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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Análise da liberação de NETs por neutrófilos de pessoas vivendo com HIV, e seu 

efeito sobre a replicação do HIV-1 em macrófagos 

 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

Barbara Simonson Gonçalves 

A liberação das redes extracelulares é um mecanismo da resposta imune inata 

mediada por neutrófilos, que se caracteriza pela exteriorização de cromatina associada a 

proteínas de grânulos e citoplasmáticas sob a forma de uma rede/armadilha (Neutrophil 

Extracellular Traps – NETs). Neutrófilos liberam NETs após sua ativação por inúmeros 

agentes, inclusive o HIV-1, o qual é retido e inativado por essas redes. Estudo prévio de 

nosso grupo demonstrou que NETs liberadas por neutrófilos de indivíduos saudáveis 

inibem fortemente a replicação do HIV-1 em macrófagos infectados in vitro.  Embora o 

cenário da infecção pelo HIV-1 favoreça o recrutamento e ativação de neutrófilos, e a 

indução de NETs, não está claro se neutrófilos de pessoas vivendo com HIV (PVH) 

liberam NETs in vitro e se essas estruturas estão presentes no plasma. O presente 

trabalho teve por objetivo verificar essa liberação in vitro, e se as NETs são capazes de 

modificar a replicação viral em macrófagos. Observou-se níveis elevados de complexos 

DNA-elastase no plasma, que se correlacionam positivamente com a concentração de 

LPS circulante, e que os neutrófilos desses indivíduos são capazes de liberar NETs in 

vitro mediante ativação com IL-8 e TNF-α. Isto sugere que a infecção pelo HIV-1 

amplia a formação e a circulação de NETs e que a translocação microbiana pode 

contribuir para esse fenômeno. Observou-se também que as NETs reduzem a replicação 

viral em macrófagos infectados in vitro pelo HIV-1 e que a mieloperoxidase 

recombinante é capaz de reproduzir essa inibição. Além disso, foi verificada uma 

redução na integração do cDNA viral ao genoma da célula hospedeira, o que explica, 

pelo menos em parte, a inibição da replicação pelas NETs. Estes resultados indicam, 

portanto, a participação das NETs na fisiopatogenia da infecção pelo HIV-1. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Analysis of NETs release by neutrophils from people living with HIV, and their 

effect on HIV-1 replication in macrophages 

 

ABSTRACT 

MASTER’S THESIS IN CELL AND MOLECULAR BIOLOGY  

Barbara Simonson Gonçalves 

NETs (Neutrophil Extracellular Traps) release is an innate immune mechanism 

mediated by neutrophils, characterized by chromatin exteriorization associated with 

granule and cytoplasmic proteins. Neutrophils release NETs upon their activation by a 

number of agents, including HIV-1, which is entrapped and inactivated by these traps. 

We recently observed that NETs released by neutrophils from healthy individuals 

inhibit HIV-1 replication in in vitro infected macrophages. Although the clinical 

conditions of HIV-1 infection favor the recruitment and activation of neutrophils, and 

NETs release, it is not clear if the neutrophils from people living with HIV are able to 

release NETs in vitro, and if these structures are present in the plasma. Thus, the present 

study armed to investigate the release of NETs in vitro, by neutrophils from HIV-

patients, and their potential to interfere with HIV-1 replication in macrophages. We 

report that people living with HIV have high levels of DNA-elastase complexes in the 

plasma, which positively correlate with the concentration of circulating LPS, and that 

neutrophils from these individuals are able to release NETs in vitro upon activation with 

IL-8 and TNF-α. These findings suggest that HIV-1 infection increases the formation 

and circulation of NETs and that microbial translocation possibly contributes to this 

phenomenon. We also observed that NETs reduce viral replication in in vitro HIV-1-

infected-macrophages, and that recombinant myeloperoxidase is able to reproduce this 

inhibition. In addition, we investigated NETs’ effect on HIV-1 replicative cycle, and 

found a reduced integration of the viral cDNA into the host cell genome, which 

explains, at least in part, the inhibition of viral replication. Therefore, these results 

indicate the participation of NETs in the pathophysiology of HIV-1 infection. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O Vírus da Imunodeficiência Humana 

1.1.1. Histórico e dados epidemiológicos 

O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV, Human Immunodeficiency Virus) é 

o agente etiológico da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (Aids, Acquired 

Immunodeficiency Syndrome). Esse vírus foi isolado pela primeira vez em 1983 por 

pesquisadores do Instituto Pasteur na França, a partir de biópsia de linfonodo de um 

paciente com linfadenopatia hiperplásica generalizada (Figura 1.1) (1,2). A Aids foi 

reconhecida como uma nova doença em 1981, associada a indivíduos homossexuais do 

gênero masculino e usuários de drogas injetáveis que apresentavam um quadro de 

linfadenopatia generalizada e infecções oportunistas, como pneumonia por 

Pneumocystis carinii e candidíase (3,4). A imunossupressão observada nessa doença 

estava associada também ao surgimento de neoplasias, como sarcoma de Kaposi e 

linfoma de células B, que contribuíam para o elevado número de óbitos (1,2,4–6). 

 

Figura 1.1. Microscopia eletrônica de linfócitos infectados pelo HIV-1. 

A imagem demonstra um linfócito infectado e diferentes momentos da liberação das 

partículas virais por brotamento. Retirado de (1). 

 

Ainda na década de 1980, foi descrito que os linfócitos T eram o principal alvo 

da infecção pelo HIV, e que a perda dessas células era responsável pela grave 
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imunossupressão observada nos pacientes, sendo um importante parâmetro de 

monitoramento de evolução clínica da doença (1,3,5). Devido a sua semelhança com 

outro retrovírus, o vírus linfotrópico de células T humanas (HTLV, Human T-cell 

Leukemia Virus) e ao quadro clínico característico da infecção, o vírus recebeu 

diferentes nomenclaturas, como vírus associado à linfadenopatia, vírus linfotrópico de 

células T humanas tipo III e retrovírus associado à Aids (1,3,5). 

A origem do HIV foi investigada por análises epidemiológicas e filogenéticas 

que demonstram que a introdução desse vírus na espécie humana ocorreu a partir de 

uma transmissão zoonótica do vírus da imunodeficiência símia (SIV, Simiam 

Immunodeficiency Virus) de primatas. Entre as evidências que explicam essa origem 

destacam-se a semelhança na organização do genoma, a proximidade filogenética, a 

prevalência no hospedeiro natural, a coincidência geográfica e as vias de transmissão 

desses vírus. A transmissão do HIV para os humanos teria ocorrido na África Central e 

Ocidental, entre as décadas de 1920 e 1940, a partir do contato direto com o sangue de 

animais infectados durante a caça e o consumo da carne desses primatas (7,8). 

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

diferenciados por características genéticas, patogenicidade e origem. O HIV-1 foi o 

primeiro a ser isolado, em 1983, é mais patogênico, apresenta alta taxa de mutação na 

enzima transcriptase reversa e é responsável por 95% das infecções (9,10). O HIV-2, 

por sua vez, isolado em 1986 por Clavel e colaboradores, é menos virulento e está 

associado a uma doença mais branda, com progressão lenta e baixo grau de mortalidade 

relacionada à Aids (9,11–15). Embora os dois tipos de HIV sejam morfologicamente 

semelhantes, há uma variação genética de 55% entre eles que pode ser compreendida 

por suas origens. O HIV-1 evoluiu na espécie humana a partir de mutações do vírus SIV 

de chimpanzés Pan troglodytes troglodytes (SIVcpz), e o HIV-2 a partir do SIVsm de 

mangabeis da espécie Cercobeus atys (1,8,9,11,15). 

O HIV-1 tem uma ampla distribuição global e, baseado em análises 

filogenéticas, pode ser subdivido em quatro grupos chamados de M (major), N (não M, 

não O), O (outlier) e P (9,13). Essas variantes são resultado de diferentes eventos de 

transmissão interespecífica do SIV. As cepas virais pertencentes ao grupo M foram as 

primeiras a serem descobertas e são responsáveis por 95% dos casos mundiais. Os 

grupos O e N, identificados em 1990 e 1998, respectivamente, são pouco prevalentes 
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(1% das infecções) e, geralmente, estão restritos aos países do oeste da África e da 

região central do continente. O grupo P, por sua vez, foi descrito em 2009 na República 

dos Camarões e é o menos prevalente entre os quatro (9,13,16–18). 

Devido a sua distribuição global, as cepas virais pertencentes ao grupo M do 

HIV-1 sofreram pressões seletivas variadas que favoreceram o surgimento de diferentes 

subtipos por áreas geográficas (9,13,19). Atualmente, são reconhecidos dez subtipos, 

nomeados de A a D, F a H, J a L, além de sub-subtipos decorrentes da evolução de 

formas recombinantes (20,21). O subtipo B é o mais prevalente nas Américas e na 

Europa ocidental e, desta forma, apesar de representar apenas 12% dos casos mundiais, 

é o subtipo predominante nas populações analisadas em pesquisas clínicas. No Sul da 

África e na Índia a maior prevalência é do subtipo C, que também representa a maior 

prevalência global, sendo responsável por 56% das infecções no mundo (19). As formas 

recombinantes únicas são uma combinação do genoma de subtipos virais diferentes em 

indivíduos infectados por duas ou mais variantes, resultando em um genoma mosaico 

composto por regiões provenientes das diferentes cepas. Quando essas recombinantes 

são transmitidas e isoladas de pelo menos três indivíduos epidemiologicamente 

desvinculados, elas são consideradas formas recombinantes circulantes (9,13,19). O 

fenômeno de recombinação gênica permite ao vírus evadir a resposta imune e a terapia 

antirretroviral, favorecendo o surgimento de cepas resistentes às drogas utilizadas. 

De acordo com o relatório da UNAIDS (Programa Conjunto das Nações Unidas 

sobre HIV/Aids), em 2019, 38 milhões de pessoas viviam com o HIV e apenas 25,4 

milhões tinham acesso à terapia antirretroviral (22). Estima-se que 32,7 milhões de 

indivíduos tenham ido a óbito por doenças relacionadas à Aids desde o início da 

epidemia, na década de 1980. Ainda em 2019, foram relatados 1,7 milhões de novos 

casos, o que é 40% inferior ao pico observado em 1998, e 23% inferior ao número de 

novos casos em 2010. A prevalência global também sofreu uma redução considerável 

de 2010 para 2019, passando de 7% para 4,4%, o que reflete a eficácia das estratégias 

de controle da epidemia. Esses números demonstram que, embora a terapia 

antirretroviral tenha melhorado substancialmente a qualidade de vida das pessoas 

vivendo com HIV e seja capaz de controlar a progressão da doença, o transtorno 

causado por este vírus ainda persiste (22). 
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Em dezembro de 2014, representações governamentais de diferentes países 

assinaram a Declaração de Paris, proposta pela UNAIDS em parceria com a OMS, que 

previa a implementação da meta 90-90-90 até 2020. Com essa meta, esperava-se que 

nos países participantes 90% das pessoas vivendo com HIV (PVH) fossem 

diagnosticadas; destas, 90% estivessem submetidas à terapia antirretroviral e que, 

destas, 90% controlassem a carga viral a níveis indetectáveis. Além disto, almejava-se 

que o número de infecções anuais fosse a inferior a 500 mil até 2020, e inferior a 200 

mil até 2030 (22,23).  

No Brasil, a infecção pelo HIV e a Aids estão inseridos na Lista Nacional de 

Notificação Compulsória e todos os casos devem ser registrados no Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação (24). Desta forma, é possível gerenciar e 

proporcionar o diagnóstico, acompanhamento e fornecimento da terapia antirretroviral 

pelo sistema público de saúde. Diferentemente do que ocorre em alguns países, no 

Brasil, a medicação para controle da infecção pelo HIV é oferecida gratuitamente pelo 

Sistema Único de Saúde, o que amplia o acesso da população ao tratamento, contribui 

para melhoria da qualidade de vida dos pacientes e reduz as taxas de transmissão (24). 

Em 2019, foram notificados 48 mil novos casos, representando uma incidência de 0,23 

a cada mil indivíduos. O número de óbitos por doenças relacionadas à Aids nesse ano 

foi de 14 mil e estima-se que 920 mil pessoas vivam com esta infecção. Com relação às 

metas propostas na declaração de Paris, esforços de saúde pública fizeram com que o 

país alcançasse, em 2019, uma taxa de diagnóstico de 88% das PVH. Além disso, 66% 

dos indivíduos diagnosticados estavam submetidos à terapia antirretroviral e, 62% 

destes, apresentavam carga viral indetectável (22). 

1.1.2. Aspectos genômicos e estruturais do HIV-1 

O HIV-1 pertence à família Retroviridae, subfamília Orthovirinae e ao gênero 

Lentivirinae, característico de vírus com longos períodos de incubação e de agentes 

etiológicos de doenças crônicas. A partícula viral madura, ou vírion, é esférica e 

apresenta um diâmetro de aproximadamente 100 nm (nanômetro). Ela é constituída por 

um envelope externo de composição fosfolipídica e derivado da membrana plasmática, 

ou de compartimentos intracelulares, da célula hospedeira da qual o vírion foi liberado. 

Nesse envelope estão inseridos os trímeros de glicoproteínas (gp) virais compostos por 

monômeros formados por duas subunidades glicoproteicas (Figura 1.2). A subunidade 
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externa, denominada gp120, possui 120 kDa (kilodalton), enquanto a subunidade 

transmembranar, gp41, responsável pelo ancoramento da gp120 ao envelope viral, 

possui 41 kDa. As duas subunidades são derivadas de um mesmo precursor 

glicoproteico de 160 kDa, chamado gp160 (4,9,25).  

 

Figura 1.2. Representação esquemática da estrutura do HIV-1. 

A partícula viral apresenta uma bicamada de membrana lipídica derivada da célula 

hospedeira. No envelope viral estão inseridas as glicoproteínas gp120 e gp41. A parte 

interna é composta pela matriz (p17) e pelo capsídeo viral (p24). No interior deste 

capsídeo são encontradas duas cópias de RNA viral associadas ao nucleocapsídeo e às 

enzimas transcriptase reversa, integrase e protease. Adaptado de (26). 

 

Em contato com a parte interna do envelope, é encontrada uma matriz proteica 

formada por monômeros da proteína p17, que circunda o capsídeo cônico composto 

pelas proteínas p24. Estima-se que cada vírion contenha cerca de 2000 moléculas dessa 

proteína, e a quantificação de p24 no plasma de pacientes e em sobrenadantes de 

cultivos celulares é utilizada para avaliar a produção viral. Esse capsídeo abriga o 

nucleocapsídeo, composto pela proteína p7, e as enzimas virais transcriptase reversa, 

integrase e protease, que se encontram associadas ao genoma. O genoma do HIV-1 é 

composto por duas moléculas idênticas de ácido ribonucleico (RNA, Ribonucleic acid) 

em fita simples e com polaridade positiva, associadas de forma não covalente 

(4,9,25,27).  

O DNA genômico do HIV-1 integrado ao genoma da célula hospedeira, 

chamado de provírus, tem aproximadamente 9,7 kb (kilobase) de comprimento e é 

composto por três genes estruturais característicos dos retrovírus, gag, pol e env (Figura 
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1.3). Esses genes são transcritos e traduzidos em poliproteínas que, posteriormente, são 

clivadas em proteínas funcionais. O DNA genômico compreende nove fases abertas de 

leitura, flanqueadas, em ambas as extremidades, por segmentos gênicos denominados 

repetições terminais longas (LTR, Long terminal repeats), divididas em regiões U5, R e 

U3 (25,28). Na região 5’ do LTR é codificado o promotor da transcrição de genes virais 

e, seguindo em direção à extremidade 3’, é encontrado o gene gag. Esse gene codifica 

um precursor poliproteico que é clivado e origina as proteínas nucleares p6, p7 e p24, e 

também proteínas p17 da matriz. Em continuidade, é encontrado o gene pol que, de 

modo semelhante, origina as enzimas protease (p12), integrase (p32), transcriptase 

reversa (p51) e RNase H (p15) (4,9,25). Em seguida à pol, é observado o gene env que 

codifica o precursor gp160, que é clivado por proteases celulares e origina as 

glicoproteínas gp120 e gp41 do envelope viral (4,9,27,28). 

 

Figura 1.3. Organização do genoma do HIV-1. 

O genoma do HIV-1 contém nove fases abertas de leitura e é flanqueado pelas LTRs 

representadas por retângulos cinzas. Os retângulos azuis representam genes estruturais, 

os amarelos, genes regulatórios e os rosas, genes acessórios. Adaptado de (28). 

 

Além dos genes que codificam as proteínas estruturais, são encontrados no 

genoma do HIV-1 dois genes reguladores, tat e rev, e quatro genes acessórios, vif, nef, 

vpr e vpu. As proteínas transativadoras da transcrição (Tat, trans-activator of 

transcription) são codificadas a partir do gene tat e são essenciais para a replicação 

HIV-1, pois se associam ao RNAm (RNA mensageiro) viral e aumentam a eficiência da 

produção de transcritos completos. Tat promove uma remodelação na cromatina e 

recruta complexos transcricionais que auxiliam no alongamento do RNAm nascente, 

além de prolongar o tempo de associação de fatores de transcrição com a RNA 

polimerase na região 5’ do LTR (29). Essa proteína é liberada para o meio extracelular 

por células infectadas e pode ser detectada no plasma de pacientes. Além disso, foi 

observado que ao entrar em contato com linfócitos não infectados essa proteína pode 

induzir a morte celular por apoptose (4,9,29,30). A proteína Rev, codificada a partir de 

rev, participa da exportação de RNAs virais não processados (unspliced) ou 
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parcialmente processados do núcleo para o citoplasma para serem traduzidos. Essa 

função é importante para o ciclo replicativo visto que moléculas de RNA não 

processadas ou parcialmente processadas são retidas no núcleo da célula e, 

posteriormente, degradadas (4,9,25). 

As proteínas acessórias são assim denominadas porque, embora possuam um 

papel importante na patogênese da infecção e na evasão imune, são dispensáveis para a 

replicação viral (4,29,31). A proteína Nef (Negative regulator factor) é fundamental 

para a patogênese do HIV-1, e a perda de função desta proteína resulta em pacientes 

com carga viral reduzida e com uma progressão mais lenta para Aids (29). Inicialmente, 

Nef foi descrita como reguladora negativa da replicação viral, mas estudos posteriores 

demonstraram que essa proteína interage com as moléculas CD4 e MHC I (Major 

Histocompatibility Complex), reduzindo a sua expressão na superfície de células 

infectadas, o que evita novas infecções e reduz a resposta imune de linfócitos T 

citotóxicos contra elas. Ademais, Nef modula o estado de ativação de células infectadas 

atuando sobre a sinalização intracelular e favorecendo a replicação (4,9,29,31). 

A expressão de Vif (Viral infectivity factor) ocorre tardiamente e de modo 

dependente de Rev. Essa proteína é incorporada ao vírion durante a montagem da 

partícula viral e desempenha um papel importante na replicação do HIV em células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cells) e 

macrófagos. Embora Vif seja dispensável para a infecção de alguns tipos celulares, ela é 

reconhecida por aumentar a infectividade das partículas virais, atuando sobre a 

estabilidade do capsídeo e evitando que este seja degradado de forma prematura após a 

entrada do vírus na célula. Essa proteína também neutraliza a ação do fator de restrição 

viral APOBEC3G (Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Subunit 3G), que 

é induzido por Interferon tipo I e promove mutações no genoma do HIV (4,29,31). 

A proteína Vpr (Viral protein R) apresenta um papel importante sobre a 

replicação viral e a patogênese em estágios iniciais da infecção, e também sobre 

progressão para Aids por estimular a infecção de células que não estão em divisão (29). 

Após a entrada do vírus na célula e transcrição reversa do genoma, o DNA proviral 

precisa ser transportado para o núcleo para ser integrado ao genoma celular. Desta 

forma, Vpr se associa ao complexo de pré-integração (PIC, Pre-Integration Complex) 

auxiliando o seu transporte para o núcleo, aumenta a replicação viral via transativação 

do LTR do HIV e induz parada do ciclo celular na fase G2 (4,25,29,31).  
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A proteína Vpu (Viral protein U), diferentemente das demais proteínas 

regulatórias, é expressa somente pelo HIV-1 (32). Ela, assim como Nef, inibe a 

expressão das moléculas CD4 e do MHC I na superfície de células infectadas auxiliando 

na evasão imune. Além disso, Vpu antagoniza o fator de restrição teterina, responsável 

por reter partículas virais na membrana, e aumenta, portanto, a liberação de vírions para 

o meio extracelular. O HIV-2 expressa a proteína Vpx (Viral protein X) invés de Vpu, o 

que é, parcialmente, responsável pela reduzida patogenicidade desse vírus (4,9,33). 

1.1.3. Infecção e Ciclo replicativo do HIV-1 

A infecção pelo HIV-1 advém, geralmente, do contato sexual, perfuração com 

objetos cortantes ou passagem transplacentária de fluidos orgânicos de uma pessoa 

infectada para um indivíduo saudável (6,25). Nesses fluidos encontram-se as partículas 

virais maduras que penetram a mucosa por transcitose ou pela interação direta com 

células dendríticas intraepiteliais através da ligação da glicoproteína gp120 do envelope 

viral ao receptor DC-SIGN dessas células. Este receptor promove a internalização do 

HIV, que é transportado para os tecidos linfoides regionais, especialmente o associado à 

mucosa intestinal (GALT, Gut-associated lymphoid tissue), e apresentado aos linfócitos 

T CD4+ por contato direto (4,34). 

A infecção de células alvo tem início com a interação da gp120 do HIV com a 

molécula CD4 na superfície celular, induzindo uma alteração conformacional que expõe 

o sítio de ligação dessa glicoproteína ao correceptor de entrada, CCR5 (Chemokine 

receptor type 5) ou CXCR4 (Chemokine receptor type X4) (Figura 1.4) (6). A ligação 

da gp120 ao CD4 e ao correceptor induz uma segunda alteração conformacional que 

expõe a região hidrofóbica da gp41 chamada de peptídeo de fusão. Essa região 

hidrofóbica N-terminal é inserida na membrana celular e promove a fusão do envelope 

viral com a bicamada fosfolipídica da célula permitindo a liberação do capsídeo viral no 

citoplasma, onde ocorre o desnudamento e liberação do genoma e das proteínas virais. 

Ainda no citoplasma, o genoma de RNA viral é retrotranscrito em DNA complementar 

(cDNA) pela ação da enzima transcriptase reversa. Em paralelo, ocorre a degradação da 

fita de RNA pela ação enzimática da RNase H e, em seguida, o cDNA de fita simples é 

convertido em DNA dupla fita (DNA proviral) pela atividade polimerase de DNA 

dependente de DNA da transcriptase reversa (9,25,28). 
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Figura 1.4. Ciclo replicativo do HIV-1. 

O ciclo tem início com a ligação da gp120 do envelope viral à molécula CD4 e ao 

correceptor de quimiocina na célula alvo e uma alteração conformacional que expõe a 

gp41 promovendo a fusão do envelope com a membrana. Em seguida, o capsídeo viral é 

liberado no citoplasma, sofre desnudamento e o RNA genômico é retrotranscrito em 

DNA proviral. Este DNA é transportado para o núcleo e integrado ao genoma da célula 

hospedeira, permitindo que o provírus seja transcrito. Os transcritos virais são 

transportados para o citoplasma e traduzidos em proteínas para a montagem do capsídeo 

contendo o RNA genômico. O capsídeo incorpora a bicamada lipídica da membrana 

plasmática e as glicoproteínas à composição do envelope viral no processo de 

brotamento, e a partícula viral sofre maturação pela ação da protease. Adaptado de (35). 

 

O DNA proviral de fita dupla se associa ao PIC contendo a enzima integrase, a 

proteína p17 da matriz e Vpr, e é transportado para o núcleo celular via nucleoporos 

(9,25). Uma vez no núcleo, o DNA proviral é integrado ao genoma humano, 

frequentemente em regiões com a sequência Alu, pela ação da enzima integrase, 

concluindo o estabelecimento da infecção na célula (36). A transcrição do genoma 

proviral ocorre junto com a transcrição do genoma da célula durante a divisão celular e, 

por isso, células em repouso apresentam pouca ou nenhuma produção de proteínas 

virais e são consideradas como reservatórios (4,9,25). O genoma proviral também é 

transcrito pela ação da RNA polimerase II do hospedeiro associada à interação de 

fatores de transcrição e da proteína viral Tat com o promotor das LTRs (37). 
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As LTRs são regiões reguladoras que contêm sequências promotoras e 

enhancers capazes de interagir com fatores celulares e modular a transcrição. Na 

sequência promotora é encontrado um elemento TATA, um elemento iniciador e três 

sítios de ligação para Sp1 (Specificity protein 1) que, em conjunto, orientam o 

posicionamento da RNA polimerase II e participam da transativação da transcrição 

mediada por Tat (38). A sequência enhancer, por sua vez, possui dois sítios de ligação 

para o fator de transcrição NF-κB, que aumenta a transcrição do LTR em resposta a 

diversos sinais de ativação celular, como as moléculas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e 

IL-6. O fator de transcrição NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) é capaz de se 

ligar ao mesmo sítio de ligação do NF-κB e promover a transcrição viral, porém ele 

apresenta menor afinidade por esse sítio. A transcrição tem início na presença de fatores 

capazes de ativar o LTR, mas a proteína Tat do HIV-1 é fundamental para que os 

transcritos sejam formados corretamente (37,39). 

A transcrição do genoma viral origina três tipos de RNAs com comprimentos e 

processamentos distintos. As proteínas Nef, Tat e Rev são traduzidas a partir de 

diferentes transcritos completamente processados (spliced) que possuem cerca de 2 kb. 

Gag e Pol são codificadas por transcritos maiores de, aproximadamente, 9 kb que não 

sofrem processamento (unspliced) e as proteínas Env, Vif, Vpr e Vpu são traduzidas a 

partir de um transcrito parcialmente processado com cerca de 4 kb (37).  

Os primeiros transcritos codificam para as proteínas Tat e Rev, que atuam sobre 

a replicação viral. Tat interage com o elemento de resposta de transativação (TAR) no 

RNA viral e se associa ao fator positivo b de alongamento da transcrição (P-TEFb), 

composto pela kinase dependente de ciclina 9 (CDK9) e pela ciclina T1. Desta forma, o 

complexo Tat/P-TEFb estabiliza a interação da RNA polimerase II com o RNA 

nascente, aumentando a taxa de transcrição e permitindo o alongamento dos transcritos. 

Além disso, Tat recruta histonas acetiltransferases que catalisam modificações na 

cromatina auxiliando o acesso de fatores de transcrição ao genoma. Deve-se ressaltar 

que, em monócitos, a atividade dessa proteína é limitada pela baixa disponibilidade de 

ciclina T1, enquanto a diferenciação em macrófagos promove aumento da expressão 

desta ciclina e, portanto, da atividade de Tat (37).  

As células eucariotas em geral não produzem transcritos não processados ou 

parcialmente processados e, portanto, impedem a exportação desse tipo de material para 
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o citoplasma evitando a formação de proteínas truncadas. Entretanto, nos retrovírus, 

parte das proteínas virais é originada a partir de transcritos que não foram 

completamente processados (37). Dessa forma, a proteína Rev é fundamental para a 

exportação dos transcritos longos não processados e parcialmente processados para o 

citoplasma para serem traduzidos, evitando que sejam degradados no núcleo da célula. 

Esses transcritos contêm uma estrutura secundária denominada elemento de resposta à 

Rev (RRE, Rev response element) e são exportados para o citoplasma pela interação de 

Rev-RRE com a exportina celular 1 (Crm1) e com a helicase DDX3 (25,37). 

Inicialmente, os transcritos processados atravessam os poros da membrana 

nuclear e são traduzidos em suas respectivas proteínas no citoplasma. Em seguida, a 

proteína Rev ingressa no núcleo e auxilia na exportação dos demais transcritos para o 

citoplasma, onde poderão ser traduzidos. Deste modo, os genes do HIV-1 podem ser 

divididos em genes de expressão precoce, que são independentes de Rev, e genes de 

expressão tardia, dependentes dessa proteína (25,37). 

A síntese das glicoproteínas do envelope viral (Env) ocorre no retículo 

endoplasmático. Essas moléculas sofrem modificações no aparelho de Golgi e são 

transportadas para a membrana plasmática por vesículas. O precursor GagPol é 

sintetizado no citoplasma e contém domínios para as enzimas transcriptase reversa, 

protease, ribonuclease e integrase. O precursor poliproteico da proteína Gag é traduzido 

por ribossomos no citoplasma e sofre alterações que permitem a sua inserção na camada 

interna da membrana plasmática (40). Esse precursor contém quatro domínios: matriz, 

que direciona o precursor para a membrana plasmática onde interage com fosfolipídios, 

capsídeo, que promove a multimerização de Gag durante a montagem dos vírions, 

nucleocapsídeo, que recruta o genoma de RNA viral para o interior dos vírions em 

brotamento e o domínio p6, que recruta ESCRT-I auxiliando na catálise de fissão de 

membrana para a liberação da partícula viral para o meio extracelular (40). 

