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RESUMO 

 

Durante a infecção pelo HIV-1, a imunoativação sistêmica desencadeada por diversos 

fatores, tem sido uma das principais causas de depleção de células T CD4+ e consequente 

progressão para AIDS. O HIV-1 é capaz de utilizar os receptores de peptídeos formilados 

(FPRs) como co-receptores não usuais para a infecção. Os FPRs são reguladores importantes 

da resposta imune e são elementos-chave em muitas condições inflamatórias, mas têm sido 

marginalmente investigados na infecção pelo HIV-1. Entre os seus ligantes, a Anexina A1 

(AnxA1) demonstrou um papel anti-inflamatório significativo em certas condições 

patológicas, mas funções contraditórias no sangue periférico. Diante disto, por meio da 

caracterização da expressão gênica e proteica de FPR1, FPR2/ALX, FPR3 e AnxA1 em 

leucócitos de sangue periféricos, dosagem de AnxA1 em amostras de plasma e estímulo com 

peptídeo funcional da AnxA1 (Ac2-26), de células mononucleares de sangue periférico 

(PBMCs) de pacientes HIV-1 positivos com carga viral detectável (CVD), não detectável 

(CVND) e doadores saudáveis (controle), foram investigados os efeitos sistêmicos do HIV-1 

sobre a expressão e função dos FPRs, assim como sobre os níveis plasmáticos de AnxA1 e 

sua translocação. Com isso buscou-se a avaliação da relação existente entre a infecção pelo 

HIV-1 e o eixo de sinalização FPRs/AnxA1 e quais as consequências para a evolução da 

doença. O HIV-1 foi capaz de modular os níveis de transcrição e expressão proteica dos FPRs 

de modo célula específica com aumento da expressão de FPR3 e diminuição de FPR2. A 

translocação de AnxA1 também foi afetada em todas as populações celulares. AnxA1 foi 

significativamente detectada em amostras de plasma de pacientes do grupo CVD, o que pode 

funcionar como um importante marcador prognóstico dos pacientes quanto à eficácia do 

tratamento. Os estímulos de PBMCs com Ac2-26 induziram uma forte resposta inflamatória 

em grupos infectados com HIV-1, que foi parcialmente bloqueada pelo seu antagonista BOC-

2, sugerindo a sua ação através de FPR1. Este foi o primeiro estudo sobre os efeitos da 

infecção pelo HIV-1 sobre os FPRs e como a carga viral afeta sua modulação e a translocação 

da AnxA1. Isto sugere um papel crucial do eixo de sinalização FPRs/ANXA1 na ativação 

imunológica, inflamação e progressão da doença. 

 

Palavras-chave: AIDS, HIV-1, Imunoativação, FPRs, AnxA1, Inflamação 
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ABSTRACT 

 

During HIV-1 infection, a systemic immunoactivation triggered by several factors has 

been a major cause of CD4+ T cell depletion and consequent progression to AIDS. HIV-1 is 

able to use formylated peptide receptors (FPRs) as co-receptors not usual for infection. FPRs 

are important regulators of immune response and are key elements in many inflammatory 

conditions, but have been marginally investigated in HIV-1 infection. Among its ligands, 

Annexin A1 (AnxA1) has demonstrated a significant anti-inflammatory role in certain 

pathological conditions, but contradictory function in the peripheral blood. Through the 

characterization of the gene and protein expression of FPR1, FPR2/ALX, FPR3 and AnxA1 

in peripheral blood leukocytes, quantification of AnxA1 in plasma samples and stimulation 

with functional peptide of AnxA1 (Ac2-26) of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

from HIV-1 positive patients with detectable viral load ( DVL), non-detectable ( NDVL) and 

healthy donors (control), we investigated the systemic effects of HIV-1 on the expression and 

function of FPRs, as well as on plasma levels of AnxA1 and its translocation. The aim of this 

study was to evaluate the relationship between HIV-1 infection and the FPRs/AnxA1 

signaling axis and the consequences for the course of the disease. HIV-1 was able to modulate 

the levels of transcription and protein expression of FPRs in a cell-specific manner with 

upregulation of FPR3 and downregulation of FPR2. Translocation of AnxA1 was also 

affected in all cell populations. AnxA1 was significantly detected in plasma samples from 

patients of CVD group, which may act as an important prognostic marker of patients 

regarding the efficacy of the treatment. Stimulation of PBMCs with Ac2-26 induced a strong 

inflammatory response in HIV-1 infected groups, which was partially blocked by their BOC-2 

antagonist, suggesting their action via FPR1. This was the first study about the effects of 

HIV-1 infection on FPRs and how the viral load affects its modulation and the AnxA1 

translocation. This suggests a crucial role for the FPRs/AnxA1 signaling axis in immune 

activation, inflammation and disease progression. 

 

Key words: AIDS, HIV-1, Immunoactivation, FPRs, AnxA1, Inflammation 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Embora o advento da Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (HAART), a AIDS 

continuam sendo uma das maiores preocupações de saúde pública em todo o mundo. De 

acordo com a Organização Mundial da Saúde, desde o início da epidemia que ocorreu por 

volta de 1980, cerca de 70 milhões de pessoas foram infectadas pelo HIV (Vírus da 

Imunodeficiência Humana), sendo que 35 milhões de pessoas morreram devido à infecção. Os 

dados demonstraram ainda que, globalmente, cerca de 36,7 milhões de pessoas viviam com o 

HIV até o final de 2015 (WHO, 2015).  Ainda que esforços continuem sendo lançados em 

busca da melhor compreensão e cura da doença, diversas lacunas ainda existem no 

esclarecimento da patogênese da infecção pelo HIV, sobretudo no que diz respeito ao 

paradoxo da infecção que é caracterizado pela imunodeficiência linfocitária contextualizada à 

imunoativação sistêmica, fatores extremamente envolvidos na progressão da doença 

(APPAY; SAUCE, 2008;  HAZENBERG et al., 2003). 

1.1 O paradoxo da resposta imunológica contra a infecção pelo HIV-1 

 

A resposta imunológica à infecção pelo HIV-1 compreende diversos componentes e 

mediadores associados tanto à imunidade inata quanto adaptativa. O HIV-1 é capaz de 

infectar preferencialmente as células T CD4+, embora monócitos/macrófagos e células 

dendríticas possam também ser alvos. A depleção de células T CD4+ é o evento principal 

associado à patogênese do HIV-1, sendo que as células presentes nos tecidos linfoides como 

linfonodos e aqueles associados à mucosa, como o trato gastrointestinal, são as mais 

acometidas (BRENCHLEY et al., 2004;  MACALLAN, 2013).  

