) durante 16h, a 37°C e 5% CO2 e, em seguida, lavados e realimentados 

com meio de cultura (DMEM contendo 5% de soro humano). A replicação viral 

foi medida 12-14 dias após da infecção pela detecção do antígeno p24 do HIV-

1 nos sobrenadantes das culturas, pelo método de ELISA (SinoBiological). 

Todos os experimentos envolvendo material infectado com HIV-1 foram 

conduzidos no laboratório de nível de biossegurança 3 (NB3) do Pavilhão 

Leônidas Deane, Fiocruz Rio de Janeiro, Brasil. 

 

3.7 Análise do efeito das NETs sobre a replicação do HIV-1 

Os macrófagos, previamente infectados com HIV-1, foram expostos a 

diferentes concentrações de NETs obtidas de neutrófilos de doadores 

individuais, em DMEM sem soro, durante 3 h. Em seguida, as células foram 

lavadas e mantidas em cultura (DMEM com 5% soro humano) durante 12-14 

dias, quando a produção viral foi avaliada, como descrito acima. Após os 



Material e Métodos 

74 

primeiros ensaios de análise da replicação viral usando-se NETs de doadores 

individuais, os ensaios seguintes foram realizados com pools destas mesmas 

NETs (5-6 NETs/pool), procedendo-se em seguida como descrito acima. Em 

alguns experimentos, os macrófagos foram expostos às NETs (40ng/mL) antes 

da infecção pelo HIV-1, lavados e, então, infectados por este vírus, e a replicação 

viral foi avaliada como descrito. Da mesma forma, macrófagos infectados foram 

também tratados com as NETs recuperadas (40ng/mL) após filtração com tubos 

Centricon, e a replicação viral avaliada como já descrito. 

 

 

Figura 3.1. Resumo da metodologia utilizada na diferenciação dos macrófagos, infecção 
com o HIV-1, tratamento e avaliação por ELISA. 

 

Em um grupo de experimentos, macrófagos diferenciados da linhagem 

THP-1, e infectados pelo HIV-1 da mesma maneira que os macrófagos primários, 

foram incubados com NETs, e a replicação viral foi avaliada seguindo o mesmo 

protocolo usado em macrófagos primários. De forma adicional, verificamos se as 

NETs exerceriam algum efeito sobre a replicação do HIV-1 em PBMCs de 

indivíduos saudáveis. Para tal, os PBMCs foram ativados com fitohemaglutinina 

(2µg/L; Sigma, EUA) durante 48-72 horas, lavados e infectados com 10ng/mL do 

isolado viral Ba-L durante 2 horas. A seguir, as células foram incubadas com 

NETs (100ng/mL durante 2 horas), lavadas e mantidas em cultivo. A replicação 

viral foi avaliada 7 dias após infecção por ELISA. 

Para avaliar a contribuição do DNA e/ou das proteínas contidas nas NETs 

para o seu efeito anti-HIV-1, as NETs foram tratadas com DNase I (10U/mL; 

Promega) a 37°C durante 30 minutos. Em seguida, a atividade enzimática da 

DNase foi interrompida pela adição de EDTA 2,4 mM e a digestão enzimática do 

DNA presente nas NETs foi avaliada por Picogreen. Em seguida, as NETs assim 

tratadas foram adicionadas aos macrófagos infectados, de acordo com o 

protocolo já descrito. De forma adicional, os macrófagos infectados pelo HIV-1 

foram tratados com DNA de salmão (40ng/mL) e a replicação viral foi avaliada 



Material e Métodos 

75 

como já descrito. Em outro grupo de experimentos, as NETs originais foram 

tratadas com diferentes concentrações de proteinase K (Invitrogen) a 56°C 

durante 30 ou 120 minutos e a degradação das proteínas foi avaliada através de 

eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS/PAGE). Resumidamente, para 

realizar o SDS/PAGE,  as amostras e o marcador de peso molecular (SeeBlue® 

Plus2; life technologies) foram expostos a 70°C durante 10 minutos em tampão 

LDS (life technologies), aplicados em géis de poliacrilamida (10%; invitrogen) e 

submetidos a eletroforese em tampão TBS a 140 volts durante aproximadamente 

45 min. Então, os géis foram marcados com o protocolo de marcação rápida com 

prata do kit SilverQuest™ (life technologies), e, em seguida, documentados com 

o transiluminador E-gel imager (Life Technologies). Cabe mencionar que, para 

avaliar a preservação da integridade do DNA após incubação com proteinase K, 

estas amostras foram analisadas com Picogreen.  

Também avaliamos a contribuição da NE no efeito anti-HIV-1 das NETs. 

Para tal, as NETs foram tratadas durante 30 minutos com um inibidor irreversível 

da atividade catalítica da NE (MeOSuc-AAPV-cmk, 10 µg/mL; Calbiochem). 

Após esse tratamento, as NETs foram adicionados aos macrófagos infectados 

pelo HIV-1 e a replicação viral avaliada como já descrito. Em conjunto com estas 

analises, macrófagos infectados pelo HIV-1 foram tratados com diferentes 

concentrações de NE purificada de origem comercial (Calbiochem), durante 3 

horas, em DMEM sem soro. Logo em seguida, as células foram lavadas e 

mantidas em cultura (DMEM com 5% soro humano) durante 12-14 dias, quando 

a produção viral foi avaliada. 

Em outro grupo de experimentos, macrófagos infectados foram incubados 

durante 30 minutos com anticorpos neutralizantes para os receptores de IFN1α/β 

(1µg/mL; PBL assay science), tratados com NETs (como já descrito) e, logo em 

seguida, lavados e expostos novamente aos anticorpos neutralizantes 

mencionados. Macrófagos infectados foram também tratados com inibidores 

farmacológicos da molécula adaptadora MyD88 (40µM; Invivogen), com 

citocalasina D ou Dynasore (5 ug/mL e 80nM, respectivamente; Sigma, EUA) 45 

minutos antes da exposição às NETs.  
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3.8 Ensaios de viabilidade celular 

A viabilidade das células tratadas com NETs foi determinada usando-se o 

método XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilida, 

Sigma), como descrito(148). Resumidamente, os macrófagos foram expostos às 

NETs durante 24 ou 48 horas, quando foram adicionados 1mg/mL de XTT e 15 

ng/mL de PMS (N-metil dibenzopyrazina metil sulfato) dissolvidos em DMEM 

sem soro. Após 3 horas a 37°C, a densidade ótica foi medida a 450nm. A 

viabilidade celular também foi avaliada por citometria de fluxo, após tratamento 

semelhante ao descrito acima, usando-se anexina V (R&D) e 7AAD (BD 

Bioscience), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.9 Quantificação de β-quimiocinas e IL-10 em sobrenadantes de 

macrófagos tratados com NETs 

Macrófagos foram incubados com NETs durante 3 horas e lavados,  

amostras do sobrenadante foram colhidas após 12, 24, 48, 72 e 96 horas, e a 

concentração de -quimiocinas e IL-10 foi quantificada pelo método de ELISA 

com kits específicos para cada molécula (RANTES, MIP-1α e MIP-1β: R&D 

Systems; IL-10: BioLegend), de acordo com as instruções dos fabricantes. 

 

3.10 Avaliação de transcritos do HIV-1 

Para analisar se as NETs podem modular os transcritos do HIV-1 em 

macrófagos infectados, estas células foram tratadas com NETs - ou com NE - 

durante 3 horas, lavadas e mantidas em cultura durante 72 horas. A seguir, as 

células foram lisadas com tampão de lise (Qiagen), e o RNA total foi isolado com 

o kit mirVanaTM e quantificado usando Nanodrop. Para remover possíveis moléculas 

de DNA contaminante presentes no RNA total, as amostras foram tratadas com 

DNase I (TURBO DNA-freeTM Kit; Life Technologies), de acordo com as instruções 

do fabricante. 

Durante a síntese do DNA complementar (cDNA), foram utilizados 2 µg 

de RNA total e o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems™), em um volume total de 20 µL. Este kit contém todos os reagentes 
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para a reação da transcrição reversa, ou seja, primers randômicos, transcriptase 

reversa, dNTPs, inibidor de RNases e buffer de reação.  

A PCR em tempo real foi realizada em placas de 96 poços no aparelho 

ABI 7500 equipado com o programa 7500 v2.3 (ABI 7500, Applied Biosystems) 

utilizando-se o Taqman Universal Master Mix (Applied Biosystems), com 200ng 

de cDNA por reação. A configuração da RT-PCR foi a seguinte: 50°C durante 2 

minutos; 95°C durante 10 min, seguido por 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos 

e 60°C durante 1 minuto. Os oligonucleotideos iniciadores (ou primers) e as 

sondas utilizados na reação são apresentados na tabela 3.1 

Região 

genômica 

Primer  Sentido (Foward primer)* Antisentido (Reverse primer)* 

Gag GAG1 TCAGCCCAGAAGTAATACCCATGT CACTGTGTTTAGCATGGTGTTT 

GAPDH GAPDH ACATCGCTCAGACACCATG TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 

TAT/REV MF84 F/ 
MF83 R 

ACAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAA
GCA 

GGATCTGTCTCTGTCTCTCTCTCCAC
C 

* Todos os primers estão no sentido 5’→3’ 
 

Sondas  Sequencias  
TAT/REV (KS2-TQ) 5’-FAM-TTCCTTCGGGCCTGTCGGGTCCC-ZEN/Iowa 

Black FQ 5’-FAM-TTCCTTCGGGCCTGTCGGGTCCC-
ZEN/Iowa Black FQ 

GAG (GAG3) 5’-FAM-ATTATCAGAAGGAGCCACCCCACAAGA-

ZEN/Iowa Black FQ 
GAPDH 5’-/56-

FAM/AAGGTCGGA/ZEN/GTCAACGGATTTGGTC/3IAB

kFQ/ 
 

As análises dos resultados foram feitas pelo método de ΔCT, utilizando-se o 

gene GAPDH como controle endógeno. Esses estudos foram conduzidos no 

Laboratório de Virologia Molecular da Universidade Federal de Rio de Janeiro, 

sob a supervisão do Dr. Renato Aguiar Santana. 