Após a liberação das partículas virais ocorre o processo de maturação em que a 

protease viral cliva os precursores Gag e GagPol em proteínas e enzimas funcionais, o 

que é essencial para que as partículas se tornem infectivas (40). Em linfócitos T CD4+, 

estima-se que a liberação da primeira progênie viral ocorra 24 horas após o início da 

interação do vírus com a célula (9). A infecção de novas células pode ocorrer por 

partículas virais livres ou pelo contato direto com uma célula infectada, o que é de 100 a 
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1000 vezes mais eficiente (41,42). Essa transmissão célula-célula é dependente da 

formação de uma sinapse virológica que envolve a participação do citoesqueleto de 

actina e das moléculas de adesão celular, como a integrina LFA-1 (Leukocyte function-

association antigen 1) e seu ligante ICAM-1 (Intracellular adhesion molecule 1). Nos 

tecidos linfoides, especialmente no GALT, ocorre uma maior interação entre as células 

favorecendo esse tipo de transmissão (41–43). 

1.1.4. A infecção em macrófagos 

Os macrófagos são fagócitos mononucleares que pertencem à linhagem mieloide 

e desempenham diversas funções na imunidade e na homeostase tecidual. Essas células 

participam ativamente da resposta imune inata fagocitando patógenos e células 

infectadas, produzindo citocinas e mediadores inflamatórios que auxiliam na resolução 

da infecção, e contribuindo, de forma significativa, para a resposta imune adquirida pela 

apresentação de antígenos para os linfócitos (4). 

Os macrófagos residentes são originados durante o período embrionário no saco 

vitelino, onde ocorre a hematopoese primária, e também no fígado fetal, a partir de 

monócitos que infiltram os tecidos e compõem a maior parte da população de 

macrófagos teciduais no adulto. Essas células apresentam fenótipos, funções e 

denominações específicas de cada tecido em que são encontradas, como os osteoclastos 

nos ossos, as células de Kupfer no fígado e os macrófagos alveolares no pulmão (44–

46). Elas possuem uma meia-vida longa e, recentemente, foi demonstrado que são 

capazes de fazer autorrenovação para manter a população local estável. Nos tecidos são 

encontrados também macrófagos derivados de monócitos inflamatórios que são 

recrutados em resposta à injúria ou infecção, e se diferenciam em macrófagos. As 

características funcionais e fenotípicas dessas células variam de acordo com o estímulo 

oferecido e são descritas duas formas principais de polarização: macrófagos 

classicamente ativados por IFN-γ e macrófagos alternativamente ativados por IL-4. As 

células classicamente ativadas refletem a resposta imune de linfócitos Th1 e atuam na 

eliminação de patógenos pela liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS, reactive 

oxygen species) e produção de citocinas inflamatórias, o que os caracteriza como pró-

inflamatórios. As células ativadas de modo alternativo, por sua vez, refletem a resposta 

de linfócitos Th2 e atuam na resolução da inflamação e no reparo tecidual, sendo, então, 
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considerados anti-inflamatórios. Este perfil também pode ser induzido pelas citocinas 

IL-10 e TGF-β (45,47,48). 

A infecção de macrófagos pelo HIV-1 foi descrita, ainda na década de 1980, a 

partir da autópsia de um paciente com Aids que identificou a presença de macrófagos 

infectados em diversos tecidos (49,50). Os macrófagos expressam a molécula CD4 e os 

receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 necessários à entrada do HIV-1. 

Atualmente, sabe-se que a infecção nessas células persiste em todos os estágios da 

infecção mesmo em indivíduos submetidos à terapia antirretroviral (51).  

Embora o vírus seja capaz de interagir com os dois receptores, foi observado que 

as cepas que utilizam o receptor CXCR4 para a entrada não estabelecem uma infecção 

produtiva em macrófagos. Dessa forma, as cepas virais foram classificadas de acordo 

com o tropismo celular em M-trópicas, com tropismo para o receptor CCR5 (R5) em 

macrófagos, e T-trópicas, com tropismo para CXCR4 (X4) em linfócitos T. São 

encontradas, em menor frequência, cepas chamadas de dual-trópicas, ou seja, que 

apresentam tropismo para os dois receptores (52,53). Mais recentemente, foi descrito 

que ocorre uma modificação no tropismo viral ao longo da infecção, sendo esta iniciada, 

preferencialmente, por cepas R5-trópicas que sofrem mutações e se tornam X4-trópicas 

tardiamente. Estas cepas são mais citopáticas e induzem a formação de sincícios 

contribuindo, assim, para uma depleção mais rápida dos linfócitos T CD4+  (51,52,54). 

Ainda com relação aos receptores, foi identificado que indivíduos homozigotos 

para o alelo mutante CCR5 delta 32 apresentam resistência à infecção por cepas R5 

trópicas. Isto porque essa mutação provoca a codificação de uma proteína truncada, que 

fica retida no retículo endoplasmático e, portanto, não é expressa na membrana, não 

permitindo a entrada do vírus (51). A modulação desse receptor por moléculas 

endógenas como as β-quimiocinas RANTES, MIP-1α e MIP-1β, que se ligam ao CCR5 

e induzem a sua internalização, também é capaz de inibir a infeção pelo HIV-1 (51,55).  

A susceptibilidade dos macrófagos à infecção pelo HIV-1 varia de acordo com 

microambiente em que eles se encontram e o fenótipo que apresentam. Por exemplo, 

macrófagos do GALT são relativamente refratários à infecção, enquanto macrófagos 

localizados no reto são mais susceptíveis (56,57). Os monócitos do sangue periférico 

são pouco permissivos e raramente são infectados in vivo, mas macrófagos derivados de 

monócitos não polarizados são mais susceptíveis ao HIV-1 do que células pró ou anti-
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inflamatórias (51,52,58,59). As funções efetoras dos macrófagos são afetadas durante a 

infecção pelo HIV-1, o que interfere na resposta imune e favorece o surgimento de 

infecções oportunistas e a progressão para Aids. A capacidade fagocítica dessas células 

é reduzida, assim como a fusão do fagossomo com o lisossomo, necessária para 

promover a morte de patógenos internalizados. Nos macrófagos infectados também é 

observada redução da resposta a estímulos quimiotáticos e aumento da produção de 

citocinas inflamatórias, como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-α, que contribuem para a ativação 

imune crônica observada nos pacientes (58). 

A infecção de macrófagos pelo HIV-1 apresenta características distintas da 

observada em linfócitos T CD4+. Os macrófagos são células de meia-vida longa que 

atuam na propagação do vírus e resistem aos efeitos citopáticos, persistindo durante 

todo o curso da infecção, mesmo na presença da terapia, e configurando um reservatório 

viral (52,60,61). O vírus, por outro lado, contribui para a longevidade dessas células, 

aumentando a sua resistência à apoptose induzida por TNF-α e a expressão das 

moléculas antiapoptóticas Bcl-2 e Bcl-xL, e reduzindo a expressão de Bax e Bad, pró-

apoptóticas (51,62). Além disso, a proteína viral Tat é capaz de induzir ativação de 

macrófagos e monócitos, e estimular a expressão dos receptores CXCR4 e CCR5 (60). 

A replicação viral em macrófagos é mais lenta do que em linfócitos T CD4 e 

acredita-se que a atividade de SAMHD1 (Sterile alpha Motif and histidine/aspartate 

domain-containing protein 1) seja o principal fator responsável por esse atraso. Essa 

proteína é uma fosfo-hidrolase que depleta o pool de deoxinucleotídeos trifosfatados 

(dNTPs), reduzindo sua disponibilidade para a transcrição reversa e síntese do DNA 

proviral (63). Em células da linhagem mieloide e, principalmente em macrófagos pós-

mitóticos, é observado um aumento da expressão de SAMHD1, o que reforça a 

diferença no tempo de replicação entre linfócitos e macrófagos. Dessa forma, o tempo 

estimado para a entrada do HIV-1 no macrófago é de 8 horas, enquanto a transcrição 

reversa e importação nuclear do DNA proviral parecem estar concluídas entre 60-72 

horas pós-infecção (61). Nessas células, a replicação viral está, particularmente, 

relacionada à expressão de fatores de transcrição do hospedeiro e às proteínas virais Vpr 

e Tat que interagem com o LTR do HIV-1 e estimulam a transcrição. Os fatores que se 

destacam nessa sinalização são NFAT, NF-κB, Sp e C/EBP. O C/EBP é encontrado em 

diferentes isoformas, que podem se associar ao fator AP-1 e, a depender da isoforma, 

estimular ou inibir a transcrição. Além disso, nos macrófagos há um aumento da 
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expressão de ciclina T1, que compõe o complexo P-TEFb necessário para ligação de Tat 

ao TAR e ativação da transcrição (39). 

As etapas finais do ciclo replicativo também são diferentes em macrófagos. 

Enquanto nos linfócitos a montagem da partícula viral ocorre na membrana plasmática e 

com efeitos citopáticos severos, nos macrófagos isso ocorre dentro de compartimentos 

que expressam as moléculas CD63 e CD81, características de corpos multivesiculares 

(MVB, multivesicular bodies). Estudos acerca desse compartimento demonstram 

diferenças entre as estruturas que albergam os vírions e os MVBs, e elas foram, então, 

renomeadas como compartimentos contendo vírus (VCCs, virus-containing 

compartments) (64–66). Os vírions são montados e se acumulam no interior destes 

compartimentos, e são liberados para o meio extracelular por meio de canais que 

conectam as VCCs à membrana plasmática (Figura 1.5). Assim, as partículas virais 

podem ser transmitidas para outras células pelo contato direto entre as membranas e 

formação da sinapse virológica entre elas, ou ainda, ser armazenadas no interior desses 

compartimentos por longos períodos (67–71). 

 

Figura 1.5. Microscopia eletrônica de macrófagos infectados pelo HIV-1. 

Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos contendo compartimentos 

intracelulares envoltos por membranas (setas grandes) dentro dos quais são observadas 

partículas virais com núcleo eletrodenso (setas pequenas). Essas partículas são liberadas 

para o meio extracelular pela fusão dos compartimentos com a membrana da célula. 

Aumento 30.000x. Adaptado de (72). 

 

 

 



16 

 

1.1.5. Imunopatogênese da infecção pelo HIV-1 

A maior parte das infecções pelo HIV-1 ocorre por transmissão sexual, em que 

fluídos de um indivíduo infectado entram em contato com a mucosa de um indivíduo 

sadio. O risco de transmissão está intimamente associado à presença de lesões e 

inflamações no epitélio, as quais facilitam o acesso do vírus à microcirculação da 

mucosa e favorecem o recrutamento de células T e monócitos inflamatórios para o local 

(9). As células dendríticas são as principais responsáveis por capturar o vírus, via 

lectinas de superfície, como a molécula DC-SIGN, e apresentá-lo aos linfócitos T CD4+ 

nos tecidos linfoides (34). 

Em indivíduos infectados e não tratados, o curso natural da infecção pelo HIV-1 

é bastante característico (Figura 1.6). Estudos em modelos de SIV demonstram que é 

possível observar uma replicação produtiva em linfócitos T CD4+ após dois dias de 

infecção. Em humanos, durante as duas primeiras semanas de infecção é observada uma 

intensa replicação viral em células permissivas no local de entrada e a disseminação do 

vírus via sistema linfático, a partir dos linfonodos drenantes. Nesse período, os 

linfócitos T CD4+ do GALT são depletados por efeitos diretos e indiretos do vírus, e é 

iniciada a formação de reservatórios virais. Entretanto, ainda não é possível detectar a 

presença do vírus na circulação e, por isso, esse período é chamado de eclipse (6). 

 

Figura 1.6. Curso natural da infecção pelo HIV-1. 

Nas duas primeiras semanas após a infecção o vírus se multiplica nos tecidos linfoides, 

mas se mantém indetectável no plasma, caracterizando a fase eclipse. Em seguida, ainda 
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na fase aguda, é observado um pico de viremia associado à queda simultânea na 

contagem de linfócitos T CD4+. Após algumas semanas, a replicação viral é controlada 

e essa contagem é, parcialmente, restabelecida. A fase crônica pode perdurar por vários 

anos e é caracterizada pela perda progressiva de linfócitos T CD4+ e da capacidade de 

controlar a viremia. Com o decorrer dos anos, a redução progressiva do número de 

linfócitos compromete a imunidade e o indivíduo se torna susceptível a infecções 

secundárias. Além disso, a viremia aumenta de modo considerável. Adaptado de (73). 

 

A fase aguda, também chamada de infecção primária, tem início no momento da 

infecção e compreende a fase eclipse. O final desta fase está associado à detecção do 

RNA viral no sangue e ao surgimento de sintomas como febre, linfadenopatia 

generalizada, mialgia e cefaleia. Geralmente, a severidade dos sintomas coincide com o 

pico de viremia, que pode atingir 106-107 cópias de RNA viral/mL (6). Os sintomas 

variam de intensidade e duração entre os indivíduos, sendo alguns assintomáticos e 

outros desenvolvendo quadros de meningite. Na fase aguda é observada uma queda 

acentuada do número de linfócitos T CD4+ circulantes, uma maior disseminação do 

vírus pelo organismo, infectando células de diferentes tecidos, e a soroconversão, que é 

a produção de níveis detectáveis de anticorpos anti-HIV-1. Durante esse período, 

também ocorre ativação de linfócitos T CD8+, que reconhecem peptídeos virais 

acoplados ao HLA (Human Leukocyte antigen) de classe I. Esses linfócitos específicos 

para antígenos do HIV-1 passam por uma expansão clonal e, por meio de sua ação 

citotóxica, matam as células infectadas, controlando a infecção (4,6). Além dos 

linfócitos, outras células participam da resposta imune que ocorre durante essa fase e 

são fundamentais para a redução da viremia e recuperação do número de linfócitos T 

CD4+. Apesar desse controle inicial, sabe-se que os danos provocados ao GALT são 

apenas parcialmente revertidos e que os reservatórios virais, responsáveis pela 

replicação persistente em longo prazo, são formados durante as primeiras semanas de 

infecção (6,34,74). A carga viral observada após o controle viral obtido com a resposta 

imune é chamada de set point, e pode variar entre os indivíduos. Ela está, geralmente, 

associada à progressão para Aids; portanto, indivíduos que mantêm uma carga viral 

elevada nessa fase costumam progredir mais rapidamente para a doença (4,6). 

A fase crônica, também chamada de latência clínica, é caracterizada por um 

equilíbrio entre a replicação do HIV e a resposta imune que mantém a carga viral, 

razoavelmente, controlada. A sua duração é bastante variável, podendo chegar a 10 anos 

na ausência de terapia antirretroviral adequada, e as manifestações clínicas são raras ou 
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ausentes neste período. No início dessa fase, o paciente preserva a capacidade de 

combater a maioria das infecções provocadas por microrganismos oportunistas; 

entretanto, é observado um declínio numérico e funcional de linfócitos T CD4+, que 

ocorre progressivamente e compromete a resposta imune. A avaliação da carga viral 

plasmática e do número de linfócitos T CD4+ circulantes durante esse período são 

parâmetros laboratoriais utilizados para monitorar a progressão da doença (6,9).  

Os indivíduos que progridem para Aids desenvolvem uma imunossupressão 

severa ao longo da fase crônica, atingindo uma contagem de linfócitos T CD4+ inferior 

a 200 células/µL que se associa ao aumento da carga viral (6). A perda de linfócitos T 

CD4+, especialmente de células Th1 e Th17, compromete a resposta imune celular e 

humoral em diversos estágios e torna esses indivíduos susceptíveis às infecções 

oportunistas e neoplasias (4,74). As infecções mais recorrentes nesses pacientes são a 

tuberculose cavitária/disseminada, pneumocistose, neurotoxoplasmose, candidíase, 

neurocriptococose e citomegalovirose disseminada, e as neoplasias mais relatadas são o 

sarcoma de Kaposi, Linfoma não Hodgkin e câncer de colo uterino (6,75). 

Os linfócitos Th1 coordenam a resposta imune contra bactérias intracelulares e 

vírus, ativando, via liberação de citocinas, os fagócitos e linfócitos citotóxicos. Os 

linfócitos Th17, por sua vez, são fundamentais no combate a bactérias extracelulares e 

fungos (4). A perda numérica e funcional dessas células e de linfócitos T reguladores na 

mucosa compromete a imunidade local e está relacionada ao aumento da 

permeabilidade da mucosa intestinal. Isto ocorre devido à inflamação local que se 

estabelece pela persistente replicação viral e acúmulo de citocinas e mediadores 

inflamatórios, que induzem a apoptose de enterócitos e comprometem as junções 

oclusivas entre as células, danificando a barreira epitelial (76–78). Desta forma, ocorre a 

translocação microbiana, que é a passagem de componentes da microbiota e seus 

produtos antigênicos do lúmen intestinal para a circulação sanguínea, favorecendo a 

ativação de células do sistema imune e a inflamação de modo sistêmico (Figura 1.7). 
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Figura 1.7. Translocação microbiana. 

1) A replicação viral em linfócitos T CD4+ presentes no GALT tem início logo após a 

infecção pelo HIV-1. Nesse tecido, são encontrados macrófagos que participam da 

homeostase e regulam a presença de bactérias comensais. 2-3) Na infecção, ocorre a 

depleção dessas células e aumento da produção de citocinas inflamatórias e da 

inflamação local, que comprometem a barreira epitelial e aumentam a sua 

permeabilidade. 4) Assim, ocorre a passagem de produtos microbianos para a 

circulação, induzindo aumento da ativação imune, da inflamação e da replicação viral. 

Além disso, as moléculas liberadas nesse tecido recrutam monócitos e neutrófilos, 

amplificando ainda mais a inflamação e a lesão epitelial. Adaptado de (79). 

 

A depleção de linfócitos CD4+ ocorre por diferentes mecanismos, entre os quais 

se destacam os efeitos diretos do HIV-1 nas células infectadas, a ação citotóxica de 

linfócitos T CD8+ e a indução da piroptose pela infecção abortiva de células em repouso 

e linfócitos T CD4+ não permissivos ao vírus (42,80–83). Diversos estudos 

demonstraram que, embora ocorra uma morte significativa de células infectadas, a 

depleção massiva de linfócitos T CD4+ é causada, principalmente, pela morte de células 

bystanders presentes nos linfonodos (84,85). Entre os mecanismos associados à morte 

dessas células destaca-se o reconhecimento de fragmentos de DNA proviral por 

sensores celulares, o que induz a piroptose, com liberação do conteúdo citoplasmático e 
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de moléculas inflamatórias no meio extracelular, recrutando células do sistema imune e 

perpetuando a inflamação crônica (42,81). O vírus é capaz de entrar em células 

bystanders e iniciar a transcrição reversa; entretanto, devido ao estado de repouso destas 

células, a elongação do DNA é interrompida, dando origem a transcritos incompletos 

que permanecem no citosol. Esses fragmentos de DNA são reconhecidos pelo sensor 

celular IFI16, que forma o inflamassoma com a proteína adaptadora ASC (Apoptosis-

associated Speck-like protein containing a CARD) e ativa a caspase-1 (42,82,83). Essa 

caspase é autoativada no inflamassoma de modo bastante controlado e a sua atividade 

catalítica promove o processamento da pró-IL-1β e a liberação da forma ativa desta 

citocina. A caspase-1 também induz a formação de poros de gasdermina na membrana 

da célula, causando um desequilíbrio eletrolítico que resulta em disfunção mitocondrial 

e lise celular (86–88). 

A infecção por partículas virais livres, geralmente, não promove reconhecimento 

do DNA proviral pelos sensores da imunidade inata e a morte por piroptose, porém é 

capaz de estabelecer uma infecção produtiva em linfócitos T CD4+ ativados e induzir a 

apoptose via ativação da caspase-3 (80). De modo distinto, a disseminação célula-célula 

via sinapse virológica induz uma infecção abortiva de células não permissivas, que 

morrem por piroptose via ativação da caspase-1. Essa diferença está associada, em 

parte, à atividade da exonuclease TREX1, que promove a degradação dos fragmentos de 

DNA produzidos pela retrotranscrição no citoplasma, antagonizando seu 

reconhecimento pelos sensores celulares (42,89,90). A atividade dessa enzima, junto a 

outros fatores virais e celulares, regula a quantidade de produtos de DNA que 

estabelecem uma infecção produtiva em células T CD4+ permissivas ou que, por outro 

lado, ativam os sensores de DNA e iniciam a via da piroptose em células com infecção 

abortiva. Dessa forma, na transmissão do vírus célula-célula, a quantidade de DNA 

proviral no citoplasma estaria acima do limite de degradação da TREX1 e ativaria, 

portanto, a via da piroptose, enquanto em células infectadas por partículas virais livres a 

quantidade de DNA não ultrapassaria esse limite e, não ativando a via da piroptose, 

seria capaz de estabelecer uma infecção produtiva (42). 

1.1.6. Resposta imunológica e fatores de restrição viral 

A infecção pelo HIV-1 induz uma resposta imune adaptativa celular e humoral 

que se inicia próximo ao pico de viremia observado na fase aguda e é semelhante à 
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resposta observada em outras infecções virais. As células dendríticas, geralmente, são as 

primeiras a reconhecer o HIV-1 em seu sítio de entrada e são responsáveis por ativar os 

linfócitos T virgens (6).  

Como um mecanismo da imunidade inata, os receptores do tipo Toll (TLR, Toll-

Like Receptors) 7 e 9, expressos pelas células dendríticas, reconhecem o RNA viral de 

fita simples e motivos CpG repetidos e não metilados de DNA proviral, 

respectivamente, e iniciam uma cascata de sinalização celular que culmina na 

fosforilação de IRF7 (Interferon-regulator factor 7) e na produção de Interferon (IFN) 

tipo I, principalmente, IFN-α (91,92). Em macrófagos e linfócitos, o reconhecimento de 

fragmentos de DNA por sensores citoplasmáticos, como cGAS e IFI16, ativa a proteína 

adaptadora STING no retículo endoplasmático (cGas via AMP cíclico). Essa proteína 

recruta TBK1 (Tank binding kinase 1) que fosforila IFR3 (Interferon-regulator factor 3) 

induzindo sua homodimerização e translocação para o núcleo, onde estimula a produção 

de Interferon tipo I (92,93). A proteína STING também participa da ativação de NF-κB 

e, assim, da indução de citocinas inflamatórias (94). 

Além de ácidos nucleicos do próprio HIV-1, outros PAMPs (Pathogen-

associated molecular patterns) e DAMPs (Damage-associated molecular patterns) 

gerados durante a infecção são capazes de ativar os receptores de reconhecimento de 

padrões (Pattern recognition receptors) e modular a infecção (Figura 1.8). Esses 

receptores da imunidade inata atuam no reconhecimento precoce de patógenos e seus 

produtos antigênicos, e iniciam a resposta imune induzindo, entre outros, a produção de 

citocinas e quimiocinas (92,94,95). Na membrana plasmática, são encontrados os 

receptores TLR1, TLR2, TLR4-6 que reconhecem PAMPs expressos na superfície dos 

patógenos, enquanto no interior da célula são observados os sensores de ácidos 

nucléicos, receptores RLR (RIG-Like Receptors), NLR (NOD-Like Receptors) e os 

receptores endossômicos TLR3, TLR7-9 (91,94). 

O reconhecimento de lipopolissacarídeos (LPS), derivados de bactérias Gram-

negativas, pelos receptores TLR4 e pela molécula CD14, por exemplo, inicia uma 

sinalização celular via proteína Myd88, que resulta na ativação e translocação nuclear 

de NF-κB em células de linhagem monocítica (91). A ativação de NF-κB resulta na 

produção de citocinas inflamatórias, e também na interação desse fator de transcrição 

com o LTR do HIV-1, ativando a transcrição viral (96). Por outro lado, uma via 
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independente de Myd88 é responsável pela ativação de IRF3 e, consequente, produção 

de Interferon tipo I em macrófagos derivados de monócitos (94,97).  Nessas células, a 

infecção pelo HIV-1 também induz uma pré-ativação da produção de IL-1β em resposta 

ao LPS via aumento da expressão de CD14, TLR4 e NLRP3 (Nod-Like Receptor 

protein 3), que está envolvido na formação do inflamassoma e ativação da caspase-1 

(98). Nesse cenário, o LPS reduz a replicação viral em macrófagos de modo dependente 

da produção de IFN tipo I e contribui, ao mesmo tempo, para a ativação imune pela 

liberação de IL-1β (Figura 1.8) (98,99). 

 

Figura 1.8. Receptores da imunidade inata e seu papel na infecção. 

Os TLRs são encontrados na membrana plasmática ou em endossomos e sinalizam via 

proteínas Myd88 ou TRIF. Os RLRs, que reconhecem RNA, sinalizam através da 

proteína adaptadora MAVS localizada na mitocôndria. Os sensores citosólicos de DNA, 

cGAS e IFI16, sinalizam via STING, expresso no retículo endoplasmático, e induzem 

ativação de IRF3/7 ou NF-κB. A ativação desses receptores promove a produção de 

citocinas inflamatórias e do IFN tipo I.  Além disso, IFI16, assim como os receptores 

NLRs e o sensor AIM2, ao serem ativados, interagem com a proteína ASC da via do 

inflamassoma levando à ativação da caspase 1 e à produção de IL-1β. Adaptado de (94). 

 

O IFN-α, liberado principalmente por células dendríticas, interage com seus 

receptores (IFNRs, Interferon receptors) expressos em diferentes células e induz, pela 

via Jak-STAT, um aumento na transcrição de genes, denominados genes estimulados 
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por interferon (ISGs, interferon-stimulated genes), promovendo um estado antiviral 

(100,101). Os ISGs codificam diversos fatores de restrição viral que inibem fortemente 

a replicação do HIV-1 e participam do controle da viremia ao fim da fase aguda da 

infecção (102,103). Os principais fatores são: APOBEC3G, uma citidina desaminase do 

hospedeiro que induz mutações pontuais de guanina para adenina no cDNA viral; 

teterina, uma proteína transmembranar que retém os vírions na superfície da célula 

infectada, evitando sua liberação; SAMHD1, uma fosfo-hidrolase que degrada dNTPs 

em células que não sofrem divisão mitótica, limitando a transcrição reversa; TRIM5α 

(Trimpartite 5 alfa), que promove a degradação precoce do capsídeo viral e bloqueia a 

transcrição reversa; Mx2 (Myxovirus resistance 2), uma GTPase que atua após a 

transcrição reversa, bloqueando a entrada do DNA proviral no núcleo (100). Como 

mencionado anteriormente, o HIV-1 possui proteínas capazes de antagonizar o efeito 

dos fatores de restrição expressos pela célula hospedeira e evadir a resposta imune. 

Entre essas proteínas destaca-se Nef, que promove a endocitose e degradação lisossomal 

da teterina, e Vif, que induz a ubiquitinação de APOBEC3G e reduz a incorporação 

desse fator de restrição em novos vírions (104). 

No início da infecção pelo HIV-1, o IFN-α desempenha um papel determinante 

no controle da viremia, participando da ativação de células da imunidade inata e 

adaptativa, aumentando a função citotóxica de células NK (Natural Killer) e linfócitos 

T CD8+, e estimulando a expressão das moléculas HLA de classe I (4,102). Na fase 

crônica, o IFN tipo I contribui para inflamação sistêmica e para depleção de linfócitos T 

CD4+, aumentando a ativação imune, a expressão de moléculas associadas à exaustão 

celular, como TIM-3 e PD-1, e a apoptose mediada por TRAIL (105,106). Essa citocina 

também interfere negativamente na liberação de linfócitos T CD4+ pelo timo, o que 

limita a recuperação numérica dessas células na circulação (107). A sinalização crônica 

de IFN tipo I eleva a expressão de ISGs durante a fase crônica da infecção e contribui 

para a manutenção dos reservatórios latentes. Nessa fase, o bloqueio dos receptores 

IFNR reduz a expressão dos marcadores de exaustão celular em linfócitos T CD8+, 

aumenta a produção de IFN-γ e IL-2 e, desta forma, restaura a resposta imune específica 

para o HIV-1 (106). Em linfócitos T CD4+ o bloqueio do receptor de IFN tipo I diminui 

a expressão de HLA-DR, indicando uma redução na ativação destas células. Em 

conjunto, esses efeitos promovidos pelo bloqueio de IFNR durante a fase crônica 

contribuem para uma redução da carga viral plasmática. Além disso, a associação da 
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terapia antirretroviral ao bloqueio de IFNR contribui para a redução do reservatório 

viral, visto que, sem a sinalização por IFN tipo I ocorre reativação da replicação em 

células latentes e, subsequentemente, controle da infecção pela terapia e pelos linfócitos 

T CD8+ que tiveram sua funcionalidade restaurada (106). 

Os macrófagos possuem um papel importante na apresentação do vírus para os 

linfócitos, promovendo ativação dessas células e modulando a sua atividade através da 

produção de citocinas e mediadores inflamatórios, o que contribui para a supressão da 

carga viral no fim da fase aguda (58,68,69,108). Os monócitos, que se diferenciam em 

macrófagos, são primados para uma resposta inflamatória e expressam, 

constitutivamente, altos níveis de pró-IL-18, ASC e do sensor NLRP3 (42,109). O 

reconhecimento de PAMPs e DAMPs, como o ATP liberado por células em piroptose, 

age como segundo sinal, induzindo ativação do NLRP3 e formação do inflamassoma. 

