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RESUMO 
 

PIETROBON, AJ. Imunomodulação da resposta antiviral de macrófagos de 
recém-natos por adjuvantes de interferon tipo I. 2018. 98 p. Dissertação (Mestrado 
em Imunologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2018. 

 

Recém-natos (RNs) são mais susceptíveis a infecções devido à relativa imaturidade 

das respostas imunes inata e adaptativa. Nesse cenário, a modulação imunológica 

tem sido investigada como uma estratégia para aumentar a proteção contra infecções. 

Os macrófagos atuam tanto na imunidade inata quanto adaptativa, sendo potenciais 

alvos para estimular a resposta imune neonatal. Na infecção pelo HIV, os macrófagos 

atuam como reservatórios virais contribuindo com a replicação viral por longos 

períodos de tempo. Agonistas de receptores do tipo Toll podem controlar a replicação 

do HIV-1 em macrófagos de adultos in vitro, mas o impacto de tais moléculas em 

macrófagos de RNs ainda não foi verificado. Assim, o objetivo desse trabalho foi 

avaliar o efeito imunomodulador e antiviral de adjuvantes indutores de interferon tipo 

I em macrófagos de neonatos e adultos. Para isso, macrófagos foram gerados a partir 

de monócitos isolados de sangue de cordão umbilical e sangue periférico de adultos. 

Foi observado que os macrófagos de RNs possuem um perfil anti-inflamatório e de 

produção de IL-10. Os achados mostram ainda que os macrófagos neonatais são 

semelhantes aos macrófagos de adultos quanto à expressão gênica de componentes 

da imunidade inata. No entanto, as células neonatais mostram maior replicação viral 

quando infectadas com HIV-1 in vitro. Também verificou-se que o tratamento com os 

agonistas de TLR7/TLR8 (CL097), STING (cGAMP) e TLR3/RIG-I/MDA-5 (Poly-I:C) 

induz a expressão de IFN-β e do fator antiviral MxA em macrófagos de RNs e adultos, 

mas CL097 é mais eficaz em promover a expressão de sensores citosólicos, em 

especial RIG-I e cGAS, além de inibir a expressão de TREX-1. Esse agonista também 

promove a indução de citocinas inflamatórias e β-quimiocinas, bem como, da citocina 

reguladora IL-10. Os resultados indicam ainda que CL097 inibe a replicação do HIV-

1 em macrófagos de RNs e adultos, e esse efeito não parece ser dependente da 

ativação de NF-κB. Portanto, o agonista CL097 mostra um potencial terapêutico 

relevante como adjuvante da resposta neonatal, sendo capaz de induzir fatores 

antivirais que inibem a replicação do HIV-1.   

 

Palavras-chave: Recém-natos. Macrófagos. Adjuvantes de IFN-I. HIV. 



 
 

ABSTRACT 

 
PIETROBON, AJ. Immunomodulation of the antiviral response of macrophages 
of newborns by type I interferon adjuvants. 2018. 98 p. Dissertation (Masters thesis 
in Immunology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2018. 

 

Newborns (NBs) are more susceptible to infections due to the relative immaturity of 

innate and adaptive immune responses. In this scenario, immunological modulation 

has been investigated as a strategy to increase protection against infections. 

Macrophages play a role on both innate and adaptive immunity, being potential targets 

for stimulating the neonatal immune response. In HIV infection, macrophages act as 

viral reservoirs contributing to viral replication for long periods of time. Toll-like receptor 

agonists can control HIV-1 replication in adult macrophages in vitro but the impact of 

such molecules on macrophages of NBs has not yet been verified. Therefore, the aim 

of this study was to evaluate the immunomodulatory and antiviral effects of type I 

interferon adjuvants on macrophages of neonates and adults. For this, macrophages 

were generated from monocytes isolated from umbilical cord blood and peripheral 

blood from adults. It was observed that the macrophages of NBs have an anti-

inflammatory profile with IL-10 production. The findings also show that neonatal 

macrophages are similar to adult macrophages regarding the gene expression of 

innate immunity components. However, neonatal cells show increased viral replication 

when infected with HIV-1 in vitro. It has also been found that the treatment with 

TLR7/TLR8 (CL097), STING (cGAMP) and TLR3/RIG-I/MDA-5 (Poly-I:C) agonists 

induces the expression of IFN-β and the antiviral factor MxA in macrophages of NBs 

and adults, however CL097 is more effective in promoting the expression of cytosolic 

sensors, especially RIG-I and cGAS, in addition to inhibit the expression of TREX-1. 

This agonist also promotes the induction of inflammatory cytokines and β-chemokines, 

as well as the regulatory cytokine IL-10. The results further indicate that CL097 inhibits 

HIV-1 replication in macrophages of NBs and adults, and this effect does not seem to 

be dependent on NF-κB activation. Therefore, CL097 shows a relevant therapeutic 

potential as adjuvant of the neonatal response, being able to induce antiviral factors 

that inhibit HIV-1 replication.  

 

Keywords: Newborns. Macrophages. IFN-I Adjuvants. HIV. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Resposta imune neonatal 

 

As doenças infecciosas e complicações neonatais, como prematuridade e 

desnutrição, são responsáveis pela grande maioria das mortes em indivíduos menores 

de cinco anos em todo o mundo. De acordo com estimativas da Organização Mundial 

da Saúde e do Grupo de Estudo de Epidemiologia Materna e Infantil (Unicef, 2015), 

das 5,9 milhões de mortes em crianças menores de cinco anos ocorridas em 2015, 

cerca de metade foram causadas por doenças infecciosas como pneumonia, diarreia, 

malária, meningite, tétano, HIV e sarampo.  Estima-se ainda que 45% das mortes em 

crianças menores de 5 anos ocorrem nos primeiros 28 dias de vida (período neonatal) 

e estão fortemente associadas a desnutrição, prematuridade, pneumonia, 

complicações durante o parto, diarreia, sepse e malária. 

A maior suscetibilidade a infecções no início da vida está associada a relativa 

imaturidade das respostas imune inata e especialmente adaptativa (Holt e Jones, 

2000). As respostas imunes fetal e do recém-nato (RN) são reconhecidas pelas 

diferenças qualitativas e quantitativas com adultos em quase todos os aspectos da 

imunidade. Os monócitos, células dendríticas (DC) e macrófagos de neonatos 

secretam quantidades menores de TNF-α, IL-12p70 e IFN-α (IFN-I), e expressam 

menos CD80, CD86 e moléculas de MHC de classe II após ativação via receptores do 

tipo Toll (TLR) (Kollmann et al., 2009; Renneson et al., 2009; Winterberg et al., 2015). 

Há também uma menor secreção de IL-18 por DCs, que atua em conjunto com IL-12 

e IFN-I ativando células natural killer (NK) (La Pine et al., 2003). No entanto, a 

secreção de IL-1β, IL-6, IL-23 e IL-10 é semelhante ou até maior do que os níveis de 

adultos (Kollmann et al., 2009), sugerindo que as DC neonatais têm a capacidade de 

secretar citocinas, mas que sua resposta frente à um estímulo difere dos adultos.  

As células de RNs também são caracterizadas por uma menor produção de 

IFN-I quando comparadas com células de adulto sob estímulo viral ou com agonistas 

de TLR (Sullender et al., 1987; De Wit et al., 2004; Renneson et al., 2009), 

possivelmente devido à menor interação do fator de transcrição IRF3 com o co-

ativador CREB e o DNA (Aksoy et al., 2007). A menor produção de IFN-α e IFN-β 

também está associada à reduzida translocação do fator IRF7 para o núcleo em DCs 

plasmocitóides (pDCs) (Danis et al., 2008). Macrófagos derivados de monócitos 
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(MDMs) de sangue de cordão umbilical mostram menor produção de IL-6 e TNF-α 

quando expostos ao vírus sincicial respiratório, sugerindo que macrófagos neonatais 

podem ser menos eficientes na indução de citocinas inflamatórias (Matsuda et al., 

1996). Os MDMs de neonatos também são hiporrespondedores à ativação por IFN-γ, 

devido à menor fosforilação da quinase associada ao receptor, STAT1 (Maródi et al., 

2001). Essas células ainda produzem níveis mais elevados da citocina supressora IL-

27 que regulam a expressão de IDO, a qual promove tolerância imunológica através 

da supressão de respostas de células T (Jung et al., 2016).  

Vários fatores contribuem ainda para a imaturidade da resposta adaptativa 

neonatal, como a ausência de um microambiente anatômico apropriado para a 

interação de células T e B nos tecidos linfóides, a menor capacidade das células T em 

regular a expressão de CD40L e ainda, a baixa expressão de receptores de moléculas 

de adesão como LFA-1, LFA-3 e CD2, e moléculas de MHC (Adkins et al., 2004). As 

DCs foliculares de neonatos também são mais lentas para formação de centros 

germinativos nos órgãos linfoides secundários e para promover a ativação e 

proliferação dos linfócitos B (Pihlgren et al., 2003). Tais características acarretam em 

uma produção tardia de anticorpos aos antígenos T dependentes, com menor 

afinidade e de curta duração comparado com adultos (Adkins et al., 2004). A maior 

suscetibilidade às infecções também pode ser decorrente da deficiente resposta aos 

antígenos T independentes, como polissacarídeos bacterianos, que ocorre devido à 

provável redução da expressão de TACI nos linfócitos B de neonatos (Kanswal et al., 

2008). Outra peculiaridade dos neonatos é a predisposição em desenvolver respostas 

predominantemente Th2 a imunizações com vírus vivos ou atenuados (Bot et al., 

1997), em função da diminuída secreção de citocinas Th1, como o IFN-γ e IL-12 e 

configurações epigenéticas que favorecem a produção de IL-4 e IL-13 (Rose et al., 

2007; Webster et al., 2007).  

Fatores solúveis, como as proteínas do sistema complemento, também estão 

diminuídos em RNs além de mostrarem reduzida capacidade lítica e opsonizante 

(Mcgreal et al., 2012). No entanto, as concentrações de adenosina estão elevadas no 

plasma de neonatos, podendo exercer funções supressoras nas células imunes 

através da indução de cAMP (Levy et al., 2006), que inibe a transcrição de citocinas 

do perfil Th1 e induz IL-10 e citocinas Th17 (IL-6 e IL-23) (Haskó et al., 2000; Levy et 

al., 2006; Kollmann et al., 2012).  
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Apesar da imaturidade imunológica dos neonatos, as respostas nesses 

indivíduos podem ser capazes de estabelecer níveis similares a de adultos quando 

estimulados com adjuvantes da resposta imune (Adkins et al., 2004). Nesse contexto, 

a modulação imunológica tem sido investigada como estratégia para ampliar a 

proteção contra infecções e doenças nesse período da vida. Receptores de 

reconhecimento de padrão (PRRs) são componentes da imunidade inata essenciais 

para o desenvolvimento de resposta imune contra diversos patógenos e têm sido 

explorados como alvos imunoterapêuticos no combate a infecções. Dentre as terapias 

com adjuvantes estudadas, os agonistas de TLRs parecem ser uma abordagem 

promissora no combate a doenças infecciosas, uma vez que a ativação desses 

receptores induz a produção de citocinas pró-inflamatórias, IFN-I, quimiocinas e 

peptídeos microbianos (Akira et al., 2006; Reppe et al., 2009; Campbell e Spector, 

2012). Tais agonistas têm se mostrado eficientes na potencialização da resposta 

inata, diminuição da bacteremia e aumento da sobrevida no quadro de sepse neonatal 

em modelo experimental murino (Wynn et al., 2008). Esses agonistas também 

contribuem com a ativação de leucócitos de sangue de cordão umbilical humano in 

vitro, promovendo a polarização da resposta para um perfil Th1 que pode fortalecer 

as defesas neonatais (Krumbiegel et al., 2007). 

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostram o papel adjuvante 

do agonista de TLR7/TLR8 (CL097) na produção de IFN-α em células mononucleares 

de mães infectadas pelo HIV-1 e RNs expostos ao vírus (Cardoso et al., 2013). Outros 

estudos também sugerem que agonistas de TLRs podem estimular citotoxicidade das 

células NK e a produção de IFN-I (Fujieda et al., 2000). O oligodeoxinucleotídeo 

sintético contendo CpG (CpG-ODN), agonista de TLR9, mimetiza o DNA bacteriano e 

é capaz de ativar células apresentadoras de antígeno (APCs), induzindo a produção 

de IFN-α, a atividade microbicida e a expressão de moléculas co-estimuladoras 

(Stacey et al., 1996). Estudos em camundongos neonatos infectados com arenavírus 

mostram ainda que o uso de inibidores de TNF-α em conjunto com os agonistas da 

imunidade inata, aumenta a sobrevida dos animais (Pedras-Vasconcelos et al., 2006). 

Além dos agonistas de TLRs intracelulares, os ativadores de STING, como c-di-AMP, 

são candidatos para potencializar a resposta IFN-I, como também exercer atividade 

adjuvante de mucosa e imunoestimuladora em DCs e macrófagos em modelos pré-

clínicos (Libanova et al., 2010; Škrnjug et al., 2014). 
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Para que o desenvolvimento e implementação de intervenções 

imunomoduladoras seja possível, o sistema imune neonatal precisa ser melhor 

compreendido no contexto celular e molecular. Os macrófagos, APCs profissionais 

que desempenham um importante papel na resposta imune inata e contribuem com o 

desenvolvimento da resposta imune adaptativa, podem ser alvos estratégicos para 

potencializar a resposta neonatal via ativação de receptores de imunidade inata.  

