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RESUMO 

 

GALVÃO-LIMA, L. J. Alterações funcionais de macrófagos ativados nos 
padrões M1 e M2 de pacientes HIV-1+ em resposta a estímulos fúngicos e 
bacterianos. 2014. 92f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina de 
Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2014. 
 

Três décadas após a associação da infecção por HIV com o desenvolvimento 

da AIDS e seu reconhecimento como epidemia mundial, muitas questões 

permanecem em aberto e dificultam o desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas e profiláticas mais satisfatórias. O desenvolvimento da AIDS é 

caracterizado pela tempestade de citocinas pró-inflamatórias no plasma, 

seguido por intensa imunossupressão e redução brusca na quantidade de 

células T CD4+ durante a replicação viral. Em contrapartida, macrófagos são 

cronicamente infectados pelo vírus e capazes de sobreviver por vários meses, 

atuando como importante reservatório viral. Apesar de não haver redução em 

número de células, macrófagos infectados apresentam problemas de 

diferenciação e deficiências funcionais. O reconhecimento de padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) e a presença de citocinas no 

microambiente celular determinam o padrão de diferenciação dos macrófagos 

em clássicos (M1) ou alternativos (M2). Nossos resultados indicam a reversão 

parcial da tempestade de citocinas no plasma durante o uso regular da terapia 

antirretroviral. Não foi observada liberação de óxido nítrico por macrófagos M1 

e M2a após o estímulo com PAMPs, fornecendo indícios sobre o silenciamento 

desta via em macrófagos humanos. Macrófagos M1 e M2a de pacientes HIV+ 

apresentam redução progressiva na liberação de citocinas e quimiocinas após 

o estímulo com LPS ou β-Glucana, com restauração parcial após o uso da 

terapia antirretroviral. Em conjunto, nossos resultados podem ser úteis no 

estabelecimento de um novo parâmetro para monitoramento da terapia 

antirretroviral, baseado na resposta funcional de macrófagos. 

 

Palavras-chave: Macrófagos. HIV. Alterações funcionais. Deficiência na 

resposta imune. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

GALVÃO-LIMA, L. J. Functional changes of macrophages activated in M1 
and M2 patterns derived from HIV-1+ patients in response to fungal and 
bacterial stimuli. 2014. 92f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina 
de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2014. 

 

Three decades after the association of HIV infection with the AIDS development 

and its recognition as a global epidemic, many questions remain unanswered 

and hamper the development of new and more effective therapeutic and 

prophylactic approaches. The AIDS development is characterized by 

proinflammatory cytokines storm in plasma, followed by severe 

immunosuppression and abrupt reduction of CD4+ T cells during viral 

replication. In contrast, macrophages are chronically infected by the virus and 

can survive for several months, acting as important viral reservoir. However, 

although there is no cell number reduction, infected macrophages have several 

problems of differentiation and functional impairments. The recognition of 

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and the presence of 

cytokines in the cellular microenvironment determine the macrophage activation 

into the Classic (M1) or Alternative (M2) patterns. Our results indicated that 

cytokine storm on plasma is partially reversed during regular use of 

antiretroviral therapy. No release of nitric oxide was observed by M1 and M2a 

macrophages after stimulation with PAMPs, providing clues about the silencing 

of this pathway in human macrophages. Classical and alternatively activated 

macrophages have progressive reduction of cytokines and chemokines release 

after stimulation with LPS ou β-Glucana, with partial restore after regular use of 

antirretroviral therapy. Together, our data may be useful in establishing a new 

approach to monitoring the antiretroviral therapy, based on functional response 

of macrophages. 