Neste, ocorre ativação da caspase-1, resultando na produção das formas ativas de IL-1β 

e IL-18 e na morte por piroptose, induzindo ainda mais inflamação local. Dessa forma, a 

piroptose contribui para a depleção de linfócitos T CD4+ nos tecidos, especialmente no 

GALT, e para a inflamação sistêmica nas pessoas vivendo com HIV (42,87,109–112). 

 A ativação de linfócitos T CD8+ ocorre pela ligação dos receptores de células T 

(TCR, T cell receptor) ao peptídeo viral associado ao HLA de classe I na superfície da 

célula dendrítica e pela interação da molécula CD28 com o coestimulador B7. 

Entretanto, a aquisição do perfil citotóxico de linfócitos T CD8+ específicos para o HIV-

1 é dependente do auxílio de linfócitos T CD4+ de fenótipo Th1, produtores de IL-2 e 

IFN-γ (4). Os linfócitos T citotóxicos são essenciais para o controle da infecção, pois 

reconhecem células infectadas e induzem a morte celular pela liberação de perforina e 

granzimas (113,114). Ademais, essas células citotóxicas expressam em sua membrana o 

ligante de Fas (Fas-L) que, pela interação com a molécula Fas na célula-alvo, induz a 

ativação de caspases e promove a morte por apoptose (115–117). Esses linfócitos 

também inibem, indiretamente, a infecção pelo HIV-1 por meio da produção de fatores 

solúveis, como as β-quimiocinas RANTES, MIP-1α e MIP-1β, que interagem com o 

receptor CCR5 em células-alvo bloqueando a entrada do vírus, e pela produção de IFN-

γ, que ativa os macrófagos e incrementa sua ação fagocítica (55). 

A eficácia do reconhecimento do antígeno viral por células da imunidade 

adquirida é crucial para uma resposta imune eficaz e determinante para a progressão, ou 



25 

 

não, da doença. O HIV-1, por sua vez, consegue evadir a resposta dessas células por 

mutações de epítopos em sítios essenciais para o reconhecimento do HLA de classe I ou 

do TCR, ou ainda mutações nas regiões adjacentes, prejudicando o processamento 

antigênico (118). Nesse sentido, o estudo de Kaslow e colaboradores (2001) demonstrou 

que a presença dos alelos HLA-B27 e HLA-B57, observados em um número reduzido 

de indivíduos, favorece uma progressão mais lenta da infecção pelo HIV-1, ou não 

progressão. Os indivíduos infectados que apresentam esses alelos são denominados não 

progressores (LTNP, long-term non progressor) e são caracterizados por sua capacidade 

de controlar espontaneamente a carga viral plasmática e manter uma contagem elevada 

de linfócitos T CD4+ (119). Essa particularidade está relacionada à formação de um 

repertório de HLA capaz de apresentar os diferentes epítopos derivados da mutação de 

moléculas antigênicas do vírus selvagem e induzir a resposta adaptativa (118,119). 

1.1.7. Inflamação crônica 

No contexto da inflamação crônica pelo HIV-1, a piroptose desempenha um 

papel deletério promovendo a morte de células não infectadas e a liberação de 

mediadores inflamatórios que estabelecem um círculo vicioso (81). O quadro de 

ativação imune crônica ocorre, ainda, devido à replicação viral persistente, à inflamação 

da mucosa intestinal e, consequente, translocação microbiana, e aos mecanismos de 

escape do vírus que modificam o funcionamento celular e comprometem a viabilidade 

de diversas células do sistema imune (6,9). A expressão de marcadores de ativação 

como CD38/HLA-DR encontra-se aumentada em linfócitos T CD8+, enquanto a 

expressão da molécula coestimuladora CD28 está diminuída, demonstrando uma falha 

na maturação e no fenótipo efetor dessas células (120). Nesse cenário é observada 

expansão policlonal de células B, aumento da ativação de linfócitos e do recrutamento 

de monócitos e neutrófilos para os sítios de replicação, e amplificação considerável da 

produção de citocinas e mediadores inflamatórios (4). Os neutrófilos são importantes no 

controle de diversas infecções, entretanto, nesse cenário, a hiperativação dessas células 

pode resultar na liberação de moléculas citotóxicas e em lesão tecidual. Os níveis 

elevados de citocinas inflamatórias estão associados ao aumento de linfócitos T não 

específicos para o HIV-1 e com a expressão de moléculas associadas à anergia e à 

apoptose, como PD-1 e Fas, respectivamente (121). Essa ativação crônica acelera os 

processos de imunossenescência no paciente e contribui para a imunossupressão severa 

observada durante a progressão para Aids (122). 
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A infecção pelo HIV-1 promove alterações no fenótipo e funcionalidade de 

diversas células do sistema imune que ocorrem tanto na medula óssea, em progenitores 

mieloides, quanto em células diferenciadas presentes na circulação.  Devido à ativação 

crônica, os linfócitos T CD8+ específicos para o HIV-1 desenvolvem um fenótipo 

anormal característico de imunossenescência, com perda progressiva da capacidade de 

reconhecer antígenos associados ao HLA, ausência de perforina em seus grânulos e 

reduzida produção de citocinas e proliferação. Essas células, assim como os linfócitos T 

CD4+, demonstram um aumento da expressão da molécula PD-1 em sua superfície que 

se correlaciona positivamente à carga viral plasmática (122). A interação de PD-1 com o 

ligante PD-L1, expresso por células de origem mieloide, regula negativamente a 

capacidade proliferativa e a produção de citocinas por linfócitos T. Esse fenômeno de 

exaustão celular também está associado ao aumento da expressão de inibidores do 

checkpoint imune, como CTLA-4, TIM3 e LAG4, que bloqueiam a ativação dos 

linfócitos, e à produção de IL-10 por células T reguladoras nos sítios de infecção, que 

inibe a proliferação celular (120). O perfil metabólico de células T em exaustão também 

sofre alterações, como redução da via glicolítica e desregulação da função mitocondrial, 

favorecendo a utilização de ácidos graxos para a obtenção de energia (120). Além dos 

eventos de morte celular e exaustão imune, durante a fase crônica ocorre uma redução 

na produção de IL-2, que diminui a capacidade proliferativa dos linfócitos T e contribui 

para a perda de função dessas células (120,121). A inflamação crônica desregula 

também a ação das citocinas IL-7 e IL-15, que estimulam a proliferação de linfócitos T 

CD4+ de memória, contribuindo para a manutenção do reservatório viral latente (81). 

O GALT é um dos principais locais de replicação viral e onde são encontrados 

diferentes tipos celulares permissivos ao vírus (74,76). Além de linfócitos T CD4+ e 

macrófagos, são recrutados monócitos circulantes que infiltram a mucosa intestinal e 

são ativados e diferenciados em macrófagos por citocinas liberadas neste 

microambiente. Assim, esses macrófagos tornam-se também alvo da infecção pelo HIV, 

podendo replicar ativamente o vírus ou permanecer latentes como reservatórios virais. 

Em caso de ativação das células infectadas que constituem o reservatório, há transcrição 

do DNA proviral e retomada do ciclo replicativo com produção de novos vírions (9,25). 

Apesar disso, a presença de macrófagos nesse tecido e o recrutamento de monócitos 

inflamatórios é importante para o controle de microrganismos oportunistas (69).  
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1.1.8. Reservatórios virais e estratégias terapêuticas 

Os reservatórios virais são formados durante a fase eclipse da infecção pelo 

HIV-1 e são compostos por células em repouso e de meia-vida longa que possuem o 

provírus integrado em seu genoma (123–125). As principais células que constituem esse 

reservatório são macrófagos residentes dos tecidos linfoides, micróglia, linfócitos T 

CD4+ de memória e células progenitoras hematopoiéticas da medula óssea. A formação 

desses reservatórios é favorecida pelo início tardio da terapia antirretroviral, por 

características próprias das células, que permanecem com o vírus inativo e não são 

identificadas como ameaça ao sistema imune, e por santuários anatômicos, como o 

cérebro, que apresentam reduzida vigilância imune e baixa penetração dos fármacos 

utilizados na terapia O estado de ativação celular, a polarização e a presença de 

citocinas inflamatórias e fatores teciduais são determinantes para a indução, ou não, da 

latência viral (125–128). 

As células com infecção latente podem ser reativadas por agentes reversores de 

latência, mediadores inflamatórios, infecções oportunistas ou pela interrupção da terapia 

antirretroviral. Dessa forma, esses reservatórios constituem o maior obstáculo para a 

obtenção de uma cura estéril e, por isso, diversas estratégias são estudadas visando 

eliminá-los. Uma delas é o “Shock and Kill” que propõe o uso concomitante de agentes 

reversores de latência e da terapia antirretroviral para reativar as células infectadas, 

estimulando a transcrição e a produção de partículas virais, e eliminar estas partículas 

atuando em diferentes etapas do ciclo, respectivamente (129). 

A terapia gênica é outra abordagem que vem sendo estudada a partir da cura 

estéril obtida com o caso conhecido como paciente de Berlim, em 2006. Esse paciente 

desenvolveu leucemia mieloide aguda enquanto estava infectado pelo HIV-1 e, após ser 

submetido à radioterapia, recebeu um transplante de células-tronco hematopoiéticas 

halogênicas de um doador homozigoto para a mutação delta 32 no receptor CCR5, que 

confere resistência ao HIV-1 (130). Assim, esse indivíduo conseguiu interromper a 

terapia antirretroviral e recompor um sistema imune resistente ao vírus, capaz de manter 

indetectável a carga viral no plasma e nos linfonodos. 

A terapia antirretroviral de alta eficiência utilizada atualmente promove o 

controle prolongado da carga viral e é composta pela combinação de fármacos 

classificados de acordo com a etapa do ciclo replicativo em que atuam, sendo eles 
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inibidores das enzimas protease, integrase e transcriptase reversa e inibidores de fusão e 

entrada (131). Essa terapia possibilitou uma melhoria substancial na qualidade de vida 

dos indivíduos infectados, reduzindo a carga viral plasmática a níveis indetectáveis, o 

que também reduz a transmissão, e minimizando os danos diretos e indiretos do vírus. 

Assim, o tratamento reduz a depleção de linfócitos T CD4+ e a ativação imune crônica, 

preservando a capacidade funcional das células do sistema imune e retardando os efeitos 

da infecção sobre o organismo (131). 

1.2. Neutrófilos e Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 

1.2.1. Biologia do Neutrófilo 

Os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes da circulação sanguínea e, 

junto aos monócitos, são os primeiros a serem recrutados para os sítios de inflamação. 

Essas células são assim denominadas pela tendência a reter corantes neutros, mas 

também são conhecidas como polimorfonucleares devido a sua morfologia, 

caracterizada por um núcleo multilobulado com 3 a 5 lóbulos interligados. Devido à 

presença de grânulos no citoplasma, essas células, junto aos eosinófilos e basófilos, são 

classificadas como granulócitos (132). A importância dos neutrófilos no sistema imune 

está relacionada a sua capacidade de produzir citocinas e modular a atividade das 

células com as quais interage, como os macrófagos, e a sua participação na patogênese 

de diferentes enfermidades (133). Esses leucócitos possuem origem mieloide e são 

produzidos na medula óssea a partir de células-tronco hematopoiéticas que se 

diferenciam em progenitores multipotentes e, posteriormente, em progenitores de 

granulócitos e monócitos (GMPs). Reguladas pelo fator de estimulação de colônia de 

granulócitos (G-CSF), essas células passam por diversos estágios de diferenciação e 

maturação até atingirem o estágio de neutrófilos maduros (133–135).  

As células progenitoras se encontram em íntimo contato com as células 

estromais produtoras de SDF-1α (Stromal-Derived factor)/CXCL12 e VCAM1 

(Vascular Cell Adhesion Molecule), e são retidos na medula óssea pela interação destas 

moléculas com a integrina VLA4 e o receptor CXCR4, respectivamente, expressos em 

sua membrana (133,134,136). Durante o processo de diferenciação e maturação 

ocorrem alterações morfológicas que resultam na formação do núcleo multilobulado e 

também modulações na expressão de receptores e moléculas de superfície (134,135). 

Além de regular os neutrófilos na medula óssea, o G-CSF participa do processo de 
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liberação destas células para a circulação, induzindo redução da expressão de CXCR4 e 

da integrina VLA4, e aumento de CXCR2. Também é observada redução de CXCL12 

em células do estroma medular e aumento da expressão de ligantes de CXCR2, como 

CXCL1 e CXCL2, em megacariócitos e células endoteliais, favorecendo a mobilização 

dos neutrófilos para a circulação (134,137–142). Células imaturas, por sua vez, não 

expressam esse receptor e, no estado basal, não são encontradas na circulação. 

Entretanto, sabe-se que, durante a resposta inflamatória esses neutrófilos podem ser 

também liberados no sangue e recrutados para o sítio inflamatório (134,138). 

A formação dos grânulos e vesículas secretoras, fundamentais para o 

armazenamento de proteínas antimicrobianas e enzimas necessárias para o desempenho 

das funções dos neutrófilos, ocorre durante o processo de diferenciação e maturação 

(133,134,136). A síntese das proteínas granulares é finamente regulada e a diferença na 

composição proteica de cada grânulo é determinada pelo momento em que são 

formados na granulopoese. Essas estruturas são classificadas em quatro tipos, de acordo 

com o momento de formação. Os grânulos primários, também chamados de 

azurofílicos, são observados já no estágio de promielócito e compreendem defensinas, 

elastase neutrofílica (NE), catepsina G e mieloperoxidase (MPO), importante para o 

burst respiratório e degranulação. A presença de moléculas com potencial 

antimicrobiano e ação enzimática torna esse tipo de grânulo essencial para as funções 

imunes executadas pelos neutrófilos (132,133). Os grânulos secundários, também 

chamados de específicos, são encontrados no estágio de mielócitos e metamielócitos e 

incluem moléculas como lisozima, lactoferrina e colagenase. Os terciários são os 

últimos a se formarem e são compostos por metaloproteinases como gelatinase e 

leucolisina. As vesículas secretórias, por sua vez, são detectadas somente em neutrófilos 

maduros e diferem dos demais grânulos por não se formarem a partir do complexo de 

Golgi. Essas estruturas são geradas por endocitose nos estágios finais da maturação dos 

neutrófilos e contêm proteínas citoplasmáticas, como albumina, além de armazenarem 

em sua membrana moléculas utilizadas para a migração celular (132,133).  

Nos tecidos, a produção de neutrófilos pode ser estimulada pelas citocinas IL-17 

e IL-23, produzidas por linfócitos T e fagócitos, respectivamente. A IL-17, em 

particular, induz a granulopoese e a liberação de neutrófilos para a circulação pelo 

aumento de G-CSF (133,143). Durante a homeostase, a produção de IL-17 e G-CSF 

encontra-se reduzida, assim como a produção e liberação de novas células. Entretanto, 
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em condições inflamatórias, o aumento da liberação de IL-1 pode induzir a produção de 

neutrófilos pela via IL-17/G-CSF (144). Os neutrófilos, por sua vez, ao produzirem IL-

17 e recrutarem linfócitos Th17 também produtores desta interleucina, e pela ativação 

da produção de IL-1 por macrófagos, podem estabelecer um loop de recrutamento e 

ativação celular (143–146). Deshmukh e colaboradores (2014) demonstraram que a 

microbiota também estimula a produção de IL-17 e G-CSF por células linfoides inatas 

na mucosa intestinal, via sinalização por TLR4-Myd88, contribuindo para a produção 

de neutrófilos (147). 

Em condições homeostáticas, estima-se que sejam produzidos de 1 a 2x1011 

neutrófilos por dia em humanos. A meia-vida dessas células é bastante curta, mas ainda 

não há um consenso na literatura que determine sua duração. Os relatos variam de 12 

horas a 5 dias a depender do método de análise dos neutrófilos na circulação (136,148–

150). A produção e liberação dessas células pela medula óssea, assim como seu 

envelhecimento na circulação, seguem o ciclo circadiano, que modula também o 

conteúdo proteico e as funções celulares (151–154). As células recém liberadas da 

medula apresentam uma quantidade maior de grânulos e desempenham um papel 

protetor contra infecções, enquanto células senescentes atuam, preferencialmente, no 

clearance homeostático na circulação e nos tecidos. Assim como o fenótipo, o número 

de neutrófilos circulantes varia durante o dia, seguindo uma regulação da expressão dos 

receptores CXCR4 e CXCR2, envolvidos no envelhecimento celular (133,136,153,154). 

O clearance de células senescentes é feito por macrófagos que fagocitam 

neutrófilos apoptóticos que completaram seu ciclo de vida. Na homeostase, essas 

células voltam a expressar altos níveis do receptor CXCR4 e retornam para a medula 

óssea para serem removidas, mas são também fagocitadas no fígado e no baço 

(133,136,155). Em condições inflamatórias, as células apoptóticas são fagocitadas no 

próprio tecido por macrófagos residentes durante o processo de resolução da 

inflamação. Apesar da curta meia vida, há um balanço estritamente regulado entre a 

produção e eliminação de neutrófilos, que mantém o número de células na circulação 

relativamente constante (137,140,149,156). Essa regulação é mediada, em parte, por 

macrófagos e células dendríticas que, ao fagocitarem neutrófilos apoptóticos, reduzem a 

produção de IL-23 e, desta forma, controlam a produção de IL-17 por linfócitos T e a 

granulopoese (157). 
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1.2.2. Funções e Ação microbicida 

Os neutrófilos compõem 50-70% dos leucócitos circulantes e possuem um 

amplo repertório de funções que inclui o controle de patógenos, produção de citocinas, 

regulação da resposta imune e inflamatória através da modulação da atividade de 

macrófagos e indução da produção de anticorpos por linfócitos B, e participação em 

doenças autoimunes, infecciosas e no câncer (133,158,159).  A heterogeneidade dessas 

células terminalmente diferenciadas é determinada por diversos fatores, como as 

alterações fenotípicas e funcionais promovidas pela preservação da atividade 

transcricional e regulação relacionada ao ciclo circadiano, e os estímulos específicos 

oferecidos no microambiente tecidual (133). Essa característica permite a formação de 

populações localizadas e distintas de células que podem atuar em múltiplos cenários e 

desempenhar diferentes funções sobre a imunidade adaptativa (160). A plasticidade 

destas células ainda é bastante discutida e não se sabe ao certo se ela ocorre somente 

após a liberação na corrente sanguínea e entrada dos neutrófilos nos tecidos, ou se há 

uma pré-determinação já na medula óssea. Entretanto, estudos sugerem que neutrófilos 

recém infiltrados nos tecidos apresentam uma função de patrulha, enquanto células 

primadas por sinais teciduais desenvolvem fenótipos tecido-específicos (133,136). 

Esses leucócitos são células fagocíticas essenciais para o controle de infecções 

por meio de suas ações efetoras e pela geração de grande quantidade de ROS (Figura 

1.9). O reconhecimento de patógenos por receptores de membrana promove a ativação 

de neutrófilos que, ao fagocitarem esses invasores, mobilizam as subunidades 

citosólicas da NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase e 

iniciam a formação do complexo enzimático na membrana do fagolisossomo (161,162). 

Essa enzima inicia uma cascata de sinalização altamente regulada pela ação de kinases e 

canais de prótons, e resulta na produção de ROS. Além da produção dessas espécies 

reativas, a fagocitose induz também a fusão das membranas dos grânulos e do 

fagolisossomo, promovendo a liberação de enzimas e proteínas antimicrobianas nesse 

compartimento. O patógeno em contato com elevadas concentrações dessas moléculas 

é, então, eliminado (132,161,162). 

As ROS também atuam diretamente sobre os patógenos provocando danos 

estruturais em seu DNA, lipídeos e proteínas, que facilitam a sua eliminação. Além 

disso, a produção de ROS é importante para outras ações executadas pelos neutrófilos, 
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como a degranulação, apoptose e a formação de redes extracelulares de neutrófilos 

(Neutrophil Extracellular Traps – NETs) (162). Em indivíduos com Doença 

Granulomatosa Crônica, são observadas mutações na enzima NADPH oxidase, que 

promovem a formação de complexos enzimáticos não funcionais e, portanto, incapazes 

de produzir ROS (163). Dessa forma, os neutrófilos desses indivíduos apresentam uma 

capacidade limitada de degranular e liberar NETs, o que compromete sua ação 

microbicida e favorece o surgimento recorrente de infecções bacterianas e fúngicas 

(132,162,164). 

 

Figura 1.9. Ações microbicidas dos Neutrófilos. 

Os neutrófilos reconhecem os patógenos e empregam diferentes mecanismos 

microbicidas para eliminá-los. Na fagocitose, o patógeno é internalizado e degradado 

em fagolisossomos, onde são liberadas enzimas granulares e espécies reativas de 

oxigênio (ROS). No processo de NETose são liberadas as NETs, compostas de DNA e 

proteínas, que retêm fisicamente e inativam os patógenos de modo extracelular. Outro 

mecanismo microbicida é a liberação de enzimas dos grânulos diretamente para o meio 

extracelular, sem ruptura da membrana plasmática. Imagem própria, baseada em (133). 
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De forma distinta do mecanismo descrito acima, no qual o conteúdo dos 

grânulos é liberado no interior do fagolisossomo, a degranulação pode ocorrer também 

para o meio extracelular (Figura 1.9). Esse processo é induzido por estímulos 

considerados mais moderados, e é observada a fusão da membrana de vesículas 

secretórias e grânulos terciários com a membrana plasmática para liberação das 

proteínas (132). As moléculas presentes nesses grânulos possuem ação enzimática e 

tóxica que, no meio extracelular, causam inflamação e dano tecidual (161,162). Os 

peptídeos catiônicos dos neutrófilos, como catelicidinas e α-defensinas, desempenham 

um importante papel microbicida, interagindo diretamente com moléculas de carga 

negativa expressas na membrana dos patógenos e induzindo a formação de poros nessa 

estrutura. Ademais, esses peptídeos modulam funções imunes dos neutrófilos, como a 

quimiotaxia, produção de citocinas e inibição da apoptose (161). 

O mecanismo de ação do neutrófilo em resposta a cada estímulo é determinado 

por um conjunto de variáveis que incluem o microambiente em que ele se encontra, o 

estado metabólico e o conteúdo proteico de seus grânulos, além da origem e intensidade 

dos sinais de ativação (165). Um dos fatores que influenciam se o neutrófilo irá 

fagocitar ou liberar NETs mediante um estímulo é o tamanho e a morfologia das 

partículas às quais eles são expostos. Em infecções fúngicas, por exemplo, as NETs são 

essenciais para a retenção física e eliminação das hifas, que são estruturas grandes e não 

podem ser fagocitadas. As leveduras, por outro lado, são estruturas pequenas que podem 

ser reconhecidas pelo receptor Dectina-1 e fagocitadas. Para compreender a regulação 

entre esses mecanismos, é necessário identificar os eventos comuns, como a produção 

de ROS, e os checkpoints que os diferenciam, como a degradação do citoesqueleto de 

actina, que é observada durante a formação das NETs (142,165,166). A formação destas 

estruturas requer a participação da NE e da MPO, que migram para o núcleo e 

promovem a descondensação da cromatina (167). De modo distinto, durante a 

fagocitose os grânulos azurofílicos se fundem à membrana do fagossomo e contribuem 

para a degradação do microrganismo ali presente. Assim, Branzk e colaboradores 

(2015) demonstraram que a fagocitose regula negativamente a liberação de NETs pela 

retenção dos grânulos contendo elastase na membrana do fagossomo, impedindo que 

esta enzima migre para o núcleo (168). Na infecção fúngica, essa regulação é 

dependente do reconhecimento das leveduras pela Dectina-1, que promove a fagocitose 

e a formação do fagossomo. Na ausência desse receptor ou na presença de hifas, que 
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não são fagocitadas, a resposta do neutrófilo é desviada para a formação de NETs (168). 

A produção de IL-1β e o recrutamento de neutrófilos durante as infecções também são 

regulados pelo tamanho dos patógenos, o que evita um influxo desnecessário de 

neutrófilos para os locais de infecção e controla a liberação de NETs, minimizando os 

danos teciduais provocados por essas estruturas (169).  

Além dos neutrófilos clássicos, um subgrupo de neutrófilos de baixa densidade 

(LDNs, Low density Neutrophils) é identificado na fração de PBMCs após a separação 

por gradiente de densidade. Esses LDNs podem apresentar o fenótipo de células 

maduras que sofreram degranulação ou de células imaturas, com o núcleo parcialmente 

lobulado, reduzida capacidade migratória e fagocítica, atividade imunossupressora e 

uma assinatura transcricional diferenciada (170–172). Eles participam da patogênese de 

neoplasias e autoimunidades, como a Esclerose Múltipla e o Lúpus Eritematoso 

Sistêmico (SLE, Systemic Lupus Erythematosus). No SLE, foi observado que os LDNs 

liberam NETs espontaneamente e que estas estruturas apresentam maior quantidade de 

DNA mitocondrial oxidado, o que favorece a produção de IFN tipo I (173,174). 

1.2.3. Redes Extracelulares de Neutrófilos 

As NETs foram inicialmente descritas em 2004 por Brinkmann e colaboradores, 

que identificaram uma estrutura filamentosa composta por DNA associado a proteínas 

granulares e nucleares com atividade antimicrobiana (175). Nesse estudo foi 

demonstrado que a ativação dos neutrófilos por PMA (acetato miristato de forbol), LPS 

ou IL-8 induzia alterações morfológicas, como a perda da lobulação do núcleo, ruptura 

da membrana nuclear e emissão de protusões da membrana plasmática, que precediam a 

liberação de fibras alongadas de DNA associadas a complexos proteicos globulares 

(Figura 1.10). Essas redes extracelulares demonstraram-se capazes de capturar e 

restringir fisicamente bactérias, como Staphylococcus aureus e Shigella flexneri, 

concentrando ao seu redor moléculas antimicrobianas, como histonas, NE, MPO e 

catepsina G (175). 
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Figura 1.10. Microscopia de neutrófilos em repouso e liberação de NETs. 

(A, C) Neutrófilos em repouso com morfologia arredondada, núcleo multilobulado e 

citoplasma repleto de grânulos, ausência de fibras extracelulares. Neutrófilos 

estimulados com PMA (B) ou IL-8 (D, F) apresentam morfologia achatada e protusões 

de membrana, e formam fibras de cromatina no espaço extracelular (setas em B e D). 

(E) Imagem de alta resolução das NETs mostrando fibras finas com diâmetro entre 15-

17 nm (cabeças de seta) e os domínios globulares com diâmetro de 25 nm (setas). (F) 

NETs no espaço extracelular sem associação com a membrana plasmática. (A, B, E) 

Microscopia eletrônica de varredura; (C, D, F) Microscopia eletrônica de transmissão. 

(A-D) Barra de escala: 10 µm; (E, F) 50 µm. Adaptado de (175). 

 

A quantidade de material liberado e a composição das NETs podem sofrer 

pequenas variações em função dos estímulos, mas as proteínas classicamente descritas 

em sua composição são a NE, a MPO e a catepsina G, derivadas dos grânulos 

azurofílicos, e as histonas, provenientes do núcleo (Tabela 1.1) (175–177). Assim, a 

visualização dessas estruturas pode ser feita por microscopia de fluorescência com a 

imunomarcação das proteínas por anticorpos específicos e com corantes para o DNA, 

como o DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindol) (Figura 1.11). A colocalização 

extracelular do DNA com proteínas, como a elastase, a mieloperoxidase ou a histona 3 
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citrulinada, são utilizadas para a identificação das NETs em estudos in vitro e em 

biopsias de tecido (175,178).  Além disso, as NETs podem ser detectadas e 

quantificadas como complexos de DNA-proteína no sobrenadante de cultivos celulares 

e na circulação por ensaio imunoenzimático (ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay), com anticorpos para essas moléculas (179–181). 

 

Figura 1.11. Microscopia confocal de fluorescência das NETs. 

Neutrófilos estimulados com IL-8 e marcados para (A) elastase neutrofílica, (B) DNA e 

(C) complexos Histona 2A-2B-DNA. Nas células, a elastase é observada em grânulos 

citoplasmáticos, enquanto o DNA e as histonas são marcados no núcleo. Nas fibras 

extracelulares, a marcação para os três componentes se sobrepõe. Barra de escala: 10 

µm. Adaptado de (175). 

 

 

O DNA é o principal componente dessas redes, atuando como um arcabouço ao 

qual as proteínas se associam, e a degradação dos filamentos de DNA pelo tratamento 

das NETs com nucleases acarreta a perda da função antimicrobiana e da barreira física. 

Assim, compreende-se que a manutenção da estrutura física das NETs é fundamental 

para reter os patógenos capturados e concentrar as proteínas ao seu redor, inativando 

fatores de virulência e induzindo a morte dos mesmos. Além disso, o DNA possui carga 

negativa, o que favorece a interação eletrostática com moléculas positivamente 

carregadas na superfície de bactérias e auxilia na sua retenção física (182,183). Alguns 

estudos sugerem que parte do DNA presente nas NETs é derivado das mitocôndrias, e 

que este material contribui para a progressão de doenças, como o SLE (184–186). 
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Tabela 1.1. Proteínas identificadas nas NETs. 