 

3.11 Ensaios de infectividade 

Para verificar se as NETs alteram o fitness viral, macrófagos infectados 

foram tratados com as NETs durante 3 horas em placas de 6 poços e, após 12 

dias, os sobrenadantes da cultura (ricos em HIV-1) foram coletados, 

centrifugados a 3.000xg e filtrados em membranas com poros de 0.45 µm. Os 

sobrenadantes foram, então, centrifugados em dispositivos de filtro Centricon 

com membranas YM-100 (Millipore, EUA) para concentrar e quantificar as 

partículas virais. Em seguida, células TZM-bl (105 células/poço/placa de 96 

poços) foram expostas a esta suspensão viral (10 ng/ml de p24) e na presença 
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de DEAE-Dextran (15 ug/mL; Sigma EUA). Após 48 horas de infecção, o 

conteúdo de luciferase foi analisado com o reagente Bright-Glo, seguindo as 

instruções do fabricante (Promega, EUA). 

 

3.12 Análise de marcadores de NETs em plasma de pacientes infectados 

pelo HIV-1, e de liberação de NETs por neutrófilos destes pacientes 

Para realizar estas análises, nós obtivemos plasma de 71 pacientes 

infectados pelo HIV-1 oriundos do Hospital Geral de Nova Iguaçu (HGNI), sob a 

supervisão do Dr. José Henrique Pilotto (Lab. AIDS e Imunologia Molecular/IOC; 

estudos autorizados pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do 

Hospital Geral de Nova Iguaçu, parecer #008/2010; Dr. Henrique Pilotto). As 

amostras plasmáticas foram obtidas de 10-15 pacientes para cada nível de carga 

viral plasmática, a saber: A) indetectável (<40 copias/mL); B) baixa (até 10.103 

copias/mL); C) intermediária (entre 10.103 e 100.103 cópias/mL); D) elevada 

(acima de 100.103cópias/mL). De forma paralela, e de acordo com a contagem 

de células T CD4+ circulantes, estes pacientes também foram classificados em 

três categorias (115), como indicadas a seguir: a) Categoria I: >500 células/µL; 

b) Categoria II: 200-499 células/µL; c) Categoria III: <200 células/µL. 

Para quantificação de elastase neutrofílica, amostras de plasma dos 

pacientes (e também de indivíduos saudáveis) foram diluídas 1:4 em tampão (50 

mM HEPES, 100 mM NaCl and 0.01% Triton X-100) e a atividade da elastase foi 

quantificada usando o substrato fluorogênico  N- Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-

Val-7-amido-4-methyl-coumarina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), de acordo 

com as instruções do fabricante. Em paralelo, também foi avaliada a presença 

de DNA extracelular nestes mesmos plasmas. Para tal, estas amostras foram 

diluídas 1:2 em tampão TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e o DNA 

quantificado com Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay.  Os valores obtidos 

nestas quantificações (assim como os dados clínicos destes pacientes) são 

apresentados na tabela 9.1 (Anexo 1). Além disso, neutrófilos de pacientes 

infectados pelo HIV-1 foram estimulados com IL-8, e a sua capacidade de liberar 

NETs foi analisada por microscopia de fluorescência, como descrito acima.  
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3.13 Análise estatística  

Os dados obtidos foram inicialmente avaliados com testes de normalidade 

(251) e, a partir dos quais, as análises estatísticas foram realizadas de acordo 

com métodos indicados nas legendas de cada figura. Os resultados 

considerados paramétricos estão representados como a média associada ao 

desvio padrão, enquanto que os dados não paramétricos estão representados 

como mediana associada a amplitude de variação (range) (251–253).  

As figuras e testes estatísticos foram realizados utilizando-se o software 

Prism 6 (GraphPad Software, EUA), e a significância estatística foi definida como 

p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Isolamento dos neutrófilos e obtenção de NETs 

 Inicialmente, foi avaliada a pureza e viabilidade dos neutrófilos obtidos 

após o gradiente de Ficoll-Hypaque e a lise das hemácias. Para tal, foi realizado 

um esfregaço das amostras, fixadas com metanol e coradas com Giemsa. Na 

Figura 4.1A se observam majoritariamente células com núcleos multilobulados e 

também uma célula de menor tamanho apresentando um núcleo arredondado e 

escasso citoplasma. 

 

Figura 4.1. Análise da pureza de neutrófilos obtidos por gradiente de Ficoll. 
A) Amostras contendo neutrófilos obtidos por gradiente de centrifugação foram coradas com 
Giemsa e analisados por microscopia ótica. B-D) Análise das células por citometría de fluxo 
usando marcação para CD16. B) Exclusão de agregados celulares. C) Seleção da população de 
estudo. D) Histograma de fluorescência para CD16. Imagens representativas de 3 experimentos 
independentes. CSM: células sem marcação. 

As amostras foram também analisadas por citometría de fluxo com o uso 

do marcador CD16. Nas figuras 4.1B e C é apresentada a estratégia de gating, 

primeiramente com a exclusão de agregados celulares e a análise da população 
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específica, respectivamente. As análises indicam que mais de 95% das células 

isoladas apresentam marcação positiva para CD16 (Figura 4.1D), semelhante à 

quantificação por microscopia ótica, indicando uma elevada pureza dos 

neutrófilos obtidos com o nosso protocolo. Cabe mencionar que a viabilidade 

celular se manteve inalterada durante o processo de isolamento, sendo esta 

superior a 95%, como avaliada por azul de trypan. 

Uma vez determinados esses parâmetros, fomos avaliar a produção de 

NETs por imunofluorescência. Assim, os neutrófilos foram incubados em RPMI 

sem soro na presença de IL-8, durante 3 horas. Logo em seguida, as amostras 

foram cuidadosamente fixadas e analisadas através de microscopia de 

fluorescência, usando-se dois marcadores de NETs descritos como clássicos, o 

DNA extracelular e a NE. Na figura 4.2A, podem ser observados neutrófilos com 

núcleos multilobulados (cabeças de seta) ou arredondados (asterisco). O 

sucesso da indução de NETs, pode ser apreciada pela presença de estruturas 

filamentosas e reticulares no espaço extracelular positivas para a marcação com 

DAPI (Figura 4.2A, setas) e para proteína granular elastase (Figura 4.2B). A 

colocalização de ambos os marcadores (Figura 4.2D) sugere a associação da 

elastase com o DNA extracelular, coincidindo com descrições realizadas por 

diversos outros autores (184,186,188,190,221,254), e indica a liberação de 

redes extracelulares em nossas condições experimentais. 

Diferentes autores descreveram variações quantitativas na liberação de 

NETs entre indivíduos diferentes, usando diversos indutores (190,221,255). Com 

o objetivo de mensurar a produção de NETs nas nossas condições 

experimentais, quantificamos a concentração destas estruturas no sobrenadante 

de neutrófilos em repouso ou estimulados com IL-8. Como pode ser observado 

na figura 4.3, os sobrenadantes de neutrófilos não estimulados apresentaram 

uma concentração aproximada de 0,05 ug/mL de DNA enquanto que a produção 

de NETs em 20 doadores diferentes foi variada, apresentando uma 

concentração de DNA com mediana de 1,5 µg/mL e faixa aproximada entre 1 e 

3,5 µg/mL, portanto, com uma relação aproximada de 20 a 30 vezes mais.  

Dessa forma, nossos resultados – em conformidade com a literatura- 

indicam que neutrófilos de doadores saudáveis liberam NETs quando 

estimulados com IL-8, podendo apresentar diferenças quantitativas individuais. 
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Figura 4.2. Produção de NETs por neutrófilos. 
Neutrófilos foram incubados com 50 ng de IL-8 durante 3 h a 37°C.As NETs foram marcadas 

com DAPI (A) e anticorpos anti-NE (B), contraste de interferência diferencial (DIC; C) As imagens 

ilustram a morfologia de tipo rede característica dessas estruturas com superposição com a 

proteína elastase (D). Aumento original 630X. Barra de escala: 10µm. Imagens representativas 

de pelo menos 4 marcações semelhantes. 



Resultados 

83 

  

Figura 4.3.  Quantificação de NETs.  
Neutrófilos (2.106 células) foram estimulados, ou não, com 50ng/mL de IL-8 e, posteriormente, 

as NETs foram quantificadas no sobrenadante pelo método Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA, 

reagente específico para DNA de dupla fita. Cada ponto representa um doador. Os dados foram 

analisados com o teste de Mann-Wihtney. 

 

 

4.2 NETs inibem a replicação do HIV-1 em macrófagos, sem 

comprometimento da viabilidade celular. 

Diferentes estudos têm evidenciado que moléculas ou sobrenadantes 

derivados de neutrófilos ativados podem aumentar a capacidade microbicida de 

macrófagos infectados com patógenos intracelulares (225,249,256–259). Mais 

recentemente, foi descrito que a molécula LL-37 associada ao DNA de dupla fita 

também apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias intracelulares em 

macrófagos (250). De forma adicional, diversas proteínas presentes nas NETs 

têm sido descritas com atividade anti-HIV-1(168,172,260,261). 

Com base nesses dados, e considerando que as NETs poderiam modular 

a capacidade microbicida dos macrófagos em nosso modelo, fomos verificar se 

a interação macrófagos-NETs produziria efeitos sobre a replicação do HIV-1. 

Assim, macrófagos infectados com HIV-1 foram tratados com diferentes 

concentrações de NETs logo após a infecção, durante 3 h, e a produção de 

vírions foi avaliada 12-14 dias após da infecção.  
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Como pode ser observado na Figura 4.4A, o tratamento das células com 

NETs, derivadas de diferentes doadores, assim como os macrófagos, resultou 

em uma forte diminuição dos títulos virais. A concentração de 40ng/mL induziu 

a maior redução na produção de vírus, com um percentual de inibição viral de 

85±10,2%. Observamos também que concentrações inferiores apresentaram 

uma efetividade menor (70±22.5% e 10±7,8% para 20 e 10 ng/mL de NETs, 

respectivamente), sugerindo que o efeito antiviral das NETs é dependente da 

dose de tratamento.  