 

Keywords: Macrophages. HIV. Functional changes. Impaired imune response. 
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1.1 Estado da arte da infecção por HIV 

Em 1981, a ocorrência de casos raros de infecção pulmonar por P. 

carinii e sarcoma de Kaposi em homossexuais residentes em Nova Iorque e na 

Califórnia, associado ao crescente número de novos casos de imunodeficiência 

severa, chamou atenção do Centro de Controle de Doenças (CDC) dos 

Estados Unidos da América. No ano seguinte, surgiram as primeiras pesquisas 

com intuito de elucidar o aumento progressivo de mortes com característica 

transmissível nesta população. Neste mesmo ano foi utilizado pela primeira vez 

o termo AIDS, do inglês acquired immunodeficiency syndrome, para designar o 

desenvolvimento conjunto de sinais e sintomas relacionados à falha na 

resposta imunológica e ocorrência de infecções oportunistas. Em 1983, as 

equipes lideradas pelos pesquisadores Luc Montagnier e Robert Gallo, de 

maneira independente, demonstraram a presença de um novo vírus 

(inicialmente descrito como LAV ou HTLV-III, respectivamente) em pacientes 

com AIDS, associando-o com a grave imunossupressão característica da 

síndrome (BARRÉ-SINOUSSI et. al., 1983; GALLO et. al., 1983). No ano 

seguinte, os grupos chegaram ao consenso sobre a caracterização do vírus, e 

posteriormente, sua nomenclatura foi unificada como Human Immunodeficiency 

Virus (HIV) pelo comitê internacional de taxonomia viral em 1986. Desde então, 

muitos aspectos relacionados ao vírus e à forma como ele influencia a resposta 

imunológica foram elucidados, permitindo a utilização de drogas capazes de 

retardar a proliferação viral e a ocorrência de infecções oportunistas. 

No entanto, apesar dos notáveis avanços ao longo dos anos 

relacionados à redução do número de novos casos e ao tratamento dos 

indivíduos infectados, muitas questões permanecem em aberto e dificultam o 

desenvolvimento de abordagens terapêuticas e profiláticas mais satisfatórias, 

visando a eliminação do vírus com preservação do sistema imunológico do 

indivíduo infectado. 

A epidemia mundial de HIV/AIDS foi reconhecida pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) em 1985 e, anualmente, apresenta progressão 

contínua. Sendo assim, de acordo com o último boletim epidemiológico, estima-

se a existência de aproximadamente 34 milhões de pessoas infectadas com 
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HIV/AIDS em todo mundo e a ocorrência de 2,5 milhões de novos casos 

apenas em 2011 (WHO, 2011; IMAI & OCHIAI, 2011). No Brasil, o primeiro 

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

Galvão em 1987 e representou um importante marco no desenvolvimento 

científico do país, especialmente em relação à pesquisa HIV/AIDS e outras 

doenças infecciosas (GALVÃO-CASTRO et. al., 1987). 

Atualmente, a infecção por HIV e o consequente desenvolvimento da 

AIDS (HIV/AIDS), associada à ocorrência de infecções oportunistas é uma das 

principais causas de morte atribuídas às doenças infecciosas em todo mundo. 

Neste cenário destaca-se principalmente a co-infecção por Mycobaterium 

tuberculosis, responsável por 26% das mortes relacionadas à HIV/AIDS por 

ano (GETAHUN et. al., 2010; ANSARI et al., 2013). Estima-se que desde o 

reconhecimento da epidemia, mais de 30 milhões de óbitos tenham sido 

relacionados à infecção por HIV/AIDS em todo mundo, sendo 1,7 milhões 

apenas em 2011 (WHO, 2011). 

No Brasil, de acordo com o último boletim epidemiológico (ano-base 

2012) do Ministério da Saúde, a epidemia de HIV/AIDS é considerada estável, 

mas com progressão constante a cada ano, especialmente entre os jovens e 

alguns subgrupos populacionais em situação de maior vulnerabilidade. Os 

dados obtidos neste ano revelam um panorama preocupante: A notificação de 

38.776 novos casos pelo Ministério da Saúde que representa, em média, a 

ocorrência de um caso novo notificado a cada 13 minutos (BRASIL, 2012). 