Localização celular Nome da proteína 

Grânulos Elastase neutrofílica (NE) 

 Mieloperoxidase (MPO) 

 Catepsina G 

 Catelicidina 

 Defensinas 1 e 3 

 Lactoferrina 

 Proteinase 3 

 Proteína de aumento da permeabilidade/bactericida 

 Lisozima C 

 Azurocidina 

Núcleo Histonas H2A, H2B, H3, H4 

 Antígeno nuclear de diferenciação mieloide  

Citoplasma Proteínas S100 ligantes de cálcio A8, A9, A12 

Citoesqueleto Actina (β e/ou γ) 

 Alfa-actina (1 e/ou 4) 

 Citoqueratina-10 

 Miosina-9 

 Plastina-2 

Peroxissoma Catalase 

Enzimas Glicolíticas Alfa enolase 

 Transquetolase 

Adaptado de (187). 

 

Atualmente, são reconhecidos diversos estímulos fisiológicos e sintéticos 

capazes de induzir a liberação das NETs. Entre eles destacam-se patógenos, como as 

bactérias S. aureus e Mycobacterium tuberculosis, os fungos Candida albicans e 

Aspergillus fumigatus, os vírus Influenza e HIV-1, os protozoários Plasmodium 

falciparum e Leishmania amazonensis, citocinas como IL-8 e TNF-α, plaquetas 

ativadas, e concentrações elevadas de glicose (177,188). Além destes, são também 

descritas como indutoras da liberação de NETs moléculas que aumentam o influxo de 

cálcio nos neutrófilos, como o PMA, a fito-hemaglutinina (PHA, Phytohemaglutinin), a 

ionomicina e os cristais de urato monossódico (175,188). 

As NETs foram contempladas, inicialmente, por sua potente atividade 

antimicrobiana contra uma ampla gama de patógenos. Entretanto, essas estruturas 

também desempenham um papel importante em cenários como o câncer, a 



38 

 

autoimunidade e a trombose, e são capazes de modular a atividade dos diferentes tipos 

celulares com os quais interagem (189–194). Os ácidos nucleicos próprios e 

autoantígenos, geralmente, não são reconhecidos pelos receptores da imunidade inata. 

Entretanto, no caso de doenças autoimunes, como o SLE, esse material é reconhecido 

como não próprio e dispara uma resposta inflamatória nociva. Nessa doença, as 

proteínas catelicidina e HMGB1, presentes nas NETs, formam complexos com o DNA 

e RNA próprios e promovem o reconhecimento pelos receptores TLR9 e TLR7/8, 

respectivamente, induzindo a produção de IFN tipo I pelas células dendríticas 

(191,195). Além disso, nos pacientes com SLE, é descrita uma deficiência na atividade 

plasmática da DNase-I, enzima responsável pela hidrólise do DNA de fita dupla, que 

resulta em degradação das NETs e manutenção da homeostase (191,194,196). 

De fato, a liberação exacerbada de NETs nos tecidos, assim como a detecção de 

níveis elevados no plasma, está associada a uma intensa resposta inflamatória e ao 

desenvolvimento de doenças autoimunes. Dessa forma, a degradação das NETs pela 

ação das DNase-I e o clearance dessas estruturas por fagócitos, como os macrófagos, 

são eventos essenciais (197). Os monócitos contribuem para a eliminação das NETs, 

embora também sejam capazes de liberar redes extracelulares (ETs, Extracellular 

Traps) após interação com a NE e histonas citrulinadas (198). Nos tecidos, os 

macrófagos participam da homeostase e são responsáveis pela fagocitose de células 

senescentes e de moléculas extracelulares com potencial inflamatório. Farrera e 

colaboradores, demonstraram que os macrófagos internalizam as NETs de forma ativa e 

dependente do rearranjo do citoesqueleto, e que as enzimas lisossomais participam da 

degradação intracelular dessas redes (222) (Figura 1.12). A internalização das NETs 

aumenta na presença da DNase I, sugerindo que a fragmentação do DNA facilita o 

clearence e, provavelmente, ocorre de forma cooperativa in vivo. Ainda, a produção de 

citocinas pelos macrófagos não é alterada pela internalização, sugerindo um processo 

silencioso (199). Entretanto, os efeitos da internalização das NETs sobre a resposta 

inflamatória de macrófagos ainda são controversos.  

Alguns autores reportam alteração na produção de citocinas, como aumento de 

IL-1β em macrófagos expostos simultaneamente às NETs e ao LPS, demonstrando que, 

em um cenário infeccioso, a presença das NETs potencializa a liberação dessa citocina 

inflamatória (200). Recentemente, nosso grupo demonstrou que as NETs são capazes de 

carrear micro-RNAs com padrões que variam de acordo com o estímulo, os quais 
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apresentam potencial de modular a atividade dos macrófagos, como a produção de 

TNF-α induzida por LPS (192). No contexto da sepse, a proteína HMGB1 presente nas 

NETs é reconhecida pelo receptor RAGE (Receptor for Advanced Glycation End 

Products) expresso nos macrófagos, desencadeando eventos intracelulares que 

promovem a liberação de catepsina B dos lisossomos, ativação da caspase-1 e morte 

celular por piroptose (201). Os efeitos celulares também variam de acordo com o tempo 

de exposição às NETs, pois uma exposição breve de macrófagos e células dendríticas a 

essas estruturas induz ativação e expressão de moléculas coestimulatórias, enquanto a 

exposição prolongada induz dano mitocondrial e morte por apoptose (202). 

 
Figura 1.12. Interação de macrófagos com as NETs. 

Microscopia de fluorescência de macrófagos primários derivados de monócitos 

humanos interagindo com as NETs. (A) Marcação para elastase (verde), faloidina 

(vermelho) e DNA (azul). Aumento original 40x. (B) Microscopia confocal 

demostrando a internalização de NETs (setas) por macrófagos. Marcação com DAPI. 

Aumento original 60x. Adaptado de (199). 

 

Diante da barreira imune estabelecida pelas NETs, alguns patógenos 

desenvolveram mecanismos de evasão, que incluem a inibição da liberação dessas redes 

pela presença de moléculas de superfície que reduzem a ativação do neutrófilo, a 

degradação do DNA pela produção de nucleases, e a inativação de enzimas 

antimicrobianas por fatores de virulência, como é o caso da proteína M1 do grupo A de 

Streptococcus que inibe diretamente a catelicidina presente nas NETs (203–207). Outro 

mecanismo de escape da resposta imune mediada por neutrófilos é a inibição de vias 

oxidativas que promovem a produção de ROS pela enzima NADPH oxidase (162,208). 

Como mencionado anteriormente, essas espécies reativas participam da sinalização 
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intracelular envolvida na degranulação, na liberação das NETs e na eliminação 

intracelular de patógenos fagocitados. A inibição dessa via por patógenos, bem como a 

deficiência observada na Doença Granulomatosa Crônica, compromete de modo 

significativo a resposta imune inata e facilita o estabelecimento de infecções (208–210).  

Além dos neutrófilos e dos monócitos/macrófagos, outras células do sistema 

imune são capazes de liberar redes extracelulares de DNA associadas a proteínas com 

função antimicrobiana, como os eosinófilos e mastócitos, ou de comunicação celular, 

como os linfócitos. Os estímulos e mecanismos de formação dessas ETs, assim como a 

composição proteica e a origem do DNA (mitocondrial ou nuclear), variam entre os 

tipos celulares (211–218). 

1.2.4. Mecanismos moleculares de produção de NETs 

Nos neutrófilos, os mecanismos moleculares da formação e liberação de NETs 

constituem um processo com diferentes etapas que envolvem a produção de ROS, a 

mobilização da NE e da MPO dos grânulos azurofilicos para o núcleo, a citrulinização 

de histonas e a ruptura da membrana plasmática com liberação da cromatina (183). A 

ativação dos neutrófilos ocorre pelo reconhecimento de diferentes estímulos (Tabela 

1.2) via receptores da imunidade inata, como as integrinas e os TLRs, receptores do tipo 

Fc, que reconhecem patógenos opsonizados, e receptores de citocinas (183,219–221). 

As vias de sinalização iniciadas podem ser distintas de acordo com o receptor 

envolvido, mas resultam de modo comum, na liberação de cálcio do retículo 

endoplasmático e, consequentemente, aumento da atividade da proteína kinase C (PKC) 

(222,223). O PMA é uma molécula sintética que se liga diretamente à PKC e induz 

ativação celular, sendo amplamente utilizada como indutor da liberação de NETs em 

ensaios in vitro (186,224–226). 
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Tabela 1.2. Indutores da liberação de NETs. 

Bactérias Escherichia coli 

 Mycobacterium tuberculosis 

 Shigella flexneri 

 Staphylococcus aureus 

 Streptococcus pneumoniae e Grupo A 

Vírus Influenza A  

 SARS-CoV-2  

 Vírus da Imunodeficiência Humana 1 

 Vírus da Leucemia Felina 

 Vírus Sincicial Respiratório 

Fungos Aspergillus fumigatus  

 Candida albicans 

Parasitas Leishmania amazonensis 

 Toxoplasma gondii 

Moléculas e fatores endógenos Glicose 

 Fator ativador de plaquetas 

 Íons de cálcio 

 IL-8 

 TNF-α 

 Anticorpos 

Derivados de patógenos Leucocidina de Panton-Valentine  

 Lipofosfoglicana 

 LPS (lipopolissacarídeo) 

Moléculas sintéticas PHA (fito-hemaglutinina) 

 PMA  

Adaptado de (177,188). 

 

A formação das NETs tem início com a ativação celular, que induz a associação 

das subunidades citoplasmática e membranar da NADPH oxidase e a ativação desse 

complexo enzimático, promovendo a formação de ROS (188). A perda da morfologia 

multilobulada do núcleo é uma das etapas iniciais, em que ocorre a descondensação da 

cromatina, e está relacionada à atividade da NE e da MPO (167,188). Com o aumento 

da concentração de ROS, ocorre desestabilização das membranas dos grânulos e 

liberação da NE, que é transportada para o núcleo e catalisa a clivagem da histona H1. 

A MPO, liberada mais tardiamente dos grânulos azurofílicos, também é direcionada 

para o núcleo e atua na descondensação da cromatina de modo independente da sua 

atividade enzimática (167,227). 



42 

 

A enzima nuclear peptidil-arginina desaminase 4 (PAD4) é ativada pelo 

aumento da concentração citoplasmática de cálcio e catalisa a desaminação de resíduos 

de arginina em citrulina, em três dos quatros cores das histonas, o que desestabiliza os 

nucleossomas e favorece a descondensação da cromatina (228–231). Com a 

desintegração da membrana nuclear, o DNA é liberado no citoplasma e se associa às 

proteínas granulares e citoplasmáticas (Tabela 1.1). Em seguida, com a ruptura da 

membrana plasmática e contração da célula, ocorre a extrusão dessas redes de DNA e 

proteínas para o meio extracelular. O transporte das enzimas granulares para o núcleo, 

bem como a contração da célula para a liberação das NETs, são eventos que demandam 

a participação da tubulina e dos filamentos de actina, componentes do citoesqueleto 

(166). Entretanto, a regulação exata desse mecanismo ainda não está clara. Devido à 

ruptura da membrana plasmática e perda da viabilidade, esse processo é considerado 

mecanismo de morte celular e chamado de NETose clássica ou suicida (164,175,182).  

Como mencionado anteriormente, indivíduos com a Doença Granulomatosa 

Crônica apresentam uma deficiência na produção de ROS e, com isso, seus neutrófilos 

são incapazes de formar NETs quando estimulados com PMA (164). Entretanto, estudos 

realizados com diferentes patógenos, como S. aureus, Candida albicans e L. 

amazonensis, demonstram uma via alternativa de liberação de NETs que é independente 

dessa produção. Nessa via alternativa, a liberação das NETs ocorre rapidamente após a 

exposição ao agente indutor e não é observada ruptura da membrana plasmática, sendo 

assim denominada NETose vital. A membrana nuclear sofre uma dilatação com a 

formação de blebbings e a cromatina descondensada é transportada por vesículas para o 

meio extracelular, onde se mistura com as proteínas granulares liberadas por 

degranulação formando as NETs. Como a membrana plasmática se mantém intacta, os 

neutrófilos remanescentes se apresentam como células anucleadas, com alguns grânulos 

citoplasmáticos e com capacidade de fagocitar e migrar (142,232–234). 

1.2.5. NETs em doenças infecciosas e crônicas 

O papel das NETs foi investigado em diversas infecções de origem bacteriana, 

fúngica, viral e parasitária (175,187,220,235). Nos primeiros anos após sua descoberta, 

acreditava-se que esse papel era exclusivamente protetor e capaz de controlar os 

patógenos.  Entretanto, com o avanço dos estudos foi observado que as NETs podem 
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potencializar o quadro inflamatório e contribuir na patogênese de doenças crônicas, 

como a fibrose cística e o câncer (142). 

As NETs são compostas por uma ampla gama de moléculas com ação 

antimicrobiana e a contribuição de cada uma delas para a resposta imune varia de 

acordo com o cenário observado. A presença de algumas proteínas é identificada, 

preferencialmente, em determinadas patologias, como é o caso da HGMB1 no SLE 

(195). A MPO, por exemplo, possui ação virucida contra o HIV-1 e participa da 

eliminação de bactérias, mas também contribui para a lesão tecidual em infecções 

respiratórias e para o desenvolvimento de doenças autoimunes (236–240). Assim, a 

detecção de determinadas proteínas, a proporção em que são encontradas nas NETs e o 

seu papel na imunidade devem ser considerados de forma particular em cada patologia. 

A contribuição das NETs para o controle de infecções bacterianas é amplamente 

conhecida. Bactérias Gram-positivas, como o S. aureus e o S. pneumoniae, induzem a 

liberação dessas redes e são retidas fisicamente por elas (241,242). As NETs também 

são estimuladas por bactérias Gram-negativas, como E. coli e S. flexneri, e 

desempenham um papel importante durante infecções gastrointestinais, inativando 

fatores de virulência. Contudo, as proteases presentes nessas redes parecem danificar as 

células epiteliais e contribuir para a lesão tecidual (175,197). 

O M. tuberculosis, agente etiológico da tuberculose, é uma bactéria intracelular 

que utiliza os fagócitos para replicação e disseminação pelo organismo. Em resposta à 

ativação pelo Mycobacterium, os neutrófilos liberam a proteína do choque térmico 72 

(Hsp72, Heat shock protein 72) e NETs, de modo dependente da produção de ROS. As 

NETs capturam a bactéria, mas são incapazes de eliminá-la, enquanto os macrófagos 

fagocitam essas redes e são ativados, produzindo níveis elevados de citocinas 

inflamatórias. A presença da proteína Hsp72 associada às NETs confere um potencial 

inflamatório específico a estas estruturas e é necessária para a ativação dos macrófagos 

nesse contexto (243,244). 

Na leishmaniose, a forma promastigota do parasita é inoculada na derme do 

hospedeiro vertebrado e induz uma resposta inflamatória que envolve o recrutamento e 

a ativação dos neutrófilos (245). Esses promastigotas apresentam uma superfície 

recoberta por lipofosfoglicanas que são reconhecidas pelos neutrófilos e, no caso da L. 

amazonensis, induzem a liberação de NETs capazes de imobilizar e eliminar o parasita 
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de modo dependente de histonas. A susceptibilidade dos parasitas aos efeitos 

promovidos pelas NETs varia entre as espécies de Leishmania, sendo algumas capazes 

de evadir essa resposta pela expressão de nucleases (242,245). 

A imobilização física de patógenos extracelulares é uma característica das NETs 

que se destaca em infecções fúngicas. Essas redes concentram moléculas com ação 

antifúngica, como a calprotectina, que contribuem de forma ativa para o controle da 

infecção (168). A Candida albicans, por exemplo, induz a ativação dos neutrófilos pelo 

reconhecimento da β-glucana da parede celular e estimula a liberação de NETs de modo 

dependente da fibronectina da matriz extracelular. Essa via de liberação de NETs é 

independente da produção de ROS e ocorre rapidamente, sendo fundamental para 

destruição das hifas que não podem ser eliminadas por fagocitose (168,187,246,247). 

A liberação de NETs também contribui para a imunopatogênese de diversas 

infecções virais. A ativação de neutrófilos pelo HIV-1 e pelo CHIKV, agente etiológico 

da febre chikungunya ocorre pelo reconhecimento do RNA viral por receptores TLR7 e 

TLR8, enquanto o vírus sincicial respiratório é reconhecido pela proteína de fusão, 

expressa em sua superfície, pelo receptor TLR4 (220,221,248,249). Esses três vírus 

induzem a liberação de NETs pela via clássica, ou seja, de modo dependente da 

produção de ROS. As NETs apresentam moléculas com atividade antiviral conhecida, 

como as histonas, mieloperoxidase, catelicidina e α-defensinas, e são capazes de ativar 

células dendríticas plasmocitóides induzindo a produção de elevadas concentrações de 

IFN tipo I, que promove a expressão de ISGs e estabelece um estado antiviral nas 

células alvo (100,191,249,250). Esses efeitos antivirais são capazes de inativar o 

CHIKV in vitro e parecem estar relacionados ao controle a carga viral plasmática dos 

pacientes com febre chikungunya (248). Na infecção pelo vírus sincicial respiratório, as 

NETs capturam as partículas virais e reduzem sua disseminação entre as células 

epiteliais do pulmão; entretanto, é observada uma produção exacerbada dessas redes, o 

que contribui para a obstrução das vias aéreas (221,251). 

A atual pandemia do novo coronavírus, o SARS-CoV-2, trouxe inúmeros 

questionamentos para a comunidade científica, e o efeito prejudicial das NETs na 

patogênese dessa infecção se tornou um importante alvo de pesquisa, com potencial 

aplicação terapêutica (252,253). Esse vírus infecta um amplo repertório de células que 

expressam o receptor para a enzima conversora de angiotensina 2 e induz uma resposta 
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imune que varia entre os indivíduos (254). Nos pacientes com a forma grave, é 

observada uma intensa resposta inflamatória com produção exacerbada de citocinas e 

quimiocinas que promovem morte celular e lesão tecidual (255). Nesse cenário, os 

neutrófilos são recrutados para os pulmões, ativados e estimulados a executarem suas 

funções efetoras, o que inclui a liberação de NETs. Quando exacerbada, essa liberação 

induz a apoptose de células epiteliais pulmonares e agrava as lesões teciduais (253,256). 

Além disso, as NETs se acumulam nos vasos sanguíneos, favorecendo a agregação 

plaquetária e a formação de microtrombos que prejudicam a circulação e contribuem 

para a coagulopatia observada nos pacientes com a forma grave da doença (257–259). 

Assim, estratégias de inibição da formação das NETs ou de degradação das estruturas 

liberadas in vivo vêm sendo avaliadas como possíveis intervenções para minimizar os 

danos teciduais e vasculares descritos. Uma das estratégias propostas é a degradação do 

DNA extracelular presente nas NETs pelo uso da dornase alfa. Esse fármaco é uma 

deoxiribonuclease humana recombinante utilizada no tratamento da fibrose cística para 

a redução da viscosidade do muco nas vias aéreas, facilitando a eliminação do mesmo e 

melhorando a capacidade respiratória dos pacientes (252,253,260). Estudos 

preliminares, in vitro e in vivo, demonstram que a degradação das NETs, liberadas 

durante a infecção pelo SARS-CoV-2, pela dornase-alfa, também promove uma 

melhora do quadro clínico (261,262). Entretanto, os ensaios clínicos para comprovação 

da eficácia e segurança desse tratamento, bem como a determinação da dose e via de 

administração, ainda estão em desenvolvimento. 

A participação das NETs em doenças vasculares está relacionada à retenção 

física de plaquetas, hemácias e moléculas, como o fibrinogênio e o fator de von 

Willebrand, que favorecem a coagulação e a estabilização de trombos (224,263). As 

histonas, presentes nas NETs, induzem a ativação de plaquetas e a expressão do fator 

tecidual por células endoteliais, monócitos e macrófagos, contribuindo para a agregação 

plaquetária e ativação da via extrínseca da coagulação, respectivamente (264,265). As 

plaquetas ativadas, por sua vez, expressam moléculas como HMGB1 e P-selectina, que 

estimulam, via TLR4 e RAGE, a liberação de NETs (266–268). Esse aumento da 

coagulação intravascular pelas NETs é descrito em doenças como sepse, diabetes 

mellitus, aterosclerose, no câncer e na infecção pelo SARS-CoV-2 (259,269–272). Nos 

pequenos vasos, a obstrução vascular relacionada às NETs ocorre também devido à 

formação de extensos agregados de DNA extracelular e proteínas (273).  
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Em doenças autoimunes ocorre uma produção elevada de NETs que contribui 

para a resposta imune contra antígenos próprios e amplificam a inflamação. No SLE, 

essas estruturas se acumulam no plasma devido à deposição de proteínas C1q do 

sistema complemento, que inibem sua degradação pela DNase I e favorecem a produção 

de autoanticorpos, agravando a doença  (194,274). Nessa patologia, são identificados os 

LDNs, que apresentam maior capacidade de liberar NETs e estimular a síntese de IFN-α 

por células dendríticas plasmocitóides (275). A ativação dessas células ocorre pelo 

reconhecimento do DNA e da proteína HMGB1, encontrada nas NETs liberadas nessa 

condição, pelos receptores TLR9 e RAGE, respectivamente (276–278). O IFN-α 

também induz a liberação de NETs que, além de promoverem ativação imune pela 

exposição de autoantígenos, contribuem para os danos vasculares pela ação citotóxica 

das histonas sobre as células endoteliais (239). 

As NETs também desempenham um papel importante na progressão tumoral. 

Essas estruturas são capazes de se depositar na microvasculatura e capturar células 

tumorais circulantes, facilitando o desenvolvimento de metástases (279,280). As NETs 

contribuem para a adesão de células tumorais ao endotélio e invasão tecidual, de modo 

dependente do DNA. As enzimas presentes nessas estruturas atuam sobre a matriz 

extracelular podendo induzir a proliferação celular e a angiogênese (281,282). A 

formação de agregados celulares tumorais também favorece a disseminação do tumor 

através da circulação e o depósito destes agregados em outras regiões (283). 

Recentemente, foi descrito que a matriz metaloproteinase 9 e a NE das NETs clivam a 

laminina na matriz extracelular, induzindo uma sinalização via integrina que promove a 

reativação de células tumorais quiescentes e o crescimento do tumor (189). As NETs 

também participam da progressão tumoral em modelo in vitro de glioma, induzindo a 

proliferação, migração e invasão das células tumorais. A interação da proteína HMGB1, 

com o receptor RAGE, expresso na membrana das células, induz a ativação de NF-κB e 

a produção de IL-8, que recruta os neutrófilos e estimula a liberação de NETs no 

microambiente tumoral, amplificando essa interação de modo favorável ao tumor (284). 

As NETs configuram um importante mecanismo da imunidade inata capaz de 

restringir fisicamente agentes infecciosos, inativar fatores de virulência e modular a 

atividade celular. O efeito dessas redes, entretanto, é dependente do contexto e da 

quantidade em que são liberadas, podendo ser benéfico no controle de infecções ou 

prejudicial, ao ampliar a resposta inflamatória e causar lesão tecidual. A visualização 
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das NETs em biopsias e a detecção de complexos formados pela associação do DNA 

com proteínas, como elastase e MPO, corroboram os achados in vitro sobre o papel 

dessas estruturas em diferentes condições (178,181,285,286). 

1.3. NETs e a infecção pelo HIV-1 

A infecção pelo HIV-1 provoca alterações imunes que comprometem a 

capacidade de defesa do hospedeiro. Os neutrófilos, por exemplo, sofrem redução da 

sua capacidade fagocítica, migratória e antimicrobiana, e alguns pacientes apresentam 

neutropenia. Essa neutropenia está relacionada a diferentes fatores como a morte celular 

por apoptose, o aumento da infiltração dessas células nos tecidos e as alterações na 

hematopoese, que podem ser provocadas diretamente pelo HIV-1 ou pelos fármacos 

utilizados na terapia antirretroviral (79). Nessa infecção, a inflamação crônica 

promovida pela replicação viral, a persistente ativação plaquetária, a depleção de 

linfócitos T CD4+ e a translocação microbiana favorecem a ativação dos neutrófilos. 

Além disso, estas células são recrutadas para os sítios inflamatórios, como o GALT, e 

recebem estímulos que, possivelmente, induzem a liberação de NETs (76,287,288). 

As NETs são compostas por uma ampla gama de moléculas e, algumas delas, 

estudadas isoladamente, apresentam efeito modulador sobre a infecção pelo HIV-1. A 

catepsina G, por exemplo, é uma das serino-proteases presentes nos grânulos dos 

neutrófilos capazes de induzir a quimiotaxia e a produção de citocinas inflamatórias 

pelos macrófagos, e favorecer a replicação viral nessas células (289). De modo distinto, 

a α-defensina-1 possui ação antiviral, inativando diretamente o vírus, na ausência de 

soro, e inibindo a replicação em células T CD4+ na presença do mesmo (290). A 

catelicidina, peptídeo catiônico presente nos grânulos primários, interage com a 

transcriptase reversa do HIV-1 e inibe sua atividade, enquanto a NE interage com a 

gp41 do envelope viral e favorece a entrada do vírus na célula-alvo (291,292). A MPO, 

por sua vez, possui um papel dual na infecção pelo HIV-1, podendo induzir a ativação 

do LTR no genoma ou produzir íons com potencial antiviral (293). 

Em 2012, Saitoh e colaboradores realizaram o primeiro estudo sobre a relação 

das NETs, com a infecção pelo HIV-1. Esse estudo demonstrou que o reconhecimento 

do RNA viral, via receptores TLR7 e TLR8 dos neutrófilos, induz a produção de ROS e 

a liberação de NETs capazes de reter fisicamente o HIV-1 e inativá-lo. O efeito antiviral 

dessas redes se mostrou dependente das α-defensinas e da atividade enzimática da 
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MPO. Além disso, foi observado que o HIV-1 inibe, indiretamente, a formação de 

NETs, pela indução da produção de IL-10 por células dendríticas (220). A liberação de 

NETs com ação antiviral nos sítios de infecção pelo HIV-1, como na mucosa genital 

feminina, sugere que essas estruturas possam desempenhar um papel protetor contra a 

infecção in vivo (294). Na infecção de macacos pelo SIV é observado um aumento da 

produção de NETs e da detecção destas estruturas em biopsias de intestino, pulmão, 

fígado e coração. Os neutrófilos isolados de animais na fase crônica produzem níveis 

elevados de NETs, de modo espontâneo e estimulado por PMA, e a terapia 

antirretroviral reduz, parcialmente, essa produção. As biopsias demonstram que as 

NETs interagem com os linfócitos T CD4+ in vivo e capturam essas células nas redes de 

DNA, induzindo a sua morte por apoptose (285). 

 A resultante sistêmica entre ação virucida e o efeito deletério das NETs sobre os 

linfócitos no indivíduo vivendo com HIV é uma questão a ser investigada. A presença 

de moléculas tóxicas nas NETs está associada à morte de células do sistema imune, 

endoteliais e epiteliais (295). Assim, na infecção pelo HIV-1, deve-se considerar a 

possível contribuição dessas redes para a lesão do epitélio intestinal e o fenômeno de 

translocação microbiana. Por outro lado, a inativação direta de partículas virais e a 

modulação da replicação viral nas células alvo é um importante mecanismo da 

imunidade inata a ser explorado. O controle da replicação mediado pelas NETs nos 

estágios iniciais da infecção pelo HIV-1 poderia reduzir o pool de células infectadas que 

se tornam reservatórios na fase crônica. 

A literatura sobre o papel das NETs na infecção pelo HIV-1 é escassa e restrita 

ao efeito direto sobre o vírus. Em outras palavras, não havia até recentemente, análises 

quanto ao efeito de NETs sobre a replicação do HIV-1. No entanto, em estudos recentes 

conduzidos por nosso grupo, foi visto que as NETs liberadas por neutrófilos de 

indivíduos saudáveis reduzem a replicação do HIV-1 em macrófagos (296,297). Desse 

modo, o presente estudo teve por hipótese que neutrófilos de pessoas vivendo com HIV 

seriam capazes de liberar NETs, e que estas estruturas também promoveriam a redução 

do crescimento viral em macrófagos, possivelmente restringindo a propagação viral em 

sítios ricos em células permissivas. 

 

 



49 

 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Verificar se neutrófilos de pessoas vivendo com HIV são capazes de liberar 

NETs, e se estas modificam a replicação viral em macrófagos. 

2.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar a presença de marcadores de NETs nos plasmas de PVH; 

• Investigar a presença de marcadores plasmáticos de translocação microbiana; 

• Verificar a capacidade de liberação de NETs por neutrófilos de PVH; 

• Analisar a capacidade das NETs obtidas de neutrófilos de PVH de modular a 

replicação do HIV-1 em macrófagos infectados in vitro; 

• Estudar o papel de moléculas associadas às NETs na modulação da replicação 

do HIV-1 por estas estruturas, com ênfase na mieloperoxidase; 

• Avaliar o efeito das NETs sobre a integração do cDNA do HIV-1 no genoma de 

macrófagos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Aprovação ética. 

Os procedimentos experimentais utilizando células humanas de indivíduos 

saudáveis e de pessoas vivendo com HIV foram realizados com amostras de sangue 

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 de Dumith Chequer Bou-Habib e pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Geral de Nova Iguaçu (Rio de Janeiro, 

Brasil) sob o número 008/2010, em nome de José Henrique Pilotto. As amostras de 

sangue de doadores saudáveis foram fornecidas como buffy coats pelo Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro e as 

amostras de cerca de 10 mL de sangue periférico de PVH foram fornecidas em tubos de 

coleta, contendo o anticoagulante EDTA pelo Hospital Geral de Nova Iguaçu. 