A fase inicial ou aguda da infecção é marcada principalmente pela ação direta do HIV-1, 

que induz intensa depleção de células T CD4+ CCR5+ de memória residentes em tecidos 

linfoides associados à mucosa (MALT) (BRENCHLEY et al., 2004;  MEHANDRU et al., 

2004) (Figura 1). Nesta fase, o paciente infectado geralmente apresenta apenas sintomas 

inespecíficos como febre, dor de garganta ou dores no corpo. Cerca de apenas 2 a 3 semanas 

após a infecção, a replicação do HIV-1 já estabelecida nestas células  ocasiona a perda 

massiva das células T CD4+ CCR5+ de memória. As células T CD4+ residentes nos MALT 

são integrantes de suma importância na defesa imunológica, funcionando como barreira 

contra patógenos invasores. Desta forma, a depleção massiva destas células acarreta perda 
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importante do bom funcionamento da barreira, levando o paciente a uma maior propensão à 

aquisição de infecções oportunistas, o que induz, como consequência, a um estado de ativação 

imunológica sistêmica crônica (DERDEYN; SILVESTRI, 2005).  

 Os eventos que marcam a transição entre fase aguda e crônica ainda são muito pouco 

compreendidos. No entanto, acredita-se que esta etapa seja marcada pela montagem de 

respostas efetoras de linfócitos T citotóxicos (CTLs) específicos contra o HIV-1, assim como 

respostas humorais, ambas atuando no controle da replicação viral (DERDEYN; SILVESTRI, 

2005). Contudo, embora a atuação de CTLs seja de grande relevância no controle da 

replicação viral e progressão da doença, o HIV-1 sofre mutações importantes que funcionam 

como mecanismo de escape ao reconhecimento por CTLs. O mais importante é que estas 

mutações geram variantes que  podem ser transmitidas para outros indivíduos infectados, o 

que torna o cenário da resposta imune anti-HIV ainda mais crítico (DERDEYN; SILVESTRI, 

2005;  JONES et al., 2004).  

Como se não bastasse, o HIV-1 ainda é capaz de escapar da ação da resposta imune 

humoral, tornando a atuação dos anticorpos neutralizantes ineficientes. A glicoproteína de 

envelope viral (ENV), por exemplo, é extremamente variável principalmente nas regiões que  

compõem  a superfície viral, o que dificulta o reconhecimento por anticorpos neutralizantes 

(DERDEYN; SILVESTRI, 2005;  GASCHEN et al., 2002). Sendo assim, acredita-se que esta 

falha no combate à infecção proporcione um ambiente marcado por intensa imunoativação 

sistêmica devido à replicação viral crônica.  

Durante a fase crônica, também chamada de latência clínica, o paciente pode não 

apresentar nenhum sintoma, no entanto, é capaz de transmitir facilmente a infecção para outro 

indivíduo. Mesmo sem HAART o paciente pode passar anos nesta fase de latência até a 

progressão para AIDS. A fase crônica é marcada por uma batalha na qual o sistema imune 

tenta combater a infecção, enquanto o HIV-1 continua lançando mão de mecanismos de 

escape para burlar a ação do sistema imunológico e prosseguir com sua replicação. Sendo 

assim, nesta fase a replicação viral continua, porém em menores níveis, enquanto a contagem 

de células T CD4+ no sangue periférico segue em declínio, embora de modo mais lento 

(DERDEYN; SILVESTRI, 2005) (Figura 1).  

Com o passar dos anos, a perda gradual crônica de células T CD4+ e o ciclo contínuo de 

infecção pelo vírus fazem com que o sistema imunológico se torne severamente 

comprometido. Com isso os pacientes tornam-se predispostos à aquisição de doenças 

oportunistas mediadas por protozoários, bactérias, fungos e vírus, como por exemplo, 

Toxoplasma, Mycobacterium avium, Pneumocystis e Citomegalovírus, respectivamente. Estes 
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eventos caracterizam a fase de AIDS e é marcada também pela contagem de células T CD4+ 

menor que 200 células/µL. Com o estabelecimento da AIDS ocorre ainda a síndrome de perda 

de peso e cânceres relacionados ao HIV, como por exemplo, Sarcoma de Kaposi, Carcinoma 

cervical e alguns tipos de linfomas (BOULOUGOURA; SERETI, 2016;  SCHNEIDER et al., 

2008) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Evolução clínica da infecção pelo HIV-1. A intensa replicação viral determina o 
curso clínico da doença por meio da massiva depleção de células CD4+ e consequente 
colapso do sistema imunológico. O processo de infecção caracteriza-se pela existência de uma 
fase aguda (Síndrome Retroviral Aguda) marcada por intensa depleção de células CD4+ e 
forte replicação viral que duram algumas semanas, uma fase crônica (Latência Clínica) que 
pode durar anos e é caracterizada pela manutenção da replicação viral e depleção de células 
CD4+, porém de modo mais lento. Com a progressão da infecção, instala-se a fase de AIDS 
propriamente dita, definida por depleção de células CD4+ abaixo de 200 células /mm3, altos 
níveis de carga viral e descontrole do sistema imunológico. Fonte: adaptado (MAARTENS; 
CELUM; LEWIN, 2014). 

 

Com a evolução do processo de infecção, a ativação imunológica sistêmica crônica é 

instalada, sendo apontada como a principal causa da depleção de células T CD4+. Desta 

forma, a constante perda de células T CD4+ determina a imunodeficiênica linfocitária e 

marcao paradoxo da resposta imune anti-HIV. Neste contexto, a ativação imunológica 

sistêmica crônica pode ser dirigida por diversos mecanismos como descritos na tabela abaixo.  
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Tabela 1. Descrição dos mecanismos que suportam a ativação imunológica sistêmica crônica 
no contexto da infecção pelo HIV-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mecanismos Descrições Ref. 

Replicação do 
HIV-1 e 

Resposta Imune 
Antiviral 

 A interação direta do HIV-1 com o receptor CD4 e seus co-
receptores durante o processo de infecção induz a ativação de 
células alvos. 

 O HIV-1 é capaz de ativar células pela ligação a TLR7, 8 e 9. 
 Excessiva produção de citocinas pró-inflamatórias estimula a 

expressão de moléculas pro apoptóticas e induz disfunção de 
células Tregs aumentando a ativação celular. 