 

 

1.2 Classificação do HIV, mecanismo de infecção viral e 

desenvolvimento da resposta imune 

O HIV pertence à família retroviridae e ao gênero lentivírus, 

apresentando dois tipos de vírus associados ao desenvolvimento da 

imunodeficiência em humanos: HIV-1 e HIV-2 (BUONAGURO, TORNESELLO 

& BUONAGURO, 2007). De acordo com a nomenclatura proposta por 

Robertson e colaboradores, o HIV-1 pode ser classificado em quatro grupos de 

acordo com o perfil filogenético: grupo M (maior ou principal); grupo O (outlier 
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ou secundário); grupo N (não-M e não-O) e o grupo P. O grupo M pode ser 

ainda agrupado em 11 diferentes subgrupos (A1, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J e 

K) de acordo com a sequência isolada do vírus. (ROBERTSON et. al., 2000; 

PLANTIER et. al., 2009). Por outro lado, o HIV-2 apresenta sete diferentes 

grupos (A, B, C, D, E, F e G) com pouca variação genética entre eles 

(SANTIAGO et. al., 2005). 

De acordo com o perfil de distribuição global, o HIV-1 pode ser 

encontrado em pacientes infectados em todo o mundo, enquanto a infecção por 

HIV-2 é mais prevalente na África e Ásia (COCK, JAFFE & CURRAN, 2012). 

Ambos os vírus apresentam lenta velocidade de replicação, ação citopática e 

são capazes de provocar falhas no desenvolvimento da resposta imunológica 

(RI), favorecendo a ocorrência de infecções oportunistas e o desenvolvimento 

de diversos tipos de câncer (BARASA, 2011). Ao longo deste trabalho, a 

infecção por HIV-1 será abordada muitas vezes de forma genérica por HIV. 

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

fluídos biológicos contaminados e podem ocorrem com maior frequência 

durante a gravidez, parto ou aleitamento materno por mãe contaminada 

(transmissão vertical); durante a prática sexual sem uso de preservativos; 

através do compartilhamento de seringas e outros objetos (comuns durante o 

uso de drogas injetáveis); ou ainda a partir da transfusão de sangue ou 

derivados contaminados. Outras circunstâncias expõem o indivíduo à maior 

vulnerabilidade e favorecem a transmissão do vírus: abuso de álcool e outras 

drogas; situações de reclusão ou a prática sexual com múltiplos parceiros 

(SLEASMAN & GOODENOW, 2003). 

Após entrar em contato com a partícula viral, as primeiras células a 

serem infectadas são as células dendríticas e macrófagos teciduais, as quais 

expressam os co-receptores CD4, CXCR4 e CCR5, fundamentais para a fusão 

do vírus à membrana celular (SMITH et. al., 2003; FREEDMAN et. al., 2003). 

Molecularmente, a interação inicial entre a proteína viral gp120 e o receptor 

CD4 induz alterações conformacionais na proteína viral, expondo uma região 

capaz de interagir com um segundo receptor celular (CCR5 ou CXCR4). Após 

esta etapa, ocorre a inserção do peptídeo de fusão viral gp41 na membrana, 
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permitindo assim o acesso da partícula viral ao interior celular. Em seguida, 

ocorre a dissociação parcial das proteínas do capsídeo viral, resultando na 

liberação do material genético e de proteínas virais no citoplasma da célula 

recém-infectada (ENGELMAN & CHEREPANOV, 2012).  

O HIV apresenta um genoma de aproximadamente 9180 pares de 

bases, dispostos na forma de RNA de fita simples e que serve como molde 

para ação da transcriptase reversa para síntese de um DNA dupla fita 

correspondente. Esta molécula recém-sintetizada é importada para o núcleo e 

inserida no genoma da célula hospedeira através da ação da integrase viral, 

resultando na estabilização do provírus. Após esta etapa, ocorre a transcrição 

do DNA viral, resultando na formação de moléculas de RNA mensageiro 

(mRNAs), as quais serão traduzidas em proteínas não-estruturais (Tat, Rev, 

Nef, Vif, Vpr, Vpu) e estruturais (Gag, Pol, Env, Tat) do vírus. A síntese do 

polipeptídeo viral Gag dará origem às proteínas do capsídeo, da matriz e do 

nucleocapsídeo viral. A partir do momento em que a concentração desse 

polipeptídeo no citoplasma atinge níveis satisfatórios, a formação de novas 

partículas virais é iniciada, caracterizando o início da fase produtiva da infecção 

(FERRANTELLI, CAFARO & ENSOLI, 2004; CARTER & EHRLICH, 2008; 

ENGELMAN & CHEREPANOV, 2012; BARRÉ-SINOUSSI, ROSS & 

DELFRAISSY, 2013). 