3.2. Classificação das pessoas vivendo com HIV.  

As amostras obtidas foram classificadas em coortes de acordo com a carga viral 

plasmática presente no momento da coleta. A quantificação da carga viral foi realizada 

por RT-PCR, com limite inferior de detecção equivalente a 40 cópias de RNA viral/mL 

(Abbott RealTime HIV-1, Abbott Laboratories, Chicago, EUA), no Hospital Geral de 

Nova Iguaçu, que também forneceu as contagens absolutas de linfócitos T CD4+ e 

CD8+, avaliadas por citometria de fluxo, (BD Multitest, BD Bioscience, San Jose, 

EUA), e os dados sobre sexo dos participantes. As coortes foram definidas como: 

indetectável (carga viral abaixo do limite de detecção - ≤40 cópias de RNA viral/mL), 

baixa (inferior a 10 mil cópias/mL), intermediária (entre 10 e 100 mil cópias/mL) e alta 

(superior a 100 mil cópias/mL). Todos os participantes estavam submetidos à terapia 

antirretroviral de alta eficiência no momento da coleta. 

3.3. Detecção de complexos DNA-elastase. 

Com a finalidade de identificar marcadores de NETs no plasma, complexos 

DNA-elastase foram investigados em pessoas vivendo com HIV e em indivíduos 

saudáveis, pelo método de ELISA. Primeiramente, a placa de poliestireno foi 

sensibilizada com 2,5 μg/mL de anticorpo anti-elastase (Calbiochem-Merck, Darmstadt, 

Alemanha) por 18-20 horas a 4 ºC e lavada com tampão fosfato-salino (PBS, Phosphate 

Buffer Saline, LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil). O bloqueio foi feito com 2% de 

https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk00LbPrSO0-T9U9Hy0sbaac49Gcbew:1608036874401&q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOV0Si3KLSxJTSnawMgIA1QfSVlIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjypryVhNDtAhVXGLkGHSPpCSEQmxMoATARegQIGhAD
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk00LbPrSO0-T9U9Hy0sbaac49Gcbew:1608036874401&q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOV0Si3KLSxJTSnawMgIA1QfSVlIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjypryVhNDtAhVXGLkGHSPpCSEQmxMoATARegQIGhAD
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albumina de soro bovino (BSA, Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich, Saint Louis, 

EUA) por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada e as 

amostras de plasma, diluídas 1:2 em PBS, foram adicionadas e incubadas por 18-20 

horas a 4 ºC. No terceiro dia, após a lavagem da placa com PBS acrescido de Tween20 

(0,05%) (Sigma Aldrich), foi adicionado 1,5 μg/mL do anticorpo anti-dsDNA 

conjugado à enzima peroxidase (Immunotools, Friesoythe, Alemanha), incubado por 2 

horas em agitador e em temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada e foi 

adicionado o substrato TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine, BD Bioscience). A 

densidade óptica foi determinada em leitor de placas automático em comprimento de 

onda de 450 nm após 20 minutos de reação (179,298). 

3.4. Quantificação de endotoxina no plasma. 

A fim de avaliar a presença de marcadores plasmáticos de translocação 

microbiana, os plasmas de pessoas vivendo com HIV e de indivíduos saudáveis foram 

avaliados pelo método cromogênico do lisado de amebócitos de Limulus (LAL, 

Thermofisher, Waltham, EUA), para quantificação de endotoxina. As amostras de 

plasma foram inativadas a 70 ºC por 15 minutos e diluídas 1:2 em PBS. Em seguida, 

essas amostras e concentrações conhecidas de endotoxina foram distribuídas na placa, 

foi adicionado o LAL a todos os poços e a placa foi incubada por 10 minutos. O 

substrato cromogênico foi então adicionado e, após 6 minutos, a reação foi interrompida 

com o acréscimo de ácido acético 25%. A densidade óptica foi medida em leitor de 

placas automático em comprimento de onda de 410 nm. As concentrações de 

endotoxina presentes no plasma são representadas em unidades por mL (EU/mL) e 

foram obtidas pela interpolação dos valores de densidade óptica sobre uma curva-

padrão. 

3.5. Obtenção de Neutrófilos e Macrófagos. 

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos 

em temperatura ambiente para obtenção do plasma, cerca de 3 mL por amostra. O 

plasma coletado foi armazenado a -80 ºC até sua utilização. Em seguida, foram 

acrescidos 3 mL de PBS às amostras de sangue e estas foram centrifugadas na presença 

de Ficoll-Hypaque (d=1,077 g/mL, Sigma Aldrich) a 400 x g durante 30 minutos. Uma 

vez separadas por gradiente de densidade, as PBMCs foram isoladas, lavadas com PBS 

(LGC Biotecnologia) e contadas em câmara de Neubauer, no microscópio óptico, com 

0,1% de azul de Tripan (Sigma Aldrich), para viabilidade celular. As células foram 
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distribuídas em placas de cultura de 6 (1,6.107/poço/3 mL) ou 96 poços (106 

células/poço/200 μL) (Costar, Corning, Glendale, EUA), a depender do experimento, e 

cultivadas em meio DMEM com baixa glicose (LGC Biotecnologia), contendo 10% de 

soro AB humano (Sigma Aldrich) previamente inativado (30 minutos a 56 ºC; Sigma 

Aldrich), penicilina-estreptomicina (10 ng/mL; Sigma Aldrich) e gentamicina (50 

µg/mL; Gibco). Após 7-10 dias de cultivo (37 ºC e 5% CO2) para diferenciação de 

monócitos em macrófagos por aderência ao plástico, as células não-aderentes foram 

removidas por lavagem com PBS, e a monocamada remanescente foi mantida em 

cultura (DMEM contendo 5% de soro humano e antibióticos). A pureza destas culturas 

foi superior a 95% em avaliação por citometria de fluxo, usando anticorpos 

monoclonais anti-CD3 e anti-CD68 (BD Bioscience), e o citômetro BD Canto II 

equipado com o software BD FACSDiva (BD Bioscience). 

Os neutrófilos também foram obtidos por centrifugação em gradiente de 

densidade com Ficoll-Hypaque. Após a centrifugação, essas células foram aspiradas da 

monocamada intimamente associada às hemácias e lavadas com PBS. Em seguida, os 

eritrócitos residuais associados aos neutrófilos foram sedimentados em solução de 

Dextran (3%; Sigma Aldrich) durante 45 minutos em temperatura ambiente e, em 

seguida, lisados em solução de lise hipotônica (155 mM NH4Cl, 12 mM NaHCO3, 0,1 

mM EDTA), durante 5 minutos em temperatura ambiente (299). Os neutrófilos foram 

então lavados com PBS e contados em microscópio com 0,1% de Azul de Tripan 

(Sigma Aldrich). A pureza destas células, determinada por citometria de fluxo com 

anticorpos anti-CD16 (BD Bioscience), foi de aproximadamente 95%. 

3.6. Indução da liberação de NETs. 

Para avaliar a capacidade de liberação de NETs, imediatamente após a obtenção 

de neutrófilos, estas células foram distribuídas em placas de 48 poços (2.106/poço/400 

μL) (Costar) em meio RPMI (LGC Biotecnologia) sem soro e estimuladas com IL-8 (50 

ng/mL; Biolegend, San Diego, EUA) ou TNF-α (20 ng/mL, R&D Systems, Mineápolis, 

EUA), durante 3 horas a 37 ºC. Células mantidas apenas em meio RPMI foram usadas 

como controle. Os sobrenadantes ricos em NETs foram coletados e centrifugados a 400 

x g por 10 minutos para remover células e debris, e estocados a -80 ºC até sua 

utilização. 

As NETs obtidas foram quantificadas com base na concentração de DNA de fita 

dupla pelo método de Quant-itTM Picogreen dsDNA (Invitrogen, California, EUA), de 
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acordo com as instruções do fabricante. Os valores de fluorescência foram interpolados 

a partir de uma curva-padrão obtida com concentrações conhecidas de DNA de salmão 

(Sigma Aldrich) (235). 

3.7. Microscopia de Imunofluorescência. 

Neutrófilos cultivados em lâminas com câmara (5.105 células/poço/200 μL) 

(Lab-Tek, Thermofisher) e estimulados com IL-8, como descrito no item 3.6, foram 

fixados com solução de paraformaldeído (PFA, 4%; Merck) durante 30 minutos, e 

lavados cuidadosamente com PBS. Em seguida, as amostras foram incubadas com soro 

AB humano (Sigma Aldrich) puro durante 1 hora (etapa de bloqueio) e marcadas com 

anticorpo policlonal anti-elastase obtido em coelho (Calbiochem), por 2 horas. Após a 

marcação, foi feita a lavagem com solução de bloqueio (PBS, 10% de soro fetal bovino, 

5% de BSA), durante 5 minutos, e a incubação com o anticorpo secundário policlonal 

anti-IgG conjugado ao fluorocromo Alexa 546, obtido em cabra (Life Technologies), 

durante 30 minutos. Por fim, as amostras foram lavadas com PBS e montadas em 

ProLong® Diamond anti-fade contendo DAPI (Life Technologies). Todo o processo foi 

realizado em temperatura ambiente. As lâminas foram examinadas em microscópio de 

fluorescência (Zeiss Ax10) com auxílio do programa AxioVision. Brilho, contraste e 

cor das imagens digitais foram ajustados com o programa Adobe Photoshop CS6 v13.0, 

Adobe Systems Inc, EUA. 

3.8. Infecções virais. 

Os experimentos envolvendo material infectado pelo HIV-1 foram realizados no 

laboratório de nível de biossegurança 3 (NB3) do Pavilhão Leônidas Deane, do Instituto 

Oswaldo Cruz, Fiocruz Rio de Janeiro, Brasil. As infecções in vitro foram realizadas 

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). Os macrófagos de indivíduos saudáveis e de pessoas vivendo com HIV 

foram expostos ao isolado viral (10-15 ng/mL da proteína viral p24) por 18 a 20 horas, a 

37 ºC e 5% CO2. Em seguida, as células foram lavadas e realimentadas com meio de 

cultura para o tratamento com as NETs. 

As PBMCs isoladas de indivíduos saudáveis foram distribuídas em garrafas de 

cultura, e ativadas com meio RPMI acrescido de 10% de soro fetal bovino, IL-2 (5 

U/mL, Sigma), e PHA (2 µg/mL, Fito-hemaglutinina, Sigma), por 48-72 horas. Em 
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seguida, as células foram lavadas, contadas para ajuste da concentração de 1.106 

células/mL, e infectadas com o isolado viral Ba-L de HIV-1 (10-15 ng/mL de p24), por 

2 horas. Ao fim deste período, as células foram lavadas e realimentadas com meio de 

cultura para o tratamento com as NETs 

3.9. Viabilidade celular de macrófagos e PBMCs expostos às NETs. 

Macrófagos expostos às NETs por 3 horas e lavados foram avaliados quanto à 

viabilidade pelo método XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -2H-tetrazólio-5-

carboxanilida, Sigma Aldrich) e por citometria de fluxo. De modo resumido, após 24 ou 

48 horas da exposição às NETs, foram adicionados à cultura celular 50 µL de uma 

solução de DMEM sem soro, contendo 1 mg/mL de XTT e 15 ng/mL de PMS (N-metil 

dibenzopyrazina metil sulfato). Após 3 horas a 37º C, a densidade óptica foi medida em 

leitor de placas automático em comprimento de onda de 450 nm. Por citometria, após 

24 horas da exposição às NETs, a viabilidade também foi avaliada com Anexina V 

(R&D Systems) e 7AAD (BD Bioscience), de acordo com as instruções dos fabricantes. 

Para verificar o efeito da exposição prolongada de macrófagos às NETs sobre a 

viabilidade, células expostas às NETs por 14 dias (tratamento único na concentração de 

40 ng/mL, sem remoção das NETs) também foram avaliadas por XTT, como 

previamente descrito. 

Por sua vez, PBMCs expostas às NETs por 16-18 horas em meio sem soro, 

foram lavadas e realimentadas com meio de cultura (RPMI contendo 10% de soro fetal 

bovino, IL-2 e antibióticos). A viabilidade foi avaliada após 48 horas por citometria de 

fluxo com Anexina V (R&D Systems) e 7AAD (BD Bioscience). 

3.10. Efeito das NETs sobre a replicação do HIV-1. 

 Macrófagos de indivíduos saudáveis e de pessoas vivendo com HIV, 

previamente infectados in vitro pelo HIV-1, foram expostos a NETs individuais (40 

ng/mL) liberadas por neutrófilos de pacientes, em DMEM sem soro, durante 3 horas (37 

ºC e 5% CO2). Em seguida, as células foram lavadas com PBS, realimentas com meio 

completo (DMEM contendo 5% de soro humano e antibiótico) e mantidas em cultura 

durante 12-14 dias. Após esse período, a replicação viral foi quantificada pela detecção 

do antígeno p24 do HIV-1 nos sobrenadantes das culturas, pela técnica de ELISA (Sino 

Biologial, Chesterbrook, EUA). Também foi avaliado o efeito do tratamento com pools 

de NETs de pacientes (4-5 NETs/pool, 40 ng/mL) sobre a replicação viral. Como 
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controle do efeito inibitório das NETs, foram utilizadas NETs liberadas por neutrófilos 

de indivíduos saudáveis. 

As PBMCs previamente infectadas foram tratadas de modo semelhante aos 

macrófagos: lavadas com PBS, plaqueadas e tratadas com diferentes concentrações de 

NETs em meio RPMI com 2% de soro fetal bovino por 2 horas. Ao fim da incubação, 

as células foram lavadas e realimentas com meio completo (RPMI acrescido de soro 

fetal bovino a 10%, IL-2 e antibióticos). A replicação viral foi avaliada por ELISA do 

sobrenadante das culturas de PBMCs após 7 dias, conforme descrito acima. 

3.11. Efeito do tratamento tardio e adições múltiplas de NETs.  

Para verificar se a adição tardia de NETs poderia modular a replicação viral em 

macrófagos, células infectadas in vitro pelo HIV-1 foram expostas às NETs por 3 horas, 

após 5 e 7 dias de infecção. Após o tratamento, as células foram lavadas com PBS, 

realimentadas com meio de cultura e a replicação viral foi quantificada por ELISA após 

12-14 do início da infecção. Também foi avaliado o efeito de adições múltiplas (1 a 3 

vezes) de uma concentração sub-ótima (10 ng/mL) de NETs. Essas adições foram 

iniciadas logo após a infecção e realizadas com intervalos de 3 a 4 dias. Macrófagos 

infectados foram tratados com NETs por 3 horas e após cada tratamento as células 

foram lavadas e o meio de cultura foi reposto. As replicações virais foram quantificadas 

por ELISA, após 12-14 dias do início da infecção, como descrito no item 3.10. 

3.12. Efeito da Mieloperoxidase sobre a replicação do HIV-1.  

Para verificar a contribuição da proteína MPO presente nas NETs sobre o efeito 

antiviral observado, macrófagos, previamente infectados pelo HIV-1, foram expostos a 

diferentes concentrações de MPO recombinante (R&D Systems), por 3 horas em 

DMEM sem soro. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e realimentadas com 

meio completo (DMEM contendo 5% de soro humano e antibióticos). A replicação viral 

foi quantificada após 12-14 dias, como descrito. 

3.13. Efeito das NETs sobre a integração do HIV-1.  

Para avaliar este efeito, macrófagos, cultivados em placa de 6 poços e 

previamente infectados pelo HIV-1, foram tratados com NETs (40 ng/mL) por 3 horas, 

lavados com PBS e mantidos em cultura por 72 horas. Em seguida, as células foram 

coletadas com auxílio de um Cell Scraper (Falcon, Corning, Glendale, EUA) e o DNA 

total foi extraído com o Kit Mini AllPrep DNA/RNA (Qiagen, Hilden, Alemanha). O 
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DNA total foi quantificado pelo Qubit, com o kit QubitTM dsDNA HS Assay 

(ThermoFisher, EUA), seguindo as instruções do fabricante. 

Inicialmente, utilizando-se células J-Lat, uma linhagem celular derivada de 

células Jurkat que contém um genoma completo do HIV-1 integrado, foi gerada uma 

curva padrão para beta-globulina e para o genoma do HIV-1 integrado. Em seguida, 

para avaliar a integração do cDNA viral por célula, foi realizada a quantificação do  

DNA genômico nas amostras por qPCR (PCR quantitativo em tempo real) com base no 

gene de beta-globina, e então foi feito um Nested-PCR, como descrito em (36). 

A reação de PCR em tempo real foi realizada em placas de 96 poços no aparelho 

Applied Biosytems 7500 Real-Time PCR System (ThermoFisher), utilizando-se o mix 

PrimeTime® Gene Expression Master Mix 2X (Integrated DNA Technologies). A 

reação de amplificação para a quantificação de beta-globina consistiu em: 95 ºC por 3 

minutos, 40 ciclos de 95 ºC por 15 segundos e 60 ºC por 1 minuto. Os oligonucleotideos 

iniciadores (ou primers) e as sondas utilizadas na reação são apresentados na tabela 3.1. 

A reação de PCR para quantificar a integração do HIV-1 foi realizada em duas etapas. A 

primeira foi uma reação de PCR convencional utilizando primers para a região Alu do 

genoma humano e Gag do HIV-1, e tendo com amostra o DNA total extraído dos 

macrófagos. As condições dessa reação foram: 94 °C por 2 minutos, 40 ciclos de 94 °C 

por 30 segundos, 50 ºC por 30 segundos e 72 °C por 3 minutos e 30 segundos. A 

segunda reação foi uma PCR em tempo real para quantificar os produtos específicos do 

HIV-1 usando primers para as regiões R e U5 na LTR do vírus. A integração do cDNA 

do HIV-1 no genoma dos macrófagos foi calculada com base na curva-padrão 

determinada a partir das células J-Lat, e considerando a massa de DNA. 
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Tabela 3.1. Primers e sondas* utilizados para avaliar a integração do 

cDNA do HIV-1 no genoma de macrófagos 

Região alvo 

Primers 

Sonda (Probe) 
Senso (Forward) Anti-senso 

(Reverse) 

Beta-globina 
CCCTTGGACCCAG

AGGTTCT 

CGAGCACTTTCTT

GCCATGA 

GCGAGCATCTGTCCA

CTCCTGATGCTGTTA

TGGGCGCTCGC 

Alu GCCTCCCAAAGTG

CTGGGATTACAG 
  

Gag  GTTCCTGCTATG 

TCACTTCC 
 

R-U5 
TTAAGCCTCAATAA

AGCTTGCC 

GTTCGGGCGCCA

CTGCTAGA 

CCAGAGTCACACAA

CAGACGGGCACA 

*Primers e sondas expressos no sentido 5’ – 3’ 

3.14. Análise Estatística.  

Os dados obtidos foram inicialmente avaliados quanto à distribuição pelos testes 

de normalidade D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk. A partir desta avaliação inicial, os 

dados paramétricos de experimentos com duas condições foram analisados por teste t 

Student e os de experimentos com três ou mais condições foram analisados por One-

Way ANOVA. Os pós-testes utilizados foram o de Dunnett e de Tukey para 

comparações múltiplas com o controle e entre as diferentes condições, respectivamente. 

As análises estatísticas realizadas para cada experimento estão indicadas nas legendas 

das figuras. Os resultados estão representados como a média associada ao desvio 

padrão, linhas horizontais e verticais, respectivamente. O software utilizado para gerar 

os gráficos e testes estatísticos foi o Prism 7 (GraphPad Software, EUA), e a 

significância estatística foi definida como p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***). 

 

 

 

 

 

 



58 

 

4. RESULTADOS 

4.1. Perfil das pessoas vivendo com HIV 

Inicialmente, as amostras de pessoas vivendo com HIV foram classificadas em 

coortes de acordo com a carga viral plasmática informada no relatório clínico, a partir 

do qual também foram coletadas informações sobre sexo e contagens absolutas de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+. Os dados dos participantes, cujas amostras de plasma 

foram avaliadas para a quantificação de complexos DNA-elastase e de endotoxina, são 

demonstrados na Tabela 4.1. 

 

Tabela 4.1. Dados de pessoas vivendo com HIV. 

Distribuição dos valores médios e desvios-padrões da carga viral plasmática e das 

contagens absolutas de células T, em função das coortes de carga viral, indicando o 

número de participantes em cada coorte e de acordo com o sexo. 

Coorte N 

Carga viral                         

(cópias de RNA 

viral/mL) 

Contagens de Linfócitos T 

(células/μL)   
Sexo 

CD4+ CD8+   M F 

Indetectável 14 - 592 ± 206 790 ± 217  6 8 

Baixa 14 831 ± 917 505 ± 347 1312 ± 681  9 5 

Intermediária 22 36.646 ± 20.679 220 ± 155 904 ± 372  8 14 

Alta 18 453.459 ± 975.020 77 ± 60 768 ± 446  11 7 

Média ± Desvio-Padrão     
  

M: Masculino, F: Feminino      
N: número de participantes      

 

Em função das coortes de carga viral, os participantes se agruparam em três 

faixas claramente distintas de contagens de células T CD4+: entre 500 e 1000 

células/µL, entre 200 e 500 células/µL e <200 células/µL. Essa divisão foi utilizada para 

análises em função das contagens de linfócitos T CD4+. 

4.2. Pessoas vivendo com HIV apresentam níveis elevados de complexos DNA-

elastase no plasma 

As pessoas vivendo com HIV apresentam, mesmo na presença da terapia 

antirretroviral, um quadro inflamatório crônico caracterizado pela ativação de células do 

sistema imune e aumento dos níveis plasmáticos de mediadores inflamatórios que, 
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assim como os produtos antigênicos derivados da translocação microbiana e o próprio 

vírus, são capazes de ativar neutrófilos e estimular a liberação de NETs (2,76,285). Para 

verificar a hipótese de que pessoas vivendo com HIV apresentariam níveis plasmáticos 

elevados de NETs quando comparados aos doadores saudáveis, foram quantificados os 

complexos de DNA-elastase nos plasmas destes indivíduos, os quais foram avaliados 

como grupo controle, e nos plasmas de pacientes. 

Como pode ser observado na Figura 4.1A, níveis significativamente mais 

elevados (p<0,01) de complexos DNA-elastase foram observados no plasma de 

pacientes, em relação aos doadores saudáveis, independente da carga viral estar 

detectável ou indetectável. Quando as amostras de plasma foram separadas por coortes, 

também foi observada uma maior detecção dos complexos (p<0,01) na circulação dos 

pacientes em relação aos saudáveis, de modo mais evidente nos indivíduos com carga 

viral indetectável e alta (Figura 4.1B).  

A depleção de linfócitos T CD4+ é um marcador evolutivo da doença que pode 

se associar ao quadro inflamatório, bem como ao recrutamento de neutrófilos para os 

tecidos linfoides onde há maior replicação viral e morte celular (9,76). Nesses tecidos, e 

também na circulação sanguínea, a ativação de neutrófilos pode estimular a liberação de 

NETs. Desta forma, avaliamos os níveis de complexos DNA-elastase de acordo com as 

contagens absolutas de linfócitos T CD4+ (Figura 4.1D). Todos os pacientes 

apresentaram níveis mais elevados de complexos DNA-elastase quando comparados aos 

doadores controles; entretanto, esse aumento foi significativo (p<0,05) apenas nos 

pacientes com contagens absolutas inferiores a 200 células/µL e entre 500 e 1000 

células/µL.  

Visto que o próprio HIV-1 é capaz de induzir a liberação de NETs e que a 

depleção de linfócitos T CD4+ contribui para o quadro inflamatório observado nos 

pacientes, buscamos associar a carga viral e a contagem de linfócitos T CD4+ com a 

concentração dos complexos no plasma (220). Entretanto, não foi possível estabelecer 

uma correlação positiva entre estes dados, conforme observado nas figuras 4.1C e E.  
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Figura 4.1. Quantificação de complexos DNA-elastase no plasma de pessoas 

vivendo com HIV.  

Plasmas de pacientes e de indivíduos saudáveis (controle) foram testados para a 

detecção de complexos DNA-elastase, pela técnica de ELISA, com anticorpos anti-

elastase e anti-dsDNA. A absorbância foi determinada a 450 nm e os valores estão 

apresentados em densidade óptica (DO). (A) Quantificação de complexos DNA-

elastase, de acordo com a carga viral indetectável e detectável, ou (B) com as coortes de 

carga viral. (C) Análise de correlação entre carga viral e complexos DNA-elastase por 

regressão linear. (D) Quantificação de complexos DNA-elastase de acordo com as 

contagens absolutas de linfócitos T CD4+. (E) Análise de correlação entre as contagens 

absolutas de linfócitos e complexos DNA-elastase por regressão linear. As barras 

representam a média ± desvio-padrão. Dados analisados por One-way ANOVA com 

pós-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01. 
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4.3. Pessoas vivendo com HIV apresentam níveis plasmáticos elevados de LPS 

A presença de níveis elevados de complexos DNA-elastase no plasma de 

pessoas vivendo com HIV e a ausência de correlação entre esses complexos e a carga 

viral, nos incitou a investigar outro fator relacionado à infecção que pudesse induzir 

diretamente a liberação de NETs, como a endotoxina associada à translocação 

microbiana: o LPS.  

Inicialmente, as concentrações plasmáticas de LPS foram avaliadas em função 

dos níveis de detecção da carga viral. Foi observado que os pacientes apresentam níveis 

elevados dessa endotoxina (p<0,01) quando comparados aos indivíduos saudáveis 

(Figura 4.2A), e que esse aumento é mais proeminente em indivíduos com a carga viral 

elevada (p<0,001). No entanto, não foi observada uma correlação direta entre a carga 

viral e as concentrações de LPS para as amostras estudadas (Figura 4.2B). As análises 

também foram conduzidas em função das contagens de linfócitos T CD4+, visto que a 

depleção destas células no tecido linfoide associado à mucosa intestinal é um fator 

determinante para a translocação microbiana. Foi visto que pacientes com uma 

contagem inferior a 200 células/µL apresentam níveis significativamente elevados 

(p<0,05) de LPS circulante quando comparados ao grupo controle. Para esses pacientes, 

uma tendência de correlação negativa com o LPS foi observada (Figuras 4.2C e D). 

Conforme mencionado, o LPS é um potente indutor da liberação de NETs e, de 

fato, foi observada uma correlação positiva (p=0,0046) entre os níveis plasmáticos dessa 

endotoxina e dos complexos DNA-elastase em nossas análises (Figura 4.2E). 
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Figura 4.2. Pessoas vivendo com HIV apresentam níveis elevados de LPS no 

plasma. 

A quantificação de LPS no plasma de indivíduos saudáveis e de PVH foi feita pelo 

método cromogênico utilizando o ensaio de LAL. As concentrações de LPS são 

representadas em EU/mL. Quantificação de LPS por (A) coortes de carga viral e por (C) 

contagens absolutas de linfócitos T CD4+. Correlação entre os níveis plasmáticos de 

LPS e (B) carga viral ou (D) contagem de linfócitos T CD4+. (E) Correlação entre os 

níveis plasmáticos de LPS e de complexos DNA-elastase. As barras representam a 

média ± desvio-padrão. Dados analisados por One-way ANOVA com pós-teste de 

Tukey (A, C). Correlações feitas por regressão linear (B, D, E). *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001. 
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4.4. Neutrófilos de pessoas vivendo com HIV são capazes de liberar NETs 

Diversos trabalhos sobre NETs, além de estudo anterior desenvolvido em nosso 

laboratório, demonstram que neutrófilos isolados de indivíduos saudáveis são capazes 

de liberar NETs in vitro mediante estímulo com citocinas inflamatórias (177,296). 

Questionamos, portanto, se a inflamação crônica observada nas PVH e as alterações 

celulares provocadas pela infecção poderiam afetar a capacidade de seus neutrófilos 

liberarem NETs quando estimulados in vitro. Para avaliar essa capacidade, neutrófilos 

isolados do sangue periférico de pacientes foram estimulados com IL-8 e TNF-α.  

As análises por imunofluorescência dos neutrófilos estimulados com IL-8 por 3 

horas demonstraram uma rede de fibras de DNA em colocalização com a proteína 

granular elastase neutrofílica (Figura 4.3) e células íntegras identificadas pela 

preservação do núcleo multilobulado, que não liberaram NETs. A colocalização dos 

marcadores indica associação da elastase com a rede de DNA extracelular, coincidindo 

com descrições presentes na literatura e demonstrando a capacidade dos neutrófilos de 

pessoas vivendo com HIV-1 liberarem NETs mediante estímulo com IL-8 (175). 

 

 

Figura 4.3. Neutrófilos de pessoas vivendo HIV liberam NETs in vitro. 

Neutrófilos de PVH (A) e de indivíduos saudáveis (B) foram isolados e ativados com 

IL-8 (50 ng/mL) por 3 horas, fixados em paraformaldeído 4% e marcados com DAPI 

(DNA, em azul) e anticorpos anti-elastase (em vermelho). Nas duas figuras, o terceiro 
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painel à direita (merge) mostra a sobreposição da marcação para os dois componentes. 