 A infecção causa intenso turnover de células T, caracterizando-se 
pela presença de células T CD4+ e CD8+ intensamente 
diferenciadas que se tornam disfuncionais na produção de 
citocinas, na diversidade de repertório de receptores de células T 
e maior suscetibilidade a morte induzida pela ativação. Com isso 
a defesa torna-se prejudicada, há maior suscetibilidade a 
aquisição de doenças oportunista, acelerando o processo de 
ativação imune crônica.  
 

(APPAY et al., 
2007;  BIRX et 

al., 1990;  
COOPER et al., 

2013;  
HERBEUVAL 

et al., 2005;  
HO et al., 1995;  
MEIER et al., 

2007;  
PAIARDINI; 
MULLER-
TRUTWIN, 

2013;  WEISS 
et al., 1989) 

Reconhecimento 
de proteínas 

virais 

 Proteína codificada pelo gene Nef do HIV-1 contribui 
diretamente para a ativação imune tornando as células T CD4+ 
infectadas sensíveis à nova estimulação por meio do receptor de 
células T (TCR). 

 

(MUNCH et al., 
2007;  

SCHINDLER et 
al., 2006) 

 
Resposta imune 

a infecções 
reativas 

 Indivíduos que já apresentavam infecções latentes crônicas por 
outros tipos virais como Citomegalovírus, Epstein-Baar vírus, 
dentre outros, podem apresentar reativação da infecção e assim 
maior ativação imunológica. 

 

(BOULOUGO
URA; SERETI, 
2016;  DOISNE 

et al., 2004) 

Perda de células 
Th17 

 A depleção preferencial de células do perfil Th17 corrobora com 
a perda da integridade da barreira de mucosa, que é acompanhada 
da detecção de produtos microbianos na circulação e indução de 
imunoativação sistêmica. 
 

(CECCHINAT
O et al., 2008;  

PRENDERGAS
T et al., 2010) 

Disfunção e 
depleção de 

células Tregs 

 A infecção marca a intensa disfunção e depleção de células Tregs, 
o que induz o aumento da ativação de células T CD4+ e CD8+ e 
de marcadores plasmáticos de translocação bacteriana. 

 

(CHASE et al., 
2007;  

EGGENA et al., 
2005;  EPPLE 
et al., 2006) 

 
Translocação de 

produtos 
bacterianos 

 A depleção severa de células T CD4+ CCR5+ no trato 
gastrointestinal durante a fase aguda da doença, compromete a 
integridade da barreira de mucosa intestinal, favorecendo a 
translocação bacteriana. Produtos bacterianos como LPS, 
flagelina, dentre outros, são detectados na circulação sistêmica e 
desencadeia ativação imunológica com alta produção de citocinas 
pró-inflamatórias. 
 

(BRENCHLEY 
et al., 2006;  

BRENCHLEY 
et al., 2004;  

VEAZEY et al., 
1998) 

Produção de 
mediadores pró-

inflamatórios 

 Mediadores inflamatórios tais como interferons (IFN) do tipo I, 
IL-6, IL-1β e TNF-α, são produzidos por células da imunidade 
inata após o reconhecimento viral por meio de receptores de 
reconhecimento de padrões moleculares (PRRs), o que contribui 
para ativação imune crônica. 
 

(BIRX et al., 
1990;  

MOLINA et al., 
1989;  WEISS 
et al., 1989) 
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Como descrito, durante este processo de ativação imunológica crônica é possível 

detectar o aumento de biomarcadores solúveis de inflamação (citocinas e mediadores) 

produzidos pelas células ativadas, principalmente por macrófagos. Muitos biomarcadores 

inflamatórios, como TNF-α, IL-6 e IFN-α, aumentam durante a infecção aguda, refletindo a 

ativação do sistema imune inato e coincidindo com o pico de viremia, e diminuem na infecção 

crônica, mas ainda permanecendo em níveis elevados (SANDLER; SERETI, 2014;  STACEY 

et al., 2009). A detecção destes marcadores inflamatórios tem sido identificada como 

preditora independente de progressão da doença e eventos clínicos (SANDLER; SERETI, 

2014;  TENORIO et al., 2014). 

Sendo assim, a ativação do sistema imunológico frente à infecção pelo HIV-1 deveria 

ser encarada como um processo comum e positivo, assim como se observa quando o 

organismo entra em contato com outros patógenos. No entanto, observa-se que esta defesa do 

organismo funciona  contraditoriamente, podendo tanto atuar na limitação da replicação viral 

e progressão da doença, como estimular ainda mais a depleção de células T CD4+, instalando 

o caos na resposta imune anti-HIV e conduzindo à imunodeficiência severa e progressão para 

AIDS. Desta forma, este paradoxo da resposta imune anti-HIV parece envolver diversas vias 

de sinalizações e mediadores ainda desconhecidos que precisam ser elucidados. 

 

1.2  Receptores de peptídeos formilados (FPRs): co-receptores alternativos para o HIV-1 

e moduladores da resposta imune 

 

Os receptores de peptídeos formilados (FPRs) apresentam sete domínios 

transmembrânicos acoplados à proteína G e foram identificados em 1976 como um sítio de 

ligação de alta afinidade para o peptídeo N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) na 

superfície de neutrófilos (LE; MURPHY; WANG, 2002;  MIGEOTTE; COMMUNI; 

PARMENTIER, 2006). Três membros desta família já foram identificados em humanos, os 

quais são codificados por diferentes genes e denominados de FPR1, FPR2/ALX e FPR3 (LE 

et al., 2002;  MURPHY et al., 1992). Estes receptores estão amplamente distribuídos em 

diferentes tipos de células, incluindo células da resposta imunológica, como monócitos, 

neutrófilos e linfócitos, e também em células endoteliais ou epiteliais. Os neutrófilos humanos 

expressam FPR1 e FPR2 / ALX, mas não FPR3 (DORWARD et al., 2015;  MOCSAI; 

WALZOG; LOWELL, 2015), monócitos apresentam todos os três receptores (CROUSER et 

al., 2009;  LE; OPPENHEIM; WANG, 2001), e linfócitos expressam apenas FPR1 e FPR2 / 

ALX, porém em níveis mais baixos em comparação aos neutrófilos e monócitos (MIGEOTTE 
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et al., 2006). O FPR2/ALX é o receptor de baixa afinidade para fMLP, sendo que sua ativação 

in vitro é realizada a partir de altas concentrações de fMLP. O FPR3 não responde a peptídeos 

formilados, mas se liga a alguns peptídeos não formilados que se associam ao FPR2/ALX (LE 

et al., 2002). 