Como foi indicado anteriormente, diferentes autores já reportaram 

variações não apenas quantitativas na produção de NETs, mas também na 

composição delas. Essas diferenças derivam tanto do estímulo usado quanto da 

heterogeneidade dos indivíduos (190,221,255). Com o objetivo de reduzir 

potenciais efeitos distintos sobre a replicação viral de NETs obtidas de vários 

doadores que possuam, por exemplo, diferentes concentrações de proteínas 

associadas ao DNA, e tendo em vista que a capacidade inibitória sobre o HIV-1 

foi alta e semelhante entre as amostras individuais testadas (Figura 4.4A), 

passamos a avaliar a replicação viral em células tratadas com pools de NETs, 

compostos de 5 diferentes doadores. O tratamento dos macrófagos infectados 

com diferentes concentrações de pools de NETs inibiu a produção do vírus de 

forma semelhante ao tratamento com NETs derivadas de doadores individuais, 

apresentando percentuais próximos de 80% nas concentrações de 40 e 200 

ng/mL (Figura 4.4B).  

Ressalte-se que também foram avaliados os possíveis efeitos de 

sobrenadantes de neutrófilos não ativados sobre a replicação do vírus em 

macrófagos. Para tal, os macrófagos foram tratados com volumes de 

sobrenadante de neutrófilos mantidos em repouso equivalentes a aqueles 

contendo 40 ng/mL de NETs. O sobrenadante obtido das células em repouso 

não apresentou efeitos modulatórios na replicação do HIV-1 (95,24 ±15.27% da 

replicação controle; n=3). 

Considerando-se que os efeitos inibitórios na produção viral foram 

idênticos entre o pool e as NETs individuais, os experimentos seguintes foram 

conduzidos apenas utilizando pools destas estruturas. 

. 
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pool individuais 
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Legenda da figura da página anterior. 

Figura 4.4. NETs inibem a infecção pelo HIV-1 em macrófagos.  
 A) Macrófagos de diferentes doadores foram infectados in vitro e tratados com NETs obtidas de 

diferentes indivíduos durante 3 horas, lavados e mantidos em cultura (n=4). B) Diferentes 

concentrações de pool de NETs foram adicionadas a macrófagos infectados durante 3 horas, 

lavados e mantidos em cultura (n=4). C) Pool de NETs incubado com macrófagos durante 3 

intervalos de tempos diferentes (n=2). D) Pool de NETs submetidos a centrifugação com tubos 

centricon 100 e as células infectadas foram expostas às diferentes fracções de NETs durante 3 

horas (n=6). E) Comparação do efeito inibitório de 3 pools de NETs (n=5). F) Macrófagos 

infectados foram tratados com concentrações de IL-8 equivalentes aos sobrenadantes ricos em 

NETs (n=3). G) Macrófagos foram tratados com NETs previamente à infecção pelo HIV-1 (n=3).  

A-G) A replicação viral foi avaliada 12-14 dias após a infecção. Os dados foram analisados com 

o teste de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn (A-B; G), One Way Anova com pós teste de 

Turkey (D, E) e teste t-student (F). Cada símbolo nas colunas representa um doador de 

macrófagos. 

 

Avaliamos também uma cinética de tratamento com diferentes tempos de 

exposição dos macrófagos infectados às NETs. Como pode ser observado na 

Figura 4.4C, o tratamento com NETs durante 90 minutos induziu efeitos anti-HIV-

1 nos macrófagos. 

Durante o processo de ativação, os neutrófilos podem sofrer o processo 

de degranulação e liberar diversas moléculas ao meio extracelular. Para afastar 

possíveis efeitos inibitórios oriundos de outros fatores presentes nos 

sobrenadantes ricos em NETs, porém não associados com elas, decidimos 

purificar as amostras ricas em NETs usando tubos Centricon 100, os quais 

permitem a passagem de moléculas de peso molecular inferior a 100 kDa. As 

NETs retidas na membrana dos tubos foram recuperadas por eluição (NETs 

recuperadas) e ressuspensas no volume original. Posteriormente, a 

concentração de DNA, tanto os sobrenadantes recuperados da membrana, 

quanto aqueles que atravessaram o filtro dos tubos (NETs residuais) foram 

quantificados por Picogreen e comparados com as NETs originais (Tabela 4.1) 

 

Tabela 4.1. Concentrações de NETs em sobrenadantes centrifugados com tubos 
Centricon 100 (n=2) 

Condição Concentração de DNA de dupla fita 

(µg/mL) 

NETs originais 2,45 ± 0,14 

NETs recuperadas 1,4 ± 0,44 

NETs residuais 0,05 ± 0,16 
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Verificamos que a concentração de NETs após o processo de 

recuperação das membranas dos tubos foi de aproximadamente 60% do valor 

original, com apenas 2% de DNA no sobrenadante que atravessou as 

membranas.  

Uma vez estabelecidos esses parâmetros, as diferentes frações de NETs 

foram adicionadas aos cultivos infectados. Interessantemente, o pool recuperado 

de NETs apresentou a mesma capacidade de inibição da replicação do HIV-1 

que o pool original (Figura 4.4D). No entanto, o sobrenadante resultante da 

passagem através do filtro não teve efeitos significativos na produção de vírus. 

Estes resultados mostram que a inibição viral é mediada pelas NETs, 

independentemente de outros possíveis fatores presentes no sobrenadante. 

Como verificamos que os efeitos sobre a replicação viral foram idênticos entre o 

pool original e o purificado, realizamos os experimentos seguintes apenas com 

o pool original. 

Comparamos também o efeito de três pools aleatórios, obtidos em 

momentos e de doadores diferentes, e observamos uma capacidade inibitória 

semelhante entre todos eles (Figura 4.4E).  

A modo de controle, e para assegurar que a inibição viral se deve às NETs 

presentes no sobrenadante sem interferência do indutor, os macrófagos 

infectados foram tratados com IL-8 em concentrações equivalentes a aquelas 

presentes nos sobrenadantes de neutrófilos estimulados e a replicação viral foi 

avaliada como descrito anteriormente. Não foi observada alteração significativa 

da produção de HIV-1 pelos macrófagos tratados com esta citocina (Figura 4.4F). 

Esse conjunto de resultados indica que as NETs exercem potente efeito 

sobre a replicação do HIV-1 em macrófagos primários, e que este efeito é 

dependente da concentração de NETs e independente de outras moléculas 

presentes no sobrenadante, porém não associadas à cromatina.  

Uma vez estabelecidas as condições efetivas de tratamento, investigamos 

se a adição das NETs aos macrófagos antes da infecção também resultaria em 

queda da replicação viral.  Observamos que o tratamento com NETs 24h antes 

da infecção resultou em uma forte inibição da produção de HIV-1, não obstante 
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tratamentos 48 h e imediatamente antes da infecção não apresentam efeitos 

significativos na replicação viral (Figura 4.4G)    

Observando a inibição do HIV-1 induzida nos macrófagos, perguntamo-

nos se as NETs seriam capazes de exercer efeitos anti-HIV-1 em outros tipos 

celulares. Assim, o tratamento com pools de NETs também inibiu o crescimento 

viral em macrófagos diferenciados da linhagem celular THP-1 (Figura 4.5A), mas 

não foram observadas mudanças na produção viral em PBMCs, como mostram 

os resultados preliminares apresentados na Figura 4.5 B. 

 

Figura 4.5. Efeitos das NETs em células THP-1 e PBMCs.  
A) Células THP-1 foram diferenciadas em macrófagos, infectados com HIV-1 como descrito nos 

métodos e posteriormente incubados com 40ng/mL de NETs. A replicação viral foi determinada 

14 dias após a infecção (n=4). Os dados foram analisados com o teste de Mann-Wihtney. B) 

PBMCs foram infectados com HIV-1 e tratados com NETs (100ng/mL). A replicação viral foi 

quantificada 7 dias após a adição do inoculo viral (n=2). 

  

Em virtude dos resultados de inibição viral e para verificar se as NETs 

poderiam alterar a viabilidade celular, os macrófagos não infectados foram 

expostos a duas concentrações diferentes de NETs durante 3 horas, lavados e 

posteriormente mantidos em cultura durante 24 ou 48 h. Em seguida, a 

viabilidade celular foi examinada através de citometría de fluxo e o método XTT 

(Figuras 4.6A e B, respectivamente). Nossos resultados indicam que a 

viabilidade celular se manteve inalterada nestas condições, sugerindo que os 

tratamentos utilizados não apresentam efeitos citotóxicos que poderiam afetar a 

replicação viral nas células usadas em nosso modelo. 
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Figura 4.6. Avaliação da viabilidade celular em macrófagos expostos às NETs.  
Macrófagos foram incubados durante 3h com NETs, como descrito na Metodologia. A) Avaliação 
da viabilidade celular 24 horas após o tratamento com NETs por citometría de fluxo. Figura 
representativa de 2 experimentos independentes; B) A viabilidade celular foi avaliada 24 h ou 48 
h após usando o método XTT (n= 8). 

 

 

 

 

 

 

4.3 O tratamento com NETs induz a produção de RANTES e MIP-1β em 

macrófagos. 

Para investigar possíveis mecanismos envolvidos na inibição da replicação 

do HIV-1 nas células expostas às NETs, nós avaliamos se o tratamento dos 

macrófagos com essas estruturas poderia induzir a produção de fatores solúveis 

com propriedades anti-HIV-1, como por exemplo, β-quimiocinas ou IL-10. Assim, 

os macrófagos não infectados foram tratados com NETs, e a produção dessas 

moléculas foi avaliada por ELISA em tempos diferentes. NETs estimularam a 

produção de RANTES e MIP-1β de forma significativa 12 e 96 h após o 

tratamento (Figura 4.7A e B, respectivamente).  

No entanto, não foram observadas mudanças significativas na 

concentração de MIP-1α e IL-10 nos sobrenadantes de macrófagos tratados com 

NETs (Figura 4.7C e D, respectivamente) 
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Figura 4.7 NETs induzem a produção de RANTES e MIP-1 β em macrófagos. 
Macrófagos foram tratados com 40ng/mL de NETs durante 3 horas, lavados e mantidos em 

cultura com meio fresco. A concentração de RANTES (A, n=5), MIP-1β (B, n=5), MIP-1α (C, n=4) 

e IL-10 (D, n=3) foi quantificada nos sobrenadantes por ELISA nos tempos acima indicados. Os 

dados foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn. 
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4.4 Macrófagos de cultivos infectados pelo HIV-1 internalizam NETs. 