  

1.2 Imunopatologia da infecção pelo HIV 

 

A infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) constitui um grande 

problema de saúde pública, sendo que em 2016 1 milhão de pessoas morreram de 

doenças relacionadas à síndrome da imunodeficiência adquirida (aids) causada pelo 

vírus (Unaids, 2018). Atualmente, cerca de 36,7 milhões de pessoas no mundo vivem 

com o HIV, sendo que desse total, 2,1 milhões são crianças. No Brasil, cerca de 

830.000 pessoas viviam com o HIV em 2016 e foram registradas 48.000 novas 

infecções no mesmo ano (Unaids, 2017). 

O HIV é um retrovírus cujo genoma é formado por duas cópias de RNA simples 

fita (ssRNA) com 9,8 Kb, composto de nove genes: três estruturais (env, pol e gag), 

dois regulatórios (tat e rev) e quatro genes acessórios (nef, vif, vpr e vpu/vpx). O 

material genético viral é revestido por um nucleocapsídeo formado pela proteína p24 

que, por sua vez, é envolto por um envelope proveniente da célula hospedeira e 

apresenta em sua superfície as glicoproteínas virais gp41 (transmembrana) e gp120 

(glicoproteína de superfície). A entrada do vírus na célula hospedeira ocorre pela 

ligação das proteínas gp41 e gp120 ao receptor CD4 e receptores de quimiocinas 

CCR5 e CXCR4 (Figura 1), sendo os linfócitos T CD4+ o principal alvo na infecção. 

Após a entrada do vírus na célula hospedeira, o genoma é liberado no citoplasma, 

convertido em DNA dupla fita (dsDNA) pela ação da transcriptase reversa viral e se 

integra no genoma do hospedeiro pela integrase viral. O genoma viral pode então ser 

transcrito em células ativadas, dando origem às proteínas virais que se associam 

formando novas partículas do vírus.  
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Figura 1. Ciclo replicativo do HIV-1. O primeiro passo no ciclo de replicação do HIV-1 é a 
ligação da glicoproteína viral Env com os receptores de superfície celular CD4 e co-receptores 
(CCR5 ou CXCR4). A fusão da membrana do envelope viral com a membrana celular permite 
a entrada do capsídeo na célula. O genoma viral de RNA é retrotranscrito em DNA de fita 
dupla, que é integrado no genoma do hospedeiro. Após a integração ocorre a transcrição dos 
genes virais que são traduzidos em proteínas, as quais formam a partícula viral juntamente 
com o genoma de RNA. Partículas virais imaturas brotam da célula e amadurecem 
posteriormente através do processamento proteolítico de proteínas que resulta em partículas 
virais maduras. Modificado de: Rambaut et al., 2004. 

 

Os mecanismos de entrada do HIV são diversos. Cerca de 80% dos adultos 

são infectados pelo vírus por meio de exposições da mucosa, sendo que os demais 

casos estão relacionados a inoculações pericutâneas e intravenosas (Cohen et al., 

2011). Em crianças, a forma mais comum de transmissão do HIV é a transmissão 

vertical, na qual mães portadoras transferem o vírus para o feto, sendo responsável 

por 9% das novas infecções em todo o mundo (Who, 2017). A transmissão vertical 

ocorre durante a gravidez, trabalho de parto ou parto, ou pela amamentação 

(Schwartz et al., 1995; Zijenah et al., 2004; Lehman et al., 2008). Sem tratamento, 

aproximadamente 15% a 30% dos bebês nascidos de mulheres HIV positivas são 

infectados durante a gestação e o parto, com mais 5-15% sendo infectados pela 

amamentação (Who, 2017). A administração da zidovudina (AZT) durante a gestação, 

no momento do parto e no RN, reduz a taxa de transmissão vertical para 8,3% (Saúde, 
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2007), enquanto a terapia antirretroviral combinada (TARV) pode reduzir o risco de 

transmissão para aproximadamente 1-2% (Siegfried et al., 2011). Apesar da 

distribuição da TARV, em 2016 ainda foram registradas mundialmente 160.000 novas 

infecções pelo HIV decorrentes da transmissão vertical (Unaids, 2018).  

Embora os linfócitos T CD4+ sejam o principal alvo da infecção, macrófagos e 

DCs também expressam os receptores CD4 e CCR5 e podem ser infectados pelo HIV 

(Lee et al., 1999; Bergamini et al., 2002). Os macrófagos são mais resistentes ao efeito 

citopático do vírus (Gendelman et al., 1988; Raposo et al., 2002) e são menos 

susceptíveis à ação de células T CD8+ antígeno específicos (Vojnov et al., 2012; 

Clayton et al., 2018), permitindo a replicação por longos períodos de tempo 

(Bergamaschi e Pancino, 2010). Os macrófagos infectados presentes nos tecidos 

podem disseminar o vírus para diferentes locais anatômicos, estabelecendo a 

formação de santuários virais, em especial nas mucosas e no sistema nervoso. 

Macacos tratados com TARV mostram que os macrófagos cerebrais são capazes de 

replicar vírus mesmo após 2 anos de tratamento, evidenciando seu potencial como 

reservatórios (Avalos et al., 2017). Além disto, os macrófagos podem liberar o vírus 

em exossomos e microvesículas, facilitando ainda mais a disseminação do HIV (Kadiu 

et al., 2012). 

Durante os estágios iniciais da infecção, as células T CD4+ efetoras, que 

possuem alta expressão de CCR5, são drasticamente depletadas, a carga viral 

plasmática é alta e há o aumento de linfócitos T CD8+ e anticorpos específicos contra 

o vírus, caracterizando a fase aguda da infecção (Okoye e Picker, 2013). Esse estágio 

é seguido da fase crônica da infecção, definida pela estabilização da viremia, 

persistente ativação imunológica e pelo escape viral. Com a progressão da doença, 

os níveis de T CD4+ caem para valores inferiores a 200 células/µL e os portadores do 

vírus atingem o estágio de aids onde se tornam mais susceptíveis a infecções 

oportunistas e desenvolvimento de câncer (Lloyd, 1996; Carmichael, 1997). Os 

infectados crônicos pelo HIV-1, que possuem a habilidade de manter a contagem de 

T CD4+ normal por um período maior que 10 anos, são denominados de não-

progressores de longo prazo. Uma pequena parcela dos não-progressores, 

denominados controladores de elite, permanecem com viremia indetectável (<50 

cópias RNA/ml) por longos períodos de tempo, mesmo na ausência de TARV (Deeks 

e Walker, 2007). 
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Com os avanços no desenvolvimento de TARVs a sobrevida dos indivíduos 

infectados se elevou em função da supressão viral e restauração dos níveis das 

células T CD4+ (Cihlar e Fordyce, 2016). No entanto, o tratamento não elimina 

completamente o vírus e os pacientes tratados acabam sofrendo de outras 

morbidades como a imunoativação crônica (Deeks et al., 2013). Nesse contexto, os 

macrófagos exercem um papel importante na manutenção da cronicidade da infecção, 

considerando que alguns inibidores virais são menos eficientes em macrófagos 

infectados do que em linfócitos T (Perno et al., 1998). Essas células podem ainda 

adquirir o vírus pela fagocitose de células infectadas (Baxter et al., 2014) e favorecer 

a infecção de linfócitos T CD4+ via transinfecção mediada por receptores de lectina 

(CD169) (Sewald et al., 2015), evidenciando o papel dos macrófagos na patogênese 

da doença. 

Apesar da grande maioria das crianças de mães infectadas por HIV-1 não se 

infectarem mesmo na ausência de TARV (Who, 2017), as que se infectam 

desenvolvem uma maior viremia quando comparadas a adultos e uma rápida 

progressão para aids nos primeiros meses de vida, sendo que aproximadamente 10-

15% morrem antes de completar um ano (Tovo et al., 1992; Mawhinney et al., 1993; 

Newell et al., 2004). Uma característica dos RNs é que o número de linfócitos T CD4+ 

sistêmicos é maior do que em adultos, mas a maior parte apresenta um fenótipo naive 

e poucos expressam CCR5 (D'arena et al., 1998; Bunders et al., 2012), sugerindo que 

os macrófagos podem ter um papel importante durante a infecção pelo HIV nesse 

estágio da vida. Embora a patologia da aids pediátrica ainda não seja completamente 

esclarecida, acredita-se que a imaturidade imunológica possa contribuir com a rápida 

progressão da doença. 

 

 1.3 Reconhecimento viral 

 

Os vírus, assim como outros microrganismos invasores, são inicialmente 

reconhecidos por componentes da imunidade inata, considerada a primeira linha de 

defesa contra infecções. Esse reconhecimento inicial é feito por PRRs do hospedeiro 

localizados tanto na superfície celular quanto no interior das células. Os PRRs 

reconhecem domínios conservados denominados padrões moleculares associados à 

patógenos (PAMPs), que podem ser estruturas de superfície, material genético viral, 

produtos de replicação, capsídeo, entre outros. Cada PRR ativa uma via específica 
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de sinalização para induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias e IFN-I, o qual 

tem um importante papel na imunidade inata antiviral (Samuel, 2001; Theofilopoulos 

et al., 2005).  

Partículas virais localizadas no meio extracelular podem ser reconhecidas por 

receptores presentes na membrana celular, como os TLRs, que se ligam a estruturas 

presentes na superfície viral, em especial, glicoproteínas (Kurt-Jones et al., 2000; 

Boehme et al., 2006; Leoni et al., 2012). Intracelularmente, os receptores TLR3, TLR7, 

TLR8 e TLR9, encontrados nos endossomas, promovem o reconhecimento de 

material genético viral endocitado ou presente em autofagossomos. O TLR3 

reconhece RNA dupla fita (dsRNA) e sua deficiência está associada à maior 

permissividade do HSV-2 ao sistema nervoso central em camundongos (Reinert et al., 

2012). Em humanos, deleções no TLR3 estão relacionadas a menor produção de IFN-

β, IFN-γ e IL-6 durante a infecção pelo HSV e ao maior risco de encefalite em crianças 

(Zhang et al., 2007). Já os TLR7 e TLR8 reconhecem ssRNA, incluindo HIV-1, 

influenza A e o vírus da dengue 2 (Wang et al., 2006; Meier et al., 2007), e são 

altamente expressos em pDCs. Por fim, TLR9 reconhece porções ricas em CpG não 

metilado no genoma de vírus de DNA, como o HSV e outros herpes vírus (Lund et al., 

2003; Fiola et al., 2010; Yu et al., 2011). Todos os TLRs podem promover a sinalização 

via NF-κB e MAPK, culminando na transcrição de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias, mas os TLRs endossomais ativavam vias adicionais que favorecem a 

fosforilação dos fatores de transcrição IRF1, 3 e 7, que induzem a expressão de IFN-

α e IFN-β (Honda et al., 2005; Onoguchi et al., 2007). 

Como a maior parte dos vírus ocupa o citosol durante a replicação viral, esse 

compartimento celular acomoda uma série de PRRs que respondem à presença de 

vírus. A família dos receptores tipo RIG (RLR) é composta pelas proteínas citosólicas 

RIG-I, MDA5 e LGP2, que apresentam um domínio helicase ligante de RNA 

(Yoneyama et al., 2004). RIG-I reconhece principalmente ssRNA mas também pode 

reconhecer pequenos fragmentos de dsRNA, enquanto MDA5 reconhece 

preferencialmente fragmentos longos de dsRNA (Yoneyama et al., 2004; Pichlmair et 

al., 2006; Kato et al., 2008). Tanto RIG-I quanto MDA5 apresentam domínios de 

recrutamento de caspase (CARD) que interagem com a proteína adaptadora MAVS 

(também denominada IPS-1, CARDIF e VISA) presente na membrana mitocondrial, 

levando à ativação de TBK-1 e posterior fosforilação dos fatores de transcrição IRF7 

e IRF3 (Fitzgerald et al., 2003; Kawai et al., 2005; Seth et al., 2005). Na infecção pelo 
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HIV-1, o material genético do vírus ativa RIG-I e foi verificado que a protease viral 

promove a degradação desse sensor como mecanismo de evadir a resposta antiviral 

(Solis et al., 2011).  

  

 

Figura 2. Receptores de reconhecimento de padrão e suas vias de sinalização. Os TLRs 
sinalizam via proteína MYD88 ou TRIF, que culminam na produção de citocinas pró-
inflamatórias e/ou IFN-I. A família dos RLRs reconhece RNA e sinalizam através da proteína 
adaptadora MAVS localizada na mitocôndria, desencadeando a produção de IFN-I e citocinas.  
Os NLRs interagem com a proteína adaptadora ASC e caspase-1, formando o complexo do 
inflamassoma que resulta na produção de IL-1β e IL-18. Os sensores citosólicos de DNA 
podem ativar IRF3/IRF7 e NF-κB via STING e TBK1 ou promover ativação da via do 
inflamassoma, dependendo do receptor. Adaptado de: Ma e Damania, 2016. 

 

Além de proteínas reconhecedoras de RNA, o citosol também abriga sensores 

especializados no reconhecimento de DNA viral. As proteínas IFI16 e cGAS 

reconhecem moléculas de DNA e sinalizam via a proteína adaptadora STING, 

localizada na membrana do retículo endoplasmático. Quando DNA se liga à cGAS há 

a catalisação de GMP-AMP cíclico (cGAMP), que atua como um segundo mensageiro 

se ligando a STING (Sun et al., 2013). Após ativação de STING, TBK1 é recrutada 

levando à fosforilação da proteína adaptadora e do fator de transcrição IRF3, e 

consequente produção de IFN-I (Tanaka e Chen, 2012; Liu et al., 2015). A via cGAS-

STING-IFN parece ser importante no reconhecimento de muitos vírus de DNA, como 
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HSV, CMV e KSHV (Wu et al., 2015; Paijo et al., 2016; Zhang et al., 2016). Em 

camundongos geneticamente deficientes de cGAS e STING é observada alta carga 

viral e reduzida produção de IFN-I na infecção por HSV-1 (Li et al., 2013). Além disso, 

cGAS também está envolvido no reconhecimento de material genético de HIV-1 e 

HIV-2 produzido após a transcrição reversa (Gao et al., 2013; Lahaye et al., 2013). 