Os FPRs são ainda vulgarmente conhecidos como receptores promíscuos, justamente 

devido à existência de uma variedade de diferentes classes de ligantes que são capazes de 

ativá-los induzindo distintas consequências funcionais (MIGEOTTE et al., 2006). Estes 

receptores foram descritos como moduladores importantes da resposta imunológica, atuando 

de modo eficiente na defesa do hospedeiro, podendo ligar-se a diferentes agonistas, incluindo 

peptídeos N-formilados e não-N-formilados (VANCOMPERNOLLE et al., 2003;  YANG, D. 

et al., 2002). Existem evidências de que ligantes de FPRs, agindo como agonistas ou 

antagonistas, podem servir como agentes terapêuticos úteis na defesa do hospedeiro, e como 

imunomoduladores seletivos para aumentar as respostas imunitárias inatas, de modo a reduzir 

os efeitos adversos associados à inflamação, doenças infecciosas e câncer (SCHEPETKIN et 

al., 2014).  

Embora já esteja bem descrito os receptores e co-receptores comuns que estão envolvidos 

na invasão das células pelo HIV-1, sob determinadas condições, o vírus pode associar-se a 

outros co-receptores não usuais para o processo de infecção (CALADO et al., 2010). O 

FPR2/ALX foi descrito como um co-receptor alternativo e eficiente para o HIV-1, 

desvendando uma nova via de entrada em células T CD4+ (COETZER et al., 2011;  

NEDELLEC et al., 2009;  SHIMIZU et al., 2008). Além disso, a ativação de FPR2/ALX pelo 

seu agonista WKYMVm é capaz de induzir a dessensibilização heteróloga de CCR5 e 

CXCR4, o que prejudicaria a infecção pelo HIV-1 (LI et al., 2001).  

Além disso, existem relatos de que durante a infecção pelo HIV-1, peptídeos como 

T20/DP 178, T21/DP 107 derivados da proteína gp41 do HIV-1 podem atuar como agonistas 

de FPR1 e FPR2/ALX (SU; GAO; et al., 1999;  SU; GONG; et al., 1999), assim como outros 

domínios antigênicos das proteínas do envelope viral da gp120 do HIV-1 também já foram 

relatados como potentes estimuladores quimiotáticos desses receptores (DENG et al., 1999). 

Ao mesmo tempo, outro estudo onde se considerou os efeitos de vários peptídeos também 

derivados de gp41 sobre a quimiotaxia de basófilos e a liberação de histaminas e citocinas, foi 

possível perceber que os peptídeos sintéticos 2019 e 2021 promoveram a migração de células 

FcɛRI+ (receptor de IgE de alta afinidade) e foram capazes de inibir a síntese de IL-13 através 

da interação com FPRs (DE PAULIS et al., 2002). 
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Além de considerado um novo e competente co-receptor para infecção pelo HIV-1, o 

FPR2/ALX pode ainda atuar como um fator bifuncional na infecção pelo HIV-1, promovendo 

ou prevenindo a infecção frente a determinadas condições. Um fator interessante é que o 

FPR2/ALX encontra-se geneticamente próximo aos receptores de quimiocinas (CKRs) e 

apresenta certa similaridade estrutural a estes, contendo dois resíduos de tirosinas e ácidos 

glutâmicos em sua região N-terminal (SHIMIZU et al., 2008). 

Como já descrito, a atuação dos FPRs como co-receptores não usuais para a infecção pelo 

HIV-1 tem sido intensamente explorada, no entanto, não existem relatos dos efeitos da 

infecção sobre a expressão dos FPRs nos vários subtipos celulares envolvidos na resposta 

imune e quais as consequências desta modulação dos receptores na inflamação, 

imunoativação sistêmica e progressão da doença.  

 

1.3  Anexina A1: ligante de FPRs e moduladora da inflamação 

A AnxA1 é uma proteína descrita como ligante e agonista de FPRs e por meio destes 

desempenha funções relevantes em diversos processos patológicos e fisiológicos. É uma 

proteína de 37 KDa anteriormente denominada como macrocortina, renocortina, lipomodulina 

ou lipocortina-1. Foi descrita no final dos anos 70 como uma proteína induzida por 

glicocorticoide, com potente atividade inibidora de fosfolipase (BLACKWELL et al., 1980;  

LIM; PERVAIZ, 2007;  ROTHHUT et al., 1983) e, portanto, com potencial ação anti-

inflamatória. (D'ACUNTO et al., 2014).  

Estruturalmente as anexinas apresentam um domínio principal (C-terminal) altamente 

conservado contendo quatro dobras repetidas de uma sequência de 70 aminoácidos, 

responsável pela ligação Ca2+-dependente aos fosfolipídios e uma região N-terminal 

responsável pelas propriedades especificas de cada anexina  (ROSENGARTH; GERKE; 

LUECKE, 2001) (Figura 2). 

A AnxA1 é encontrada em diversas células e tecidos, sendo que em células do sangue 

periférico é encontrada principalmente em grânulos de neutrófilos, eosinófilos e monócitos e 

em menores níveis em linfócitos (GOULDING et al., 1998;  MORAND et al., 1995;  

PERRETTI; D'ACQUISTO, 2009). 

Esta proteína tem sido descrita como bioativa em diversos mecanismos celulares e 

sistêmicos, fazendo interações com uma variedade de moléculas, o que permite que a mesma 

auxilie em diversos processos patológicos (PERRETTI; D'ACQUISTO, 2009). A AnxA1 

pode atuar, por exemplo, na maquinaria de proliferação celular, na modulação do processo 
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inflamatório, na regulação da sinalização de morte celular, na fagocitose de células 

apoptóticas e no processo de carcinogênese (LIM; PERVAIZ, 2007).  

 

 

Figura 2: Representação esquemática da proteína Anexina A1. Representação 
esquemática da proteína Anexina A1 com destaque para seu sítio ativo com possíveis ações 
anti-inflamatórias (peptídeo Ac2-26). 

 

A AnxA1 é uma proteína solúvel que em repouso é predominantemente encontrada no 

citoplasma, porém pode ser translocada para o núcleo ou para fora da célula, sendo que este 

processo de translocação parece depender da sinalização via tirosinas-quinases (D'ACUNTO 

et al., 2014). A partir da ativação celular e especialmente em condições inflamatórias, a 

AnxA1 é translocada para a membrana celular, e assim secretada para o meio extracelular, 

apresentando funções autócrinas, parácrinas e justácrinas (PERRETTI; D'ACQUISTO, 2009). 