Uma vez caracterizados os efeitos das NETs na produção viral em 

macrófagos, fomos estudar a interação dessas estruturas com as células do 

nosso modelo. Assim, cultivos infectados pelo HIV-1 foram expostos às NETs 

durante 30 min, e as amostras foram imediatamente fixadas e analisadas por 

imunofluorescência. Na figura 4.8A podem ser observados macrófagos 

marcados com DAPI e faloidina, além de fibras de DNA extracelular (marcadas 

com DAPI) colocalizadas com a proteína NE. A interação das células com as 

NETs pode ser apreciada com maiores detalhes no campo escolhido indicado 

pelas linhas pontilhadas. A estrutura reticular da cromatina extracelular (Figura 

4.8B) colocalizada com a proteína elastase (Figura 4.8C) sugere que as NETs 

adicionadas aos macrófagos mantiveram as suas características morfológicas 

preservadas no momento da execução do experimento. 

Considerando que as NETs têm a capacidade de inativar o HIV-1 no 

espaço extracelular (172,248), e para evitar uma possível interferência em 

nossas avaliações devido a essa causa, avaliamos se o nosso processo de 

lavagem das células após a incubação com as NETs removeria essas estruturas 

do meio extracelular. Assim, as células foram lavadas como descrito nos 

métodos, e os cultivos foram analisados por imunofluorescência para 

marcadores de NETs. Como apresentado na Figura 4.9, o lavado das células 

com PBS após da incubação com NETs removeu eficientemente essas 

estruturas dos cultivos. 
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Figura 4.8. Macrófagos oriundos de cultivos infectados com HIV-1 interagem com NETs.  
A) Imunofluorescência mostrando interação de NETs com macrófagos. Macrófagos de cultivos 

infectados com HIV-1 foram expostos as NETs durante 30 min e, após a fixação, as NETs foram 

marcadas com DAPI e anticorpos anti-NE, enquanto que as células foram visualizadas através 

da marcação com faloidina e DAPI. Aumento original: 200X. B-E) Ampliação digital da área 

delimitada pelas linhas pontilhadas em A. Observar a estrutura reticular das NETs conservada 

(B, C) e em volta das células (E). Imagens representativas de 4 experimentos diferentes. 
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Figura 4.9. As NETs são removidas do cultivo de macrófagos após lavagem.  
Macrófagos foram incubados com NETs e lavados com PBS antes da fixação e marcação para 

os componentes das NETs e faloidina. Aumento original 400X. Imagem representativa de 3 

experimentos distintos, obtida após observação completa do campo microscópico. 

 

Considerando a natureza fagocítica dessas células e os achados de 

Farrera e colaboradores (238), avaliamos a internalização de NETs por 

macrófagos de cultivos infectados pelo HIV-1. As células foram primeiramente 

incubadas com NETs durante 1 h, imediatamente fixadas e marcadas com 

anticorpos anti-elastase e com DAPI. Durante as análises de fluorescência 

confocal foi identificada a presença de DNA no ambiente extracelular (Figura 

4.10A) e, de forma importante, também no citoplasma do macrófago (Figura 

4.10A1, setas). Também foram analisados macrófagos de cultivos incubados 

com NETs e lavados previamente à análise com microscopia confocal. Como 

pode ser observado na figura 4.10E, mesmo quando as células foram lavadas, 

foi observada a presença de DNA no citoplasma, nessa ocasião colocalizado 

com elastase (Figura 4.10F). Esses resultados de microscopia confocal, 

mostrando a associação do DNA com a proteína elastase no citoplasma, 

sugerem a que macrófagos de cultivos infectados são capazes de internalizar as 

NETs.  
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Figura 4.10. Macrófagos de cultivos infectados com HIV-1 internalizam NETs.  
A-D) Macrófagos infectados foram incubados com NETs durante 1h, imediatamente fixados e 

analisados para marcadores de NETs por microscopia confocal. Aumento original 200x.  

(Continua na página seguinte)
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Continuação. Figura 4.10. Macrófagos de cultivos infectados com HIV-1 internalizam 
NETs. A.1) ampliação digital da área delimitada pela linha pontilhada mostrando presença de 
DNA citoplasmático apontado pelas setas. E-H) Macrófagos infectados foram incubados com 
NETs durante 1,5 h, lavados, fixados e posteriormente analisados por microscopia confocal. 
Aumento original 1000x. E1-H1) Ampliações digitais da área delimitada pela linha pontilhada 
mostrando a internalização de NETs apontada pela seta. Imagens representativas de 3 
experimentos independentes. 
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Considerando nossos resultados sobre a internalização de NETs e 

tentando compreender os mecanismos envolvidos na inibição viral mediada 

pelas NETs, perguntamo-nos se a fagocitose dessas estruturas seria necessária 

para o efeito antiviral observado. Para responder essa pergunta, macrófagos de 

cultivos infectados foram tratados com citocalasina D durante 30 min, e 

posteriormente expostos às NETs. O bloqueio da fagocitose não reverteu a 

redução da replicação mediada por NETs (Figura 4.11A).  

 

Figura 4.11. A inibição mediada pelas NETs é independente de fagocitose, mas requer 
internalização dependente de dinamina.  
A) Macrófagos de cultivos infectados foram tratados com citocalasina D (5µg/mL) durante 30 

min., e posteriormente foram incubados com NETs (n=3). B) As células foram tratadas com 

Dynasore durante 30 min, e posteriormente expostas às NETs (n=3). Os dados foram analisados 

com o teste de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn. 

 

O processo de internalização de substâncias extracelulares pode 

acontecer por outras vias diferentes da fagocitose, como por exemplo, a 

endocitose mediada por clatrina, sendo a proteína dinamina fundamental em 

este tipo processo (262). Estudos recentes indicam que as NETs podem ser 

internalizadas por vias dependentes de dinamina (263,264). Para analisar a 

contribuição dessa via de endocitose, células infectadas foram tratadas com 

Dynasore, inibidor da atividade da proteína dinamina (265), e posteriormente 

expostas às NETs. O efeito anti-HIV-1 das NETs foi bloqueado na presença de 

Dynasore (Figura 4.11B), sugerindo o envolvimento de dinamina no efeito 

antiviral. 
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4.5 Análise da participação de componentes das NETs na inibição do 

HIV-1. 

Diversos estudos têm demonstrado as propriedades microbicidas dos 

diferentes componentes das NETs (172,188,190,244,250) e, atendendo aos 

nossos resultados que sugerem que NETs mantêm suas características 

morfológicas durante a interação com os macrófagos (Figura 4.8), questionamo-

nos quais seriam os elementos constituintes dessas redes envolvidos na inibição 

do HIV-1. Buscando compreender melhor esse aspecto, examinamos então a 

contribuição de dois componentes majoritários das NETs.  

Primeiramente, tendo em vista que o DNA é um dos constituintes 

essenciais das NETs que interagem diretamente com as células a elas expostas, 

analisamos se a estrutura preservada deste componente é importante no efeito 

anti-HIV-1 das NETs. Assim, as NETs foram tratadas com DNase e, então, 

adicionadas aos macrófagos infectados. Como pode ser apreciado na figura 

4.12A (esquina superior direita) o tratamento das NETs com essa enzima 

degradou o DNA de forma significativa e, a sua posterior adição às células 

infectadas não produziu mudanças no crescimento do HIV-1 em relação ao 

controle, indicando uma supressão do efeito antiviral nessas condições (Figura 

4.12A). Ante esse achado, passamos a avaliar então o efeito do DNA desprovido 

do componente proteico sobre a replicação do HIV-1. Curiosamente, o 

tratamento das células com 40ng/mL de DNA de salmão não modificou a 

produção de vírions nos macrófagos infectados (Figura 4.12B). Esses resultados 

sugerem que o DNA é um componente essencial, porém não suficiente, para 

exercer a inibição viral observada durante nosso estudo. 

Em seguida, fazendo uso de uma abordagem física, fomos inspecionar a 

sensibilidade ao calor do potencial elemento inibitório. Assim, as NETs foram 

submetidas a 95°C durante 5 minutos e, posteriormente, adicionadas aos 

macrófagos infectados. De maneira semelhante com o tratamento enzimático, a 

exposição ao calor (Q) foi capaz de abolir o efeito antiviral das NETs (Figura 

4.12C) 
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Figura 4.12. A integridade da associação do DNA:proteína é essencial para a inibição viral 
mediada pelas NETs.  
A) NETs foram tratadas com DNase (10U/mL) durante 30 minutos e posteriormente incubadas 

com macrófagos infectados (n=4). A digestão enzimática foi quantificada por Picogreen (esquina 

superior direita). B) Macrófagos infectados foram incubados com 40ng/mL de DNA de salmão 

durante 3 horas e a replicação viral foi quantificada 14 dias depois por ELISA (n=4). C) NETs 

foram incubadas a 95°C (Q) durante 5 minutos e adicionadas aos macrófagos infectados (n=4). 

D) NETs foram tratadas com diferentes concentrações de proteinase K e posteriormente 

submetidas a eletroforese em acrilamida e marcação com prata - Imagem representativa de 3 

experimentos independentes. E) Quantificação do DNA de NETs tratadas com proteinase K 

como em D. Os resultados são representativos de 3 experimentos independentes. (Continua na 

página seguinte)
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Continuação. Figura 4.12. A integridade da associação do DNA:proteína é essencial para 
a inibição viral mediada pelas NETs. F) NETs foram tratadas com 2,5 µg/mL de proteinase K 
durante 30 minutos e adicionadas a macrófagos infectados (n=5). Os dados foram analisados 
com o teste de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn (A,C), teste de t-student (B) e One Way 
ANOVA com pós teste de Tukey (F). 
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Os resultados anteriores sugeriram que a inibição viral mediada pelas 

NETs depende tanto do aspecto estrutural fornecido pelo DNA quanto de fatores 

termolábeis associados a ele. Tendo em conta que as proteínas sofrem perda 

de função irreversível quando são expostas a temperaturas elevadas, como 

consequência de um processo de desnaturação (266), consideramos a hipótese 

que essas macromoléculas, em associação ao DNA, poderiam ser responsáveis 

pela queda da replicação viral nos macrófagos infectados. Para avaliar essa 

possibilidade, primeiramente foi padronizada a digestão proteolítica das NETs 

em conjunto com a quantificação do DNA, a fim de garantir a manutenção da 

integridade do ácido nucleico durante o processo de proteólise. Observamos que 

o tratamento durante 30 minutos com 2,5 µg/mL de Proteinase K foi suficiente 

para digerir as proteínas (Figura 4.12D), sem alterar as concentrações de DNA 

(Figura 4.12E). 