Na infecção pelo HIV, a indução de IFN-I via a cascata STING-TBK1-IRF3 pode 

ser potencializada através do bloqueio da expressão da proteína TREX-1. A TREX-1 

é uma exonuclease que possui alta afinidade por DNA, principalmente ssDNA, que 

reconhece e degrada material genético de retrovírus endógenos, prevenindo seu 

acúmulo no citoplasma (Stetson et al., 2008). Mutações nessa exonuclease estão 

associadas com o desenvolvimento de doenças autoimunes, dentre elas a síndrome 

de Aicardi-Goutières, uma encefalopatia subaguda hereditária, e lupus eritematoso 

sistêmico (Crow et al., 2006). Devido à similaridade estrutural com os retrovírus 

endógenos, TREX-1 também reconhece ácidos nucléicos provenientes da replicação 

do HIV, impedindo seu acúmulo no citoplasma e desfavorecendo o reconhecimento e 

resposta mediada por sensores citosólicos (Figura 3) (Yan et al., 2010).  

 

 
Figura 3. Efeito de TREX-1 no reconhecimento e resposta imune ao HIV-1. Esquerda: 
Células que expressam TREX-1 degradam parte do DNA retrotranscrito enquanto a fração de 
DNA que escapa desse processo se integra no genoma do hospedeiro sem ativar sensores 
inatos. Direita: Em células deficientes de TREX-1 o DNA viral se acumula no citoplasma 
levando à ativação da via de STING e produção de IFN-I. Modificado de: Manel e Littman, 
2011. 
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O sensor IFI16 está localizado tanto no citosol quanto no núcleo e pode 

reconhecer ssDNA e dsDNA, induzindo a produção de IFN-I via STING (Unterholzner 

et al., 2010). Em macrófagos infectados com HSV-1 e CMV, IFI16 co-localiza com 

DNA viral no citoplasma e sua ausência está associada ao aumento da replicação 

desses vírus (Conrady et al., 2012; Gariano et al., 2012; Horan et al., 2013). IFI16 

também participa do reconhecimento de resíduos de DNA provenientes da infecção 

pelo HIV-1 uma vez que seu silenciamento aumenta a produção de partículas virais 

em macrófagos (Jakobsen et al., 2013). O mecanismo pelo qual esse sensor promove 

a ativação de STING e induz a resposta de IFN-I não está completamente esclarecido, 

mas foi verificado que IFI16 pode potencializar a síntese de cGAMP dependente de 

cGAS, além de contribuir com o recrutamento de TBK-1 para o complexo de STING 

em macrófagos humanos, levando a produção de IFN-I (Jønsson et al., 2017). 

Além de induzir a resposta de IFN-I, também tem sido demonstrado que IFI16 

pode interagir com a proteína adaptadora ASC durante a infecção pelo herpes vírus 

associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV), levando à ativação de caspase-1 pela via 

do inflamassoma e secreção de IL-1β e IL-18 (Kerur et al., 2011). Na infecção pelo 

HIV, a ativação dessa via de sinalização por IFI16 parece ter um papel importante na 

progressão para aids, uma vez que esse sensor está envolvido no reconhecimento de 

transcritos de DNA incompletos provenientes de infecções abortivas em células T 

CD4+ quiescentes, resultando em piroptose, um tipo de morte celular programada 

dependente de caspase-1 (Monroe et al., 2014). Contraditoriamente foi demonstrado 

que IFI16 pode desempenhar um papel anti-inflamatório por inibir a ativação da 

cascata do inflamassoma por outros receptores citoplasmáticos (Veeranki et al., 

2011), sugerindo que alguns aspectos funcionais do IFI16 ainda precisam ser melhor 

compreendidos. 

Um receptor citosólico estruturalmente semelhante à IFI16 é AIM2. AIM2 

também está envolvido no reconhecimento de DNA em infecções bacterianas e virais, 

levando à ativação do inflamassoma (Hornung et al., 2009; Unterholzner et al., 2010). 

Em contraste com IFI16, AIM2 parece ser dispensável para a produção de IFN-I (Gray 

et al., 2016), embora alguns trabalhos sugiram que sua estimulação promova a 

ativação de IRF3 (Stein e Falck-Pedersen, 2012). Em modelo experimental de 

infecção por citomegalovírus foi demonstrado que AIM2 desempenha um importante 
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papel na produção de IFN-γ por células NK através do estímulo com IL-18, além de 

induzir piroptose de células infectadas (Rathinam et al., 2010).  

 A cascata do inflamassoma também pode ser ativada por receptores do tipo 

NOD (NLRs) presentes no citoplasma, sendo NLRP3 o mais estudado. NLRP3 pode 

ser ativado em diversas infecções virais, como influenza e vírus Sendai, levando à 

produção de IL-1β e IL-18 que contribuem com o recrutamento de células efetoras 

que auxiliam no combate à infecção e reparo tecidual (Ichinohe et al., 2009; Rider et 

al., 2011; Chen e Ichinohe, 2015). NLRP3 também parece ser importante no 

reconhecimento e resposta ao HIV-1, visto que polimorfismos no gene desse receptor 

estão associados a maior susceptibilidade a infecção (Pontillo et al., 2012). O receptor 

NLRP1 também ativa a via da inflamassoma e foi observado que a ativação de 

NLRP1a pelo vírus da coriomeningite linfocitária (LCMV) induz piroptose (Masters et 

al., 2012). Além dos sensores de DNA e NLRs, receptores de RNA como RIG-I 

também promovem a ativação do inflamassoma em resposta a infecções virais (Poeck 

et al., 2010), sugerindo que essa via pode ter um papel importante para o 

desenvolvimento da resposta antiviral e resolução da infecção. Entretanto, tem sido 

mostrado que a ativação de caspase-1 via inflamassoma leva à degradação da 

proteína adaptadora TRIF e diminuição da fosforilação de IRF3, atenuando a resposta 

de IFN-I (Jabir et al., 2014; Banerjee   et al., 2017). Além disso, a ativação do 

inflamassoma também está associada à degradação de cGAS, interferindo no 

reconhecimento e resposta contra vírus de DNA (Wang, Y. et al., 2017). Esses 

resultados mostram que o papel da via do inflamassoma em infecções virais e sua 

regulação da resposta IFN-I ainda precisa ser melhor compreendido.  

Em RNs, as células mononucleares do cordão umbilical (CBMN), possuem 

reduzida expressão de TLR3 e dos sensores citosólicos cGAS e STING, o que 

favorece infecções virais (Slavica et al., 2013; Wang, Z. S. et al., 2017). Assim, a maior 

susceptibilidade de RNs está relacionada não apenas a relativa imaturidade da 

resposta imune adaptativa e menor capacidade de produção de citocinas da 

imunidade inata, mas também à falha no reconhecimento viral. 

 

1.4 Resposta imune inata contra infecções virais 

 

O reconhecimento viral estimula vias de sinalização intracelulares que resultam 

na ativação de fatores de transcrição, iniciando uma resposta inata antiviral. Várias 
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citocinas são induzidas durante infecções, incluindo IL-6, IL-12 e TNF-α decorrentes 

da ativação de diversos fatores de transcrição, em especial NF-κB. No entanto, as 

principais citocinas que orquestram a resposta antiviral são os IFN-I, que incluem 

principalmente 13 subtipos de IFN-α (14 em camundongos) e IFN-β (Pestka et al., 

2004). Diferente do IFN tipo II, que é produzido por linfócitos T e células NK, o IFN-I 

pode ser produzido por todas as células nucleadas em resposta a infecções virais.  

Os fatores de transcrição que regulam a produção de IFN-I são principalmente 

IRF3 e IRF7, que ao serem ativado translocam para o núcleo e se ligam às regiões 

promotoras dos genes de IFN-α e IFN-β (Taniguchi et al., 2001). Esses fatores de 

transcrição também regulam a produção de IFN tipo III (IFN-λ) durante infecções por 

influenza, HSV e sarampo, desempenhando funções biológicas semelhantes ao IFN-

I (Coccia et al., 2004; Berghäll et al., 2006; Melchjorsen et al., 2006). Tem sido 

demonstrado que o IFN-λ inibe a replicação do HIV-1 em macrófagos e dos vírus 

hepatite B e C em hepatócitos por promover a indução de IRFs e diversos fatores 

antivirais (Robek et al., 2005; Hou et al., 2009; Liu et al., 2013). No entanto, sua 

atividade antiviral é mais restrita aos sítios de entrada virais como mucosas e pele, 

considerando que seu receptor é mais expresso em células epiteliais e queratinócitos 

(Brand et al., 2005; Lasfar et al., 2006). 

Ao serem produzidos, os IFN-I são secretados e se ligam ao seu receptor 

IFNAR presente na membrana celular de células vizinhas ou mesmo da própria célula 

que o produziu. A ativação desse receptor promove a oligomerização de STAT1 e 

STAT2 que se ligam a IRF9 formando o complexo ISGF3, o qual induz a transcrição 

de genes estimulados por IFN (ISGs) responsáveis pela ativação do estado antiviral 

da célula (Figura 4). Animais e humanos deficientes de STAT1 mostram reduzida 

produção de IFN-I e maior susceptibilidade à diversas infecções virais (Durbin et al., 

1996; Dupuis et al., 2003). Em pacientes infectados pelo HIV há uma menor expressão 

de pSTAT1 e análises in vitro demonstraram que a proteína viral Vif promove a 

ubiquitinação e degradação proteossomal desse fator de transcrição, o que ajuda a 

explicar porque terapias com IFN-α não são eficientes no controle da infecção pelo 

HIV (Gargan et al., 2018). 
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Figura 4. Ativação do estado antiviral pela sinalização por IFN-I. O IFN-I produzido após 
o reconhecimento viral se liga ao seu receptor na membrana plasmática da célula infectada e 
de células vizinhas, levando à ativação de STAT1 e STAT2 que se associam à IRF9 formando 
o complexo ISGF3. ISGF3, por sua vez, induz a expressão de diversos ISGs que estão 
envolvidos na amplificação e regulação da resposta de IFN-I e inibição do ciclo viral. 
Modificado de: Ortega-Prieto e Dorner, 2017. 

 

Os ISGs abrangem diversas proteínas que de alguma maneira contribuem com 

a eliminação viral. Muitos sensores citosólicos, como RIG-I, MDA-5 e cGAS, são 

produzidos após a ativação por IFN-I e atuam potencializando o reconhecimento e a 

resposta antiviral, favorecendo a eliminação do patógeno (Schneider et al., 2014). 

Outros ISGs controlam a infecção viral por atuar diretamente em vias e mecanismos 

necessários durante o ciclo replicativo, impedindo que ele se complete corretamente. 

Pelo papel que desempenham, tais ISGs são denominados fatores de restrição viral.  

As proteínas da família Mx, MxA e MxB, atuam logo após a entrada viral, 

promovendo a degradação de estruturas do nucleocapsídeo de vários vírus de RNA, 

além de bloquear o transporte do nucleocapsídeo para o núcleo, a transcrição de 

genes e a montagem da partícula viral (Gordien et al., 2001; Turan et al., 2004; Haller 

e Kochs, 2011). Na infecção pelo HIV MxB impede o transporte do genoma viral para 
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o núcleo, evitando a integração no DNA da célula hospedeira, além de ser necessário 

para potencializar a resposta de IFN-α (Goujon et al., 2013; Kane et al., 2013; Liu et 

al., 2013). Além disso, em PBMCs e pDCs de pacientes infectados com HIV-1 há uma 

maior expressão de MxA, sugerindo a participação desse fator na resposta antiviral 

(Badolato et al., 2008; Lehman et al., 2008).   

Outros fatores antivirais são as proteínas da família APOBEC, comumente 

presentes no citoplasma. As proteínas APOBEC estão envolvidas na resposta a 

diversos vírus de DNA, como HSV-1, EBV, HPV e HBV, e vírus de RNA, promovendo 

hipermutações de sequências de ácidos nucleicos virais (Turelli et al., 2004; Vartanian 

et al., 2008; Suspène et al., 2011; Fehrholz et al., 2012). Na infecção pelo HIV-1, 

APOBEC3G induz a troca de G por A no cDNA viral sintetizado durante a transcrição 

reversa, impossibilitando a integração do pró-vírus com o genoma do hospedeiro 

(Mangeat et al., 2003). Em trabalhos anteriores do nosso grupo foi evidenciado o 

aumento da expressão de APOBEC3G, assim como MxA e outros fatores antivirais, 

em células mononucleares de RNs expostos ao HIV, que pode estar associado a 

proteção contra o vírus e a baixa taxa de infecção vertical (Pereira et al., 2013). 

Ainda no contexto da infecção pelo HIV um fator de restrição viral bastante 

relevante é SAMHD-1, expresso principalmente em células mielóides como 

macrófagos e DCs, e linfócitos TCD4+ em repouso. Este fator impede a 

retrotranscrição do HIV-1 por sequestrar e promover a degradação de nucleotídeos 

trifosfatos (dNTPs) necessários para a síntese de DNA viral (Hrecka et al., 2011; 

Laguette et al., 2011; Lahouassa et al., 2012). Embora o papel de SAMHD-1 seja 

bastante explorado na infecção pelo HIV, esse fator de restrição também pode atuar 

no controle da replicação de vírus de DNA como o HSV-1 (Kim et al., 2013).  