Esta proteína pode ser translocada via transportador ABC-ligante de ATP (WEIN et al., 

2004), via serino-fosforilação da região terminal (SOLITO et al., 2006) ou pela externalização 

através de vesículas derivadas da membrana plasmática (LEONI et al., 2015) (Figura 3). 
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Figura 3: Translocação da Anexina A1 após ativação celular. A partir da ativação celular 
desencadeada por diversos fatores, a anexina A1 intracelular pode ser translocada para a 
membrana plasmática, podendo ser secretada por meio de três principais mecanismos: via 
transportador ABC-ligante de ATP (a), via serino-fosforilação da região terminal (b) ou pela 
externalização através de grânulos contendo a proteína ou vesículas derivadas da membrana 
plasmática (c). Uma vez externalizada, a anexina A1 é capaz de agir de forma autócrina, 
parácrina ou justácrina ativando seu receptor ALXR (FPR2/ALX). Os glicocorticoides (GCs) 
são os principais indutores da produção da anexina A1, assim como da expressão de 
FPR2/ALX. Fonte: adaptado (PERRETTI; D'ACQUISTO, 2009). 
 
 

Estudos demonstram que a atividade anti-inflamatória da AnxA1 é desempenhada pela 

sua região N-terminal e seu processo de sinalização externa realizado a partir da sua 

associação a receptores específicos (LIM; PERVAIZ, 2007). Os FPRs foram descritos como 

receptores sensíveis à ligação da AnxA1, sendo que esta apresenta maior afinidade ao FPR1 e 

FPR2/ALX. Entretanto, experimentos in vitro demonstraram que um peptídeo mimético da 

proteína AnxA1 derivado da sua região N-terminal, Ac1-25, pode ativar todos os três FPRs 

em concentrações similares e dessensibilizá-los, modulando, assim, a migração de leucócitos 

(ERNST et al., 2004). Além disso, o peptídeo Ac2-26 (Figura 2) tem sido descrito como o 

principal responsável pelas ações anti-inflamatórias da AnxA1, podendo atuar tanto via FPR1, 

quanto FPR2/ALX (GAVINS et al., 2003;  PERRETTI, 1998). 

Embora seja extremamente descrita a ação anti-inflamatória da AnxA1 em diversos 

processos patológicos, o seu real papel funcional é dependente da sua localização, tipo celular 

e microambiente em que esta inserida. Em células da imunidade inata, principalmente em 
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fagócitos, a AnxA1 está associada à inibição do recrutamento destas células e resolução do 

processo inflamatório (DALLI et al., 2012). Já em células da imunidade adaptativa, como 

linfócitos, sua atividade parece oposta. Estudos demonstraram que esta proteína foi capaz de 

induzir ativação e proliferação de linfócitos pré-ativados, porém não daqueles em repouso 

(D'ACQUISTO; PASCHALIDIS; et al., 2007). Isto sugere uma atuação pró-inflamatória da 

AnxA1 especialmente via FPR2/ALX . As ações pró-inflamatórias da AnxA1 também já 

foram descritas em outros tipos celulares. Tagoe e colaboradores (2008), demonstraram que a 

AnxA1 é capaz de mediar a secreção de metaloproteinase – 1 a partir de fibroblastos sinoviais 

de artrite reumatoide, frente a ativação via TNF-α (TAGOE et al., 2008). Por outro lado, após 

ser fosforilada por PKC e translocada para o núcleo de células microgliais BV-2 que sofreram 

lesão de OGD/R (privação de oxigênio-glucose e reoxigenação), a AnxA1 é capaz de induzir 

a produção de citocinas pró-inflamatórias (ZHAO et al., 2016) 

O papel da AnxA1 tem sido retratado em diversos processos patológicos, no entanto, é 

escassamente explorada durante a infecção pelo HIV-1. Um estudo detectou o aumento da 

expressão transcricional da ANXA1 sistêmica em macacos sob infecção crônica por SIV 

(vírus da imunodeficiência símia), porém não detalhou sua importância funcional (GEORGE 

et al., 2005). Nosso grupo também avaliou a expressão da ANXA1 em macacos frente à 

infecção pelo SIV e observou que a sinalização da AnxA1 é disfuncional na infecção por SIV 

e pode contribuir para a inflamação crônica na periferia e disfunção imune na mucosa 

intestinal (SENA et al., 2016). Sendo assim, frente aos interessantes relatos da participação da 

AnxA1 na modulação da inflamação em diversos processos patológicos, é de suma 

importância uma avaliação mais apurada de sua expressão e função durante a infecção pelo 

HIV-1. Acredita-se que esta proteína possa ter um papel significante na patogênese do HIV-1, 

principalmente no que diz respeito ao paradoxo da resposta imune neste contexto infeccioso.  
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2. JUSTIFICATIVA 
 

Embora o advento da HAART, a AIDS continua apresentando um forte impacto na 

saúde, merecendo atenção de toda a comunidade científica. Sendo assim, nossa investigação 

baseou-se especialmente no importante paradoxo da infecção pelo HIV-1, já descrito 

anteriormente, o qual determina a progressão da doença. Além disso, frente aos papéis já 

descritos da via de sinalização dos FPRs e as importantes funções da AnxA1, consideramos 

que seja de suma importância avaliar quais os efeitos da infecção pelo HIV-1 sobre o eixo de 

sinalização FPRs/AnxA1, e quais os  impactos sobre a progressão da doença. 

Portanto, acreditamos que o eixo de sinalização FPRs/AnxA1 possa se eleger como 

potencial candidato a participar dos mecanismos de modulação da ativação imune sistêmica e 

inflamação que persistem na infecção pelo HIV-1. Assim, o estudo dessas moléculas pode 

abrir caminhos promissores para o potencial uso terapêutico das mesmas.  
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a influência da infecção pelo HIV-1 sobre o eixo de sinalização FPRs/Anexina 

A1 e quais os impactos sobre a progressão da doença. 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Caracterizar o perfil transcricional de ANXA1, FPR1, FPR2/ALX e FPR3 em 

leucócitos de sangue periférico de indivíduos HIV-1 positivos com carga viral 

detectável, não detectável e controles HIV-1 negativos. 

 Caracterizar a expressão proteica de FPR1, FPR2/ALX, FPR3 e AnxA1 em linfócitos, 

monócitos, células dendríticas e granulócitos de sangue periférico de indivíduos HIV-

1 positivos com carga viral detectável, não detectável e controles HIV-1 negativos. 

 Quantificar os níveis da proteína AnxA1 em amostras de plasma de indivíduos HIV-1 

positivos com carga viral detectável, não detectável e controles HIV-1 negativos. 

 Avaliar o perfil de citocinas produzidos por células mononucleares de sangue 

periférico (PBMC) de indivíduos HIV-1 positivos com carga viral detectável, não 

detectável e controles HIV-1 negativos, estimulados com peptídeo funcional da 

AnxA1 (Ac 2-26) e bloqueadores de FPRs (BOC2, WRW4). 