Uma vez estabelecidas essas variáveis, as NETs foram tratadas com 

proteinase K nas condições consideradas ótimas e, posteriormente, adicionadas 

aos macrófagos infectados. A digestão enzimática das proteínas associadas às 

NETs eliminou o efeito antiviral dessas estruturas (Figura 4.12F), constatando 

que tanto o suporte estrutural fornecido pelo DNA, quanto as proteínas 

associadas a este são críticos para o observado efeito inibitório das NETs sobre 

o HIV-1.  

 

4.6 NE e MPO presentes nas NETs participam na inibição do HIV-1. 

Depois das histonas, a elastase (NE) constitui a proteína mais abundante 

das NETs (190). Tendo em consideração nossos resultados que indicaram o 

papel fundamental do componente proteico no efeito anti HIV-1 das NETs (Figura 

4.13), e tentando identificar com maior detalhe o elemento responsável pela 

inibição viral, fomos avaliar a participação dessa proteína específica. Para tal, as 

NETs foram tratadas com MeOSuc-AAPA-CMK, um inibidor irreversível da 

atividade   catalítica   da   NE, e   posteriormente adicionadas aos   macrófagos 
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infectados. Como pode ser observado na figura 4.13A, o tratamento com o 

inibidor de NE resultou na perda de efeito antiviral das NETs. A inibição da 

proteína MPO também resultou na perda do efeito inibitório das NETs.  

  

 

Figura 4.13. NE e MPO presentes nas NETs participam na inibição do HIV-1.  
A) NETs foram tratadas com o inibidor da NE MeOSuc-AAPA-CMK (10µg/mL) durante 30 

minutos e posteriormente incubadas com macrófagos infectados (n=3). B) Macrófagos infectados 

foram tratados com diferentes concentrações de NE durante 3 horas (n=3). C) Análise da 

viabilidade celular em macrófagos tratados NE (25nM; n=3). Os dados foram analisados com o 

teste de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn. 

 

Seguidamente, nos também incubamos os macrófagos infectados com 

diferentes concentrações de NE purificada imediatamente após a infecção, 

observando que o tratamento das células com essa molécula inibiu o vírus na 
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concentração de 25 nM (Figura 4.14B), sem alterar a viabilidade das células 

(Figura 4.14C). 

4.7 Análise da participação de MyD88 ou do IFN I na inibição do HIV-1 

induzida pelas NETs. 

Considerando que algumas das moléculas que constituem as NETs são 

capazes de estimular receptores do tipo Toll (TLRs) e que estudos do nosso 

grupo, e de outros autores, demonstraram que a ativação de TLRs resulta em 

queda da replicação do HIV-1 (149–153), analisamos se a inibição da via da 

molécula adaptadora MyD88, comum à sinalização desencadeada após a 

ativação de vários TLRs, reverteria a atividade anti-HIV-1 das NETs. Assim, os 

macrófagos infectados foram previamente tratados com inibidores 

farmacológicos de MyD88 e, em seguida, incubados com NETs, como descrito 

anteriormente. Encontramos que a inibição da molécula MyD88 não conseguiu 

modificar os efeitos das NETs sobre replicação viral (Figura 4.14A), indicando 

que essa via de sinalização não teria participação na queda da replicação viral 

mediada pelas NETs.  

 

Figura 4.14. Análise da participação de MyD88 ou do IFN I na inibição do HIV-1 induzida 
pelas NETs.  
(A) Macrófagos foram tratados com peptídeo inibidor de MyD88 (iMYD) ou o peptídeo controle 

(cMYD) ou anticorpos neutralizantes para os receptores do IFN alfa e beta (B) e posteriormente 

incubados com NETs como estabelecido. A replicação viral foi quantificada 14 dias após a 

infecção. (A, B n=4). Os dados foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis com pós teste de 

Dunn. 

 

Uma outra via envolvida na inibição da replicação do HIV-1 é a sinalização 

por interferon do tipo I (alfa e beta) (267–269), e como foi descrito acima, as 

NETs contem moléculas que podem induzir a produção de IFN nas células 
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atingidas por estas estruturas. Para analisar a contribuição dessas citocinas nos 

efeitos anti-HIV-1 das NETs, nós tratamos os macrófagos infectados com 

anticorpos neutralizantes para os receptores de IFN alfa e beta e posteriormente 

as células foram expostas as NETs como descrito anteriormente. O bloqueio dos 

receptores dessas citocinas não alterou os efeitos anti-HIV-1 das NETs, 

sugerindo que essa via não se encontra envolvida na inibição da replicação viral 

(Figura 4.14B). 

 

4.8 As NETs, assim como com elastase, reduz a transcrição de RNAs 

não processados em macrófagos infectados pelo HIV-1. 

Recentemente foi descrito que defensinas provenientes de neutrófilos são 

capazes de modular processos da síntese proteica em macrófagos humanos 

(235) e também que histonas extracelulares diminuem a transcrição do HIV-1 em 

células infectadas (270). Considerando que essas proteínas se encontram 

associadas com as NETs, perguntamo-nos se a inibição da transcrição de genes 

virais poderia explicar a queda da replicação viral observada no nosso modelo.  

 

Figura 4.15. NETs e elastase regulam os transcritos não processados do HIV-1 em células 
infectadas.  
Macrófagos infectados foram tratados com 40ng/mL de NETs (A) ou com 25 nM de elastase (B) 

durante 3 horas e os níveis de transcrição viral foram avaliados por PCR em tempo real. A, B) 

n= 4. Os dados foram analisados com o teste de Mann-Wihtney. 

 

As células infectadas foram tratadas com NETs e os transcritos virais foram 

analisados 72h após a infecção. Observamos uma diminuição significativa dos 

RNAs virais não processados nos macrófagos tratados com NETs (Figura 

4.15A). Tendo em conta que nossos resultados com elastase mediando a 
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inibição viral (Figura 4.13), fomos avaliar também a transcrição viral em 

macrófagos tratados com essa molécula. Como pode ser observado na Figura 

4.15B, as células infectadas expostas à elastase apresentaram uma redução dos 

transcritos virais não processados de maneira semelhante ao observado no 

tratamento dos macrófagos com NETs. Esses resultados sugerem que a inibição 

da produção viral induzida pelas NETs, e pela elastase presente nelas, poderia 

ser causada pela regulação negativa da transcrição de produtos virais não 

processados.  

.  

4.9 NETs diminuem a infectividade do HIV-1 

Nossos resultados indicam que as NETs diminuem de forma significativa a 

produção de partículas virais em macrófagos infectados (Figura 4.2). Avaliamos 

então, se os vírions residuais liberados por macrófagos expostos às NETs 

conservam inalterada a sua capacidade infectiva. Para responder essa pergunta, 

os sobrenadantes de células tratadas com NETs foram coletados 12 dias após 

a infecção, e os vírions foram concentrados e quantificados por ELISA. 

Posteriormente, quantidades normalizadas de partículas virais foram 

adicionadas a células TZM-bl para avaliação da infectividade viral. Observamos 

que os vírions que emergiram dos macrófagos expostos às NETs apresentaram 

significativa perda da sua capacidade infectiva (Figura 4.16A, B). 

 

Figura 4.16. As NETs diminuem a infectividade de vírions liberados por macrófagos.  
As células TZM-bl foram expostas a concentrações normalizadas de partículas virais obtidas a 

partir de macrófagos infectados por 12 dias tratados com NETs (40ng/mL) como descrito nos 

métodos. Após 48 horas, as células TZM-bl foram lisadas e a atividade da luciferase foi medida. 

(A) Unidades de luminescência relativa, as barras representam a mediana de cada tratamento; 
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(B) Representação dos dados normalizados de (A) (n = 5). Os dados foram analisados com o 

teste t-student. 

 

As causas da alteração da infectividade das partículas virais não estão 

esclarecidas, mas poderiam se dever a mutações no genoma do provírus ou a 

alterações na estrutura dos vírions liberados por macrófagos tratados com NETs. 

Assim, nossos resultados sugerem que o tratamento com NETs, além de diminuir 

a produção viral, poderia também interferir na propagação do HIV-1 em cultura. 

 

4.10 Neutrófilos de pacientes com o HIV-1 liberam NETs, e moléculas 

associadas a redes extracelulares (ETs) são achadas em plasmas 

desses indivíduos. 

Considerando-se que neutrófilos de indivíduos saudáveis liberam NETs, e 

que estas inibem a replicação do HIV-1, consideramos como fundamental 

verificar se neutrófilos de pacientes infectados pelo HIV-1 são também capazes 

de liberar NETs. Assim, neutrófilos destes pacientes foram isolados por 

centrifugação em gradiente de Ficoll-Hypaque e estimulados in vitro com IL-8 

durante 3 horas. Na figura 4.17A, além dos núcleos celulares, podem ser 

observadas fibras de DNA extracelular positivas para DAPI e para NE (Figura 

4.17B). A colocalização desses dois marcadores (Figura 4.17C) indica a 

liberação de NETs por neutrófilos desses pacientes. 