 

Dada a importância de um reconhecimento e resposta eficazes no combate a 

infecções virais, a nossa hipótese é que em recém-natos os macrófagos, células 

cruciais no desenvolvimento da resposta inata e adaptativa, possuem uma menor 

expressão de receptores de reconhecimento e suas vias de sinalização, justificando 

a maior susceptibilidade a infecções nesses indivíduos. Ainda, visto que agonistas da 

imunidade inata têm sido explorados como estratégias imunoterapêuticas, nós 

hipotetizamos que o tratamento com adjuvantes de IFN-I pode promover ativação 

celular e aumento de moléculas de reconhecimento, dificultando o estabelecimento 

de infecções virais.  
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2 OBJETIVO 

 

Avaliar o efeito imunomodulador e antiviral de adjuvantes indutores de 

interferon tipo I em macrófagos derivados de monócitos de neonatos e adultos. 

 

2.1 Objetivos Secundários 

 

• Verificar as diferenças fenotípicas e funcionais entre macrófagos de recém-

natos e adultos; 

• Avaliar o potencial imunomodulador de agonistas de TLR7/TLR8, STING e 

TLR3/RIG/MDA5 quanto à expressão gênica de componentes da resposta 

imune inata e a produção de citocinas e quimiocinas em macrófagos de recém-

natos e adultos; 

• Avaliar o efeito dos agonistas na replicação do HIV-1 in vitro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 



37 
 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Casuística  

 

As amostras de sangue de cordão umbilical foram obtidas de parturientes 

maiores de 18 anos clinicamente sadias, com sorologia negativa para sífilis, hepatite 

B e C, toxoplasmose, HIV-1 e outras doenças, com idade gestacional entre 37 e 42 

semanas, atendidas na Maternidade do Hospital Universitário da Universidade de São 

Paulo. Como critérios de exclusão foram adotadas intercorrências clínicas ou 

obstétricas associadas ao aumento de complicações pós-operatórias (diabetes, 

hipertensão arterial, descolamento prematuro de placenta, placenta prévia, doenças 

do colágeno, etc) e pacientes que apresentaram sinais ou sintomas compatíveis com 

quadro infeccioso vigente de qualquer etiologia e localização. Foram utilizadas apenas 

amostras de parto tipo normal. 

As amostras de sangue periférico de indivíduos adultos saudáveis, de ambos 

os sexos, acima de 18 anos, foram provenientes de doadores de plaquetas da 

Fundação Pró-Sangue do Hemocentro de São Paulo. 

Para obtenção das amostras, tanto gestantes quanto doadores de plaquetas 

foram informados do conteúdo da pesquisa, assinando um Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido aprovado pelo Comitê de Ética do Instituto de Ciências Biomédicas 

da Universidade de São Paulo nº 54988216.5.0000.5467. 

Os dados demográficos dos indivíduos avaliados neste trabalho estão 

indicados na tabela abaixo. 

 

Tabela 1 - Dados demográficos de indivíduos adultos e RNs utilizados no estudo.  

 
Adulto 
N = 25 

RN 
N = 14 

Sexo 
Feminino = 5 

Masculino = 20 
Feminino = 4 

Masculino = 10 

Idade / IG 41 ± 12 anos 391/7 ± 11/7 semanas 

Peso - 3,268 ± 0,413 kg 

Dados expressos em média ± desvio padrão. RN= Recém-nato. IG= Idade Gestacional. 
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3.2 Coleta das amostras 

 

Sangue de cordão umbilical: Aproximadamente 50 mL de sangue foram coletados 

em tubos heparinizados, logo após a dequitação da placenta com auxílio de agulha e 

seringa descartáveis.  

Sangue periférico de adulto: Sangue periférico de adultos saudáveis foi obtido a 

partir de dispositivos descartáveis (kits) provenientes do procedimento de aférese. 

 

3.3 Obtenção de macrófagos derivados de monócitos 

 

As amostras de sangue periférico de indivíduos adultos foram diluídas em 

solução fisiológica, volume à volume em tubos cônicos de 50 mL. As suspensões das 

células mononucleares (CMNs) foram obtidas após centrifugação por 20 minutos a 

1400 g através de gradiente de Ficoll-PaqueTM PLUS (GE Healthcare, Uppsala, 

Sweden). As amostras de sangue de cordão umbilical foram diluídas em meio RPMI 

1640 (Gibco, Montana, USA) na proporção 1:3 e separadas em duas centrifugações 

sequenciais com gradiente de Ficoll. CMNs de adultos e RNs foram quantificadas em 

câmara de Neubauer e a viabilidade celular observada com auxílio do corante Azul de 

Tripan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).  

A purificação de monócitos foi realizada por aderência de CMNs à superfície 

plástica de placas de cultura. Para isso, 2,5x106 células/mL foram cultivadas em 

placas de 6, 12 ou 24 poços (Jet Bio-Fil, Guangzhou, China) em meio RPMI por 2 

horas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Após a adesão, as células não aderentes foram 

retiradas e os monócitos aderidos foram mantidos em cultura por 7 dias em meio RPMI 

suplementado com 20% de soro AB humano inativado (Sigma-Aldrich), 4 mM de L-

glutamina (Gibco), 100 U/mL penicilina e 100 µg/mL estreptomicina (Gibco) e 50 

ng/mL de fator estimulador de macrófagos (M-CSF) (PeproTech, New Jersey, EUA).  

 

3.4 Imunofenotipagem 

 

A caracterização de moléculas de superfície de macrófagos foi feita por 

citometria de fluxo. Os macrófagos foram descolados das placas de cultura pela 

incubação em solução de EDTA 0,5 mM por 20 minuto a 37ºC. As células foram 

centrifugadas a 250 g por 10 minutos e ressuspendidas em tampão fosfato-salino 
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0,2% de albumina do soro bovino (Sigma-Aldrich) com o marcador de viabilidade 

LIVE/DEAD (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubadas por 20 minutos à 

temperatura ambiente, em proteção da luz. Os receptores celulares para cadeia Fc 

foram bloqueados com Fc Block por 10 minutos, seguidos de fixação com o reagente 

Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) por 20 minutos à 4°C. As 

células foram lavadas com a solução Perm/Wash e incubadas com o coquetel de 

anticorpos (Tabela 2) por 20 minutos à 4°C. Após as etapas de marcação, as células 

foram ressuspendidas em solução isotônica (FACS Flow) (BD Biosciences) e 100.000 

eventos foram adquiridos no equipamento LSR Fortessa™ (BD Biosciences). Para 

avaliação dos dados foi utilizado o programa FlowJo (v10 para Windows, LLC). O 

controle da fluorescência (FMO - Fluorescence Minus One) foi realizado para todos 

os anticorpos do painel, para avaliar a compensação e definir os eventos positivos. 

 

Tabela 2 - Anticorpos utilizados para a análise de moléculas de superfície de macrófagos. 

Anticorpo Função Fluorescência Diluição Marca 

CD3 Co-receptor de célula T APC 1:50 
BD 

Biosciences 

CD19 
Receptor de antígeno de 

linfócito B 
APC 1:200 EXBIO 

CD14 Co-receptor de LPS V450 1:200 
BD 

Biosciences 

CD68 Glicoproteína lisossomal PE-Cy7 1:200 
BD 

Biosciences 

CD80 Co-estimulador de APC APC-R700 1:50 
BD 

Biosciences 

CD206 Receptor de manose BB515 1:50 
BD 

Biosciences 

CD163 Receptor Scavenger PerCP-Cy5.5 1:50 
BD 

Biosciences 

 

3.5 Culturas com macrófagos  

 

Para os ensaios de imunomodulação, macrófagos de adultos e RNs foram 

incubados em meio RPMI suplementado com 10% de soro AB humano e estimulados 

com o agonista de TLR7/TLR8, CL097 (5 µg/mL), o agonista de TLR3, RIG e MDA5, 

Poly-I:C HMW (1 µg/mL) e o ligante de STING, cGAMP (10 µg/mL), provenientes da 

Invivogen (nível de endotoxina <0.001 EU/µg) (San Diego, CA, EUA). A avaliação da 

expressão gênica foi realizada após 3h de estímulo e a produção de citocinas e 

quimiocinas no sobrenadante das culturas foi avaliada após 24h. Para os ensaios de 

infecção com o vírus HIV-1, as células foram incubadas com os compostos por 24h 
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previamente à infecção. Como controle positivo de inibição da replicação viral foi 

utilizado o inibidor da transcriptase reversa, zidovudina (AZT) a 25 µM (NIH AIDS 

Reagent Program). 

Inibidores farmacológicos foram utilizados para verificar o mecanismo de ação 

do agonista de TLR7/TLR8, CL097, na inibição da replicação viral. Para isso, 

macrófagos foram tratados com o inibidor de NF-κB (TPCA-1, 1 µM; Sigma-Aldrich) e 

inibidor geral de caspase (Z-VAD-FMK, 10 µM; BD Biosciences) 2 horas antes da 

adição de CL097. 

 

3.6 Expressão gênica dos alvos de interesse por PCR em tempo real 

 

A avaliação dos transcritos de sensores citosólicos de DNA e RNA (IFI16, AIM2, 

cGAS, STING, MDA-5 e RIG-I), bem como, da exonuclease TREX-1, de componentes 

da resposta antiviral (TBK-1, IRF3, IRF7, IFN-β, APOBEC3G, SAMHD1 e MxA) e da 

cascata do inflamassoma (NLRP3, NLRP1, ASC, Caspase-1, IL-1β e IL-18), foi 

realizada por PCR em tempo real. A extração de RNA total de macrófagos estimulados 

ou não por agonistas de TLRs e STING foi obtida com o kit RNeasy Plus Mini Kit 

(Qiagen) seguindo as recomendações do fabricante. Os níveis de RNA foram 

mensurados com auxílio do espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 

(ThermoScientific). Para obtenção de cDNA a partir do RNA total purificado foi 

utilizado o kit iScriptTM (Biorad) de acordo com as recomendações do fabricante.  

A reação de amplificação em tempo real foi feita utilizando, para cada amostra, 

5 µL de cDNA, 7 µL da solução SYBR® Green (Applied Biosystem) e 2 µL (1 µM ou 

0,5 µM) dos primers sense e anti-sense para os genes alvos e controle interno 

GAPDH, todos sintetizados pela Invitrogen. A amplificação foi realizada no aparelho 

7500 (Applied Biosystem) e a análise dos resultados foi realizada no programa 7500 

Software v2.0.6 (Applied Biosystems) utilizando a fórmula 2-ΔΔCT, como já descrito por 

(Livak e Schmittgen, 2001). As sequências dos primers utilizados estão listadas na 

tabela 3. 
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Tabela 3 - Oligonucleotídeos utilizados nos experimentos de qPCR 
em macrófagos.  

Alvo Sequências 

AIM-2 
F: CACCAAAAGTCTCTCCTCATGTT 

R: AAACCCTTCTCTGATAGATTCCTG 

APOBEC3G 
F: GGCTCCACATAAACACGGTTTC 
R: AAGGGAATCACGTCCAGGAA 

ASC 
F: AAGCCAGGCCTGCACTTTAT 
R: CTGGTACTGCTCATCCGTCA 

Caspase-1 
F: TTACAGACAAGGGTGCTGAACAA 
R: TGAGGAGCTGGAAAGGAAGAAAG 

cGAS 
F: GGGAGCCCTGCTGTAACACTT 
R: CCTTTGCATGCTTGGGTACAA 

GAPDH 
F: GAAGGTGAAGGTCGGAGT 

R: GAAGATGGTGATGGGATTTC 

IFI16 
F: AACCACGTTGAAACCAAGACT 
R: TGCGTTCAGCACCATCACTT 

IFN-β 
F: CATTACCTGAAGGCCAAGGA 
R: CAATTGTCCAGTCCCAGAGG 

IRF3 
F: AGAGGCTCGTGATGGTCAAGGTT 
R: AGAGTGGGTGGCTGTTGGAAATG 

IRF7 
F: TGGTCCTGGTGAAGCTGGAA 

R: GATGTCGTCATAGAGGCTGTTG 

MDA-5 
F: GCCATTGCAGATGCAACCAG 

R: TTGCGATTTCCTTCTTTTGCAG 

MxA 
F: AAGCTGATCCGCCTCCACTT 

R: TGCAATGCACCCCTGTATACC 

NLRP1 
F: AAGACCAGCTGTTCTCGGAGTT 
R: AGGCATGAGATCTCCTGGTTTC 

NLRP3 
F: TGGAGTGTCGGAGAAGAG 

R: TGCTGTCATTGTCCTGGTGT 

Pró-IL-1β 
F: TCCCCAGCCCTTTTGTTGA 

R: TTAGAACCAAATGTGGCCGTG 

Pró-IL-18 
F: GACGCATGCCCTCAATCC 

R: CTAGAGCGCAATGGTGCAATC 

RIG-1 
F: CTGGACCCTACCTACATCCTG 
R: GGCATCCAAAAAGCCACGG 

SAMHD-1 
F: GGATTACTAAAAACCAGGTTTCACAACT 

R: GCTCTGCAAATTTCTCTGGCAG 

STING 
F: ATATCTGCGGCTGATCCTGC 
R: GGTCTGCTGGGGCAGTTTAT 

TBK-1 
F: GCAGTTTGTTTCTCTGTATGGC 

R: AATGTTACCCCAATGCTCCA 

TREX-1 
F: GCCAAGACCATCTGCTGTCAC 
R: CAGGGTCCTTCACTGGAGGAA 

                   F= Sense (forward). R= Anti-sense (reverse). 

 

3.7 Dosagem de citocinas e quimiocinas 

 

A determinação de IL-6, TNF-α, IL-1β, IL-10, CCL5 e CCL3 nos sobrenadantes 

das culturas foi feita por citometria de fluxo utilizando os kits de Cytometric bead array 
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(CBA) FLEX (BD Biosciences), de acordo com as instruções do fabricante. A aquisição 

das amostras foi realizada no citômetro de fluxo LSR Fortessa (BD Biosciences). Os 

limites mínimos de detecção dos ensaios foram: IL-6 1,6 pg/mL, TNF-α 1,2 pg/mL, IL-

1β 2,3 pg/mL, IL-10 0,13 pg/mL, CCL5 0,002 pg/mL e CCL3 0,2 pg/mL. 