O asterisco indica células íntegras e as setas apontam as fibras de DNA associado à 

elastase (NETs). Imagem representativa de quatro doadores saudáveis e seis pacientes 

diferentes. Barra de escala: 10µm. 

 

 

Uma vez observada a presença de NETs por imunofluorescência, foi então 

realizada a quantificação do DNA extracelular presente no sobrenadante das culturas de 

neutrófilos. Conforme demonstrado na Figura 4.4, há um aumento significativo 

(p<0,05) da concentração de DNA extracelular após estímulo com IL-8 (Figura 4.4A) e 

com TNF-α (Figura 4.4B), quando comparados aos sobrenadantes das células sem 

estímulo, indicando o potencial de liberação de NETs dessas células. Embora a 

quantificação de DNA não represente exclusivamente o DNA presente nas NETs 

liberadas, a confirmação da presença destas estruturas por imunofluorescência nos 

permite correlacionar a quantidade de DNA com a de NETs (179,300). 

 

 
 

Figura 4.4. Neutrófilos de pessoas vivendo com HIV liberam NETs na presença de 

estímulos inflamatórios. 

Neutrófilos de PVH foram isolados e mantidos na presença de RPMI (Meio) ou 

ativados com (A) IL-8 (50 ng/mL) ou (B) TNF-α (20 ng/mL) por 3 horas. A liberação 

de NETs foi quantificada por Picogreen através da detecção de dsDNA. As barras 

representam a média ± desvio-padrão de cada condição. Dados analisados por teste t 

Student pareado. *p<0,05 vs. meio. Meio vs. IL-8, n=31; meio vs. TNF-α, n=21. 
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4.5. NETs liberadas por neutrófilos de pacientes inibem a replicação do HIV-1 

em macrófagos 

O papel das NETs na patogênese de infecções virais é bem descrito na literatura 

e, com relação ao HIV-1, dois estudos demonstraram a capacidade dessas redes de 

reterem o vírus e inativá-lo in vitro (220,248,294). Em nosso laboratório, mostramos 

que NETs liberadas in vitro por neutrófilos de indivíduos saudáveis são capazes de 

inibir a replicação viral em macrófagos e reduzir a infectividade das partículas virais 

liberadas por essas células (296,297). 

No presente estudo, expandimos a análise para neutrófilos de pessoas vivendo 

com HIV para compreender se o fenômeno descrito também ocorre nestes indivíduos e 

se contribui para a patogênese da infecção. Assim, macrófagos infectados in vitro pelo 

HIV-1 foram tratados com NETs, individuais ou em pool, liberadas por neutrófilos de 

PVH, e a replicação viral foi avaliada no sobrenadante das culturas após 14 dias. Foi 

observado que o tratamento com NETs de pacientes, de modo individual (Figuras 4.5A 

e B), é capaz de inibir a replicação viral em macrófagos de indivíduos saudáveis 

(p<0,05), uma vez que a detecção de p24 em culturas tratadas foi significativamente 

menor (p<0,01) que aquela observada nos controles. Como pode ser observado na 

Figura 4.5B, uma redução acima de 50% em média pode ser alcançada em relação ao 

controle. Da mesma forma, NETs de pacientes em pool também foram capazes de 

reduzir de modo significativo (p<0,05) a detecção de p24 no sobrenadante das culturas 

de macrófagos em relação ao controle (Figuras 4.5C e D). Uma redução de cerca de 

40% em média na replicação viral foi alcançada com esse tratamento (Figura 4.5D). 

Além disso, foi visto que NETs de pacientes inibem a replicação em seus próprios 

macrófagos (Figura 4.5E), os quais também foram infectados in vitro.  
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Figura 4.5.  NETs liberadas por neutrófilos de pessoas vivendo com HIV inibem a 

replicação viral em macrófagos. 

Macrófagos de indivíduos saudáveis infectados in vitro foram tratados com 40 ng/mL 

de (A, B) NETs individuais (n=8) ou de (C, D) Pool de NETs (n=6) de PVH por 3 

horas, lavados e mantidos em cultura por 14 dias. A replicação viral foi quantificada por 

ELISA. (A, C) Quantificação representada em ng/mL de p24; (B, D) normalização. (E) 

Macrófagos de PVH (células infectadas in vitro) foram tratados com NETs (40 ng/mL) 

liberadas por seus próprios neutrófilos (n=2). Os percentuais de inibição da replicação 

viral estão indicados no gráfico. As barras representam a média ± desvio-padrão de cada 

condição. Dados analisados por teste t Student pareado. *p<0,05; **p<0,01. 
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As NETs possuem enzimas com potencial citotóxico conhecidas por degradarem 

proteínas da matriz extracelular e induzir vias de morte celular (201,202,301,302). 

Desta forma, para verificar se essas estruturas poderiam alterar a viabilidade das células 

tratadas e interferir na interpretação do seu efeito anti-HIV-1, os macrófagos foram 

avaliados por citometria de fluxo, com marcação por Anexina V e 7AAD, e pelo 

método XTT. Na citometria de fluxo (Figura 4.6A), observou-se que macrófagos 

expostos por 3 horas às NETs, lavados e avaliados após 24 horas apresentavam 

viabilidade semelhante aos macrófagos controle, com 99% da população negativa para 

os marcadores de morte celular. As células tratadas por 3 horas com NETs, lavadas e 

avaliadas pelo método XTT após 24 ou 48 horas também não demonstraram perda de 

viabilidade quando comparadas aos controles (Figura 4.6B). 

Nos tecidos, o recrutamento de neutrófilos, o acúmulo de estímulos 

inflamatórios e a liberação de NETs ocorrem de modo contínuo e dinâmico, assim como 

a interação de macrófagos com as NETs e o clearance destas estruturas (199,200). Para 

avaliar o efeito da exposição prolongada dos macrófagos às NETs sobre a viabilidade 

celular, células tratadas e não lavadas foram avaliadas pelo método XTT, 14 dias após o 

tratamento (Figura 4.6C). Não houve diferença significativa na viabilidade do grupo 

exposto às NETs quando comparado ao grupo controle não tratado, demonstrando que 

na concentração de 40 ng/mL e no período de cultivo avaliado, as NETs não são tóxicas 

para os macrófagos.  

De modo semelhante, foi investigado o efeito de diferentes concentrações de 

NETs sobre a viabilidade de PBMCs tratadas por 16-18 horas, lavadas e realimentadas 

com meio de cultura. A análise foi feita por citometria de fluxo, 48 horas após o 

tratamento (Figura 4.6D). Assim como nos macrófagos, observou-se que o tratamento 

com as NETs não causou perda de viabilidade em PBMCs quando comparado ao 

controle. Nas células expostas às concentrações de 10, 50 e 100 ng/mL foi observado, 

respectivamente, 32, 25 e 26% da população duplo-positiva para os marcadores 

Anexina V e 7AAD, enquanto no controle essa população foi de 37%. É importante 

mencionar que nessa avaliação as células foram cultivadas na ausência de soro fetal 

bovino, o que explica a percentagem razoavelmente elevada de morte celular em todos 

os grupos, inclusive no controle sem NETs. 
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Figura 4.6. Viabilidade de células expostas às NETs. 

Macrófagos tratados com NETs (40 ng/mL) por 3 horas foram lavados e realimentados 

com meio de cultura. A viabilidade celular foi avaliada por (A) citometria de fluxo após 

24 horas e (B) pelo método XTT após 24 e 48 horas do tratamento (n=8). (C) A 

viabilidade de macrófagos foi avaliada também pelo método XTT após 14 dias do 

tratamento e sem remoção das NETs (n=4). (D) PBMCs expostos a diferentes 

concentrações de NETs durante 16-18 horas (na ausência de soro fetal bovino) foram 

avaliados quanto à viabilidade celular por citometria de fluxo após 48 horas. As barras 

representam a média ± desvio-padrão de cada condição. (B, C) Dados analisados por 

teste t Student. ns: não significativo. 
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4.6. Efeito do tratamento tardio e adições múltiplas de NETs sobre a replicação 

do HIV-1 

Buscando elucidar o efeito das NETs sobre a infecção pelo HIV-1 em 

macrófagos, e considerando a dinâmica dessa interação no organismo, foi avaliado o 

efeito da exposição às NETs em diferentes momentos. Como pode ser visualizado na 

Figura 4.7 (insert), nosso estudo prévio demonstrou que o tratamento de macrófagos 

com NETs de indivíduos saudáveis 24 horas antes da infecção inibia fortemente a 

replicação viral, enquanto o tratamento 48 horas ou imediatamente antes não produzia 

inibições significativas (296). No presente estudo, foi visto que o tratamento de 

macrófagos com NETs 5 dias após a infecção reduz em média 45% da replicação viral 

(Figura 4.7A). Por outro lado, essa redução não foi observada no tratamento realizado 7 

dias após a infecção. 

Além da adição tardia das NETs aos macrófagos infectados, foi investigado o 

efeito de adições múltiplas, com intervalo de 3 a 4 dias entre elas, de uma concentração 

sub-ótima (10 ng/mL) de NETs. Com esse esquema de tratamento, procurou-se 

representar, respeitando as limitações do modelo in vitro, a dinâmica que ocorre nos 

tecidos linfoides para os quais os neutrófilos migram e liberam concentrações variadas 

de NETs de acordo com o estímulo local, isso podendo ocorrer em diferentes etapas da 

infecção. Verificou-se que duas exposições às NETs, na concentração de 10 ng/mL, 

inibem fortemente a replicação do HIV-1, reduzindo-a em cerca de 75% em relação ao 

controle (Figura 4.7B). As demais exposições avaliadas também foram capazes de 

interferir na replicação, embora em menor intensidade. Entretanto, o pequeno número 

de experimentos não permitiu uma análise estatística para interpretar melhor esse 

fenômeno. 
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Figura 4.7. Efeito do tratamento tardio e adições múltiplas de NETs sobre a 

replicação viral. 

Insert demonstra resultado prévio do tratamento de macrófagos com NETs antes da 

infecção pelo HIV-1 (296). (A) Macrófagos de indivíduos saudáveis infectados in vitro 

foram tratados com NETs (40 ng/mL) por 3 horas, nos dias 5 ou 7 pós-infecção (dpi), 

lavados e mantidos em cultura (n=4). (B) Macrófagos infectados foram tratados com 
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NETs nas concentrações de 10 ou 40 ng/mL. O tratamento foi repetido 2 ou 3 vezes, 

conforme indicado entre parênteses. A replicação viral foi quantificada por ELISA 14 

dias após o início da infecção. As barras representam a média ± desvio-padrão de cada 

condição. Dados analisados com One-Way ANOVA com pós-teste de Dunnett. 

 

4.7. Efeito da mieloperoxidase sobre a replicação do HIV-1 em macrófagos 

 

A MPO é um importante componente enzimático das NETs e contribui, junto 

com a NE, para a sinalização celular que promove a liberação dessas redes (167,227). 

Em nosso estudo prévio foi identificada uma reversão do efeito anti-HIV-1 das NETs 

frente à adição de inibidor de MPO (iMPO) (Figura 4.8 insert). Deste modo, foi 

levantada a hipótese de o tratamento dos macrófagos com MPO recombinante, 

isoladamente, ser capaz de reproduzir a inibição. Como demonstrado na Figura 4.8, 

diferentes concentrações foram testadas e ocorre uma redução média de 38% da 

replicação viral em células tratadas com 25 nM (nanomolar) da proteína, reforçando sua 

importância no fenômeno descrito com as NETs. 

 

Figura 4.8. Mieloperoxidase inibe a replicação do HIV-1 em macrófagos. 

Insert demonstra resultado prévio da inibição da replicação viral em macrófagos 

expostos a NETs previamente tratadas com inibidor de MPO. Macrófagos de indivíduos 
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saudáveis infectados in vitro pelo HIV-1 foram tratados com as concentrações 1, 12,5, 

24 e 40 ng/mL de MPO, durante 3 horas. A replicação viral foi quantificada por ELISA 

após 14 dias (n=7), e definida em função do controle sem NETs. As barras representam 

a média ± desvio-padrão de cada condição. Dados analisados com One-Way ANOVA e 

pós-teste de Dunnett. 

 

4.8. Efeito das NETs sobre a integração do cDNA viral no genoma de 

macrófagos 

Uma vez concretizado o achado de que as NETs reduzem a replicação viral em 

macrófagos infectados pelo HIV-1, buscou-se compreender o mecanismo responsável 

por este fenômeno. O tratamento dos macrófagos com as NETs foi realizado 

imediatamente após o período de infecção (18-20 horas), com lavagem das células para 

a remoção de partículas virais não internalizadas. Desta forma, as NETs estariam 

modulando, necessariamente, eventos pós-entrada do HIV-1 na célula. Assim, pela 

técnica de Nested-PCR (36), 72 horas após o tratamento, foi verificada a taxa de 

integração em macrófagos tratados ou não com NETs obtidas de neutrófilos de 

indivíduos saudáveis. A Figura 4.9 apresenta a quantificação de DNA proviral nos 

macrófagos (Figura 4.9A) e a normalização dos valores (Figura 4.9B), na qual se 

observa uma redução significativa (p<0,05) da integração do provírus em células 

expostas às NETs, com média de integração 75% inferior a do controle. 

 
Figura 4.9. NETs reduzem a integração do provírus de HIV-1. 

Macrófagos de indivíduos saudáveis infectados in vitro pelo HIV-1 foram tratados com 

NETs (40 ng/mL) por 3 horas, lavados e a integração do provírus de HIV-1 foi 

analisada por Nested-PCR após 72 horas (n=5). (A) Número de provírus integrado por 

genoma. (B) Normalização dos dados de (A). As barras representam a média ± desvio-

padrão. Dados analisados por teste t Student pareado. *p<0.05; **p<0.01. 
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4.9. Efeito das NETs sobre a replicação viral em PBMCs 

Embora este trabalho avalie o efeito das NETs sobre a replicação do HIV-1 em 

macrófagos, entendeu-se a importância de realizar uma análise preliminar com 

linfócitos T CD4+, que são os principais alvos dessa infecção. Foi observado que, ao 

contrário dos macrófagos, as NETs não modularam a replicação viral dos PBMCs na 

concentração pré-estabelecida de 40 ng/mL (dados não mostrados). Verificou-se, então, 

se concentrações maiores de NETs poderiam revelar seu efeito modulador sobre a 

replicação nessas células. Avaliamos uma curva de concentrações de pools de NETs 

liberadas por neutrófilos de indivíduos saudáveis e de pacientes (Figura 4.10). As 

PBMCs infectadas foram tratadas com NETs na presença de 2% de soro fetal bovino 

por 2 horas e a quantificação de p24 no sobrenadante foi feita após 7 dias. Embora os 

resultados ainda sejam inconclusivos devido ao número pequeno de experimentos e à 

variação de intensidade no efeito, é possível que, na concentração de 80 ng/mL, pools 

de NETs de indivíduos saudáveis inibam a replicação viral em PBMCs. Esta hipótese 

será avaliada em experimentos futuros com um número maior de doadores.  

 

 

Figura 4.10. Efeito das NETs sobre a replicação do HIV-1 em PBMCs. 

PBMCs isoladas de indivíduos saudáveis foram infectadas in vitro com HIV-1 e 

tratadas com diferentes concentrações de pools de NETs (A) de indivíduos saudáveis 

(n=4) ou (B) de pacientes (n=4) por 2 horas. A replicação viral foi quantificada por 

ELISA após 7 dias. Dados analisados por teste One-way ANOVA e pós-teste de 

Dunnett. ns: não significativo. 
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5. DISCUSSÃO 

De acordo com a literatura, as NETs possuem implicações fisiológicas e 

patológicas bastante variadas, podendo auxiliar o organismo do hospedeiro na 

contenção e eliminação de patógenos, ou favorecer a inflamação local e provocar dano 

tecidual (222,257,303). Diferentes estudos demonstram a capacidade das NETs de reter 

e eliminar patógenos, como bactérias, fungos, protozoários e, também, vírus 

(220,225,235,246). Entretanto, os estudos relacionando esse mecanismo da imunidade 

inata com a patogênese da infecção pelo HIV-1 ainda são escassos. Saitoh e 

colaboradores (2012) demonstraram que NETs liberadas por neutrófilos de indivíduos 

saudáveis estimulados pelo próprio HIV-1, inativam as partículas virais e, assim, 

reduzem a propagação do vírus (220). Além disso, um estudo recente demonstrou que 

NETs liberadas por neutrófilos do trato genital feminino são capazes de capturar e 

inativar o HIV-1, evitando a infecção de linfócitos T CD4+ na mucosa vaginal (294). 

Nossos estudos anteriores revelaram que NETs produzidas por neutrófilos de indivíduos 

saudáveis inibem a replicação do HIV-1 em macrófagos infectados in vitro (297). Esse 

fenômeno se mostrou dependente da presença e integridade das redes de DNA e da NE, 

e também foi associado à perda de infectividade das partículas virais liberadas pelas 

células tratadas com NETs (296).  

As pessoas vivendo com HIV apresentam uma multiplicidade de condições que 

favorecem a formação de NETs, como a circulação do próprio vírus, DAMPs liberados 

durante o processo de morte celular, níveis elevados de mediadores inflamatórios e a 

translocação microbiana. Essas múltiplas condições podem explicar nosso achado sobre 

os níveis elevados de NETs observados no plasma de pacientes, de forma independente 

da carga viral, em particular, a correlação positiva entre os níveis de LPS e de 

complexos DNA-elastase. Além disso, é descrita uma maior ativação plaquetária nos 

pacientes submetidos à terapia antirretroviral e com carga viral indetectável quando 

comparados aos indivíduos saudáveis, o que também pode contribuir para a ativação 

dos neutrófilos e aumento da liberação de NETs de modo independente da carga viral 

(288). O DNA constitui o arcabouço das NETs e a NE é uma das proteínas granulares 

mais abundantes nessas estruturas; além disso, a detecção de complexos DNA-elastase 

por ELISA coincide com as descrições observadas na literatura (298,300,304,305).  
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O LPS, derivado de bactérias Gram-negativas, está relacionado ao fenômeno de 

translocação microbiana e é um potente indutor da liberação de NETs, o que nos 

permite interpretar a correlação positiva observada. Embora todos os pacientes, 

participantes voluntários, do presente estudo estivessem submetidos à terapia 

antirretroviral, alguns apresentaram carga viral elevada. A ausência de correlação entre 

os níveis de carga viral e NETs reforça que, mesmo na presença da terapia, os danos 

imunológicos e a inflamação crônica persistem, pois, outros fatores indutores da 

liberação dessas redes certamente são encontrados em níveis elevados, como a ativação 

plaquetária em pacientes com carga indetectável (77,288). É possível, ainda, que os 

pacientes apresentem uma alteração na atividade da enzima DNase, responsável pelo 

clearance das NETs, que contribua para o acúmulo dessas redes na circulação. Essa 

hipótese pode ser verificada pela determinação da atividade enzimática da DNase no 

soro de pacientes e de indivíduos saudáveis. 

A liberação excessiva de NETs na circulação possui efeitos sistêmicos que 

contribuem para a progressão de doenças cardiovasculares, respiratórias e do câncer. 

Essas patologias são caracterizadas pelo aumento da liberação de citocinas 

inflamatórias, como é o caso da IL-1β produzida por células tumorais, que ativam os 

neutrófilos e induzem a liberação das NETs. Estas, por sua vez, favorecem a formação 

de trombos, pela ativação de plaquetas e depósito na parede dos vasos, e a ocorrência de 

metástases, pela ativação de fatores teciduais e carreamento de células tumorais 

(189,265,279). Estudo recente, realizado em colaboração com nosso grupo, demonstrou 

que o bloqueio de IL-1β em modelo murino de câncer de mama reduz a formação de 

NETs e o desenvolvimento de trombos (306). Tendo em vista que pessoas vivendo com 

HIV e submetidas à terapia antirretroviral possuem maior risco de desenvolverem 

doenças cardiovasculares, o aumento da circulação de NETs é um achado importante 

cuja implicação sistêmica deve ser investigada (6,307). 

Pessoas vivendo com HIV apresentam alterações imunes provocadas, direta e 

indiretamente, pelo vírus que podem ser observadas no fenótipo, produção e 

funcionalidade de células da imunidade inata e adquirida. Os neutrófilos, por exemplo, 

apresentam alterações funcionais, como redução da quimiotaxia, fagocitose e 

capacidade oxidativa, além de redução na expressão do receptor de IL-8 na membrana 

plasmática. Também é relatada, na literatura, uma neutropenia discreta em alguns 

pacientes (79,302). Essas células são altamente responsivas aos estímulos inflamatórios, 
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como citocinas e quimiocinas, e também a produtos antigênicos e patógenos (308). Na 

infecção pelo HIV-1, ocorre uma liberação massiva de DAMPs, derivados do efeito 

citopático do vírus sobre linfócitos T CD4+, e de mediadores da resposta imune que 

buscam controlar a replicação e disseminação viral (76). Diante deste cenário, 

neutrófilos e monócitos são recrutados para os sítios de replicação, especialmente para 

os tecidos linfoides, e são ativados. Na presença da terapia antirretroviral, a replicação é 

controlada e os níveis de RNA viral na circulação diminuem podendo se tornar 

indetectáveis. Entretanto, os danos causados ao sistema imune, tanto pela replicação 

viral residual quanto pela própria terapia, persistem e estabelecem um quadro 

inflamatório crônico (76,302). 

Tendo em vista as alterações celulares e esse quadro inflamatório crônico que 

favorece a liberação de NETs, foi questionado se neutrófilos isolados de pacientes 

poderiam ser ativados e responder à estimulação in vitro. Diversos autores reportam um 

aumento nos níveis plasmáticos de IL-8 e TNF-α durante a infecção pelo HIV-1 e foi 

considerado relevante avaliar a produção de NETs mediante estímulo com moléculas 

recombinantes que reproduzem a presença dessas citocinas no cenário de ativação 

imune crônica (309,310). Foi observado que, embora os neutrófilos sejam provenientes 

do sangue periférico de indivíduos com inflamação crônica, decorrente da infecção pelo 

HIV-1, a sua capacidade de responder aos estímulos e liberar NETs in vitro se encontra 

preservada. As variações observadas na quantificação para as condições controle e 

células estimuladas com IL-8 ou TNF-α refletem variações interindividuais previstas 

para estudos com células primárias e relatadas por diversos autores (177,304). É 

importante comentar que fatores como sexo, idade, esquema terapêutico e comorbidades 

como diabetes, podem, também, influenciar na ativação dos neutrófilos e na liberação 

de NETs, e que algumas destas informações, infelizmente, não foram obtidas e 

analisadas no presente estudo (311–313). Como os estímulos utilizados promoveram 

uma indução significativa da liberação de NETs, presumiu-se que, mesmo durante a 

infecção pelo HIV-1, a expressão dos receptores de IL-8 (CXCR1 e CXCR2) e TNF-α 

(TNFR1), seja mantida em níveis suficientes para promover a ativação dos neutrófilos. 

Esta hipótese deverá ser confirmada em futuros estudos, assim como seria interessante 

avaliar também a resposta desses neutrófilos a outros estímulos, como o LPS e o próprio 

HIV-1, visto que ambos induzem a liberação de NETs via receptores TLR4 e TLR7/8, 
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respectivamente, e que essa infecção pode afetar a expressão destes receptores 

(220,311,314).  

Um repertório numeroso e conhecido de moléculas pode ser encontrado 

associado ao DNA formando as NETs, entretanto, a quantidade e proporção de cada 

uma delas são altamente variáveis (305). Os estímulos oferecidos e as condições aos 

quais os neutrófilos são submetidos influenciam diretamente a composição das redes 

que serão liberadas e os efeitos biológicos dessas estruturas, sendo algumas proteínas 

encontradas, preferencialmente, em determinadas patologias (305). A avaliação da 

liberação de NETs por neutrófilos de pessoas vivendo com HIV apresentada neste 

estudo é inédita. O estímulo utilizado in vitro para indução da liberação de NETs por 

neutrófilos de indivíduos saudáveis e de pessoas vivendo com HIV foi o mesmo, 

descartando o indutor como uma variável para os resultados obtidos.  

Assim como NETs liberadas por neutrófilos de indivíduos saudáveis, 

verificamos que NETs liberadas por neutrófilos de pessoas vivendo com HIV inibem 

fortemente a replicação viral em macrófagos. Essa avaliação foi realizada tanto com 

NETs individuais quanto em pools. Como mencionado, as NETs apresentam, 

naturalmente, variações relativas à concentração das proteínas associadas ao DNA. 

Além disso, esse estudo foi realizado com neutrófilos primários sujeitos a uma variação 

que reflete características intrínsecas de cada doador. A composição de pools com NETs 

de 4 ou 5 doadores reduz essa possível interferência em nossa análise. 

Ambos os tratamentos com NETs de pacientes revelaram inibição significativa 

da replicação do HIV-1. Esse resultado sugere que, independentemente das possíveis 

variações na composição proteica das NETs causadas pela infecção pelo HIV-1, as 

moléculas responsáveis pelo efeito biológico observado são conservadas em 

concentrações funcionais. Acredita-se, entretanto, que análises futuras devam se dedicar 

à composição proteica das NETs, investigando possíveis alterações, na presença e 

quantidade das proteínas associadas ao DNA, provocadas pela infecção e pela terapia 

antirretroviral, visto que ambos interferem na hematopoiese (76,287,302). 

Diversos estudos demonstram uma modulação da atividade microbicida de 

macrófagos contra patógenos intracelulares após a captura ou interação com moléculas 

presentes nos grânulos de neutrófilos (192,243,315). Nesse sentido, o efeito inibitório 

promovido pelas NETs pode estar relacionado a algumas de suas proteínas específicas. 
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Em estudo anterior do nosso grupo, foi verificado que a NE é um componente essencial 

das NETs na promoção do efeito anti-HIV-1, uma vez que sua inibição reverte esse 

efeito e que a molécula recombinante o reproduz (296). O mecanismo pelo qual essa 

proteína reduz a replicação viral ainda não foi estabelecido, entretanto, na infecção por 

L. major, ela é descrita como capaz de inibir o crescimento do parasita em macrófagos 

ativados, de modo dependente do receptor TLR4 (316). 

Como é possível que outras moléculas tenham efeito semelhante, foi investigada 

a participação da MPO sobre o efeito antiviral das NETs. Resultados de alguns estudos 

são controversos quanto ao papel dessa molécula sobre a infecção pelo HIV-1, 

apontando tanto uma atividade virucida com inativação do vírus, quanto uma cascata de 

sinalização que ativa NF-κB e, consequentemente, o LTR do HIV-1, induzindo a 

replicação viral (293).  No presente estudo, foi avaliada uma curva de concentrações da 

MPO recombinante em macrófagos infectados pelo HIV-1 e observou-se uma inibição 

da replicação viral em células tratadas com 25 nM. Embora alguns autores já tenham 

relatado a capacidade dessa peroxidase de inativar o HIV-1 in vitro, acredita-se que no 

presente modelo a sua atuação, assim como a das NETs, seja sobre a célula infectada, 

visto que os tratamentos são feitos imediatamente pós-infecção e que não há partículas 

virais em suspensão para serem inativadas (220,236). Além disso, após 3 horas de 

tratamento, as células são lavadas e realimentadas com meio de cultura, o que reforça a 

hipótese de que a inibição ocorra na célula e não diretamente sobre o vírus. Os 

mecanismos envolvidos na sinalização celular desencadeada pelas NETs, bem como de 

suas moléculas de modo individual, ainda precisam ser explorados e esclarecidos. 

Em macrófagos, a replicação do HIV-1 apresenta uma dinâmica diferente 

daquela observada em linfócitos T CD4+. Isso ocorre, em parte, devido à reduzida 

disponibilidade de dNTPs, causada pela atividade do fator de restrição SAMHD1. De 

acordo com Bejarano e colaboradores (2018), a entrada do HIV-1 nos macrófagos 

ocorre cerca de 8 horas após a infecção, que seria o início do contato da célula com a 

partícula viral. As etapas de transcrição reversa e a importação do cDNA viral para o 

núcleo, por sua vez, são concluídas entre 60 e 72 horas após a infecção (61). 

Em nosso modelo de experimentação in vitro, a infecção dos macrófagos é 

realizada pela exposição destas células às partículas virais por 18-20 horas, seguida de 

lavagem com PBS para remoção de partículas que não foram internalizadas. O 
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tratamento com as NETs é realizado imediatamente após essa lavagem, o que evidencia 

que a inibição da replicação viral, observada depois de 14 dias, reflete uma interferência 

das NETs em eventos posteriores à entrada do HIV-1 na célula.  