No início da infecção, as células residentes teciduais desencadeiam a 

resposta imune (RI) inata liberando diversas citocinas e quimiocinas, o que 

resulta no recrutamento de novas células para o tecido. Dentre as células 

recrutadas, os macrófagos e as células dendríticas (ambas capazes de 

apresentar antígenos de forma profissional – APCs), expressam moléculas 

CD4 e CCR5 em sua superfície e permitem o estabelecimento da infecção viral 

no tecido. Em seguida, estas células recém-infectadas migram para os 

linfonodos drenantes e interagem com os linfócitos T CD4+CCR5+, 

disseminando a infecção através de um processo chamado de trans-infecção 

(GEIJTENBEEK et. al., 2000). Dessa forma, apesar de iniciar a resposta imune 

adaptativa contra a infecção recém-instalada, a apresentação antigênica 

mediada por APCs infectadas favorece a disseminação viral nos órgãos 
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linfóides secundários e contribui diretamente para o estabelecimento da 

infecção sistêmica. A disseminação da infecção é caracterizada pelo aumento 

do número de novas células infectadas, a redução progressiva no número de 

linfócitos T CD4+ presentes no sangue periférico e na mucosa intestinal, devido 

ao aumento da carga viral presente no plasma e da ativação sustentada da 

resposta imunológica (GEIJTENBEEK et. al., 2000; MOIR et. al., 2000).  

 

 

1.3 Desenvolvimento da AIDS e indicações para início da Terapia 

Antiretroviral 

O desequilíbrio da resposta imunológica gerado pela lise dos linfócitos T 

CD4+ presentes no sangue periférico e nas mucosas, associado às alterações 

funcionais de macrófagos infectados, afeta diretamente a integridade do epitélio 

intestinal, permitindo a translocação da microbiota e a consequente liberação de 

diversos PAMPs na corrente sanguínea (MARCHETTI, TINCATI & SILVESTRI, 

2013). O reconhecimento dessas moléculas por células da imunidade inata 

induz a ativação sistêmica da resposta imunológica, a partir da liberação de 

diversas citocinas e quimiocinas no plasma, resultando em um fenômeno 

conhecido como “tempestade de citocinas” (KAMAT et. al., 2012). 

Contraditoriamente, o aumento da ativação imune é acompanhado pela maior 

suscetibilidade à ocorrência de infecções por microrganismos oportunistas e o 

desenvolvimento de outros sinais e sintomas (como febre, diarréia, sudorese 

noturna e emagrecimento), característicos da AIDS. 

A síndrome é caracterizada pela ocorrência de infecções oportunistas 

secundárias à intensa imunossupressão causada após a infecção viral. A maior 

parte dos trabalhos encontrados na literatura relacionam o desenvolvimento 

deste quadro ocorre a redução brusca de linfócitos T CD4+ no sangue 

periférico, gerado pela intensa proliferação viral durante a fase ativa, aumento 

das taxas de apoptose destas células, resultando na eliminação mediada por 

linfócitos T CD8+vdas células infectadas e afetando diretamente a RI adaptativa 

(BARASA, 2011). No entanto, recentemente o grupo liderado pelo Dr. Warner 

Greene descreveu a morte celular através do mecanismo de piroptose, mediada 
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pela ativação de caspase 1 e IFI16, como principal mecanismo de redução de 

linfócitos T CD4+ nos órgãos linfoides secundários (DOITSH et. al., 2014; 

MONROE et. al., 2014). Contudo, até o momento são poucos os trabalhos 

presentes na literatura que relacionam as alterações induzidas pelo vírus em 

células da imunidade inata com as falhas encontradas no desenvolvimento da 

resposta imunológica dos indivíduos infectados. 