Para validação do bloqueio de NF-κB e caspases, a produção de TNF-α e IL-

1β foi avaliada no sobrenadante das culturas após a incubação com os inibidores 

dessas vias por ELISA, utilizando os kits DuoSet (R&D Systems), conforme as 

instruções do fabricante. Os limites mínimos de detecção dos ensaios foram: IL-1β 

3,90 pg/mL e TNF-α 15,6 pg/mL. 

 

3.8 Produção do vírus HIV-1 NL(AD8) 

 

Para os ensaios de infecção com vírus HIV-1 foi utilizada a cepa modificada 

NL(AD8) com tropismo para macrófagos (R5). Para a produção do vírus foi utilizado 

o plasmídeo pNL(AD8), gentilmente cedido pela Prof. Bruna Alencar do Departamento 

de Imunologia do Instituto de Ciências Biomédicas da USP. Os plasmídeos foram 

expandidos em bactérias Escherichia coli da cepa Stbl3 em meio LB (USB 

Corporation) suplementado com ampicilina (100 μg/mL) e purificados com o kit 

Plasmid Mega (QIAGEN) conforme instruções do fabricante. Para a produção das 

partículas virais, células HEK 293T foram transfectadas com pNL(AD8) utilizando o 

reagente de transfecção polietilenimina - PEI (PolyScience, Warrington, PA, EUA) 

conforme indicações do fabricante. Após 48h-72h o sobrenadante de cultura foi 

centrifugado a 1300 g por 5 minutos e filtrado com filtro Millex® GP de 0,22 µm 

(Millipore). Em seguida, a suspensão contendo o vírus foi cuidadosamente adicionada 

a tubos tipo eppendorf de 1,5 mL contendo 300 µL de solução de sacarose 20% e 

centrifugada a 10.000 g 4ºC por 2h. Após a centrifugação o sobrenadante foi 

descartado e as partículas virais foram ressuspendidas em meio RPMI e armazenadas 

a -80ºC.  

O número de partículas virais infectivas foi estimado pela infecção em células 

GHOST (3) CXCR4+CCR5+ (Repositório NIH, EUA), portadoras da construção HIV-

2 LRT-GFP que permite a expressão de GFP quando infectadas com o vírus. Células 

GHOST foram cultivadas em placas de 6 poços contendo 100.000 células com 

crescentes volumes do estoque viral. Após 18h as células infectadas foram 

descoladas da placa de cultura com 0,25% Tripsina-EDTA (Gibco), fixadas e 
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adquiridas em citômetro de fluxo. O cálculo do número de unidades infectivas foi feito 

como descrito por (Janas e Wu, 2009). 

 

3.9 Infecção de macrófagos por HIV-1  

 

Para a infecção com HIV-1 os macrófagos foram expostos ao vírus por 18h com 

MOI (multiplicity of infection) de 1. Após o tempo de incubação, as células foram 

lavadas com meio RPMI para remoção de partículas virais livres e foram mantidas em 

cultura com meio suplementado com soro AB 10% por até 15 dias.  

A replicação viral foi mensurada através da quantificação da proteína viral p24 

nos sobrenadantes de cultura por ELISA com o kit Human Immunodeficiency Virus 

type 1 (HIV-1) p24 (Sino Biological, Wayne, PA, USA), segundo instruções do 

fabricante. 

 

3.10 Ensaio de viabilidade celular 

 

A viabilidade celular após a exposição aos adjuvantes de IFN-I foi verificada 

através do ensaio de liberação de lactato desidrogenase (LDH) empregando o kit 

comercial CytoTox96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, Madison, WI, 

EUA) conforme as instruções do fabricante. A porcentagem de viabilidade celular foi 

calculada em função da liberação de LDH por células tratadas com solução de lise e 

corrigida pela liberação constitutiva de LDH por células não tratadas. 

 

3.11 Análise estatística 

 

A comparação entre os dados de adultos e RNs foi feita com o teste estatístico 

de Mann-Whitney, enquanto que a comparação entre os estímulos utilizados e as 

células não estimuladas foi feita com o teste estatístico não paramétrico Wilcoxon. Os 

ensaios de cinética de replicação viral foram analisados por Two-way ANOVA e pós-

teste de Bonferroni para as múltiplas comparações. O nível de significância foi 

considerado quando p≤0,05. Todas as representações gráficas foram executadas 

com auxílio do software GraphPad Prisma versão 6 (GraphPad Software).  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação de marcadores fenotípicos de macrófagos 

 

Macrófagos podem apresentar diferentes fenótipos de acordo com o 

microambiente (Stout et al., 2005). Tradicionalmente essas células são divididas em 

macrófagos classicamente ativados (M1), de perfil pró-inflamatório, e macrófagos 

alternativamente ativados (M2), de caráter anti-inflamatório e regulador. Para verificar 

o perfil fenotípico das células de RNs, a expressão de marcadores associados a 

macrófagos M1 (CD80) e M2 (CD206 e CD163) foi avaliada por citometria de fluxo.  

Na figura 5 é possível observar que não há diferença nos níveis de expressão 

desses marcadores entre os MDMs de adultos e RNs, indicando a semelhança 

fenotípica entre os grupos. Nota-se ainda a prevalência da expressão do receptor de 

manose (CD206) nessa população, sugerindo que nessas condições de cultura as 

células mostram um perfil anti-inflamatório.  
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Figura 5. Expressão de marcadores de subpopulações de macrófagos. A expressão de 
CD80, CD163 e CD206 em MDMs de adultos e RNs foi analisada nas células com baixa 
expressão de CD14 e positivas para CD68. (A) Estratégia de gate indicando a viabilidade 
celular e a ausência de células positivas para CD3 e CD19. (B) Histogramas indicando a 
intensidade da fluorescência. (C) Representação gráfica da mediana de intensidade de 
fluorescência (MFI) dos marcadores de subpopulações de macrófagos em células de adulto 
e RNs. N=2-5 indivíduos por grupo. Dados expressos em mediana. 

 

4.2 Análise da expressão gênica em macrófagos de adultos e RNs 

 

A maior susceptibilidade de neonatos a infecções pode estar associada a 

reduzida expressão de receptores da imunidade inata (Slavica et al., 2013; Wang, Z. 

S. et al., 2017). Essas evidências nos levaram a investigar se macrófagos de RNs 

poderiam expressar menores níveis de moléculas de reconhecimento, como sensores 

citosólicos de DNA e RNA, o que tornaria o reconhecimento e, portanto, a resposta, 

menos eficiente a uma infecção. Contrariamente ao que era esperado, a avaliação da 

expressão gênica mostra que os macrófagos de RNs possuem níveis de expressão 

semelhante aos macrófagos de adultos para todos os alvos avaliados (Figura 6).  

Também foi avaliada a expressão da exonuclease TREX-1 para apurar se 
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adultos e RNs poderiam variar quanto a capacidade de degradação de material 

genético exógeno presente no citoplasma durante uma infecção viral. Da mesma 

forma que para os alvos anteriores, não verificamos diferença significativa nos níveis 

de expressão. Esses achados evidenciam a imunocompetência desta população 

celular quanto a expressão sensores virais no período neonatal. 
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Figura 6. Perfil de expressão gênica constitutiva de sensores citosólicos em 
macrófagos de adultos e RNs. Comparação da expressão gênica constitutiva de sensores 
citosólicos de RNA e DNA entre MDMs de adultos e RNs por qPCR. N=7-8 indivíduos por 
grupo. Dados expressos em mediana. 
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Além dos sensores citosólicos, foi avaliada a expressão de proteínas das vias 

de sinalização que são ativadas após o reconhecimento pelos mesmos, como a via 

do IFN-I. A figura 7 mostra que os níveis de expressão dos componentes da cascata 

de IFN-I são semelhantes entre macrófagos de adultos e RNs.  

Também foi avaliada a expressão de APOBEC3G, SAMHD-1 e MxA, fatores 

de restrição viral induzidos por IFN-I envolvidos na resposta ao HIV. 

Interessantemente foi observada uma menor expressão de MxA em células de RNs.  

Esses dados evidenciam que embora os RNs sejam imunocompetentes quanto 

a expressão de moléculas de reconhecimento e da cascata de IFN-I, há uma menor 

expressão de componentes antivirais efetores. 
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Figura 7. Perfil de expressão gênica constitutiva de componentes da resposta de IFN-I 
em macrófagos de adultos e RNs. Comparação da expressão gênica constitutiva de 
proteínas da cascata de sinalização de IFN-I e fatores antivirais entre MDMs de adultos e RNs 
por qPCR. N=5-10 indivíduos por grupo. Dados expressos em mediana. Teste de Mann-
Whitney: * p <0,05. 
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Além de promover a ativação da cascata de IFN-I, o reconhecimento via 

sensores citosólicos pode levar a ativação da cascata do inflamassoma. Assim, a 

expressão dos receptores NLRP3 e NLRP1, da proteína adaptadora ASC, da enzima 

caspase-1 e das citocinas inflamatórias pró-IL-1β e pró-IL-18 foi comparada entre 

células de adultos e RNs. Nossos dados indicam níveis de expressão semelhantes 

desses alvos em adultos e neonatos.  

 

N L R P 3

          A d u lto                      R N

E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 N
o

r
m

a
li

z
a

d
a

 (
2

-


c
t )

0 .0 0

0 .0 5

0 .1 0

0 .1 5

N L R P 1

          A d u lto                      R N

E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 N
o

r
m

a
li

z
a

d
a

 (
2

-


c
t )

0 .0 0 0

0 .0 0 5

0 .0 1 0

0 .0 1 5

0 .0 2 0

A S C

          A d u lto                      R N

E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 N
o

r
m

a
li

z
a

d
a

 (
2

-


c
t )

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

1 .0

C a s p a s e -1

          A d u lto                      R N

E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 N
o

r
m

a
li

z
a

d
a

 (
2

-


c
t )

0 .0 0 0

0 .0 0 5

0 .0 1 0

0 .0 1 5

P ró -IL -1 

          A d u lto                      R N

E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 N
o

r
m

a
li

z
a

d
a

 (
2

-


c
t )

0 .0 0

0 .0 2

0 .0 4

0 .0 6

P ró -IL -1 8

          A d u lto                      R N

E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 N
o

r
m

a
li

z
a

d
a

 (
2

-


c
t )

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

 
Figura 8. Perfil de expressão gênica constitutiva de componentes da cascata do 
inflamassoma em macrófagos de adultos e RNs. Comparação da expressão gênica 
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constitutiva de componentes da cascata do inflamassoma entre MDMs de adultos e RNs por 
qPCR. N=6-9 indivíduos por grupo. Dados expressos em mediana. 

 

4.3 Efeito imunomodulador de adjuvantes de IFN-I na expressão gênica 

 

Sabendo que  agonistas de receptores de imunidade inata têm sido 

considerados como uma estratégia para potencializar a resposta imune, nós 

investigamos o efeito imunomodulador de três agonistas de PRRs que podem ser 

ativados durante a infecções pelo HIV-1: agonista de TLR7/TLR8 (CL097), STING 

(3’3’-cGAMP) e TLR3/RIG-I/MDA-5 (Poly-I:C). Esses agonistas ativam vias de 

sinalização para produção de IFN-I e vários trabalhos relatam a capacidade desses 

imunomoduladores em inibir a replicação viral (Zhou et al., 2010; Campbell e Spector, 

2012; Schlaepfer et al., 2014; Surpris et al., 2016).  

Inicialmente foi verificada a citotoxicidade dos compostos testados em cultura 

através do ensaio de viabilidade celular pelo método de LDH. A figura 9 mostra que o 

tratamento com os agonistas durante 24h não induz morte celular dos macrófagos de 

adultos e RNs. 
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Figura 9. Viabilidade celular dos macrófagos após estímulo com adjuvantes de IFN-I. 
Macrófagos foram incubados com os adjuvantes de IFN-I e a viabilidade celular foi 
determinada pela atividade de LDH nos sobrenadantes de cultura após 24h. N=1-3 indivíduos 
por grupo. Dados expressos em mediana. 
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Considerando a alta integridade celular, foi investigado se o tratamento com 

esses agonistas poderia modular a expressão gênica de sensores citosólicos, fatores 

antivirais e inflamassomas, considerando o potencial desses adjuvantes em induzir 

ativação celular e a resposta mediada por IFN-I. Para isso, macrófagos de adultos e 

RNs foram incubados com os compostos durante 3h e em seguida a expressão gênica 

foi avaliada por qPCR. 

Na figura 10 pode-se observar que o agonista CL097 induz a expressão dos 

sensores cGAS e RIG-1 em ambos, adultos e RNs. Esse agonista também induz a 

expressão do sensor de RNA MDA-5 e promove a inibição de IFI16 em células de 

adultos. Curiosamente, CL097 também foi capaz de inibir a expressão da exonuclease 

TREX-1 em adultos e RNs.  

Nossos dados ainda apontam que o agonista Poly-I:C, induz a expressão dos 

sensores IFI16 e MDA-5 apenas em células de RNs. Em contrapartida, o ligante de 

STING, cGAMP, não exerceu nenhum efeito na modulação da expressão desses 

sensores, exceto por promover aumento na expressão de RIG-1 em RNs. A expressão 

de AIM2 e STING não foi alterada na presença de nenhum dos adjuvantes.  