A alteração da permeabilidade do epitélio intestinal em pacientes com HIV-

1, com a consequente translocação para a circulação de produtos bacterianos, 

leva a uma ativação crônica do sistema imunitário (122). Presumindo que a 

presença sistêmica de agentes de origem bacteriana poderia induzir a ativação 

dos neutrófilos desses pacientes, perguntamo-nos se diferentes coortes 

poderiam apresentar marcadores sistêmicos da presença de NETs. Assim, 

avaliamos a presença DNA e da NE, esta última de forma indireta através da 

atividade enzimática dela. Independente da classificação das coortes, seja por 

quantidade de células T CD4+ (Figura 4.19A) ou por carga viral (Figura 4.19B), 

todos os grupos de pacientes avaliados neste trabalho apresentam DNA 

extracelular em níveis semelhantes aos indivíduos do grupo controle. Cabe 

mencionar que aproximadamente 50% dos indivíduos com carga viral elevada 

apresentaram níveis indetectáveis de DNA extracelular nas amostras de plasma 
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avaliadas. Enquanto a NE presente no plasma, todos os grupos avaliados 

apresentaram também essa serino protease em níveis semelhantes aos 

indivíduos do grupo controle (Figura 4.19C, D). 

 

Figura 4.17. Neutrófilos de pacientes com HIV-1 liberam NETs quando estimulados com 
IL-8.  
Neutrófilos de pacientes positivos para HIV-1 foram incubados in vitro com IL-8 (50ng/mL) 

durante 3 horas, fixados e marcados com DAPI e anticorpos anti-NE. As imagens são 

representativas de analises com neutrófilos de quatro pacientes distintos. 

 



Resultados 

105 

 

Figura 4.18. Análise de plasmas de diferentes coortes de pacientes positivos para HIV-1.  
Plasmas de pacientes de diferentes coortes foram analisados para DNA extracelular (A, B), 

atividade de NE (C, D). 
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5 DISCUSSÃO  

No presente trabalho, exploramos os efeitos das NETs sobre a replicação 

viral em macrófagos infectados pelo HIV-1. Tanto as NETs derivadas de 

doadores individuais, quanto um pool dessas mesmas NETs, inibiram o 

crescimento do vírus, efeito que foi reproduzido pela NE, um dos principais 

componentes quantitativos destas estruturas. Tanto a estrutura fornecida pelo 

DNA quanto o componente proteico foram críticos neste fenômeno. Os 

mecanismos que explicam os nossos achados são a inibição da transcrição do 

provírus (efeito também induzido pela NE), a síntese de β-quimiocinas e a perda 

da infectividade viral.  

Saitoh e colaboradores (2012) descreveram que o HIV-1 induz a liberação 

de NETs por neutrófilos de indivíduos saudáveis, e que estas estruturas 

inviabilizam o vírion, tornando-o não infectivo (172). Tendo em vista as diferentes 

abordagens entre os estudos de Saitoh e o nosso trabalho, consideramos então, 

que este estudo é o primeiro a descrever os efeitos das NETs sobre a infecção 

pelo HIV-1 em uma das suas células-alvo, o macrófago. 

Os neutrófilos participam da imunidade inata basicamente através de três 

estratégias microbicidas: fagocitose, degranulação e, mais recentemente 

descrita, a liberação de NETs [revisado em (180)]. Com relação às NETs, uma 

vez no espaço extracelular, estas estruturas atuam como uma barreira física que 

evita a disseminação de microrganismos, aumentam a concentração de produtos 

microbicidas nos sítios da infecção, desta forma contribuindo para a eliminação 

de diversos microrganismos [revisado em (184)]. 

Tanto os macrófagos como os neutrófilos apresentam receptores comuns 

para várias quimiocinas como CXCR1, CXCR2, CCR2, entre outros, resultando 

no recrutamento concomitante dessas duas células no local tecidual [revisado 

em (234)]. Ao mesmo tempo, diversos trabalhos têm sugerido que os macrófagos 

adquirem atividade microbicida contra patógenos intracelulares através da 

captação de grânulos (249,271) ou de moléculas presentes nestes 

compartimentos (256–259). De forma importante, Farrera e colaboradores 

mostraram a internalização das NETs por macrófagos humanos. Ainda são 

relativamente escassos os trabalhos explorando o papel das NETs sobre 
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patógenos intracelulares. Recentemente, Stephan e colaboradores (2016) 

reportaram a participação de complexos de DNA associado à proteína LL37 na 

eliminação de bactérias intracelulares em macrófagos humanos infectados com 

Mycobacterium bovis (250). Anteriormente, outros autores descreveram a 

participação de grânulos, ou de produtos derivados da degranulação de 

neutrófilos, na inibição do crescimento bacteriano em macrófagos infectados 

com diferentes cepas de Mycobacterium (249,271). Assim, uma das nossas 

interrogações iniciais se referia à possibilidade de que produtos liberados pelos 

neutrófilos, presentes nos sobrenadantes ricos em NETs, porém não associadas 

à estas estruturas, contribuiriam para o efeito anti-HIV-1 observado. Para 

responder a esta questão, macrófagos infectados foram expostos a NETs 

previamente purificadas em filtros de 100 KDa, e verificamos que a capacidade 

de inibir a replicação viral estava preservada nas NETs livres de outros produtos 

liberados pelos neutrófilos no sobrenadante durante o processo da netose 

(Figura 4.4D). Entendemos, assim, que o efeito modulador da infecção viral 

resulta apenas da interação das NETs com os macrófagos infectados. 

De acordo com Saitoh e colaboradores (2012), as NETs podem reter as 

partículas virais do HIV-1 e inativá-las através de defensinas e mieloperoxidase 

presentes nessas redes (172). Para evitar uma potencial interferência dessa 

natureza em nosso processo de quantificação dos vírions liberados nos 

sobrenadantes das culturas de macrófagos infectados, durante os nossos 

ensaios as células foram lavadas com PBS após 3 horas de incubação com 

NETs. As análises de fluorescência indicaram que essas estruturas foram 

retiradas dos cultivos seguindo esse procedimento (Figura 4.9), permitindo-nos 

sugerir que o efeito inibitório das NETs não é devido a uma possível inativação 

dos vírions liberados nos sobrenadantes por resíduos remanescentes de NETs.  

Indiretamente, o cuidado de remoção da NETs após não mais que três horas de 

incubação com os macrófagos nos permitiu também concluir que os mecanismos 

que levam à queda da replicação viral são desencadeados após este curto 

período de exposição das células infectadas a estas estruturas.  As NETs são 

descritas como estruturas delicadas e frágeis, demandando manipulação 

cuidadosa durante os procedimentos de isolamento, visualização e ensaios 

funcionais (272,273). Levando em consideração essas características, 
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avaliamos a interação de NETs com macrófagos de cultivos infectados. Com 

base em dois marcadores (NE e DNA), nossas análises de microscopia de 

fluorescência indicaram que as NETs mantêm preservada a sua estrutura 

reticular e composição durante a interação com os macrófagos (Figura 4.8).  

Em 2013, Farrera e colaboradores descreveram que as NETs são 

resistentes à digestão enzimática por DNase I em concentrações fisiológicas 

além de serem degradadas apenas parcialmente quando incubadas com soro 

humano. Ainda no mesmo estudo, eles reportaram que os macrófagos 

internalizam as NETs e sugeriram um processo de remoção destas estruturas 

por essas células (238). A resistência das NETs à digestão enzimática por 

DNases foi atribuída a modificações oxidativas na molécula de DNA durante a 

explosão respiratória (274) ou à associação do DNA com proteínas como LL37 

(275). Durante as nossas incubações de NETs com macrófagos, observamos a 

internalização dessas estruturas em culturas infectadas pelo HIV-1 (Figura 4.10), 

sugerindo que em presença da infecção pelo HIV-1 in vitro os macrófagos 

internalizam NETs. Em nossas imagens de microscopia de confocal, os 

macrófagos apresentam no citoplasma marcação positiva para NETs em forma 

isolada e escassa (Figuras 4.10 A e H). Farrera e colaboradores, sugerindo que 

essas estruturas podem ser degradadas no interior dos lisossomos, utilizaram 

inibidores da acidificação desses compartimentos intracelulares, resultando na 

detecção de um maior número de estruturas positivas para marcadores de NETs 

no citosol do macrófago (238). O mesmo autor sugere que a remoção das NETs 

por macrófagos é um processo “silencioso”, no qual não é observada a 

modulação de agentes pró ou anti-inflamatórios nessas células. No entanto, 

outros estudos em macrófagos contradizem essa observação, pois viram que 

macrófagos expostos a NETs produzem inúmeros fatores inflamatórios 

(240,264,274,276). Farrera acredita que os macrófagos permanecem 

“silenciosos” devido à ausência da proteína HGMB1 nas NETs obtidas após a 

ativação dos neutrófilos por PMA em seus ensaios (238).  Em nossos estudos, 

vimos que os macrófagos são estimulados a produzir β-quimiocinas (Figura 4.7) 

quando expostos às NETs, achado que está de acordo com os dos autores que 

observaram que os macrófagos ficam ativados quando interagem com estas 

estruturas.   



Discussão 

109 

Nossos resultados sugerirem que o efeito anti-HIV-1 mediado pelas NETs 

é depende de endocitose mediada por clatrina. Outros autores descreveram 

resultados semelhantes em macrófagos humanos, indicando que a 

internalização das NETs seria através da via endocitica mediada por clatrina e 

independente de filamentos de actina (250,264,277). Por sua parte, Chamilos e 

colaboradores descreveram que complexos de DNA associado com LL37 são 

mais eficientemente internalizados por monócitos quando comparados com DNA 

puro, sugerindo a importância da associação das proteínas ao DNA durante o 

processo de internalização (278). Estudos conduzidos em células fagocíticas de 

aves também mostram a importância da LL37 durante a internalização de DNA 

extracelular (279). 

Os nossos resultados de inibição viral mediada por NETs também foram 

reproduzidos em macrófagos derivados da linhagem celular monocitica THP-1 

(Figura 4.5A). Este achado se reveste de uma importância peculiar, pois nos 

permitirá utilizar estas células em futuros ensaios mecanísticos que requeiram 

modificações genéticas, que são costumeiramente de mais simples realização 

em linhagens celulares do que em células primárias. Por outro lado, em 

resultados preliminares, não observamos inibição viral em PBMCs infectados e 

tratados com NETs (Figura 4.5B). A interação dessas células com NETs foi 

descrita por Tillack e colaboradores (2012), indicando que as NETs, além de 

induzir proliferação nesse tipo celular, levam a produção de IFN-γ sem níveis 

detectáveis de IL-10 ou IL-4 (237). A falta de efeitos antivirais mediada pelas 

NETs nestas células não foi esclarecida no nosso estudo. 