 Correlacionar os resultados laboratoriais obtidos com dados clínicos presentes nos 

prontuários (contagem de CD4, relação CD4/CD8, carga viral, doenças oportunistas). 
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4.  MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Obtenção de amostras biológicas 

 

Amostras de sangue periférico foram obtidas de pacientes atendidos no Hospital de 

Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia (UFU). Todos os procedimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFU (CEP N. 198,897) (Anexo A) e um 

consentimento informado (Apêndice B) foi obtido de todos os participantes. As amostras de 

sangue periférico foram obtidas a partir de 56 pacientes HIV-1-positivos com carga viral não 

detectável (CVND), 23 pacientes HIV-1-positivos com carga viral detectável (CVD) e 32 

doadores de sangue saudáveis (controle). Deste total amostral coletado, utilizou-se 

aleatoriamente amostras de alguns pacientes e controles para executar a citometria de fluxo, o 

estímulo em cultura e a quantificação de AnxA1 no plasma, tal como descrito abaixo. 

 Para integrar o grupo controle, foram incluídos doadores de sangue de ambos os sexos, 

maiores de 18 anos, que apresentavam resultados negativos para o HIV-1, sífilis, vírus T-

linfotrópicos humano (HTLV), hepatites B/C e doença de Chagas. Foram excluídos do grupo 

doadores em uso de corticosteroides, ou que apresentavam qualquer tipo de câncer ou doenças 

autoimunes. O grupo CVD incluiu pacientes infectados pelo HIV-1 com carga viral 

detectável, que nunca realizaram a HAART ou que estavam sem tratamento (por abandono ou 

dificuldades na adaptação aos efeitos colaterais) a pelo menos 2 anos e que não estavam sob o 

uso de corticosteroide. O grupo CVND consistiu de pacientes infectados pelo HIV-1 em 

HAART regular por pelo menos seis meses, com carga viral não detectável e sem uso de 

corticosteroide. Foram excluídos dos grupos HIV-1 positivos indivíduos que haviam realizado 

transfusão de sangue recente e que apresentavam outras doenças não relacionadas ao HIV-1. 

As mulheres grávidas foram excluídas de todos os grupos. 

Para a realização dos experimentos coletou-se 18 mL de sangue periférico utilizando 

tubos BD Vacutainer® contendo os anticoagulantes heparina ou EDTA de todos os 

indivíduos integrantes dos grupos acima citados. 

As informações presentes nos prontuários e os exames laboratoriais também foram 

analisados para posterior correlação com os resultados experimentais. A descrição das 

características principais dos indivíduos HIV-1 positivos encontram-se na tabela 2 e 3. 
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4.2 Determinação do perfil transcricional de ANXA1, FPR1, FPR2/ALX e FPR3  

 

Amostras de sangue total foram coletadas de 56 pacientes HIV-1 positivos do grupo 

CVND, 21 pacientes HIV-1 positivos do grupo CVD e 31 doadores saudáveis do grupo 

controle. O RNA total foi extraído utilizando o método Trizol LS Reagent (Life Technologies, 

EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. O RNA extraído foi quantificado em 

espectrofotômetro de alta sensibilidade Nanodrop ND-1000 3.5.2 (NanoDrop Technologies) a 

260nm e 280nm. Analisou-se a qualidade do RNA por eletroforese em gel de agarose 1,5% 

corado com brometo de etídio 0,5 µg/mL, submetido à voltagem de 100 volts por 

aproximadamente 50 minutos em tampão TBE (Tris-borato 45 mM, pH 8,3 e EDTA1 mM). 

Após a resolução do gel, o perfil eletroforético foi visualizado em luz UV e documentado no 

sistema Digimage System (Major Science).  O DNA complementar (cDNA) foi gerado por 

transcrição reversa (MMLV, Life Technologies, EUA), utilizando 0,5 ug de RNA, de acordo 

com o protocolo do fabricante. RT-qPCR foi realizada em um ABI PRISM 7300 (Applied 

Biosystems, EUA) utilizando TaqMan PCR Master Mix Universal para quantificar os níveis 

de RNAm de ANXA1, FPR1, FPR2/ALX e FPR3. O volume da reação foi de 12 ul, incluindo 

6 ul de Master Mix (Applied Biosystems, EUA), 5 ul de cDNA molde, 0,2 ul de sonda e 0,8 

ul de água. Foram utilizadas as seguintes sondas: ANXA1: Hs00167549_m1, FPR1: 

Hs04235426_s1, FPR2/ALX: Hs02759175_s1, FPR3: Hs01574392_m1, e gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase GAPDH: Hs03929097_g1 (Applied Biosystems, EUA) foi utilizado 

como o controle endógeno. As condições de amplificação foram de 50°C durante 2 min, 95°C 

durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15s e 60°C durante 1 min. Todas as 

reações foram realizadas em duplicata. A expressão dos transcritos dos genes alvo foi 

normalizada com o endógeno GAPDH, e a quantificação relativa realizada usando o método 

2-ΔΔCt, usando o grupo de controle como calibrador. 

 

4.3  ELISA in-house para detecção Anexina A1 humana 

 

Os níveis da proteína AnxA1 foram determinados em amostras de plasma de 9 pacientes 

do grupo CVND, 8 pacientes do grupo CVD e 16 doadores do grupo controle, utilizando o 

ensaio ELISA quantitativo in-house. Resumidamente, o anticorpo de captura (anticorpo 

policlonal de coelho anti-Anexina A1, Nuvem-Clone Corp., Houston, TX, EUA) foi diluído 

para uma concentração final de 10 ug/mL em tampão de bicarbonato, pH 9,6 e incubado 

overnight a 4 ºC. O bloqueio foi realizado utilizando uma solução de tampão fosfato salino 
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(PBS) a 2% de BSA durante 1 h a 37 ºC. A proteína recombinante humana AnxA1 (Nuvem-

Clone Corp) foi utilizada para produzir uma curva padrão entre 0 e 3200 pg/mL. Amostras de 

plasma e padrões foram analisadas em duplicata em placas de ELISA de 96 poços, e foram 

incubadas overnight a 4 ºC. Anticorpo policlonal anti-AnxA1 conjugado à biotina (Nuvem-

Clone Corp) foi utilizado para detecção (concentração final 2ug/mL em PBS/Tween-20, pH 

7,4) com incubação durante 1 h a 37ºC. Em seguida incubou-se a estreptavidina conjugada 

com peroxidade (HRP 1: 500, GE Healthcare) durante 30 min. Por fim, a reação foi incubada 

com o substrato TMB (BD Bioscience) durante 15 min à temperatura ambiente, e as amostras 

foram quantificadas em um leitor de placas (Thermo Placa) no comprimento de onda de 450 

nm. 