Esses dados mostram que o composto CL097 é um potencial imunomodulador 

de componentes de reconhecimento viral.  
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Figura 10. Expressão gênica de sensores citosólicos de DNA e RNA em macrófagos de 
adultos e RNs após o estímulo com adjuvantes de IFN-I. Macrófagos de adultos e RNs 
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foram estimulados com o agonista de TLR7/TLR8 (CL097), o ligante de STING (3’3’-cGAMP) 
e o agonista de TLR3/RIG-I/MDA-5 (Poly-I:C) por 3h e a expressão gênica foi avaliada por 
qPCR. A expressão relativa dos alvos foi calculada em comparação à amplificação do gene 
constitutivo, GAPDH, em comparação à situação não estimulada. N=5-8 indivíduos por grupo. 
Dados expressos em mediana. Teste pareado de Wilcoxon: #p<0,05 (Estimulado vs. Não 
estimulado). 

 

Os agonistas também se mostraram capazes de modular a expressão de genes 

da resposta antiviral. Como esperado, todos os compostos foram eficientes indutores 

da expressão de IFN-β em adultos e RNs (Figura 11). É possível ainda observar a 

indução da expressão do fator de restrição viral MxA frente aos estímulos, 

evidenciando a ativação do estado antiviral em resposta à produção de IFN-β. 

Curiosamente a expressão do fator de transcrição IRF7 foi induzida apenas em 

resposta ao estímulo com CL097 e cGAMP em adultos e Poly-I:C em RNs. 
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Figura 11. Expressão gênica de componentes da resposta de IFN-I em macrófagos de 
adultos e RNs após o estímulo com adjuvantes de IFN-I. Macrófagos de adultos e RNs 
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foram estimulados com o agonista de TLR7/TLR8 (CL097), o ligante de STING (3’3’-cGAMP) 
e o agonista de TLR3/RIG-I/MDA-5 (Poly-I:C) por 3h e a expressão gênica foi avaliada por 
qPCR. A expressão relativa dos alvos foi calculada em comparação à amplificação do gene 
constitutivo, GAPDH, e em comparação à situação não estimulada.  N=5-9 indivíduos por 
grupo. Dados expressos em mediana. Teste pareado de Wilcoxon: #p<0,05; ##p<0,01 
(Estimulado vs. Não estimulado). Teste não pareado de Mann Whitney: *p<0,05 (Adulto vs. 
RN). 

 

Quanto a expressão dos componentes da cascata do inflamassoma, nossos 

resultados indicam que o CL097 induz a expressão de pró-IL-1β e pró-IL-18 e do 

sensor NLRP3 em células de adultos e RNs (Figura 12). Ainda, Poly-I:C também 

estimula a expressão de pró-IL-1β em RNs com menor intensidade, enquanto cGAMP 

não exerceu nenhum efeito na expressão dos alvos envolvidos nessa via.  

Esses dados sugerem que CL097 é capaz de fornecer o primeiro sinal para 

ativação do inflamassoma por promover a indução da expressão de pró-IL-1β e pró-

IL-18. 
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Figura 12. Expressão gênica de componentes da cascata do inflamassoma em 
macrófagos de adultos e RNs após o estímulo com adjuvantes de IFN-I. Macrófagos de 
adultos e RNs foram estimulados com o agonista de TLR7/TLR8 (CL097), o ligante de STING 
(3’3’-cGAMP) e o agonista de TLR3/RIG-I/MDA-5 (Poly-I:C) por 3h e a expressão gênica foi 
avaliada por qPCR. A expressão relativa dos alvos foi calculada em comparação à 
amplificação do gene constitutivo, GAPDH, e em comparação à situação não estimulada. 
N=6-7 indivíduos por grupo. Dados expressos em mediana. Teste pareado de Wilcoxon: 
#p<0,05 (Estimulado vs. Não estimulado). 
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4.4 Produção de citocinas e quimiocinas induzida por agonistas  

 

Para melhor compreender o efeito imunomodulador dos agonistas quanto à 

ativação celular, a produção de citocinas foi avaliada no sobrenadante de cultura de 

macrófagos tratados durante 24h. Foram analisadas as citocinas pró-inflamatórias IL-

6, TNF-α e IL-1β.  

A figura 13 mostra que o estímulo com CL097 induz a produção de IL-6, TNF-

α e IL-1β em células de adultos e RNs de maneira bastante eficaz, enquanto Poly-I:C 

promove apenas uma discreta secreção de TNF-α em células de adulto. Nota-se 

também que o CL097 induz uma maior produção de IL-1β em macrófagos de RNs do 

que em células de adultos. Esses dados mostram que macrófagos de RNs podem 

desenvolver uma resposta inflamatória mais exacerbada quando estimulados com o 

agonista CL097. 
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Figura 13. Produção de citocinas inflamatórias por macrófagos de adultos e RNs após 
o estímulo com adjuvantes de IFN-I. Macrófagos de adultos e RNs foram estimulados com 
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o agonista de TLR7/TLR8 (CL097), o ligante de STING (3’3’-cGAMP) e o agonista de 
TLR3/RIG-I/MDA-5 (Poly-I:C) por e 24h e a produção das citocinas IL-6, TNF-α e IL-1β foi 
avaliada no sobrenadante das culturas por citometria de fluxo. N=7-13 indivíduos por grupo. 
Dados expressos em mediana. Teste pareado de Wilcoxon: #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 
(Estimulado vs. Não estimulado). Teste não pareado de Mann Whitney: *p<0,05 (Adulto vs. 
RN). 

 

Além de induzir a produção de citocinas inflamatórias, a ativação via TLR pode 

promover a produção de β-quimiocinas, como CCL3, CCL4 e CCL5 (Mitchell e Olive, 

2010). Tais quimiocinas podem desempenhar um importante papel antiviral na 

infecção pelo HIV por competir com o co-receptor de entrada, CCR5. Para avaliar o 

efeito dos adjuvantes de IFN-I na produção dessas quimiocinas, realizamos a 

quantificação de CCL5 e CCL3 no sobrenadantes das culturas de macrófagos. Na 

figura 14 é possível observar que CL097 induz a produção de CCL5 e CCL3 em 

macrófagos de adultos e RNs, enquanto Poly-I:C estimula a produção de CCL3 

apenas em RNs mas em menor proporção. Também foi possível verificar que 

macrófagos de RNs produzem mais CCL5 após o estímulo via TLR7/TLR8 quando 

comparado com células de adultos. 
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Figura 14. Produção das quimiocinas CCL5 e CCL3 por macrófagos de adultos e RNs 
após o estímulo com adjuvantes de IFN-I. Macrófagos de adultos e RNs foram estimulados 
com o agonista de TLR7/TLR8 (CL097), o ligante de STING (3’3’-cGAMP) e o agonista de 
TLR3/RIG-I/MDA-5 (Poly-I:C) por 24h e a produção de CCL5 e CCL3 foi avaliada no 
sobrenadante das culturas por citometria de fluxo. N=8-12 indivíduos por grupo. Dados 
expressos em mediana. Teste pareado de Wilcoxon: ##p<0,01; ###p<0,001 (Estimulado vs. 
Não estimulado). Teste não pareado de Mann Whitney: *p<0,05 (Adulto vs. RN). 
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Trabalhos anteriores do nosso grupo demonstraram que além de induzir a 

produção de citocinas inflamatórias, CL097 estimula também a produção da citocina 

reguladora IL-10 em células mononucleares de adultos e RNs (Cardoso et al., 2013). 

Contudo, o efeito do CL097 na secreção de IL-10 em macrófagos ainda não foi 

explorado. Dessa forma, investigamos o potencial dos agonistas em induzir essa 

citocina envolvida na regulação da resposta imune. 

A figura 15 mostra que na ausência de estímulo, macrófagos de RNs 

naturalmente secretam mais IL-10 quando comparados as células de adultos. Ainda, 

observamos que o tratamento com CL097 e cGAMP promove a secreção de IL-10 em 

macrófagos de adultos e RNs, enquanto Poly-I:C não teve efeito na produção dessa 

citocina. Juntos esses dados sugerem que macrófagos de RNs mostram produção 

constitutiva elevada de IL-10, além de produzirem mais IL-10 em resposta aos 

agonistas indutores de IFN-I. 
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Figura 15. Produção da citocina reguladora IL-10 por macrófagos de adultos e RNs após 
o estímulo com adjuvantes de IFN-I. Macrófagos de adultos e RNs foram estimulados com 
o agonista de TLR7/TLR8 (CL097), o ligante de STING (3’3’-cGAMP) e o agonista de 
TLR3/RIG-I/MDA-5 (Poly-I:C) por 24h e a produção de IL-10 foi avaliada no sobrenadante das 
culturas por citometria de fluxo. N=8-12 indivíduos por grupo. Dados expressos em mediana. 
Teste pareado de Wilcoxon: #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 (Estimulado vs. Não 
estimulado). Teste não pareado de Mann Whitney: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (Adulto vs. 
RN). 
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4.5 Replicação do HIV-1 em macrófagos de adultos e neonatos  

 

Macrófagos são células alvo do HIV-1 e são resistentes ao efeito citopático do 

vírus, o que permite sua replicação por longos períodos de tempo (Bergamaschi e 

Pancino, 2010). Para avaliar a resposta de adultos e neonatos frente a infecção em 

nosso modelo, foi realizada uma cinética de replicação através da quantificação da 

proteína p24 no sobrenadante das culturas 5, 10 e 15 dias após a infecção (Figura 

16). Nossos dados mostram que o HIV-1 é capaz de se replicar em macrófagos de 

adultos e RNs, mas há uma maior produção viral em RNs.  
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Figura 16. Cinética de replicação viral do HIV-1 em macrófagos de adultos e RNs. 
Macrófagos de adultos e RNs foram infectados com o vírus HIV-1 NL(AD8) MOI1 e a 
replicação viral foi avaliada no sobrenadante das culturas pela presença da proteína p24 por 
ELISA 5, 10 e 15 dias após a infecção. N=2-3 indivíduos por grupo. Dados expressos em 
mediana com amplitude da concentração de p24 pelo número de células. Two-way ANOVA e 
pós-teste de Bonferroni para as múltiplas comparações: *p<0,05; ***p<0,001. 

 

4.6 Inibição da replicação viral por adjuvantes de IFN-I 

 

Efeitos inibitórios na replicação do HIV-1 em macrófagos de adultos têm sido 

demonstrados a partir da ativação com agonistas de TLRs, como CL097 e Poly-I:C 

(Zhou et al., 2010; Campbell e Spector, 2012; Schlaepfer et al., 2014). Entretanto, o 

potencial inibidor dessas moléculas em células de neonatos ainda é desconhecido. 

Para verificar se as alterações observadas na expressão gênica e produção de 

citocinas desempenham, de fato, um efeito na replicação viral, os macrófagos de 

adultos e RNs foram tratados com os agonistas 24h antes de serem infectados com o 
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HIV-1.  

A figura 17 mostra que CL097 reduz eficientemente a carga viral em 

macrófagos de adultos e RNs. Além disso, o agonista Poly-I:C também parece exercer 

um efeito inibitório na replicação viral, porém, de maneira mais discreta que CL097, 

enquanto cGAMP não altera a replicação viral. 
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Figura 17. Inibição da replicação viral do HIV-1 em macrófagos de adultos e RNs. 
Macrófagos de adultos e RNs foram tratados com os adjuvantes de IFN-I por 24h e em 
seguida infectados com o vírus HIV-1 MOI1. A inibição da replicação viral foi avaliada no 
sobrenadante das culturas pela produção da proteína p24 por ELISA 10 dias após a infecção. 
AZT= zidovudina, inibidor da transcriptase reversa. N=2-3 indivíduos por grupo. Dados 
expressos em mediana. 

 

Considerando que CL097 foi o agonista mais eficiente em inibir a replicação 

viral em macrófagos de RNs, nós concentramos esforços em tentar esclarecer os 

mecanismos pelos quais esse agonista desempenha seu efeito antiviral. Para 

compreender em qual momento do ciclo viral CL097 estaria atuando, os macrófagos 

foram tratados com o agonista 24h antes da infecção, no momento da infecção ou 

imediatamente após o período de incubação com o HIV-1. Os resultados, ainda 

preliminares, sugerem que o efeito antiviral de CL097 se mantém quando os 

macrófagos são tratados durante ou após a infecção. No entanto, capacidade de 

inibição parece ser mais eficaz quando as células são tratadas anteriormente ou no 

momento da infecção, sugerindo que CL097 estaria atuando nos momentos iniciais 

do ciclo viral.  
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Figura 18. Efeito do agonista de TLR7/TLR8 em diferentes estágios do ciclo viral. 
Macrófagos de adultos foram tratados com CL097 24h antes da infecção, durante a infecção 
ou após a incubação com o HIV-1 MOI1. A inibição da replicação viral foi avaliada no 
sobrenadante das culturas pela produção da proteína p24 por ELISA 10 dias após a infecção. 
Dados de experimento único. 

 

Uma vez que os três agonistas induziram a expressão de IFN-β e do fator 

antiviral MxA de maneira semelhante, nós atribuímos o efeito inibidor de CL097 à 

ativação de vias independentes de IFN-I, como a resposta pró-inflamatória e a 

produção de quimiocinas que impedem a entrada viral, que não foram observadas no 

tratamento com os outros dois agonistas. Para melhor compreender o mecanismo que 

possa justificar os dados obtidos até o momento, nós utilizamos inibidores da via do 

NF-κB e do inflamassoma nas culturas de macrófagos previamente ao tratamento com 

CL097. Na figura abaixo podemos observar que a inibição de NF-κB com TPCA-1 

anulou a produção de TNF-α e IL-1β após o estímulo com CL097. Em contrapartida, 

o tratamento com o inibidor de caspase, Z-VAD-FMK, reduziu parcialmente a 

produção de IL-1β em macrófagos.  
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Figura 19. Inibição da resposta inflamatória mediada por CL097 em macrófagos de 
adultos e RNs. Macrófagos de adultos e RNs foram tratados com o inibidor de NF-κB (TPCA-
1, 1 μM) e inibidor de pan-caspase (Z-VAD-FMK, 10 μM) duas horas antes da adição de 
CL097 e produção de TNF-α e IL-1β foi avaliada no sobrenadante de cultura após 24h por 
ELISA. N=4 indivíduos por grupo. Dados expressos em mediana. 