A etapa de integração cDNA viral no genoma da célula é crucial para o 

estabelecimento da infecção e início do ciclo replicativo. Dessa forma, investigou-se se 

o tratamento dos macrófagos com as NETs poderia afetar esse processo, e para isso, 

células infectadas e tratadas com NETs foram coletadas após 72 horas de infecção para 

quantificação do cDNA viral integrado no genoma. Essa quantificação foi realizada por 

Nested-PCR com base nos métodos descritos por Liszewski (36). Tendo em vista que as 

sequências Alu são um elemento repetitivo presente no genoma humano que favorecem 

a integração do cDNA do HIV-1, primers específicos para esta sequência foram 

utilizados em combinação com primers para a sequência gag do vírus. Com essa 

metodologia foi possível observar que cultivos de macrófagos tratados com NETs 

apresentam menor taxa de integração/genoma após 72 horas de infecção. Esse resultado 

sugere que as NETs modulam etapas iniciais do ciclo replicativo e justifica, pelo menos 

em parte, a reduzida replicação viral observada no sobrenadante das culturas após os 14 

dias de infecção. Entretanto, não sabemos, por enquanto, se a ação dessas redes ocorre 

diretamente na etapa de integração ou em processos que a antecedem, como a 

transcrição reversa e a importação do cDNA viral para o núcleo (61). Em nosso 

laboratório, a análise precisa de qual etapa as NETs atuam e quais as possíveis 

modulações que elas promovem nos macrófagos é alvo de estudos futuros acerca desse 

fenômeno. 

Ainda com relação à integração, é possível que a NE e a MPO, moléculas 

presentes nas NETs e capazes de inibir a replicação viral em macrófagos, possam 

reproduzir o efeito inibitório sobre essa etapa do ciclo replicativo (296). A avaliação 

desse efeito pode elucidar o papel dessas moléculas no contexto da infecção pelo HIV-

1, não somente associadas às redes de DNA, compondo as NETs, como também 

liberadas no processo de degranulação. 

Outra importante questão a ser respondida futuramente, refere-se aos receptores 

que participam da interação entre as NETs e os macrófagos. A literatura demonstra que 

o receptor RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endproducts) é expresso em 

diversas células do sistema imune, como neutrófilos e macrófagos, e atua na 
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homeostase, migração celular e ativação da resposta inflamatória (317–319). Alguns 

autores já descreveram que a ativação de RAGE pode modular a replicação do HIV-1 

(320–322). Tendo em vista que determinadas moléculas presentes nas NETs, como 

S100A8/A9 e HMGB1, são capazes de interagir com esse receptor em células de 

Kupfer, estimulando a produção de IL-6, e com macrófagos, induzindo vias de morte 

celular, como a piroptose no contexto da sepse, parece relevante verificar se os 

receptores RAGE estão na origem de mecanismos celulares e moleculares envolvidos 

na capacidade das NETs de controlar a replicação do HIV-1 (201,323,324). 

Em nossas análises não foi observada perda de viabilidade celular em 

macrófagos expostos às NETs, mas também não foi avaliada a presença das moléculas 

mencionadas acima em NETs obtidas de neutrófilos de pacientes e de indivíduos 

saudáveis. Isso motiva a investigação da possível participação do receptor RAGE e qual 

via de sinalização é ativada por ele em nosso modelo de infecção pelo HIV-1. Nesse 

contexto, será importante verificar se as NETs modulam a atividade do fator de 

transcrição NF-κB, visto que esse fator está presente na via de sinalização ativada por 

RAGE e é crítico na ativação do promotor LTR do HIV-1, relacionado à transcrição do 

genoma viral. 

Ainda quanto à possível participação de outros receptores celulares, não se pode 

deixar de mencionar o TLR-4, pois vários componentes proteicos das NETs são 

agonistas deste receptor, o qual, quando estimulado, promove a inibição da replicação 

do HIV-1 tanto em macrófagos quanto em PBMCs (325,326). 

Estudos com SLE demonstram que as NETs são capazes de estimular a 

produção de citocinas, em especial IFN tipo I, por células dendríticas plasmocitóides 

(184,191,277). Em nosso modelo, é possível supor que essas estruturas também 

induzam a produção de IFN tipo I por macrófagos, e que esta citocina ative fatores 

antivirais como APOBEC3G e SAMHD1, modulando assim, a infecção pelo HIV-1. 

Como foi visto que partículas de HIV-1 que emergem de macrófagos infectados 

expostos às NETs perdem infectividade, investigaremos em breve, por sequenciamento, 

se esta queda na capacidade infectiva pode estar relacionada a mutações G→A no 

genoma viral, as quais são provocadas pela atividade da proteína APOBEC3G, cuja 

síntese é induzida por Interferon  (100,296). Visto que o efeito das NETs sobre os 

macrófagos pode variar em função do perfil de ativação destas células, nós também 
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pretendemos caracterizar o fenótipo dos macrófagos utilizados em nosso modelo de 

diferenciação in vitro para melhor compreender a relevância do nosso achado (327). 

Os resultados obtidos com amostras clínicas destacam a relevância dos achados 

de Andrés Mojoli (Tese de Doutorado, 2018) e demonstram um novo mecanismo da 

imunidade inata no controle da infecção pelo HIV-1. Nossos dados não nos permitem 

afirmar que as NETs realmente inibem a replicação viral in vivo; no entanto, sugerem 

que a formação dessas estruturas possa ocorrer nos sítios de replicação viral e que, uma 

vez liberadas, possam interagir com macrófagos infectados, reduzindo a replicação do 

HIV-1 e a propagação viral para outras células e tecidos. 

No início da infecção, momento em que há maior replicação viral nos tecidos 

linfoides associados à mucosa, a chegada dos neutrófilos e liberação de NETs com 

potencial antiviral pode reduzir o pool de células que serão infectadas pelo HIV-1, tanto 

pela inativação direta do vírus, quanto pela modulação da replicação viral em 

macrófagos, que atuam como células apresentadoras de antígeno, atenuando a depleção 

linfócitos T CD4+ e reduzindo os danos teciduais (126,328). Em uma análise temporal, 

esse controle inicial da infecção pelas NETs poderia implicar em menor formação de 

reservatórios virais latentes em longo prazo. Por outro lado, tardiamente, a infiltração 

massiva de neutrófilos junto aos estímulos inflamatórios, que se acumulam ao longo da 

infecção, estimulariam uma liberação excessiva de NETs no tecido, a qual poderia 

contribuir para a reativação da replicação viral em células com infecção latente, 

favorecendo assim o aumento da carga viral plasmática, ou a liberação de partículas 

virais que podem ser imediatamente inativadas pelas próprias NETs. 

Sivanandham e colaboradores (2018), demonstraram que neutrófilos isolados de 

primatas não-humanos infectados por SIV liberam NETs, e que estas interagem com 

células do sistema imune, incluindo macrófagos, em diferentes tecidos desses animais. 

Além disso, o aumento de NETs na circulação dos pacientes está de acordo com o que é 

observado em condições patológicas e em diferentes doenças infecciosas (181,189,285).  

Deve-se notar que, embora as NETs tenham efeito anti-HIV-1 em macrófagos, 

essas estruturas concentram diferentes moléculas inflamatórias e enzimas, as quais 

podem estar relacionadas ao processo de inflamação sistêmica (329). Além disso, 

Sivanandham e colaboradores (2018) demonstraram em modelo de SIV, que NETs são 

capazes de capturar e destruir linfócitos T CD4+, possivelmente contribuindo para a 
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depleção destas células, observada durante a infecção. Acreditamos que o efeito 

benéfico ou prejudicial das NETs depende de um balanço entre a formação moderada 

ou excessiva destas estruturas nos tecidos onde ocorre intensa replicação viral. Deste 

modo, uma visão sistêmica do indivíduo infectado nos faz compreender as NETs como 

produto do recrutamento e ativação de neutrófilos, causados pela inflamação, mas 

também como um agente que contribui para a manutenção desse perfil inflamatório. Por 

isso, é necessário identificar e compreender os mecanismos pelos quais as NETs inibem 

a replicação viral em macrófagos e, também investigar o efeito destas estruturas em 

outras células-alvo da infecção pelo HIV-1, como linfócitos T CD4+ e células 

dendríticas. Neste sentido, em breve serão iniciados, pelo nosso grupo, estudos nos 

quais se pretende verificar se as NETs exercem similar efeito anti-HIV-1 em linfócitos 

T CD4+, e identificar mecanismos moleculares que expliquem, entre outros fenômenos, 

a capacidade dessas estruturas de induzir a síntese de β-quimiocinas, e diminuir a 

integração do cDNA do HIV-1 no genoma das células infectadas por este vírus. O 

progresso dos nossos estudos poderá contribuir para ampliar os conhecimentos sobre a 

patogênese da infecção pelo HIV-1, para melhor entender o papel dos neutrófilos no 

progresso da infecção e, talvez, futuramente, sugerir o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas para controlar a infecção por este vírus.  
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6. CONCLUSÃO 

Nossos resultados indicam a participação das NETs na fisiopatogenia da 

infecção pelo HIV-1, visto que: 

• Neutrófilos de pessoas vivendo com HIV respondem a estímulos in vitro liberando 

NETs capazes de inibir a replicação viral em macrófagos; 

• Pacientes apresentam níveis elevados de NETs na circulação, que se correlacionam 

positivamente com os níveis séricos de LPS; 

• A mieloperoxidase reproduz o efeito anti-HIV-1 das NETs; 

• As NETs reduzem a integração do cDNA do HIV-1 no genoma de macrófagos 

infectados. 
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7. PERSPECTIVAS 

As perspectivas do presente trabalho estão descritas abaixo, que serão objeto de 

estudos dos projetos de doutorado da autora desta dissertação e de mestrado de um 

novo estudante do nosso grupo. Assim, ao longo dos próximos dois a quatro anos, 

nós pretendemos: 

• Analisar o fenótipo dos macrófagos primários diferenciados in vitro; 

• Avaliar o efeito das NETs sobre a expressão de receptores de entrada do HIV-1 

em macrófagos; 

• Quantificar os produtos da retrotranscrição do HIV-1 em macrófagos expostos 

às NETs; 

• Identificar o papel da elastase neutrofílica e da mieloperoxidase no aumento da 

produção de β-quimiocinas por macrófagos, e na queda da integração do HIV-1 

no genoma destas células; 

• Avaliar a expressão de IFN tipo I e a modulação de fatores de restrição viral (tais 

como, APOBEC3G e SAMHD1) em macrófagos expostos às NETs; 

• Examinar a ocorrência de mutações no DNA proviral HIV-1 com assinatura de 

APOBEC3G; 

• Verificar a produção de NETs por neutrófilos de pacientes e de indivíduos 

saudáveis estimulados com plaquetas ativadas; 

• Avaliar a atividade enzimática da DNase no soro de pacientes e de indivíduos 

saudáveis; 

• Investigar a participação do receptor RAGE no efeito anti-HIV-1 promovido 

pelas NETs; 

• Verificar se as NETs modulam a replicação do HIV-1 em linfócitos T CD4+ e 

analisar os mecanismos envolvidos neste fenômeno. 
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9. ANEXOS 

 

9.1. Produção intelectual e participação em eventos 

• XLIII Congresso da Sociedade Brasileira de Imunologia e XI Seção Extra de 

Imunologia Clínica. 2018. (Congresso). Ouvinte 

• Semana de Pós-graduação Stricto sensu do Instituto Oswaldo Cruz. 2018. 

(Encontro). Ouvinte 

• CRISPRio - International workshop on CRISPR genome editing. 2018. (Oficina). 

Participante Apresentação do projeto e justificativa para participação no workshop. 

Constituído por debates, apresentação de artigos e prática, o workshop me 

proporcionou um grande aprendizado sobre a técnica e suas aplicações. 

• Symposium on regulation of the immune response in chronic inflammatory diseases. 

Neutrophil Extracellular Traps restrain HIV-1 infection in macrophages. 2019. 

(Simpósio). Participante Apresentação oral. A participação no simpósio agregou 

novos conceitos sobre a inflamação que acredito serem importantes no meu projeto, 

visto que a infecção pelo HIV-1 é crônica e intimamente relacionada à inflamação. 

Além disso, a oportunidade de apresentar meus dados e debater com pesquisadores 

de outras áreas foi interessante. 

• Coautora do artigo intitulado “IL‐1β blockade attenuates thrombosis in a neutrophil 

extracellular trap-dependent breast cancer model”, com coordenação do Dr. 

Robson Queiroz Monteiro e publicado em setembro de 2019 na Frontiers 

Immunology. A colaboração foi estabelecida para a realização do experimento de 

detecção de complexos DNA-elastase no soro de camundongos, visto que o 

protocolo adaptado por nós foi bem sucedido em detectar NETs em plasma de 

pacientes. (Gomes T, Várady CBS, Lourenço AL, Mizurini DM, Rondon AMR, 

Leal AC, et al. IL-1β Blockade Attenuates Thrombosis in a Neutrophil Extracellular 

Trap-Dependent Breast Cancer Model. Front Immunol. 2019 Sep 4;10.) 

• XLIV Congresso da Sociedade Brasileira de Imunologia e XII Seção Extra de 

Imunologia Clínica. 2019. “Neutrophil Extracellular Traps from healthy donors and 

from HIV-1-infected patients restrain HIV-1 infection in macrophages” 

Apresentação oral e pôster 
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• I Simpósio Online de Imunologia da Sociedade Brasileira de Imunologia – 

Entendendo a imunidade: o conhecimento ao alcance de todos. 2020. (Simpósio 

online). Ouvinte 

• Publicação, como segunda autora, contendo parte dos resultados da dissertação 

(Anexo). Artigo intitulado “Neutrophil Extracellular Traps from healthy donors and 

HIV-1-infected individuals restrict HIV-1 production in macrophages”, com 

primeira autoria de Andrés Mojoli e publicado em novembro de 2020 na revista 

Scientific Reports. (Mojoli A, Gonçalves BS, Temerozo JR, Cister-Alves B, 

Geddes V, Herlinger A, et al. Neutrophil extracellular traps from healthy donors and 

HIV-1-infected individuals restrict HIV-1 production in macrophages. Sci Rep 

2020;10(1):19603.)  
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IL-1β Blockade Attenuates
Thrombosis in a Neutrophil
Extracellular Trap-Dependent Breast
Cancer Model
Tainá Gomes 1, Carolina B. S. Várady 1, André L. Lourenço 1, Daniella M. Mizurini 1,

Araci M. R. Rondon 1, Ana C. Leal 1, Barbara S. Gonçalves 2, Dumith Chequer Bou-Habib 2,3,

Emiliano Medei 4 and Robson Q. Monteiro 1*

1 Institute of Medical Biochemistry Leopoldo de Meis, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil, 2 Laboratory

on Thymus Research, Oswaldo Cruz Institute/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil, 3National Institute of Science and Technology

on Neuroimmunomodulation, Rio de Janeiro, Brazil, 4Carlos Chagas Filho Biophysics Institute, Federal University of Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil

Cancer patients are at increased risk of developing thrombosis, comorbidity that has

been associated with increased neutrophil counts and the formation of neutrophil

extracellular traps (NETs). Interleukin-1β (IL-1β) modulates the expression of granulocyte

colony-stimulating factor (G-CSF), a cytokine that promotes cancer-associated

neutrophilia and NET generation. Herein, we combined a murine breast cancer model

with a flow-restriction thrombosis model to evaluate whether the IL-1β blockade

could interfere with cancer-associated thrombosis. Mice bearing metastatic 4T1 tumors

exhibited high neutrophil counts as well as elevated expression of G-CSF and IL-1β in

their tumors. On the other hand, mice bearing non-metastatic 67NR tumors showed no

elevation in neutrophil counts and displayed low expression levels of G-CSF and IL-1β in

their tumors. 4T1 tumor-bearing mice but not 67NR tumor-bearing mice exhibited

a NET-dependent prothrombotic state. Pharmacological blockade of IL-1 receptor

(IL-1R) decreased the primary growth of 4T1 tumors and reduced the systemic levels

of myeloperoxidase, cell-free DNA (cfDNA) and G-CSF, without interfering with the

neutrophil counts. Most remarkably, the blockade of IL-1R abolished the prothrombotic

state observed in 4T1 tumor-bearing mice. Overall, our results demonstrate that IL-1β

might be a feasible target to attenuate cancer-associated thrombosis, particularly in

cancer types that rely on increased G-CSF production and involvement of NET formation.

Keywords: cancer, IL-1β, G-CSF, neutrophil extracellular trap (NET), thrombosis

INTRODUCTION

The incidence of thrombosis in patients with cancer is higher than that in a general population
free from tumor burdens (1, 2). Cancer-associated thrombosis is usually correlated with a worse
prognosis and is the second leading cause of death in cancer patients. In this context, the
incidence, prevalence, and treatment of cancer-associated thrombosis have prompted multiple
research campaigns worldwide, but the mechanisms that allow this phenomenon to occur have
yet to be fully elucidated. In an attempt to identify the cancer patients who are at the highest risk of
developing a thrombotic event, multiple risk factors and biomarkers have been evaluated (1, 3–6).
Among those, leukocytosis has become an event well-correlated with venous thrombosis (7, 8).
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Neutrophil extracellular 
traps from healthy donors 
and HIV‑1‑infected individuals 
restrict HIV‑1 production 
in macrophages
Andrés Mojoli1, Barbara Simonson Gonçalves1, Jairo R. Temerozo1,6, Bruno Cister‑Alves1, 
Victor Geddes2, Alice Herlinger2, Renato Santana Aguiar2,3, José Henrique Pilotto4, 
Elvira M. Saraiva5* & Dumith Chequer Bou‑Habib1,6*

Neutrophils release extracellular traps (NETs) after interaction with microorganisms and physiological 
or synthetic products. NETs consist of decondensed chromatin complexed with proteins, some of 
them with microbicidal properties. Because NETs can modulate the functioning of HIV‑1 target cells, 
we aimed to verify whether they modify HIV‑1 replication in macrophages. We found that exposure 
of HIV‑1‑infected macrophages to NETs resulted in significant inhibition of viral replication. The NET 
anti‑HIV‑1 action was independent of other soluble factors released by the activated neutrophils, 
but otherwise dependent on the molecular integrity of NETs, since NET‑treatment with protease or 
DNase abolished this effect. NETs induced macrophage production of the anti‑HIV‑1 β‑chemokines 
Rantes and MIP‑1β, and reduced the levels of integrated HIV‑1 DNA in the macrophage genome, 
which may explain the decreased virus production by infected macrophages. Moreover, the residual 
virions released by NET‑treated HIV‑1‑infected macrophages lost infectivity. In addition, elevated 
levels of DNA‑elastase complexes were detected in the plasma from HIV‑1‑infected individuals, 
and neutrophils from these patients released NETs, which also inhibited HIV‑1 replication in in vitro 
infected macrophages. Our results reveal that NETs may function as an innate immunity mechanism 
able to restrain HIV‑1 production in macrophages.

Abbreviations
NETs  Neutrophil extracellular traps
HIV-1  Human immunodeficiency virus type-1
PAMPS  Pathogen-associated molecular patterns

Neutrophil extracellular traps (NETs) are structures composed of decondensed chromatin fibers complexed 
with granular and cytoplasmic proteins released by neutrophils after activation by a range of products, includ-
ing inflammatory mediators, microorganisms, pathogen-associated molecular patterns (PAMPS), and synthetic 
 molecules1–6. NETs have been shown to play an important role in the control of infectious diseases. In fact, these 
structures inactivate and restrict pathogen dissemination through NET-associated proteins endowed with micro-
bicidal properties, including histones, neutrophil elastase, myeloperoxidase, calprotectin and  defensins1,2,7,8. In 
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contrast, some authors have reported that NETs are central components of the exacerbated inflammatory reaction 
occurring in individuals with Covid-19, showing that the virus SARS-CoV-2 induces NET formation and that 
NETs are present in the plasma and lungs of critically ill Covid-19  patients9–12.

It has been shown that NET components are able to modulate the phenotype of immune  cells13–16 and the 
antimicrobial activities of  macrophages17–21. Also, human macrophages internalize  NETs22 and are regulated 
by these structures, changing their production profile of inflammatory  mediators13,23. Therefore, NETs can be 
considered as multifunctional agents, acting both in the direct control of pathogens, through their antimicrobial 
properties, and in the regulation of the immune responses, after interaction with lymphocytes and macrophages 
in the tissue microenvironment.

The inflammatory response is an important component of the pathogenesis of the human immunodefi-
ciency virus type-1 (HIV-1) infection, contributing to  CD4+ T cell death, tissue damage and, thus, to disease 
 progression24,25. The HIV-1 infection and subsequent viral replication in the gut-associated lymphoid tissue 
(GALT) promote tissue injury, neutrophil infiltration and tissue  reorganization26, leading to a chronic inflam-
matory condition, increased mucosal permeability and translocation of microbial products from the intestinal 
lumen to the  bloodstream27. It is possible that neutrophils migrating to the site of HIV-1 infection release NETs 
after interaction with inflammatory mediators, translocated PAMPs, or even with HIV-1 particles or proteins. In 
fact, HIV-1 virions induce and are inactivated by  NETs8, a finding that points to a possible role of these structures 
in the control of HIV-1 propagation. Also, NETs interact with macrophages and other immune cells in several 
tissues of SIV-infected  macaques28, suggesting that NETs can also interact with HIV-1-infected cells in vivo.

Macrophages are critical cells for the establishment and maintenance of HIV-1 infection, due to their resist-
ance to HIV-1-mediated cytopathic effects and ability to produce virus continuously, thus functioning as an 
HIV-1  reservoir29. Macrophages also contribute to virus propagation in lymphoid tissues through transmitting 
HIV-1 virions to CD4 + T  cells30. Despite the potential NET interaction with infected cells in the sites of HIV-1 
infection and replication, the impact of NETs on viral production in HIV-1-infected macrophages has not yet 
been studied.

It is reasonable to believe that NETs may interfere with the HIV-1 infection and production by macrophages. 
For example, NETs elicit macrophage release of inflammatory mediators able to regulate HIV-1  production13,23; 
NETs carry molecules that have been reported to modulate HIV-1 infection and replication, such as  elastase31, 
cathepsin  G32,  myeloperoxidase33 and  defensins34; the presence in the NETs of ligands of Toll-like receptors 
(e.g., calprotectins, histones, elastase), whose activation in HIV-1-infected cells reduce viral  production35–37. 
Therefore, we evaluated here whether NETs can modulate HIV-1 replication in human primary macrophages 
and found that NETs released by neutrophils from either healthy donors or HIV-1-infected individuals restrict 
HIV-1 replication in human primary macrophages.

Results
NETs inhibit HIV‑1 growth in macrophages. Based on the findings that macrophages interact with 
 NETs13,22,23, we investigated whether NETs would be able to modify the viral replication in HIV-1-infected mac-
rophages. Initially, we obtained NETs from IL-8-activated neutrophils from healthy donors, which released a 
substantial amount of these structures (Neutrophils + IL-8: mean ± SD = 1145 ± 440  ng/mL of DNA; Neutro-
phils + medium: mean ± SD = 380 ± 356 ng/mL; n = 24; p < 0.0001). Next, to evaluate the effect of NETs on HIV-1 
replication, HIV-1-infected macrophages from healthy donors were treated during three hours with varied con-
centrations of NETs obtained from different individuals, and we found that NETs reduced the viral production 
(Fig. 1a), reaching up to 80% of HIV-1 inhibition with 40 ng/mL of NETs .

To avoid potential variable results caused by possible constituent differences in NETs derived from individual 
donors, we analyzed HIV-1 replication in macrophages exposed to a pool of NETs, formed with NETs from at 
least five different donors, and observed that this first pool diminished the viral production at a similar degree 
to that promoted by individual NETs, with reductions close to 80% (Fig. 1b). We additionally assessed the 
anti-HIV-1 effect of three extra pools, randomly assembled with NETs from at least five different donors, and 
found a comparable viral inhibitory capacity between all them (Fig. 1c). Since the inhibitory effects on HIV-1 
production were identical between pools or individual NETs, the next experiments were conducted using only 
pools of these structures.

During the activation processes, neutrophils may undergo degranulation and release several molecules into 
extracellular  medium38. To rule out possible inhibitory effects from other neutrophil factors present in super-
natant-containing NETs, but not related to these structures, pools of NETs were enriched using Centricon 100 
centrifuge tubes, which allow the passage of molecules of molecular weight lower than 100 kDa. NETs retained 
on the membranes were recovered and resuspended in the original volume, and thus added to HIV-1-infected 
macrophages. We found that the recovered pool of NETs showed the same HIV-1 inhibition capacity as the 
original pool (Fig. 1d), whereas, in contrast, the residual supernatants, free of NETs, did not affect the virus 
production. These results suggest that the NET effects on HIV-1 replication in macrophages are independent of 
other unrelated neutrophil factors under 100 kDa possibly present in supernatant-containing NETs. Based on 
these findings, the next experiments were performed only with the original pools.

NETs interact with macrophages without affecting cell viability. At this point, some critical con-
trols were performed. First, we noticed, by immunofluorescence, that the NETs colocalized with macrophages, 
suggesting an interaction with these cells (Fig.  2a). Second, we ascertained whether NETs were completely 
removed from macrophage cultures after washing (Fig.  2b), ruling out any possible NET direct inactivation 
effect on HIV-1 particles in our assays, as described  elsewhere8. In addition, since it was recently described that 
NETs kill  CD4+ and  CD8+ T cells in SIV-infected nonhuman  primates28, we evaluated the cell viability by two 
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methods, and found that NET treatment did not affect macrophage survival, as assessed up to 14 days after 
exposure (Fig. 2c–e), indicating that reduction of viral production was not due to impairment of cell viability. 
Finally, to further ensure that HIV-1 inhibition promoted by NETs was not potentiated by the NET-inducing 
agent, HIV-1-infected macrophages were treated with IL-8 at a concentration equivalent to that carried over by 
the induced NETs, and we observed no changes in HIV-1 production in this condition (Fig. 2f).

Preservation of DNA–protein scaffold is essential for NET‑mediated HIV‑1 inhibition. Because 
NETs and some NET components possess microbicidal  properties13,39,40, and based on our analysis showing a 
firm interaction between these structures and macrophages (Fig. 2a), we assessed how critical the maintenance 
of NET original chemical and physical structures would be for their action on HIV-1 replication. Thus, NETs 
were initially treated with DNase I and then added to HIV-1-infected macrophages, and we found that enzy-
matic DNA digestion significantly diminished the anti-HIV-1 effect of NETs (Fig. 3A). We further verified that 
purified salmon DNA did not modify the HIV-1 production (Fig. 3B), indicating that DNA is an essential NET 
component, but not sufficient, to promote HIV-1 inhibition in macrophages.

Heat treatment also abolished the NET anti-HIV-1 effects (Fig. 3c), suggesting that thermolabile NET-associ-
ated proteins could play a role in HIV-1 inhibition. We therefore investigated whether the anti-HIV-1 effect was 
dependent on the preserved structure of NET-associated proteins, and found that the ability of NETs to restrict 
HIV-1 replication was lost after enzymatic degradation of proteins (Fig. 3d). Before addressing this last hypoth-
esis, proteolytic digestion of NETs was standardized in conjunction with DNA quantification, to assure that the 
nucleic acid integrity was not damaged during the proteolysis process. Treatment with proteinase K (2.5 μg/mL, 
30 min) digested the NET-associated proteins without changing the DNA concentrations (Fig. 3e). These results 
indicate that the physical support provided by DNA and the structural maintenance of the DNA-associated 

Figure 1.  NETs inhibit HIV-1 production in macrophages. (a) Macrophages from healthy donors were 
infected in vitro and treated with NETs obtained from different individuals for 3 h, washed and maintained in 
culture (n = 4). (b) HIV-1-infected macrophages were treated with different concentrations of one pool of NETs 
during 3 h, washed and maintained in culture (n = 4). (c) HIV-1-infected macrophages were treated with three 
different pools of NETs during 3 h, washed and maintained in culture (n = 5). (d) One pool of five NETs was 
centrifuged and recovered using Centricon tubes of 100 kDa; thus, HIV-1-infected macrophages were treated 
with the original or with the recovered pool, or with the residual supernatant during 3 h; cells were washed 
and maintained in culture. In all these assays, HIV-1 replication was measured 12–14 days post-infection by 
quantifying the levels of HIV-1 p24 antigen in culture supernatants by ELISA. Data were analyzed with the 
Kruskal–Wallis test, with Dunn’s post-test (a,b) and One Way ANOVA, with Turkey post-test (c,d). Each point 
represents a donor. Data represent means ± SD. Viral production in controls (cells incubated only with medium) 
in ng/mL: (a) = 13.8 ± 5.9; (b) = 17.5 ± 10.1; (c) = 14.7 ± 8.5; (d) = 13.06 ± 9.6. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; 
****p < 0.0001. ns non-significant.
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Figure 2.  NETs interact with macrophages without affecting cell viability. (a) Interaction of NETs with macrophages from HIV-1 
infected cultures. HIV-1-infected macrophages were exposed to NETs for 30 min and, after fixation, NETs were labeled with DAPI and 
anti-NE antibodies, while cells were visualized by phalloidin and DAPI labeling. Images (a.2) to (a.5) depict digital amplification of the 
area delimited by the dotted lines in (a.1), highlighting NET structures around the cells. Representative images of four different assays. 
Scale bar = 50 μm. (b) Removal of NETs by washing macrophages culture. Macrophages were incubated with NETs during 3 h, washed, 
fixed and labeled as described above. Observe that NET components were not detected. Representative image of three different assays, 
obtained after detailed and careful analysis of several microscopic fields by two independent investigators. Scale bar = 100 μm. (c) 
Viability of macrophages exposed to NETs. Macrophages were treated for 3 h with NETs, washed, and cell viability was evaluated 24 h 
later by flow cytometry (representative image of 2 independent experiments). Additionally (d), cell viability was assessed by XTT 
method after 24 h and 48 h or (e) in macrophages that had not been washed 14 days after NET treatment. ns non-significant. (f) HIV-
1-infected macrophages were treated with IL-8 at a concentration equivalent to that carried over by the induced NETs, and no changes 
in HIV-1 production were observed in this condition.
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proteins as well are critical for the NET inhibitory effect on HIV-1 replication. Studies are in progress in our 
laboratory to ascertain the contribution of NET-associated proteins to the anti-HIV-1 effects of these structures.