 

4.4 Citometria de Fluxo para detecção de AnxA1, FPR1, FPR2/ALX e FPR3 em 

leucócitos de sangue periférico 

 

Para realização do ensaio de Citometria de Fluxo realizou-se inicialmente a lise de 

hemácias presentes em alíquotas de 100ul de sangue total de 9 pacientes do grupo CVND, 8 

pacientes do grupo CVD e 7 controles saudáveis, utilizando a solução BD Pharm Lyse (BD 

Biosciences, EUA) de acordo com protocolo do fabricante. 

 Para os ensaios diretos, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais (mAbs) 

identificadores de superfície celular específicos para leucócitos humanos: linfócitos [anti-CD3 

(AF647), anti-CD4 (PE), anti-CD8 (PE/CY7)), monócitos (anti-CD14 (PE ou PE/CY7), anti-

CD16 (AF647)] e granulócitos [anti-CD66b (PerCP/Cy5.5)]. Para a identificação de células 

dendríticas circulantes totais [células dendríticas mielóides (CD11c+ CD123low) e células 

dendríticas linfóides (CD11c-CD123hi)] foi utilizado o ensaio de 3 cores com base em 

descrições da BD Bioscience.Para isso, utilizou-se os seguintes marcadores: células 

dendríticas [coquetel anti-Lin1 FITC (contendo anti-CD3, CD14, CD16 , CD19, CD20 e 

CD56)], anti-HLA (PE/CY7), anti-CD11c e anti-CD123 (AF647) (BioLegend, San Diego, 

CA, EUA).  

Além da marcação de superfície para a identificação dos tipos celulares, realizou-se a 

marcação de FPR1 (anti-FPR1 FITC), FPR2/ALX (anti-FPR2/ALX PE), FPR3 (anti-FPR3 

PE) e AnxA1 (anti-AnxA1 FITC) na superfície destas mesmas células. Para a identificação da 

AnxA1 utilizou-se o ensaio indireto onde as células foram marcadas nas mesmas condições 

com o anticorpo primário anti-AnxA1 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e anticorpo 
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secundário conjugado ao isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Life Technologies, Carlsbad, 

CA, EUA).  

Para a identificação intracelular da AnxA1, as células foram permeabilizadas após 

marcação extracelular utilizando 200ul de BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, EUA) 

durante 20 min, e realizado a marcação indireta como anteriormente descrito.  

As células também foram marcadas com anticorpos Isotype Control adequados. Para 

cada tubo, 60.000 eventos correspondentes aos leucócitos viáveis foram adquiridos no 

citômetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). As análises das 

subpopulações celulares foram realizadas de acordo com a estratégia de gating distintas 

(Apêndice A) usando o software FlowJo 7.6.5 (TreeStar Inc, Ashland, OR, EUA). Os dados 

foram apresentados como percentagem do valor absoluto de subpopulações de células e 

mediana da intensidade de fluorescência de marcadores específicos. A mediana da intensidade 

de fluorescência (MIF) determina a densidade de receptores e/ou a concentração da proteína 

encontradas  nas células avaliadas. 

 

4.5 Cultura e estímulos de células mononucleares de sangue periférico 

 

Amostras de sangue total foram coletadas com anticoagulante heparina para realizar a 

separação de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de 9 pacientes do grupo 

CVND, 8 pacientes do grupo CVD e 7 controles saudáveis. A separação de PBMC foi 

realizada utilizando a solução Ficoll-Paque PREMIUM (GE Healthcare, Milwaukee, WI, 

EUA), de acordo com as descrições do fabricante. Após a separação, foram plaqueadas 1 x 

105 células em meio de cultura RPMI1640 (Cell) contendo 0,1% de antibiótico gentamicina 

em duplicata em placas de 24 poços e incubadas a 37°C, a 5% de CO2 durante 2 horas, para 

estabilização da cultura e produção natural de seu perfil de citocinas. As células foram 

estimuladas com as seguintes moléculas: o peptídeo funcional N-terminal da AnxA1, Ac2-26 

(A, 20μM, como padronizado em ensaio piloto),na presença ou ausência de incubação prévia 

durante 30 min com os seguintes antagonistas de FPRs: BOC2 (B, 10 μM, bloqueador de  

FPR1 e FPR2/ALX) e WRW4 (W, 10 μM, bloqueador de FPR2/ALX e FPR3). A incubação 

com Ac2-26 foi mantida durante 3,5 h, e o sobrenadante da cultura foi coletado para a 

quantificação e determinação do perfil de citocinas. Como controle negativo, utilizou-se 

células incubadas somente em meio de cultura RPMI1640 contendo 0,1% de antibiótico 

gentamicina.  
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4.6 Cytometry Bead Array (CBA) para detecção de citocinas em culturas de PBMCs 

 

Para avaliar a possível ação anti-inflamatória da AnxA1 frente ao contexto da infecção 

pelo HIV-1, por meio do kit BD™ CBA Human Inflammatory Cytokines, quantificou-se em 

pg/mL os níveis das seguintes citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura de PBMCs: 

interleucina-8 (IL-8), interleucina-1β (IL-1β), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), 

fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina-12p70 (IL-12p70). Resumidamente, 

incubaram-se amostras e citocinas recombinantes humanas (curva padrão) durante 3 horas à 

temperatura ambiente com uma suspensão de esferas de captura e o reagente de detecção 

conjugado à ficoeritrina (PE). Após a incubação, a mistura foi lavada e as amostras adquiridas 

no citômentro de fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences, EUA). A obtenção dos níveis de 

citocinas presentes nos sobrenadantes foi realizada utilizando o software FCAP (BD 

Biosciences, EUA). 

 

4.7 Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0. 