Após a infecção pelo HIV, cada indivíduo apresenta progressão 

variável até o desenvolvimento da AIDS, podendo conviver vários anos sem 

maiores complicações de seu quadro clínico e sem a necessidade de iniciar a 

terapia antirretroviral (TARV) (CROWE & SONZA, 2000). 

Ao longo dos últimos anos, as normas estabelecidas pelo Ministério da 

Saúde do Brasil e pela Organização Mundial da Saúde foram revisadas e, 

desde 2013, o protocolo brasileiro recomenda o início imediato da terapia 

antirretroviral (TARV) após o diagnóstico da infecção confirmada por ELISA ou 

western-blot. Este protocolo entende que o comprometimento sistêmico da 

resposta imunológica ocorre desde as etapas iniciais da infecção e tem como 

principais objetivos retardar a multiplicação viral e a acentuação da destruição 

das células do sistema imune. A terapia pode ser indicada ainda como medida 

profilática em situações onde parceiros sexuais apresentem condições 

sorológicas discordantes ou para profissionais de saúde que tenham se 

acidentado com material biológico e/ou perfuro-cortante (NIAID, 2011; BRASIL, 

2013; WHO, 2013). 

 

 

1.4 Infecção em monócitos/macrófagos e sua influência nos padrões 

de ativação celular 

Enquanto a replicação viral é ocasiona rapidamente a destruição de 

linfócitos T CD4+, os monócitos e macrófagos infectados são mais resistentes 

e podem sobreviver por vários meses após a infecção. Tal característica 

permite que estas células representem um importante reservatório viral durante 

a infecção, favorecendo a disseminação da infecção para novas células 

(CUNNINGHAM et. al., 2010; CLAPHAM & MCKIGHT, 2002; BENAROCH et. 
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al., 2010). Claramente, monócitos são menos permissivos à infecção viral do 

que macrófagos (RICH et. al., 1992; SONZA et. al., 1996; YU et. al., 2006; 

ALEXAKI, LIU & WIGDAHL, 2008; COLLINI et. al., 2010). No entanto, Sperber 

e colaboradores demonstraram que macrófagos derivados de monócitos 

apresentam progressivas deficiências na produção de citocinas e na 

apresentação de antígenos após a infecção in vitro por HIV, enquanto que, 

recentemente, Jambo e colaboradores evidenciaram alterações na fagocitose 

de macrófagos alveolares de pacientes infectados (SPERBER et. al., 1993; 

JAMBO et. al., 2014). 

A resposta imunológica inata contra microrganismos é dependente da 

interação entre os receptores celulares de reconhecimento padrão (Pattern 

Recognition Receptors, ou PRRs) e os padrões moleculares associados aos 

patógenos (Pathogen Associated Molecular Pattern, ou PAMPs). Desse modo, 

para que ocorra a ativação de macrófagos, são necessários dois sinais 

principais: o reconhecimento de PAMPs pelos PRRs e o co-estímulo de 

citocinas presentes no microambiente celular (revisado por MELCHJORSEN, 

2013). Em conjunto, esses fatores influenciam diretamente na ativação de 

macrófagos, polarizando a resposta destas células em dois padrões distintos: 

clássico (M1) ou alternativo (M2). Este processo ocorre de forma dinâmica e 

permite a transição entre os dois estados funcionais de ativação celular. A 

ativação de macrófagos no padrão M1 está relacionada com a maior produção 

de citocinas pró-inflamatórias, alta capacidade microbicida e de eliminação de 

células tumorais, relacionando-se diretamente ao desenvolvimento da resposta 

Th1. Por sua vez, existem três subtipos distintos de macrófagos ativados no 

padrão alternativo: M2a, M2b e M2c. A ativação nesses padrões divergem em 

relação ao conjunto de citocinas presentes no microambiente celular, porém, 

em geral, a ativação dos subtipos de macrófagos M2 está relacionada ao 

desenvolvimento da resposta imune contra infecções parasitárias, 

desenvolvimento e progressão tumoral, reparo tecidual e atividade 

imunorreguladora, assemelhando-se ao padrão de resposta Th2 (LAWRENCE 

& NATOLI, 2011; ISHII et. al., 2009; SICA & MANTOVANI, 2012). 
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A presença de citocinas específicas (como IFN-ɣ ou IL-4/IL-13) no 