 

Verificamos também se o bloqueio de NF-κB poderia alterar a produção de 

quimiocinas que bloqueiam a entrada do HIV-1. Na figura 20 pode-se observar que o 

tratamento com TPCA-1 previamente ao estímulo com CL097 inibe a produção de 

CCL5 e CCL3.  
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Figura 20. Inibição da produção de quimiocinas mediada por CL097 em macrófagos de 
adultos e RNs. Macrófagos de adultos e RNs foram tratados com o inibidor de NF-κB (TPCA-
1, 1 μM) duas horas antes da adição de CL097 e produção de CCL5 e CCL3 foi avaliada no 
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sobrenadante de cultura após 24h por citometria de fluxo. N=4 indivíduos por grupo. Dados 
expressos em mediana. 

 

Considerando o efeito inibidor de TPCA-1 na produção de citocinas e 

quimiocinas e o efeito parcial de Z-VAD-FMK na produção de IL-1β, avaliamos se o 

tratamento com esses compostos poderia influenciar no controle da replicação viral 

em macrófagos tratados com CL097. Verificamos que mesmo na presença de ambos 

os anti-inflamatórios, CL097 parece continuar exercendo seu potencial inibitório 

(Figura 21), sugerindo que seu efeito antiviral é decorrente de outra via de ação. 
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Figura 21. Bloqueio das vias de sinalização do NF-κB e inflamassoma não afeta o 
potencial antiviral de CL097. Macrófagos de adultos e RNs foram infectados com o vírus 
HIV-1 MOI1 após o tratamento com CL097 na presença do inibidor de NF-κB (TPCA-1, 1 μM) 
ou do inibidor de pan-caspase (Z-VAD-FMK, 10 μM). A replicação viral foi avaliada pela 
dosagem da proteína p24 no sobrenadante das culturas por ELISA 10 dias após a infecção. 
N=1-3 indivíduos por grupo. Dados expressos em mediana. 
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5 DISCUSSÃO 

 

O período neonatal é caracterizado pela maior susceptibilidade a infecções, 

possivelmente devido à relativa imaturidade imunológica de RNs. Nesse trabalho 

verificou-se que os macrófagos de RNs, células protagonistas no reconhecimento e 

defesa inatos, apresentam um perfil fenotípico e, alguns parâmetros funcionais, 

similares às células de adulto, com potencial de resposta à adjuvantes de IFN-I. No 

entanto, apesar de responderem de maneira semelhante aos macrófagos de adultos 

ao estímulo com agonistas de imunidade inata, as células de RNs mostraram maior 

replicação viral quando infectadas pelo HIV-1, enfatizando que muitos aspectos da 

imunidade neonatal ainda precisam ser melhor compreendidos. 

Em humanos, o perfil fenotípico de macrófagos neonatais ainda é pouco 

explorado, dada a dificuldade de obtenção dessas células que residem nos tecidos. 

Entretanto, estudos em camundongos mostraram que macrófagos pulmonares de 

RNs possuem um perfil mais anti-inflamatório quando comparado a adultos (Eldredge 

et al., 2016). Para melhor compreender as características desse tipo celular no início 

da vida, nós utilizamos uma abordagem in vitro, trabalhando com macrófagos gerados 

a partir de monócitos isolados de sangue de cordão umbilical. Inicialmente nós 

comparamos a expressão de marcadores de macrófagos M1 e M2 em adultos e 

neonatos e verificamos um perfil fenotípico bastante semelhante entre os grupos, 

caracterizado pela predominância do marcador anti-inflamatório CD206 (Stein et al., 

1992; Mosser e Edwards, 2008). Esses achados sugerem que não há diferença 

fenotípica quanto aos marcadores de subpopulações de macrófagos em células de 

adultos e neonatos avaliadas in vitro, e que nesse modelo ambos os grupos de estudo 

apresentam um perfil mais anti-inflamatório.  

Embora os marcadores de superfície estejam igualmente distribuídos entre os 

macrófagos de adultos e RNs humanos, possíveis diferenças entre esses grupos 

podem ocorrer à nível funcional. Foi observada uma maior produção constitutiva da 

citocina reguladora IL-10 em macrófagos de RNs, sugerindo a predominância de um 

perfil anti-inflamatório. De fato, tem sido relatado que a secreção de IL-10 pode ser 

maior em células de RNs do que em adultos (Kollmann et al., 2009). Uma hipótese 

para explicar esse fenômeno é que macrófagos de RNs podem estar contribuindo com 

a manutenção de um ambiente supressor necessário para promover a tolerância aos 

aloantígenos do feto na gestação.  
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Na infecção in vitro pelo HIV-1, foi verificado que macrófagos com perfil M2 são 

mais infectados do que os macrófagos M1 quando expostos ao vírus in vitro (Robinson 

et al., 2017), sugerindo que o fenótipo dessas células pode exercer um impacto 

significativo no curso da infecção (Cassol et al., 2013; Schlaepfer et al., 2014). Além 

disso, já foi demonstrado que macrófagos M1 tem menor expressão de CD4 e maior 

produção das quimiocinas ligantes de CCR5 (CCL3, CCL4 e CCL5), o que contribui 

com a inibição dos estágios iniciais da infecção (Cassol et al., 2009). Em contrapartida, 

IL-10, citocina associada a macrófagos M2, induz a expressão de CD4 e CCR5 nesse 

tipo celular (Porcheray et al., 2006). Esses achados, associados à maior produção de 

IL-10 por macrófagos neonatais, ajudam a justificar a maior replicação do HIV-1 

observada em RNs (Figura 16). 

Além da análise fenotípica dos macrófagos de RNs nós avaliamos o perfil dessa 

população celular quanto à expressão de moléculas envolvidas na resposta imune 

inata. A análise constitutiva da expressão gênica de sensores citosólicos de DNA e 

RNA, mostrou que os macrófagos de RNs são similares as células de adultos para os 

alvos avaliados. De fato, em trabalhos anteriores foi evidenciado que em células 

mononucleares de cordão umbilical a expressão de sensores citosólicos e 

componentes das via de IFN-I são semelhantes a de células mononucleares de 

adultos (Wang, Z. S. et al., 2017). No entanto, esse mesmo estudo verificou uma 

menor expressão de cGAS e STING em células de neonatos, que pode ser associada 

à maior susceptibilidade desses indivíduos a infecções virais. Em nosso trabalho, 

evidenciamos que a imaturidade imunológica do RN depende da população de estudo, 

considerando que os macrófagos mostraram níveis semelhantes de expressão de 

moléculas citosólicas de reconhecimento em adultos e RNs. Assim, à nível 

transcricional, os macrófagos são imunocompetentes durante esse período da vida, 

diferente do que esperávamos inicialmente.  

Quando avaliada a expressão dos componentes da via de IFN-I, verificamos 

que os níveis de transcrito das moléculas de sinalização também são expressos de 

maneira semelhante entre os grupos, corroborando com dados da literatura em 

células mononucleares de RNs (Wang, Z. S. et al., 2017). No entanto, observamos 

uma menor expressão do fator antiviral MxA em macrófagos neonatais (Figura 7). É 

possível que a reduzida expressão de MxA possa ter um impacto direto na elevada 

susceptibilidade dos neonatos à diversas infecções virais e na maior taxa de 

replicação viral que observamos quando são infectados in vitro com HIV-1 (Figura 16).  
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Uma maior replicação do HIV em células neonatais já foi relatada anteriormente 

na literatura (Ho et al., 1992; Sundaravaradan et al., 2006). De acordo com 

Sundaravaradan e colaboradores (2006), esse evento não está associado à 

expressão diferenciada de receptores de entrada (CD4, CXCR4 e CCR5) ou 

diferentes quantidades de material genômico retrotranscrito no citoplasma, mas sim à 

uma maior expressão gênica das proteínas virais. Posteriormente foi verificado que 

em macrófagos e linfócitos T CD4+ de RNs a integração do material genético viral 

ocorre em regiões do genoma transcricionalmente mais ativas, justificando a maior 

taxa de replicação do vírus. Outro fator contribuinte pode ser a maior expressão de 

NF-κB e STAT3, moléculas que auxiliam na regulação da replicação do HIV-1, em 

células mononucleares de cordão umbilical (Sundaravaradan et al., 2010). Apesar 

desses relatos, nossos dados evidenciam que a maior replicação do HIV-1 em 

macrófagos de RNs pode também ser consequência de uma menor expressão de 

componentes chaves para o desenvolvimento da resposta antiviral, como MxA. Além 

disto, é possível que o perfil anti-inflamatório dos macrófagos dos RNs, evidenciado 

pela secreção de IL- 10, promova uma maior ativação de STAT3 e favoreça a 

transcrição de genes do HIV-1 pela ligação desse fator de transcrição à região LTR 

do genoma viral integrado (Kohler et al., 2003; Koscsó et al., 2013).  

A imunomodulação com agonistas inatos pode ser uma alternativa para 

potencializar a resposta de RNs, mas que ainda não foi explorada em macrófagos. 

Para tal, selecionamos três adjuvantes de IFN-I: CL097 (TLR7/TLR8), cGAMP 

(STING) e Poly-I:C (TLR3/RIG/MDA5). A indução de IFN-β e de MxA pelos três 

agonistas em ambos os grupos sugere que macrófagos de RNs são capazes de 

desenvolver uma resposta antiviral eficaz e comparável à de células de adultos. 

Adicionalmente, o aumento de IRF7 indica que a produção de IFN-β possivelmente 

se deve à maior disponibilidade desse fator de transcrição (Honda et al., 2005; Ning 

et al., 2011). 

Embora os três agonistas sejam capazes de induzir uma resposta de IFN-I, 

CL097 modulou a expressão de um maior número de alvos quando comparado a 

cGAMP e Poly-I:C. Em trabalhos anteriores, nosso grupo demonstrou que o estímulo 

com CL097 promove a produção de IFN-α em PBMCs de adultos, mas esse mesmo 

efeito não é observado com o agonista de TLR7 (Imiquimod) ou Poly-I:C, sugerindo 

que a ativação simultânea de TLR7 e TLR8 pode potencializar o desenvolvimento de 

resposta antiviral (Domingues et al., 2015).  
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A indução da expressão dos sensores RIG-1 e cGAS em adultos e RNs indica 

que CL097 tem um papel importante na indução de ISGs, como esses receptores. 

Outros trabalhos já evidenciaram que RIG-I desempenha um papel importante no 

reconhecimento de material genético do HIV-1 e indução da resposta antiviral (Solis 

et al., 2011; Wang et al., 2016). Além disso, cGAS também é crítico para o 

desenvolvimento de resposta imune contra o HIV-1, uma vez que sua ausência 

diminui a expressão de ISGs após a infecção (Gao et al., 2013). Esses resultados 

evidenciam que CL097 pode atuar potencializando o reconhecimento viral. 

No entanto, chama a atenção o fato de CL097 inibir a expressão de IFI16 em 

macrófagos de adultos (Figura 10). Assim como cGAS, esse sensor parece promover 

o reconhecimento de material genético retrotranscrito após a infecção pelo HIV-1 

(Jakobsen et al., 2013; Jønsson et al., 2017). Contudo, apesar da inibição de IFI16, o 

tratamento com CL097 previamente à infecção pelo HIV-1 reduz a replicação viral 

tanto em adultos quanto em RNs (Figura 17), sugerindo a indução da expressão de 

cGAS e RIG-I pode compensar a inibição de IFI16 em macrófagos de adultos.  

Associado a esses dados, soma-se o efeito do CL097 em inibir a expressão da 

exonuclease TREX-1 em ambos os grupos. Curiosamente esses resultados 

confrontam trabalhos já publicados que afirmam que o tratamento com agonistas de 

TLRs induz aumento na expressão de TREX-1 via produção de IFN-I e ativação do 

receptor IFNRA em DCs de camundongos (Xu et al., 2014). Dessa forma, nossos 

dados apontam que a regulação da expressão dessa exonuclease ainda precisa ser 

melhor esclarecida. Juntos esses resultados sugerem que CL097 atua favorecendo o 

reconhecimento viral em macrófagos não apenas por induzir moléculas de 

reconhecimento, mas também por prevenir a degradação do material genético 

exógeno a ser reconhecido. 

Além da resposta antiviral mediada por IFN-I, outras vias de sinalização da 

resposta imune inata contribuem no combate a infecções virais. Os inflamassomas 

são complexos proteicos multiméricos que orquestram mecanismos de defesa contra 

agente infecciosos, incluindo vírus. Nossos resultados indicam que CL097 foi o único 

agonista a induzir a expressão de componentes do inflamassoma, levando à 

expressão de NLRP3, pró-IL-1β e pró-IL-18, tanto em adultos quanto em RNs. A 

transcrição desses genes é dependente da sinalização de NF-κB e caracteriza o 

primeiro sinal para a ativação do complexo do inflamassoma (Bauernfeind et al., 2009; 

Lamkanfi e Dixit, 2014). O reconhecimento de PAMPs por PRRs, tanto de superfície 
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quanto citosólico, aciona vias de sinalização que culminam na ativação de NF-κB 

(Kawai e Akira, 2007). No caso dos receptores TLR7/TLR8 essa ativação ocorre por 

meio da proteína adaptadora MyD88 (Deguine e Barton, 2014; Kawasaki e Kawai, 

2014). Esses achados parecem ser um indicativo de que, nas concentrações 

utilizadas nesse trabalho, cGAMP e Poly-I:C não ativam NF-κB, embora promovam a 

transcrição de IFN-β (Figura 11) (Doyle et al., 2002; Seth et al., 2005; Tanaka e Chen, 

2012).  