Observamos que o tratamento dos macrófagos com NETs 24 h antes da 

infecção pelo HIV-1 induz uma inibição do crescimento viral superior a 95%, 

sugerindo que essas estruturas poderiam estabelecer um fenótipo de proteção, 

ou resistência, na célula-alvo frente ao vírus (Figura 4.4G). De crítica importância 

para a nossa investigação, observamos também que macrófagos (não 

infectados) tratados com NETs produzem as β-quimiocinas RANTES e MIP-1β 

em 12 e 96 h respectivamente. Este achado não só mostra que as NETs (em 

nosso caso, induzidas por IL-8) ativam os macrófagos, como também revela um 

dos mecanismos que provavelmente contribuem para a queda da produção de 

HIV-1 nos macrófagos expostos à estas estruturas.  De acordo com os nossos 
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resultados, outros autores descreveram que macrófagos derivados a linhagem 

THP-1 tratados com NETs produzem as quimiocinas MIP-1α/β, RANTES e IL-8 

(240). Enquanto que Guo e colaboradores viram que α-defensinas (moléculas 

também presentes nas NETs) inibem a infeção pelo HIV-1 em macrófagos 

através da indução de β-quimiocinas nestas células (171) ao mesmo tempo em 

que essas moléculas induzem quimiotaxia e degranulação de neutrófilos (280). 

Considerando esses achados, poderíamos hipotetizar que um dos mecanismos 

possíveis da inibição viral mediada pelas NETs no nosso modelo poderia ser a 

indução de β-quimiocinas por moléculas presentes nesta estrutura, as quais 

impediriam a infecção das células previamente tratadas com NETs, ou novos 

rounds de infecção em cultivos infectados e tratados com NETs. Por outro lado, 

tem sido sugerido também que as NETs podem degradar quimiocinas através 

das serino-proteases presentes nelas (281) e que neutrófilos de pacientes com 

HIV-1 apresentam defeitos na quimiotaxia induzida por IL-8 e fMLP, defeito este 

corrigido pelo tratamento com GM-CSF (282). Assim, a liberação de quimiocinas 

poderia então induzir a chegada de neutrófilos por quimiotaxia e posterior 

liberação de grânulos com efeitos sobre os macrófagos, processo que, no 

entanto, poderia se ver dificultado em pacientes com HIV-1. 

No presente estudo, os nossos resultados de co-incubação de 

macrófagos com NETs previamente tratadas com DNase sugerem que o DNA 

presente nas NETs é uma molécula necessária para exercer os efeitos antivirais 

observados no nosso modelo (Figura 4.12A). No entanto, essa molécula seria 

importante, mas não suficiente para induzir o efeito inibitório da replicação do 

HIV-1. Assim, a incubação dos macrófagos infectados com apenas DNA de 

salmão, ou com NETs tratadas com proteases, não foi capaz de desencadear 

respostas contra o HIV-1 nos macrófagos infectados (Figuras 4.12B e F, 

respectivamente). Esses achados sugerem, a princípio, que tanto o suporte 

estrutural fornecido pelo DNA, quanto as proteínas associadas a este são 

fundamentais no efeito anti-HIV-1 das NETs. Essas observações coincidem com 

os achados de Stephan e colaboradores, que indicam que o DNA exerce efeitos 

antimicrobianos apenas quando complexado com LL37 (250). Deve-se ressaltar, 

como já mencionado, que Chamilos e colaboradores descreveram que o DNA 

associado com LL37 é internalizado de forma mais eficiente em monócitos 



Discussão 

111 

humanos (278). Observou-se, ainda, em estudos usando macrófagos de galinha, 

que estas células internalizam o DNA extracelular de forma mais eficiente 

quando ele está associado com LL37 (279). De forma importante, o mesmo 

estudo indicou a importância da presença desta proteína para o ingresso do DNA 

na célula, porém a ativação posterior da célula pela molécula de DNA acontece 

apenas se a LL37 é degradada no interior celular, permitindo assim a interação 

do DNA com TLR21 [homólogo ao TLR9 de mamíferos (283)], levando à 

produção de IFN-ϒ e citocinas pro/anti-inflamatorias e oxido nítrico (279). 

Baseados nessas observações, podemos ponderar que o DNA, ou as NETs, 

desprovidos de proteínas poderiam não ter acesso ao interior dos macrófagos, 

o qual se traduziria em uma ausência de efeitos antivirais nos macrófagos 

infectados pelo HIV-1. Assim, em nosso modelo, não podem ser descartadas 

possíveis respostas microbicidas induzidas pela molécula de DNA. Por último, 

fazendo menção aos TLRs, nossos resultados usando o inibidor farmacológico 

de MYD88 sugerem que essa via de sinalização não estaria envolvida na inibição 

viral observada (Figura 4.14A). No entanto, não podem ser descartadas outras 

vias de sinalização ativadas por sensores citoplasmáticos de DNA. 

 Depois das histonas, a NE constitui a proteína mais abundante presente 

nas NETs (190), cuja atividade proteolítica deve-se majoritariamente (70%) à 

presença da elastase em sua estrutura. Outras enzimas como catepsina G e 

Proteinase 3 contribuem de forma menos acentuada nessa atividade (25 e 5%, 

respectivamente). Considerando essas observações, junto com os nossos 

resultados de inibição do HIV-1 que sugerem o envolvimento de fatores proteicos 

presentes nas NETs, avaliamos o papel da NE no nosso modelo. Observamos 

que a inibição da atividade catalítica dessa enzima nas próprias NETs eliminou 

o efeito antiviral dessas estruturas (Figura 4.13A), ao mesmo tempo em que o 

tratamento das células infectadas com esta proteína purificada resultou na 

inibição da replicação do HIV-1, reproduzindo, portanto, o efeito anti-HIV-1 das 

NETs. As serino-proteases, característica química da NE, são importantes 

efetores da imunidade mediada por neutrófilos, e essas proteínas podem atuar 

através da degradação de fatores de virulência de patógenos ou via ativação 

proteolítica ou desativação de citocinas, quimiocinas e receptores [revisado em 

(181)]. Assim, viu-se em pacientes com fibrose cística que a NE cliva a molécula 
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CD4 de linfócitos  (227). Ribeiro-Gomes e colaboradores descreveram que a NE, 

através de sinalização via TLR4, participa na eliminação do patógeno intracelular 

Leishmania major em macrófagos murinos (225). No entanto, se a NE sinaliza 

diretamente através de TLR4 ou cliva um receptor ainda não identificado que, 

por sua vez, ativa o TLR4 permanece por esclarecer (226,284,285). 

Observamos também que tanto as NETs como a NE diminuíram 

significativamente os níveis de transcritos unspliced do HIV-1 (Figura 4.15), o 

que certamente contribui de forma decisiva para a acentuada queda da produção 

de vírions pelos macrófagos infectados expostos àquelas estruturas. 

Curiosamente, outros autores descreveram um papel favorecedor da elastase 

neutrofílica durante a infecção pelo HIV-1 (286). As serino-proteases, 

apresentam baixa especificidade, podendo causar danos aos tecidos 

circundantes. Nossas avaliações indicam que a concentração de NE capaz de 

exercer efeitos anti-HIV-1 não induziu alterações na viabilidade celular (Figura 

4.13C). Para regular a atividade das serino-proteases, o hospedeiro utiliza as 

proteínas, como antitripsina α-1 e o inibidor de protease leucocitária secretada 

(SLPI), que inibem diretamente a atividade da NE [revisado em (226)]. É 

importante mencionar que as serpinas possuem efeitos anti-HIV-1, via a inibição 

da transcrição do LTR do provírus (287) e que macrófagos são capazes de 

produzir essas proteínas reguladoras da NE. Podemos conjeturar, então, que 

possivelmente o efeito inibitório da elastase seja de tipo indireto, ou seja, na 

presença de elastase extracelular o macrófago poderia responder produzindo 

serpinas, que seriam responsáveis pela queda da replicação observada. Esta é 

uma hipótese que não foi avaliada no presente trabalho, mas certamente 

pretendemos explorá-la como uma perspectiva interessante na continuação 

deste estudo. Outras moléculas também presentes nas NETs foram descritas 

como inibitórias da transcrição do HIV-1. Assim, histonas extracelulares 

presentes no sangue de crocodilos da espécie Crocodylus porosus, assim como 

histonas recombinantes humanas, são também capazes de inibir a transcrição 

do LTR em células infectadas pelo HIV-1 (270).  

A diminuição de transcritos unspliced poderia explicar não só a redução 

da produção total de partículas virais, como também a queda da infectividade 

dos vírions oriundos de macrófagos tratados com NETs, como detectamos 
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(Figura 4.16). Os produtos dos transcritos virais unspliced geram o genoma viral 

que será empacotado no vírion em brotamento, além de participarem no 

processo de maturação do mesmo, pela atividade da protease viral. Uma 

diminuição deste tipo de transcritos virais poderia, portanto, gerar vírions 

imaturos e/ou sem genoma viral, com a consequente diminuição da infectividade 

das partículas virais liberadas pela célula. 

O nosso protocolo de obtenção de neutrófilos indicou uma pureza superior 

a 95%, como avaliado por coloração com Giemsa e citometría de fluxo com 

marcação para CD16 (Figura 4.1). O padrão ouro na identificação de neutrófilos 

é a microscopia ótica, podendo ser usados também marcadores como CD15 e 

CD16. A molécula CD15 não é suficiente para discriminar neutrófilos, dado que 

ela é expressa em níveis semelhantes também em eosinófilos. Por outro lado, a 

molécula CD16 encontra-se presente em células NK, monócitos e neutrófilos, e 

ausente em eosinófilos, tornando esse marcador mais confiável na identificação 

de neutrófilos após o gradiente de Ficoll-Hypaque [revisado em (288)]. No que 

se refere à liberação de NETs por neutrófilos de indivíduos saudáveis, a 

coexistência de marcadores de NETs considerados clássicos indica a presença 

dessas estruturas em nossas avaliações por imunofluorescência de neutrófilos 

incubados com IL-8 (Figura 4.2). As variações quantitativas individuais (Figura 

4.3) concordam com os achados de outros autores. Especificamente, Barrientos 

e colaboradores concluíram que o parâmetro com menor variação nas NETs é a 

dupla fita de DNA, sendo esse marcador o mais estável como indicador de 

quantificação (221).  