microambiente celular é capaz de induzir alterações epigenéticas, resultando 

em perfis distintos de expressão gênica e influenciando na ativação de 

macrófagos nos padrões M1 e M2a (KITTAN et. al., 2013). De forma 

semelhante, a co-evolução viral junto de seus hospedeiros tem selecionado 

aqueles mais aptos à evasão da RI, sem que ocorra prejuízo à sua capacidade 

de propagação (ADHYA & BASU, 2010; RASAIYAAH et. al., 2013). Dentre os 

mecanismos utilizados, a regulação epigenética representa uma importante 

ferramenta para silenciamento de genes da resposta imunológica do hospedeiro 

(GÓMEZ-DÍAZ et. al., 2012). Em outras condições patológicas, como na sepse, 

alterações epigenéticas foram associadas a funções alteradas de células da RI 

(WEN et al., 2008). Recentemente, alguns autores têm evidenciado a 

importância das alterações epigenéticas no controle da replicação do HIV in 

vitro e no desenvolvimento de reservatórios virais (CASSOL et al., 2009; 

HAKRE et. al., 2011), assim como no desenvolvimento de outras doenças 

infecciosas (MERRICK et. al., 2012; JOHANNSEN & LAMBERT, 2013; LIU et. 

al., 2013). 

A infecção por HIV está diretamente associada à quebra da integridade 

da mucosa intestinal e à intensa translocação microbiana, associada a 

liberação de PAMPs na corrente sanguínea. Nesse contexto, os macrófagos 

auxiliam o desenvolvimento da tempestade de citocinas pró-inflamatórias no 

plasma e influenciam diretamente na ativação sustentada da resposta 

imunológica do perfil Th1 (MARCHETTI, TINCATI & SILVESTRI, 2013; KAMAT 

et. al., 2012; VUJKOVIC-CVIJIN, 2013). No entanto, tem sido demonstrada a 

capacidade de ativação e modulação in vitro das vias de sinalização de 

macrófagos não infectados após o contato com proteínas do HIV-1 (ENSOLI et. 

al., 1993; OLIVETTA et. al., 2003; LAWRENCE & NATOLI, 2011). Chihara e 

colaboradores demonstraram que proteínas virais são capazes de modular vias 

de sinalização dependentes de MAPK e NF-κB preferencialmente em 

macrófagos M2, contribuindo para ativação sustentada da resposta imune 

(CHIHARA et. al., 2012). 
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Desse modo, a modulação na ativação de macrófagos induzida pela 

infecção viral pode estar relacionada à deficiência funcional de macrófagos de 

pacientes HIV+, favorecendo a ocorrência de infecções oportunistas e o 

desenvolvimento da AIDS. 
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Com base nos resultados obtidos ao longo do estudo podemos concluir 

que: 

 A inflamação sistêmica causada pela tempestade de citocinas 

no plasma de pacientes infectados por HIV é parcialmente 

revertida em pacientes com uso regular de antirretrovirais, 

apresentando concentração sérica de TNF-α, IFN-γ, IL-10 e IP-

10 semelhante à observada no grupo controle; 

 Macrófagos derivados de monócitos humanos não liberam 

espécies reativas de nitrogênio (óxido nítrico) após o estímulo 

com PAMPs fúngico (β-glucana) ou bacteriano (LPS); 

 Dentre os regimes terapêuticos avaliados, o esquema 

combinado (utilizando antirretrovirais capazes de inibir a ação da 

protease, integrase e transcriptase reversa viral) foi capaz de 

induzir um padrão de liberação de citocinas mais semelhante ao 

grupo controle, restaurando parcialmente a liberação de IL-

12(p70), TNF-α, IFN-α2, RANTES e IP-10 por macrófagos 

ativados nos padrões clássico (M1) ou alternativo A (M2a) após 

o estímulo in vitro com LPS ou β-glucana.  
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