A secreção de IL-1β por macrófagos de adultos e RNs após o estímulo com 

CL097 reforça a ideia de que esse agonista esteja promovendo a ativação do 

complexo do inflamassoma em macrófagos humanos. Muitos estudos mostram que a 

liberação de IL-1β em macrófagos é dependente da ativação dessa via (Wewers e 

Herzyk, 1989; Herzyk et al., 1992; Netea et al., 2009). Recentemente foi demonstrado 

que os agonistas de TLR7, imiquimode e CL097, são capazes de promover o segundo 

sinal para ativação da cascata do inflamassoma NLRP3 pela produção de espécies 

reativas de oxigênio em DCs (Groß et al., 2016). Nossos dados sugerem, portanto, 

que CL097 promove o primeiro sinal de ativação do inflamassoma, induzindo a 

expressão de NLRP3, pró-IL-1β e pró-IL-18 (Figura 12) e, concomitantemente, 

fornece um segundo sinal para a ativação de caspase-1 via NLRP3 em ambos, adultos 

e RNs.  

O inflamassoma NLRP3 parece exercer um papel importante na infecção pelo 

HIV-1, uma vez que polimorfismos nesse gene estão associadas à maior 

susceptibilidade à infecção (Pontillo et al., 2010). A ativação do inflamassoma em 

modelos experimentais de infecção por CMV contribui com a resposta de células NK 

e secreção de IFN-γ através da ativação por IL-18 (Rathinam et al., 2010). Portanto, 

nossos resultados sugerem que CL097 pode desempenhar um papel crucial na 

infecção pelo HIV-1 in vivo, por promover a ativação da cascata do inflamassoma. 

Ainda, a ativação de caspase-1 pela via do inflamassoma e consequente 

indução da piroptose tem sido associada à depleção de linfócitos T CD4+ quiescentes 

e progressão para aids em indivíduos infectados pelo HIV (Doitsh et al., 2014; Monroe 

et al., 2014). No caso dos macrófagos, a morte celular por piroptose poderia contribuir 

com a eliminação de reservatórios virais. Entretanto, nossos dados mostram que 

embora CL097 promova a secreção de IL-1β, o tratamento com esse agonista não 

altera a viabilidade celular (Figura 9), sugerindo que a piroptose não está sendo 

induzida.  
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CL097 foi também eficaz em promover a produção de outras citocinas pró-

inflamatórias dependentes de NF-κB em macrófagos de adultos e RNs, como IL-6 e 

TNF-α (Figura 13), enfatizando o potencial inflamatório desse agonista. Nós 

verificamos uma produção similar de IL-6 e TNF-α em adultos e RNs na presença de 

CL097, enquanto macrófagos neonatais produziram mais IL-1β. Esses achados 

corroboram com trabalhos anteriores que apontam que monócitos, DC convencionais 

e pDC de RNs, possuem uma produção equivalente ou até mesmo maior de IL-1β, IL-

6, IL-23 e IL-10 em resposta a agonistas de TLR quando comparadas com células de 

adultos (Kollmann et al., 2009). Adicionalmente, em DCs de sangue periférico de mães 

infectadas por HIV e RNs expostos ao vírus, CL097 foi capaz de estimular a produção 

de TNF-α de maneira semelhante (Cardoso et al., 2013). Ainda, o estímulo com o 

agonista de TLR7/TLR8, R-848, é capaz de promover a produção de TNF-α em 

monócitos de RNs com a mesma intensidade e eficiência que monócitos de adultos, 

mas esse mesmo efeito não é observado para outros agonistas de TLR (Levy et al., 

2004; Philbin et al., 2012). Portanto, CL097 ativa células de RNs de maneira 

semelhante ou, no caso de IL-1β, até mais intensa do que células de adultos, 

sugerindo que macrófagos neonatais podem exibir um perfil mais pró-inflamatório 

quando estimulados in vitro. 

Embora tenha sido relatado que TNF-α e IL-6 ativam a replicação viral em 

células infectadas pelo HIV-1 pela indução de NF-κB (Duh et al., 1989; Osborn et al., 

1989; Poli et al., 1990; Zaitseva et al., 2000), TNF-α parece ter um efeito oposto em 

células que estão tendo contato com o vírus pela primeira vez. TNF-α inibe a 

replicação do HIV-1 em monócitos de sangue periférico e macrófagos por diminuir a 

expressão de CCR5 e induzir a expressão de CCL5 (Herbein et al., 1996; Di Marzio 

et al., 1998; Lane et al., 1999). Além disso, o tratamento de macrófagos com TNF-α 

retarda a detecção de regiões de repetição longa (LTRs) do DNA do HIV-1, reforçando 

o papel dessa citocina na inibição da entrada viral (Herbein et al., 1996). 

Adicionalmente, observamos que CL097 também promove a produção de 

CCL3 e CCL5, sendo esta última com produção mais elevada em células de RNs. 

Essas quimiocinas bloqueiam a entrada do HIV-1 nas células alvo por competir com 

o co-receptor de entrada do vírus (Berger et al., 1999; Cassol et al., 2009; Mitchell e 

Olive, 2010). Esses achados tornam o CL097 um agonista ainda mais promissor no 

combate à infecção pelo HIV-1, pois além de potencializar o sistema de 

reconhecimento e combate à infecção, ele pode atuar impedindo a entrada viral.  
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Além de induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias, o CL097 estimulou 

a secreção da citocina reguladora IL-10, provavelmente como mecanismo de controle 

da ativação celular. Em trabalhos prévios do nosso grupo, observamos esse mesmo 

efeito do CL097 em células mononucleares de adultos e RNs (Cardoso et al., 2013). 

Dessa forma, apesar da hiperresponsividade dos macrófagos de RNs ao CL097 

quanto a produção de citocinas pró-inflamatórias, há consequente indução da 

regulação imune, indicando que o CL097 seja um adjuvante em potencial para o uso 

de terapias que requerem a ativação da resposta imune sem promover efeitos 

inflamatórios exacerbados. 

A capacidade de agonistas de TLRs em prevenir a replicação do HIV-1 já foi 

demonstrada em outros trabalhos, mas o efeito antiviral desses agonistas em células 

neonatais ainda não foi verificado (Schlaepfer et al., 2014). Em nosso trabalho, a 

avaliação do potencial antiviral dos adjuvantes de IFN-I na infecção pelo HIV-1 mostra 

que o tratamento com CL097 previamente à infecção reduz de maneira eficaz a carga 

viral em macrófagos de adultos e RNs, corroborando com estudos anteriores 

(Campbell e Spector, 2012). Esse fenômeno também foi observado quando as células 

foram tratadas durante ou após a infecção, porém, em menor escala, sugerindo que 

CL097 atua bloqueando principalmente os estágios iniciais do ciclo viral. 

Curiosamente, o efeito antiviral de Poly-I:C, descrito em diversos trabalhos (Trapp et 

al., 2009; Zhou et al., 2013), foi parcialmente observado em macrófagos de RNs. 

Como os três agonistas foram capazes de induzir a expressão de genes da resposta 

antiviral (Figura 11), a ausência de efeito após o tratamento com cGAMP e a resposta 

parcial de Poly-I:C em RNs, mostram que a ativação de IFN-I por si só não é suficiente 

para o controle da infecção pelo HIV-1 em macrófagos.  

Considerando que o CL097 foi o agonista mais eficaz em prevenir a entrada 

e/ou a replicação do HIV-1 em macrófagos, passamos a investigar se seu efeito 

antiviral poderia ser decorrente de vias de sinalização independente de IFN-I.  

A adição do inibidor de pan-capase, Z-VAD-FMK, às culturas bloqueia a 

ativação das vias canônica e não-canônica do inflamassoma. Apesar da redução 

parcial da liberação de IL-1β mediada por CL097 na presença de Z-VAD-FMK, o 

bloqueio dessa via não parece ter influenciado na replicação do HIV-1 (Figura 21). 

Já o bloqueio de NF-κB nas células tratadas com CL097 pelo inibidor de IKK2, 

TPCA-1, foi capaz de diminuir a produção de IL-1β e TNF-α, sugerindo a inibição da 

resposta inflamatória, incluindo o inflamassoma, em células de adultos e RNs. Esse 
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mesmo inibidor bloqueou também a produção de CCL5 e CCL3 induzidas por CL097. 

Entretanto, a condição de bloqueio de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas não 

alterou a replicação viral, indicando que a ação antiviral do CL097 não se deve ao 

bloqueio dos receptores de entrada pelas quimiocinas ou ao estado inflamatório das 

células.  

Um achado curioso que pode estar associado ao mecanismo de ação antiviral 

de CL097 e que ainda precisa ser melhor compreendido nesse trabalho é a inibição 

de TREX-1 após o tratamento com o agonista. Na infecção pelo HIV-1, TREX-1 

reconhece o DNA viral formado após a transcrição reversa e promove sua 

degradação, prejudicando o reconhecimento por sensores presentes no citosol e a 

resposta antiviral (Yan et al., 2010). Já foi demonstrado que o silenciamento de TREX-

1 induz a produção de IFN-I e diminui a infecção pelo HIV-1 em explantes 

cervicovaginais humanos e em camundongos humanizados (Wheeler et al., 2016). 

Além disso, células depletadas de TREX-1 controlam a infecção pelo vírus da 

estomatite vesicular, influenza, vírus Sendai e vírus do oeste do Nilo, devido à maior 

expressão de diversos ISGs, dentre eles, IFIT1, IFIT3, ISG15 e USP18 (Hasan et al., 

2013). Essa ativação do estado antiviral parece ser dependente da via STING-TBK1-

IRF3/IRF7 mas independe de IFN-I. A ausência de TREX-1 também está relacionada 

à biogênese de compartimentos lisossomais, mas não de autolisossomos, embora 

haja redução da atividade de mTORC1 em células que não expressam TREX-1 

(Hasan et al., 2013). Nesse contexto, a modulação negativa de TREX-1 pela ativação 

por CL097 pode favorecer o desenvolvimento da resposta contra o HIV-1, podendo 

ser o potencial mecanismo pelo qual CL097 esteja desempenhando sua atividade 

antiviral.  

Além disso, tem sido demostrado que o reconhecimento do HIV-1 via TLR8 

ativa a via da autofagia em macrófagos, a qual promove a degradação de 

componentes virais no autofagolisossomo e diminui a replicação viral (Campbell et al., 

2015). No entanto, o HIV desenvolveu mecanismos para bloquear a degradação 

autofágica pela ligação da proteína Nef à BECN1, indicando um importante papel 

dessa via no controle da replicação viral (Kyei et al., 2009). A utilização de indutores 

de autofagia, contudo, pode sobrepor esse bloqueio e promover a inibição viral 

(Campbell e Spector, 2011; 2012). Em outros trabalhos, o tratamento de macrófagos 

de adultos com agonistas de TLR8, como CL097 e ssRNA40, foi capaz de inibir a 

replicação do HIV-1 pela ativação da autofagia por um mecanismo dependente de 
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vitamina D (Campbell e Spector, 2012). Dessa forma, o tratamento com CL097 

previamente à infecção pode estar induzindo a ativação da via da autofagia em 

macrófagos de adultos e RNs, o que justificaria a redução da replicação viral. 

Apesar do mecanismo de ação pelo qual CL097 desempenha seu efeito 

antiviral não ter sido elucidado, nosso trabalho mostra que esse agonista modula a 

resposta de macrófagos de adultos e RNs em diversos aspectos, devendo ser 

considerado como um potencial agente terapêutico para potencializar a resposta 

imune neonatal. No entanto, uma desvantagem de estimular a resposta imune através 

da ativação via TLRs é a geração de resposta inflamatória exacerbada, podendo 

causar dano tecidual ou autoimunidade. Assim, esse processo de ativação imune 

deve ser precisamente regulado para evitar efeitos indesejados. Em nosso trabalho, 

vimos que além de um eficaz modulador imune e indutor da resposta antiviral, CL097 

também promove uma regulação da ativação celular pela produção de IL-10. 

Ainda nesse contexto, estratégias para a auxiliar na entrega de antígenos e 

agonistas inatos para APCs têm sido estudadas afim de potencializar a resposta 

vacinal de RNs. O uso de nanopartículas carreadoras de agonistas de TLRs se 

mostrou eficaz em potencializar a resposta de DCs neonatais e reduzir efeitos 

inflamatórios sistêmicos desses compostos por promover a ativação de células alvo 

específicas (Dowling et al., 2017). Tal abordagem pode ser futuramente explorada 

para potencializar a resposta de macrófagos neonatais pelo estímulo com CL097. 

Adicionalmente, considerando a emergente necessidade de eliminação de 

reservatórios virais para a cura da infecção pelo HIV-1, se faz necessária a busca de 

estratégias indutoras de resposta antiviral do hospedeiro. Dessa forma, nosso 

trabalho sugere que o agonista CL097 é um antiviral promissor no combate a infecção 

pelo HIV-1 em reservatórios virais não apenas de adultos, mas também de RNs. 
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6 CONCLUSÕES 

 

❖ Macrófagos de RNs mostram um perfil fenotípico anti-inflamatório e de secreção de 

IL-10, e são semelhantes aos macrófagos de adultos quanto à expressão de 

componentes da imunidade inata. No entanto, os macrófagos neonatais mostram 

maior capacidade replicativa do HIV-1 quando infectados in vitro; 

 

❖ O tratamento com o agonista de TLR7/TLR8, CL097, induz a resposta de IFN-I, 

além de promover a produção de β-quimiocinas, citocinas pró-inflamatórias, bem 

como, da citocina anti-inflamatória IL-10 em macrófagos de adultos e RNs; 

 

❖ CL097 inibe a replicação do HIV-1 em macrófagos e seu efeito antiviral parece não 

depender da ativação de NF-κB, mas sim da modulação da expressão de fatores 

inatos; 

 

❖ CL097 mostra um potencial terapêutico relevante como adjuvante da resposta 

neonatal. 
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