NETs decrease HIV‑1 DNA integration. Because NETs inhibit HIV-1 production when added to HIV-
1-infected macrophages just after the cellular infection, we asked whether NETs would be interfering in a post-
entry event. We thus investigated the ability of NETs to modulate the integration of the HIV-1 proviral DNA to 
macrophage genome, an early step of the HIV-1 replicative cycle. Therefore, HIV-1 integration was analyzed by 
nested PCR at 72 h after NET addition, as described by Liszewski et al.41, and we found a significant decrease in 
the levels of integrated HIV-1 provirus in NET-treated HIV-1-infected cells (Fig. 4). This result suggests that the 

Figure 3.  The integrity of DNA–protein scaffold is essential for viral inhibition mediated by NETs. HIV-
infected macrophages were incubated with: (a) NETs treated or not with DNase (10 U/mL) or DNase alone; 
(b) salmon DNA (40 ng/mL); (c) NETs pre-incubated at 95 °C (Q) for 5 min; (d) NETs treated or not with 
Proteinase K (2.5 μg/mL) or Proteinase K alone for 30 min. In all these situations, cells were washed after 3 h 
treatments and kept in culture for 12–14 days, when HIV-1 replication was measured as described in the legend 
of Fig. 1. Data represent means ± SD [n = 4; (a–c) and n = 5 (d)]. Viral production in controls (cells incubated 
only with medium) in ng/mL: (a) = 16.5 ± 17.54; (b) = 14.4 ± 3; (c) = 15.8 ± 7.3; (d) = 29.3 ± 24.4. (e) NETs were 
treated with different concentrations of proteinase K for 30 min and DNA integrity measured with Picogreen 
(data are representative of three independent experiments). Each point represents a donor. Data were analyzed 
using Kruskal–Wallis test with Dunn post-test (a,c) and One Way ANOVA test, with Tukey’s test (e). *p < 0.05; 
**p < 0.01.
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NET-inhibition of HIV-1 production in macrophages can be explained, at least in part, by their ability to reduce 
the integration of HIV-1 DNA into the cell genome.

NETs reduce HIV‑1 replication fitness. We next asked whether the residual viruses released by mac-
rophages exposed to NETs retained their infective capacity unchanged. To address this issue, standardized 
amounts of viral particles were added to TZM-bl cells for evaluation of viral infectivity. We observed that virions 
that emerged from macrophages exposed to NETs showed significant loss of their infective capacity (Fig. 5). 
Based on this finding, we believe that NET-mediated inhibition of HIV-1 infection relies not only on the reduc-
tion of virus production, but also on the concomitant loss of virus fitness, which can lead, eventually, to the 
weakening of virus propagation.

NETs increase β‑chemokine production by macrophages. We evaluated whether NETs would 
induce macrophage secretion of β-chemokines, taking into consideration that these mediators are potent inhibi-
tors of HIV-1  infection36. Indeed, NETs enhanced macrophage release of Rantes and MIP-1β, whose production 
peaked 12 h and 96 h after NETs addition to cells, respectively (Fig. 6). These data, although showing some 
variability and moderate effects, suggest that both molecules contribute to NET-elicited restriction of HIV-1 
production in macrophages.

Neutrophils from HIV‑1‑infected patients release NETs, which are present in the patients’ 
plasma. HIV-1 infection leads to disruption of the intestinal mucosal barrier, with the consequent transloca-
tion of bacterial products to the circulation, local inflammation, and chronic activation of the immune  system27. 
Considering that bacterial products and inflammatory mediators can activate neutrophils and induce NET 
release, we investigated whether HIV-1-infected patients present elevated plasma levels of NETs, and whether 
neutrophils from HIV-1-infected patients release NETs upon activation in vitro with pro-inflammatory medi-
ators. In fact, we found that neutrophils from HIV-1-infected patients do release NETs, as can be observed 
through immunofluorescence staining showing extracellular DNA fibers colocalizing with NE (Fig. 7a), in a 
similar way to healthy subjects (Fig. 7b), and by the significant amount of NET DNA released upon neutrophil 

Figure 4.  NETs decrease integrated HIV-1 provirus. HIV-1-infected macrophages were treated with NETs 
(40 ng/mL) for 3 h, and HIV-1 proviral integration was assessed by nested PCR 72 h later. (n = 5). (a) Number of 
integrated provirus per genome; data represent means ± SD of each treatment. (b) Normalized data of (a). Data 
were analyzed using Paired t-test. *p < 0.05; **p < 0.01.

Figure 5.  NETs reduce HIV-1 replication fitness. TZM-bl cells were exposed to standard concentrations of 
viral particles obtained after 12 days culture of HIV-1-infected macrophages exposed or not to NETs (40 ng/
ml). After 48 h, TZM-bl cells were lysed and luciferase activity measured. (a) Relative luminescence units 
(RLU); data represent means ± SD. (n = 5). (b) Normalized data of (a). Each point represents a donor. Data were 
analyzed using Student’s t test. **p < 0.01.
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activation with IL-8 (Fig. 7c) or TNF-α (Fig. 7d). Also, pronounced amounts of DNA-NE complexes were found 
in patients’ plasma samples, relative to plasma from healthy individuals, regardless whether their HIV-1 viral 
loads were detectable or not (Fig. 7e). Altogether, these findings suggest that neutrophils from HIV-1-infected 
patients are prone to release NETs, which can be found in their blood. Table 1 shows the viral load,  CD4+ and 
 CD8+ T cell counts and treatment status of the HIV-1-infected patients at the time of blood sampling. 

NETs released by neutrophils of HIV‑1‑infected patients reduce HIV‑1 replication in mac‑
rophages. Based on our findings that NETs released by neutrophils from healthy individuals inhibit HIV-1 
replication (Fig.  1), and that the NETs have been detected in intimate contact with HIV-1 target  cells28, we 
analyzed whether NETs from neutrophils of HIV-1-infected patients would also be able to restrict HIV-1 pro-
duction. Using the same protocol as described for Fig. 1, we found that these NETs are indeed endowed with 
the ability to restrain HIV-1 replication in macrophages (Fig. 8). Of note, NETs from two infected individuals 
reduced HIV-1 replication in their own macrophages (Fig. 8c). These results obtained with clinical samples sug-
gest that NETs may contribute to diminish viral production by HIV-1-infected macrophages, thus preventing 
HIV-1 dissemination to other HIV-1 target cells.

Discussion
The involvement of NETs in different inflammatory or infectious scenarios has widely been documented, con-
veying detrimental or beneficial effects to the host. In fact, it has been suggested that aberrant production of 
NETs might be implicated in the development of pathological outcomes, such as autoimmune diseases, cancer, 
thrombosis and tissue  damage42. On the other hand, NETs have been shown to control the growth and propaga-
tion of a variety of pathogens, such as  bacteria1,23,39,43,44,  parasites7,45,46,  fungi2,47–49, and  viruses8,28,50–55.

Regarding the possible impact of NETs on HIV-1 infection, the only two published studies up to now, to our 
knowledge, limited their observations to the NETs effects on the viability of the HIV-1 particles. Thus, Saitoh 
et al.8 reported that HIV-1 virions induce NET release from neutrophils of healthy individuals and that these 
structures trap and render the virus non-infective. More recently, Barr et al.56 described that neutrophils from 
female genital tract release NETs that capture and inactivate HIV-1 particles, thus preventing new infections of 
 CD4+ T cells.

Here, we explored the effect of NETs on viral replication upon treatment of HIV-1-infected macrophages 
with these structures. We found that individual NETs or NETs combined in pools, either from healthy donors or 
from HIV-1-infected patients, inhibited viral growth. Importantly, the maintenance of the NET DNA-proteins 
structural composition was essential in this phenomenon. We believe that the NET-induced reduction of HIV-1 
provirus integration and the loss of viral infectivity explain the diminished virus production by macrophages, 
with the contribution of β-chemokines. Given the different experimental approaches between our work and the 
two studies mentioned above (direct exposure of virion particles to  NETs8,56), we believe that our study brings 
novel and significant findings upon describing the impact of NETs on the control of HIV-1 replication in one 
of its target cells.

Macrophages can acquire microbicidal activity against intracellular pathogens following uptake of neutrophil 
 granules19,57, or after interaction with molecules present in these  compartments17,21,58. Therefore, once detecting 
HIV-1 inhibition by NET-containing supernatants, we asked whether other products spontaneously secreted 
by neutrophils in the culture supernatants, but not associated with the released NETs, would have contributed 
to the observed anti-HIV-1 effect. Thus, infected macrophages were exposed to NETs previously recovered 
on 100 kDa filters, and we found that the concentrated NETs (that might contain other molecules larger than 
100 kDa) preserved their ability to inhibit HIV-1 replication, while the NET-free fraction had no effect on viral 
growth. We then assumed that, in our system, the NET modulating effect on HIV-1 production in macrophages 
depends only on NET interaction with infected macrophages, without any apparent contribution of neutrophil 
soluble molecules.

Figure 6.  NETs elicit macrophage production of Rantes and MIP-1β. HIV-1-infected macrophages were left 
untreated (medium) or treated with NETs (40 ng/mL) for 3 h, washed and maintained in culture during the 
indicated times. Supernatants were then collected, and the concentrations of Rantes (a) and MIP-1 β (b) were 
measured by ELISA. Each point represents a donor. Data represent means ± SD, which were analyzed using 
Kruskal–Wallis test with Dunn post-test. *p < 0.05; **p < 0.01.
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Consistent with findings reported by other groups showing that human primary macrophages and THP-
1-derived macrophages treated with NETs produced the β-chemokines MIP-1α, MIP-1β and  Rantes13,59, we 
observed that primary macrophages exposed to NETs released increased amounts of Rantes and MIP-1β. Tak-
ing into account that we and other authors have shown the potent anti-HIV-1 effect of β-chemokines35,36,60, this 
result suggests that NETs not only can activate the macrophages, but also that these anti-HIV-1 agents probably 
contribute to the restricted HIV-1 production in macrophages exposed to these structures (of note, NETs did 
not enhance macrophage release of IL-10, a cytokine also able to inhibit HIV-1 replication in  macrophages35,60; 
data not shown). How NETs elicit macrophage production of β-chemokines is not clear, but it might be due to 
the cellular response to one or more NET constituents, since other authors showed, for example, that α-defensin 
induces MIP-1α and MIP-1β synthesis in human  macrophages61.

We found that the maintenance of original chemical and physical structures of NETs is essential for their 
capacity to mediate HIV-1 inhibition, as heat, DNAse or proteinase K treatments abolished this effect. Similar 
observations have been made by other authors who have highlighted that the NET’s DNA is an important scaf-
fold for active proteins, concentrating these molecules in a punctual manner instead of being freely diffused in 
the aqueous  environment40,62. Regarding the effect of NET-associated proteins, investigations are currently in 
progress in our laboratory to determine their possible contribution for the NET-mediated inhibition of HIV-1 
infection, as described here.

HIV-1 replication shows different dynamics in macrophages compared to  CD4+ T lymphocytes, in part due 
to the low levels of deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs) pools caused by the activity of the restriction 
factor Sterile alpha motif and histidine/aspartic acid domain protein 1  (SAMHD163). In accordance with Beja-
rano et al.64, the HIV-1 entry in macrophages occurs around 8 h post infection, while the reverse transcription 
and nuclear import of the HIV-1 genome are completed between 60 and 72 h post-infection. Since NETs are 
added to cells after HIV-1 entry, the marked decline in viral production observed 12–14 days post treatment is, 
naturally, a consequence of a disruption in a different step of the cycle. The viral integration into the cell genome 
is a crucial early step in the HIV-1 replicative cycle and is required for productive infection. Considering that 
Alu is a repeated element in the human genome that favors HIV-1 DNA  integration65,66, we adopted the method 
described by Liszewski et al.41 to evaluate this phenomenon in NET-treated HIV-1-infected cells. The reduced 
levels of HIV-1 integration observed at 72 h post infection show that the infection process was affected in an 
early post-entry stage of the viral cycle, explaining, at least partially, the diminished HIV-1 production observed 
in our model. Additional studies should be done to elucidate the mechanisms by which NETs reduce the levels 
of HIV-1 integration, such as, for example, whether NETs act during the reverse transcription and/or nuclear 
import of the viral genome, or even directly on the proviral integration process.

During HIV-1 infection, virtually all cells of the immune system undergo functional  changes67,68. In fact, 
neutrophils may exhibit abnormalities, such as impaired chemotaxis, phagocytosis and oxidative capacity, and 
negative regulation of IL-8 receptors on plasma  membrane69. Given these potential defects, we then considered 
as relevant to evaluate the NET production in this infection scenario and collected a group of data indicating that 
neutrophils from HIV-1-infected patients release NETs. Furthermore, we detected increased levels of DNA-NE 
complexes in plasma samples from HIV-1-infected patients, similarly to what has been observed in pathological 
 conditions62 and in several infectious  diseases9,10,12,70–72. Likewise NETs released by neutrophils of healthy donors, 
NETs from neutrophils of HIV-1-infected patients also restrain HIV-1 production in macrophages. Overall, our 
data suggest that NET formation can occur in HIV-1-infected patients, and, once released in tissues containing 
infected macrophages, can potentially restrict HIV-1 production and then viral dissemination for other target 
cells. In this sense, Sivanandham et al.28 reported that isolated neutrophils of SIV-infected nonhuman primates 
released NETs, which were observed interacting with immune cells, including macrophages, in several tissues 
of these animals.

An open question remains, to be solved with more studies, whether NET formation is beneficial to the HIV-1 
host, as can be inferred from studies showing that NETs trap and destroy HIV-1  particles8,56 and inhibit HIV-1 
replication (our present findings), or detrimental, as can be reasoned by investigations reporting that NETs 
capture and kill immune  cells28. We suppose that both situations can occur, depending on a balance between a 
moderate or an excessive NET formation in tissues in which HIV-1-infected cells are actively producing viral 
particles. The plasma and local concentration of NETs may vary according to the number of neutrophils infiltrat-
ing the inflamed site (neutrophil  swarming73) and the neutrophil population releasing NETs. In other words, 
regarding HIV-1 infection, the NET concentration will depend on the magnitude of neutrophil swarming in 
tissues where HIV-1-infected cells are producing and releasing viruses.

Finally, our findings indicate that more studies should be performed to explore whether NETs contribute to 
control infection and viral replication in other HIV-1-target cells, such as dendritic and  CD4+ T cells, and also 

Figure 7.  Neutrophils from HIV-1 patients release NETs, which are present in patients’ plasma. (a) Neutrophils 
from HIV-1 patients or (b) from healthy donors were activated with IL-8 (50 ng/mL) for 3 h at 37 °C, fixed 
and labeled with DAPI and anti-NE antibodies. Merged images show the colocalization of the two markers 
and the network morphology of NETs. Images are representative of at least 6 (HIV-1 patients) or 4 (healthy 
donors) assays. Scale bar, 10 µm. (c,d) Neutrophil from HIV-1 patients were stimulated with IL-8 (50 ng/
mL; n = 12) or TNF-α (20 ng/mL; n = 17) and NET release was quantified with the Picogreen dsDNA kit. Each 
point represents a donor. Data were analyzed using paired Student’s t test. (e) Quantification of DNA-elastase 
complexes in the plasma of HIV-1-infected patients. Data were analyzed using ANOVA. Viral loads in HIV-1 
RNA copies/mL: Undetectable: < 40; Detectable: > 40. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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for characterizing further mechanisms underlying the ability of these structures to restrain HIV-1 production 
in infected cells.

Methods
HIV‑1 isolates, reagents and ELISA kits. HIV-1 infections were performed using the CCR5-dependent 
isolate HIV-1Ba-L (donated by the AIDS Research and Reference Reagent Program, NIH, Bethesda, MD), as we 
described  elsewhere74. Recombinant IL-8 was purchased from BioLegend, and the anti-neutrophil elastase (NE) 
antibodies were acquired from Calbiochem. The DNase I and salmon sperm DNA were obtained from Pro-
mega, the proteinase K was purchased from Invitrogen, and the anti-DNA peroxidase-conjugated antibody from 
Immunotools. The HIV-1 p24 ELISA kits were acquired from Sino Biological, and Rantes, MIP-1α and MIP-1β 
ELISA kits from R&D Systems.

Isolation and culture of primary human neutrophils, macrophages, and cell lines. Human 
neutrophils were obtained from buffy coats of healthy adult blood donors by density gradient centrifugation 
(Ficoll-Paque Premium, GE Healthcare Life Sciences). Neutrophils were further separated from erythrocytes 
by spontaneous sedimentation through 3% dextran 500 (Sigma), followed by hypotonic lysis of remaining red 
cells. Purified neutrophils (> 95% as determined by flow cytometry analysis using anti-CD16; data not shown) 
were resuspended in RPMI 1640 medium (Sigma) and kept in ice until use. Human monocyte–derived mac-
rophages were prepared from peripheral mononuclear cells (PBMCs) through adherence onto plastic plates, as 
we described  elsewhere35. Briefly, after density gradient centrifugation from buffy coats, PBMCs were plated 
onto 96-well plates (Costar) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; LGC Bio) containing 10% nor-
mal human serum (Sigma) and penicillin–streptomycin (Gibco) during 7–10 days for monocyte differentiation 
into macrophages. Next, non-adherent cells were removed, and the macrophages were maintained in standard 

Table 1.  Laboratory features of HIV-1-infected individuals. Healthy donors were selected to match the age 
and sex distribution of the patients. All the patients were under combined antiretroviral treatment. F female, M 
male.

HIV-1 viral load N Viral load (mean ± SD) CD4+ T cell count (mean ± SD) CD8+ T cell count (mean ± SD) Sex (F:M)

Undetectable 14 – 592 ± 206 823 ± 227 9:5

Low 14 831 ± 917 505 ± 347 1.312 ± 680 5:9

Medium 21 36.646 ± 20.679 220 ± 155 904 ± 372 13:8

High 18 453.459 ± 975.020 77 ± 60 768 ± 446 7:11

Figure 8.  NETs released by neutrophils from HIV-1-infected patients inhibit HIV-1 replication in 
macrophages. Macrophages from healthy donors were infected in vitro and treated for 3 h with (a) individual 
NETs obtained from HIV-1 patients, or (b) a pool of these NETs, washed and maintained in culture during 
12–14 days, when HIV-1 replication was measured as described in the legend of Fig. 1. Inserts represent 
normalized data from (a) and (b). (c) Macrophages from two HIV-1-infected patients were infected in vitro and 
exposed to NETs obtained from their own neutrophils; the following procedures were the as described above. 
Numbers mean percentage of inhibition relative to respective control. (a,b) Data were analyzed using paired 
Student’s t test. *p < 0.05; **p < 0.01.
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conditions in DMEM supplemented with 5% human serum. Macrophage purity was > 90%, as determined by 
flow cytometry analysis using anti-CD3 and anti-CD68 monoclonal antibodies (BD Bioscience). TZM-bl cells 
(obtained through the AIDS Research and Reference Reagent Program, Dr. John C. Kappes, Dr. Xiaoyun Wu 
and Tranzyme Inc) were maintained with DMEM low-glucose with 10% heat-inactivated fetal calf serum and 
antibiotics. Neutrophils, macrophages and plasma from HIV-1-infected patients were obtained using the same 
protocols as above, after collecting 8–10 mL of peripheral blood by venipuncture.

NET induction. Neutrophils (2 × 106/well/400  μL) from healthy blood donors or from HIV-1-infected 
patients were stimulated with IL-8 (50 ng/mL) or with TNF-α (20 ng/mL) for 3 h at 37 °C in RPMI 1640 medium, 
without serum. Then, supernatants containing NETs were removed through extensive pipetting, centrifuged at 
400 × g for five min to remove residual neutrophils, and NET DNA was quantified by using Quant-iT PicoGreen 
dsDNA Assay (Invitrogen). The retrieved NETs were preserved at − 80 °C until further use.

Immunofluorescence assays. Neutrophils (5 × 105/well in Permanox chamber slides (Nalge Nunc) 
were stimulated with IL-8 and immediately fixed with 4% formaldehyde (FA, Merck) for 30 min and rinsed 
three times with PBS. Next, samples were blocked with human serum for 1 h and incubated with anti-elastase 
monoclonal antibodies (1:250; Calbiochem) for two hours. Samples were washed and incubated with second-
ary antibodies coupled to Alexa546 (Life Technologies) for 30 min, rinsed twice with PBS and mounted with 
ProLong Diamond anti-fade containing DAPI (Life Technologies). For NET-macrophage interaction assays, 
these cells were exposed to NETs (500 ng/mL) for 30 min, fixed with FA (4%, 30 min), washed and blocked as 
described above. Samples were then stained with anti-elastase and Alexa 546-labeled secondary antibodies and 
Phalloidin-488 (Invitrogen) for 30 min, and then mounted on medium containing DAPI, as above. All staining 
processes were performed at room temperature (RT). Slides were examined using confocal (Leica DMi8) and 
fluorescence (Zeiss Ax10) microscopes, and LasX and AxioVision softwares, respectively. Brightness, contrast 
and color of digital images were adjusted with Adobe Photoshop CS5 v12.0 program (Adobe Systems Inc.).

HIV‑1 infection and effects of NETs on HIV‑1 replication. Macrophages were exposed overnight to 
viral suspensions containing 5–10 ng/mL of HIV-1 p24 Ag, as we described  previously35. Cell monolayers were 
washed, replenished with fresh medium and maintained under standard culture conditions. Viral replication 
was measured 12–14 days post-infection by quantifying the levels of HIV-1 p24 antigen in culture superna-
tants using ELISA kits (Sino Biological). To evaluate the effects on HIV-1 production, individual NETs or pool 
of NETs (5–6 individual NETs/pool) were added to HIV-1-infected macrophages immediately after infection 
for 3 h in the absence of serum, and then cells were washed to remove residual NETs and kept in culture for 
12–14 days, when viral replication was quantified. In another set of experiments, HIV-1-infected macrophages 
were treated with NETs recovered after centrifugation in Centricon 100 tubes (Millipore), and viral replication 
was evaluated as already described. As a control, equivalent amounts of IL-8 possibly carried over by NETs were 
added to infected macrophages.

Cell viability assays. The viability of macrophages treated with NETs was determined using the 2,3-bis 
(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT, Sigma) method, as described 
 elsewhere75, and also through Annexin-V binding and Propidium Iodide (PI) staining, followed by flow cytom-
etry using a BD Canto II cytometer equipped with BD software FACSDiva (BD Bioscience, USA). The data 
obtained were analyzed using FlowJo v10 software, Tree Star Inc.

Degradation of NET components and HIV‑1 replication assays. For DNA digestion, NETs were 
incubated with DNase I (10 U/mL) for 30 min at 37 °C. Then, enzymatic digestion was stopped by adding EDTA 
(2.4 mM), and DNA degradation was confirmed by Picogreen method. Protein degradation was performed by 
treating NETs with proteinase K for 30 min, and protein digestion was verified by electrophoresis on polyacryla-
mide gels (SDS/PAGE) and then revealed by silver staining. To assess DNA preservation after NET treatment 
with proteinase K, samples were also analyzed using Picogreen method. Then, DNase- or proteinase K-treated 
NETs were added to HIV-1-infected macrophages, and viral replication was evaluated as above. As an additional 
control, HIV-1 production was also evaluated in HIV-1 infected macrophages exposed to salmon sperm DNA 
(40 ng/ml).

Effects of NETs on HIV‑1 DNA integration. To assess this effect, HIV-1-infected macrophages were 
treated or not with NETs for three hours, washed and maintained in culture for more 72 h. Next, total DNA was 
isolated using AllPrep DNA/RNA Mini kit (Qiagen) and quantified by Qubit, using Qubit dsDNA HS Assay 
Kit. First, we generated a standard curve with J-lat cells, which are Jurkat-based cell line containing a full-length 
integrated HIV-1  genome76, for beta-globin and integrated HIV-1. Next, to evaluate HIV-1 integration per cell, 
we determined the number of human genomes in our samples by real-time quantitative PCR (qPCR) for beta-
globin and performed a nested-PCR, as described by Liszewski et al.41. The qPCR for beta-globin was performed 
using PrimeTime Gene Expression Master Mix 2X (Integrated DNA Technologies) with the specific pair of 
primers: β-Globin (Forward) 5′-CCC TTG GAC CCA GAG GTT CT-3′; β-Globin (Reverse) 5′-CGA GCA CTT 
TCT TGC CAT GA-3′ and β-Globin Probe 5′-GCG AGC ATC TGT CCA CTC CTG ATG CTG TTA TGG GCG 
CTC GC-3′. The qPCR was performed in an Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher) 
using the following cycling protocol: 95 °C for three min, then 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for one min. 
The first round of PCR for HIV-1 integration was performed using one primer that anneals to Alu (Forward: 5′ 
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GCC TCC CAA AGT GCT GGG ATT ACA G-3′) and other that anneals to HIV gag (nucleotides 1505–1486; 
Reverse: 5′ GTT CCT GCT ATG TCA CTT CC-3′). The PCR conditions were: 94 °C for two min, then 40 cycles 
of 94 °C for 30 s, 50 °C for 30 s and 72 °C for 3 min 30 s. The second round of PCR quantifies HIV-1-specific 
products by using primers that anneals to the regions R and U5 in the HIV long terminal repeat. In order to 
do so, a qPCR was performed as described above, using the specific primers: RU5 (R Forward) nt 518–539: 
5′-TTA AGC CTC AAT AAA GCT TGC C-3′; RU5 (U5 Reverse) nt 647–628: 5′-GTT CGG GCG CCA CTG 
CTA GA-3′; RU5 wild type Probe nt 584–559: 5′-CCA GAG TCA CAC AAC AGA CGG GCA CA-3. Then, the 
HIV-1 integration was calculated based on the standard curve established with J-lat cells considering DNA mass.

Infectivity assays. To address whether NETs interfere with HIV-1 replication fitness, HIV-1-infected mac-
rophages were treated with NETs for three hours in 6-well culture plates, washed and, after 12 days, culture 
supernatants were collected, centrifuged at 3000 × g and filtered on membranes with 0.45 μm pores. The HIV-
1-containing supernatants were then centrifuged on Centricon filter devices with YM-100 membranes (Mil-
lipore) to concentrate and quantify viral particles by p24 ELISA. Then, this viral suspension (10 ng/mL p24 Ag) 
was added to TZM-bl cells  (105 cells/well/96-well plate) in the presence of DEAE-Dextran (15 µg/mL; Sigma). 
Viral multiplication was analyzed 48 h later, through measuring luciferase activity with the Bright-Glo reagent 
(Promega), following the manufacturer’s instructions.

Production of β‑chemokines by NET‑treated macrophages. Macrophages were treated with NETs 
and kept in culture under standard conditions, and cell culture supernatants were harvested at different time-
points to measure the production of Rantes, MIP-1α and MIP-1β by ELISA (R&D Systems).

Plasma and macrophages from HIV‑1‑infected patients. Plasma and blood samples from HIV-
1-infected patients were obtained at the Nova Iguaçu General Hospital (RJ, Brazil), which is a referral center 
from the Ministry of Health for the treatment, care and follow up of people living with HIV. Plasma samples were 
stored at − 80 °C immediately after collection, and macrophages were obtained from patients’ PBMCs by density 
gradient, as described above. Table 1 shows the viral load,  CD4+ and  CD8+ T cell counts and treatment status of 
the HIV-1-infected patients at the time of blood sampling.

Quantification of plasma DNA‑elastase complexes. These complexes were quantified using capture 
ELISA. Briefly, 96-well microtiter plates were coated with 2.5 µg/mL of anti-NE antibodies (Calbiochem, Cat-
No.481001) overnight at 4 °C. Wells were washed with PBS, blocked in BSA 2% for 2 h at RT and washed again. 
Then, plasma samples diluted 1:2 in sterile PBS were added to the wells and incubated overnight at 4 °C. Next, 
wells were washed with Tween 20 (0.05%) in PBS and 1.5  µg/mL of anti-DNA-peroxidase conjugated anti-
body (Immunotools, Cat-No. 21227778) was added. After 2 h of incubation at RT on a shaker, samples were 
washed before the addition of 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine. Optical density was read at 450 nm wavelength 
after 20 min incubation.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed according to the methods indicated in the legends 
of each figure, using Prism software 6 (GraphPad Software, USA), which was also used for figure design. Statisti-
cal significance was defined as p < 0.05.

Ethics statement. Experimental procedures involving cells from healthy donors were performed with 
blood samples obtained after written informed consent, and were approved by the Research Ethics Committee of 
the Oswaldo Cruz Foundation/Fiocruz (Rio de Janeiro, RJ, Brazil) under the number 397-07. Plasma and whole 
blood samples from HIV-1-infected patients were obtained after written informed consent that was approved by 
the Human Research Ethics Committee of the General Hospital of Nova Iguaçu, Rio de Janeiro (ID: 008/2010). 
All experiments were performed in accordance with the relevant guidelines and regulations of both Research 
Ethics Committee cited above.
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