Durante o curso da infecção pelo HIV-1, virtualmente todos os tipos 

celulares do sistema imune sofrem alterações diversas. De forma semelhante, 

os neutrófilos também podem apresentar alterações funcionais, como a 

diminuição da quimiotaxia, fagocitose e capacidade oxidativa, além de regulação 

negativa de receptores de IL-8 na membrana plasmática (282). Consideramos, 

então, de fundamental importância explorar a liberação de NETs por pacientes 

infectados com o HIV-1. As nossas análises de microscopia de 

imunofluorescência indicam que também os neutrófilos destes indivíduos liberam 

NETs quando são estimulados com IL-8 (Figura 4.17), o que nos faz presumir 

que NETs liberadas em pacientes infectados podem realmente contribuir para 
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reduzir a produção de HIV-1 por macrófagos. Para confirmar esta hipótese, nós 

iniciamos há poucas semanas estudos da capacidade de neutrófilos de 

pacientes, apresentado distintos níveis de carga viral, de liberar NETs, assim 

como se estas NETs são dotadas de atividade anti-HIV-1 (dissertação de 

Mestrado de Barbara Simonson, do nosso grupo).    

Observamos também que indivíduos infectados pelo HIV-1 apresentam 

DNA extracelular no plasma, em níveis semelhantes aos dos indivíduos 

saudáveis (Figura 4.18). No entanto, aproximadamente 50% dos plasmas dos 

indivíduos com carga viral acima de 100000 copias/mL continham níveis 

indetectáveis desse marcador. As origens do DNA extracelular nos plasmas que 

nós analisamos devem ser definidas com cautela. As fontes e causas de ácidos 

nucleicos em circulação são extremamente variadas, incluindo diferentes tipos 

de morte celular (necrose, apoptose, piroptose, entre outros), falhas na divisão 

mitótica, envelhecimento, presença de patógenos diversos e, inclusive, DNA de 

origem mitocondrial, entre outros [revisado em (289)]. Recentemente, Arshad e 

colaboradores (2018) descreveram aumentos nos níveis de DNA mitocondrial e 

nuclear em plasma de pacientes com HIV-1 (290). A quantificação do DNA livre 

no plasma, isto é, não complexados com outros marcadores de NETs constitui 

uma limitação no nosso estudo, que poderá ser eliminada durante o projeto de 

mestrado da aluna Barbara Simonson - mencionado anteriormente – através da 

detecção de complexos de DNA:elastase com o uso de ELISA.  A causa da 

presença simultânea de elevada carga viral e níveis indetectáveis de DNA no 

plasma de um grupo de pacientes não está clara. Podemos hipotetizar várias 

possíveis situações para tentar explicar esse achado, como, por exemplo, um 

aumento de DNases no plasma, como descrito em pacientes com leishmaniose 

visceral (291), uma maior susceptibilidade do DNA extracelular à degradação  

nesses pacientes, ou, considerando a netose como fonte dessa molécula,  

alterações funcionais (diminuição de produção de ROS) ou fenotípicas (déficit de 

expressão de receptores de IL-8) dos neutrófilos que podem levar à sua 

incapacidade de liberar NETs  (282).  

Em resumo, nós descrevemos neste estudo que as NETs apresentam 

potente atividade anti-HIV-1 em macrófagos primários humanos. Este efeito 

pode ser explicado pela capacidade das NETs de induzir a produção de β-
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quimiocinas e de diminuir a geração mRNAs virais unspliced em estas células, e 

de reduzir a infectividade da progênie viral. O efeito anti-HIV-1 das NETs é 

reproduzido pela NE, um dos principais componentes proteicos destas 

estruturas. Nossos achados sobre a liberação de NETs por neutrófilos de 

pacientes infectados pelo HIV-1, ao lado dos marcadores de NETs presentes 

nos plasmas desses mesmos pacientes, sugerem que a atividade inibidora das 

NETs sobre a replicação do HIV-1 possa ocorrer in vivo. 
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6 CONCLUSÃO  

 Observamos em nosso trabalho que as NETs são potentes agentes 

inibidores da infecção pelo HIV-1 em macrófagos primários humanos. Esta 

conclusão se fundamenta nos resultados sumarizados abaixo: 

 

• As NETs inibem a replicação do HIV-1; 

 

• As NETs induzem a liberação de β-quimiocinas; 

 

• mRNAs virais unspliced são reduzidos por NETs 

 

• A NE reproduz os efeitos anti-HIV-1 das NETs 

 

• O tratamento com NETs diminui a infectividade das partículas virais; 

 

• Além disso, neutrófilos de pacientes infectados pelo HIV-1 liberam NETs. 

Enquanto que marcadores associados às NETs são encontrados em 

plasma de pacientes infectados com HIV-1 
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7 PERSPECTIVAS 

 Diante dos resultados obtidos neste trabalho consideramos dar 

continuação ao estudo através das seguintes abordagens: 

• Avaliar participação de sensores de DNA citosólicos na inibição do HIV-1 

mediada pelas NETs, 

• Estudar o envolvimento das serpinas no efeito anti-HIV-1 das NETs, 

• Investigar a modulação de fatores de restrição em macrófagos expostos 

às NETs, 

• Explorar a liberação e a capacidade microbicida de NETs derivadas de 

diferentes coortes de pacientes*, 

• Avaliar a presença de complexos DNA:elastase como marcadores de 

NETs em plasmas de diferentes coortes de pacientes*. 

 

 

 

 

 

 

*(Projeto de Mestrado de Barbara Simonson, também do nosso grupo) 
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9 APÊNDICES E/OU ANEXOS 

Tabela 9.1. Dados clínicos dos pacientes infectados pelo HIV-1 que forneceram plasma 
para este estudo, e quantificação de DNA e elastase plasmáticos. 

Pacientes Sexo* Carga viral (cópias/mL) Células T CD4+/µl DNA (ng/mL) Elastase (nM) 

D2 M 423810 22 < limite de detecção  3,11 

D3 F 42 326 502,7 1,89 

D4 M < limite de detecção  728 < limite de detecção  3,05 

D5 M < limite de detecção  696 203,1 3,38 

D6 M < limite de detecção  875 650,7 1,92 

D8 F < limite de detecção  640 325,0 3,64 

D9 F < limite de detecção  359 226,2 3,54 

D10 F < limite de detecção  486 299,2 2,59 

D12 F 189 935 15,2 2,97 

D13 M < limite de detecção  158 384,2 2,9 

D16 F 23434 10 162,6 2,92 

D19 F 234 1308 99,0 2,68 

D21 F < limite de detecção  243 130,7 2,33 

D24 M < limite de detecção  819 4,9 2,43 

D27 M < limite de detecção  616 356,5 2,52 

D28 F < limite de detecção  795 329,9 3,75 

D29 M 46 621 163,0 3,24 

D30 F < limite de detecção  818 181,5 2,34 

D31 F < limite de detecção  428 525,4 3,88 

D32 F < limite de detecção  503 73,5 2,98 

D33 F < limite de detecção  628 292,2 2,64 
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Tabela 9.1. Continuação 

Pacientes Sexo* Carga viral (cópias/mL) Células T CD4+/µl DNA (ng/mL) Elastase (nM) 

D34 F < limite de detecção  432 93,1 3,04 

D35 M < limite de detecção  825 552,6 5,53 

D38 M < limite de detecção  355 330,3 6,21 

D39 F < limite de detecção  685 101,3 3,66 

D43 M 898 678 100,6 3,85 

D49 M 10714 289 340,6 4,52 

D50 M 1097 512 126,8 3,57 

D51 F 372 248 194,8 3,68 

D52 M 3393 348 304,6 3,57 

D56 M 1370 419 61,4 3,67 

D57 M 216470 7 740,3 4,1 

D58 M 190 771 321,7 3,83 

D59 F 145 752 191,1 4,07 

D60 F 4313608 116 < limite de detecção  2,83 

D61 F 33827 3 76,1 2,69 

D62 M 42220 213 121,6 4,03 

D63 M 91709 67 61,3 3,51 

D68 M 106804 131 192,1 3,08 

D69 F 159605 102 432,6 3,38 

D71 F 68561 189 462,4 4,43 

D72 M 173 477 11,4 3,25 
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Tabela 9.1. Continuação 

Pacientes Sexo* Carga viral (cópias/mL) Células T CD4+/µl DNA (ng/mL) Elastase (nM) 

D73 M 760 306 105,1 2,82 

D76 F 35601 125 137,3 4,21 

D80 M 39669 304 221,1 3,03 

D81 F 28920 354 129,6 2,69 

D82 M 37560 306 220,8 3,06 

D83 F 100612 16 < limite de detecção  6,72 

D84 M 904 188 51,4 3,68 

D85 F 79573 119 99,2 5,92 

D87 M 51125 145 < limite de detecção  4,08 

D88 M 187658 35 395,1 2,52 

D89 M 311538 64 265,1 5,21 

D90 M 182375 28 < limite de detecção  2,34 

D91 F 197275 136 118,8 3,94 

D92 M 117985 159 229,5 3,2 

D93 M 106763 8 6,1 3,73 

D94 F 488484 72 400,2 5,21 

D95 M 104210 68 < limite de detecção  3,76 

D96 M 234777 205 < limite de detecção  2,94 

D97 M 1867 71 < limite de detecção  3,73 

D98 ? 23011 602 388  

D100 ? 35281 139 386  

D101 F 42465 322 358  
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Tabela 9.1. Continuação 

Pacientes Sexo* Carga viral (cópias/mL) Células T CD4+/µl DNA (ng/mL) Elastase (nM) 

D102 F 32393 185 300  

D103 F 17304 508 117,7  

D104 M 641131 47 283,5  

D105 F 17428 183 14,2  

D106 F 124528 26 309,2  

D108 F 144626 156 219  

D109 F 22524 205 234,4  
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