Inicialmente o teste de normalidade dos dados (Komolgorov-Smirnov) foi realizado e em 

seguida foram aplicados testes paramétricos para variáveis com distribuição normal e testes 

não paramétricos para variáveis sem distribuição normal. Os testes utilizados foram ONE-

Way ANOVA, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Fisher, teste t não-pareado e para 

significância o intervalo de confiança (CI) de 0,95 e p <0,05 foram considerados. Além disso, 

as correlações entre os dados clínicos obtidos a partir da análise dos prontuários médicos 

(carga viral, contagem de CD4 e histórico de doenças oportunistas) e dados laboratoriais 

foram determinadas. Para dados paramétricos e não paramétricos foram utilizadas as 

correlações de Spearman e Pearson, respectivamente, e os resultados foram descritos como 

coeficientes de correlação e valores de p. 
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5. RESULTADOS 
 

5.1 Caracterização dos pacientes infectados pelo HIV-1 

 

As principais características clínicas e laboratoriais dos pacientes infectados pelo HIV-

1, com base em dados obtidos de prontuários médicos, estão resumidas nas tabelas 2 e 3. A 

tabela 2 descreve a idade dos pacientes e o tempo de diagnóstico da infecção pelo HIV-1. O 

grupo CVND apresentou tempo de diagnóstico significativamente maior comparado ao grupo 

CVD. Em relação à duração do tratamento, todos os pacientes do grupo CVND encontravam-

se sob uso regular de HAART. Além disso, a média de duração do tratamento desses 

pacientes foi de aproximadamente seis anos, um período relevante para avaliar o desempenho 

da HAART. Com relação aos níveis de carga viral detectados no grupo CVD, todos os 

pacientes apresentaram carga viral ativa, com grande variabilidade entre os pacientes (média 

= 292.500 ± 641.600 desvio padrão). Na avaliação da contagem de células CD4+ o grupo 

CVND apresentou níveis significativamente mais elevados comparados ao grupo CVD. 

Nenhuma diferença foi observada na contagem de células CD8+, embora o grupo CVND 

tenha apresentado maiores níveis da relação CD4 / CD8 quando comparado ao grupo CVD. 
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Tabela 2. Características clínicas e laboratoriais dos pacientes infectados pelo HIV-1 com 

carga viral detectável (CVD) e não detectável (CVND). 

 CVND 
n = 56 

CVD 
n = 23 

 

Características dos 
Pacientes 

n 
Média ± DP 
(Min-Max) 

N 
Média ± DP 
(Min-Max) 

Valor de p 

Idade (anos) 56 
42.12 ± 6.35 

(26 – 58) 
23 

35.39 ± 11.68 
(17 – 57) 

0.002** 

Tempo de diagnostic 
(anos) 

56 
8.48 ± 5.90 
(0.25 – 21) 

21 
4.39 ± 5.91 

(0 – 17) 
0.002** 

Tempo de HAART 
regular (anos) 

54 
6.52 ± 4.73 
(0.33 – 17) 

23 - - 

Carga Viral 
(cópias/mL) 

56 - 23 
292500 ± 
641600 

(40 – 2407000) 
- 

Leucócitos 
(células/mm3) 

38 
5943 ± 1184 

(4200 – 8600) 
21 

4710 ± 1503 
(2000 – 7400) 

0.001** 

CD4 (células/µl) 56 
630.7 ± 264.3 
(73.49 – 1283) 

23 
322.3 ± 247.3 

(2 – 848) 
<0.0001*** 

CD8 (células/µl) 56 
1017 ± 381.8 
(322 – 2156) 

23 
1398 ± 1012 
(65 – 3363) 

0.262 

CD4/CD8 56 
0.72 ± 0.41 

(0.08 – 1.74) 
23 

0.27 ± 0.21 
(0.03 – 0.81) 

<0.0001*** 

DP = Desvio Padrão; HAART = terapia antirretroviral altamente ativa; CD4 = linfócitos T 
CD4+; CD8 = linfócitos T CD8+; CD4/CD8 = razão entre linfócitos T CD4 + e linfócitos T 
CD8 +. * P <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 

 

A tabela 3 apresenta o histórico de doenças oportunistas nos grupos infectados pelo 

HIV-1 e a classificação dos níveis de CD4. O grupo CVD (78,3%) apresentou percentual 

significativamente maior de acometimentos por doenças oportunistas entre seus membros 

quando comparado ao grupo CVND (41,1%). Entre as doenças oportunistas em curso, o 

grupo CVD (43,5%) apresentou maior incidência comparada ao grupo CVND (8,9%) e a 

tuberculose, sífilis, citomegalovírus e herpes foram as doenças mais comuns encontradas entre 

os pacientes. Quanto à contagem de células CD4+, o grupo CVD apresentou maior percentual 

de pacientes com CD4 <200 (30,4%, p <0,001), enquanto que o grupo CVND apresentou 

CD4> 500 em 73,2% dos pacientes (p <0,0001). É importante notar que todos os pacientes do 

grupo CVND estavam sob regime regular de HAART. 

 

 

 



35 

 

 

Tabela 3. Histórico de doenças oportunistas e contagem de CD4 de pacientes HIV-1 positivos 

com carga viral detectável (CVD) e não detectável (CVND). 

 
CVND 
n = 56 

CVD 
n = 23 

 

VARIÁVEIS N % n % Valor de p 

Histórico de Doenças 
Oportunistas 

23 41.1 18 78,3 <0.005** 

Doenças Oportunistas em Curso 5 8.9 10 43.5 <0.0001*** 

Toxoplasmose 1 1.8 2 8.7 0.2016 

Criptococcose 0 0 0 0 - 

Pneumocistose 1 1.8 0 0 1.0000 

Citomegalovirus 0 0 2 8.7 0.0821 

Herpes 3 5.3 3 13.0 0.3496 

Sífilis 0 0 1 4.3 0.2911 

Tuberculose 0 0 2 8.7 0.0821 

Doenças Oportunistas Tratadas 18 32.1 8 34.8 1.0000 

Toxoplasmose 9 16.1 1 4.3 0.2659 

Criptococcose 2 3.6 0 0 1.0000 

Pneumocistose 4 7.1 1 4.3 1.0000 

Citomegalovírus 1 1.8 2 8.7 0.2016 

Herpes 1 1.8 3 13.0 0.0719 

Sífilis 2 3.6 4 17.4 0.0562 

Tuberculose 6 10.7 1 4.3 0.6666 

CD4<200 1 1,8 7 30.4 <0.0001*** 

CD4 200-499 14 25 10 43.8 0.1857 

CD4>500 41 73.2 6 26.1 <0.0001*** 

CD4 = Linfócitos T CD4+. Teste exato de Fisher. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 

 

5.2. Determinação do perfil transcricional de ANXA1, FPR1, FPR2/ALX, FPR3  

  

As análises da expressão transcricional de ANXA1, FPR1, FPR2/ALX e FPR3 não 

revelaram diferenças significativas para os genes ANXA1 e FPR1 entre os grupos infectados 

e controle, embora o grupo CVD tenha uma ligeira diminuição da expressão de FPR1 quando 

comparado aos demais grupos (Figuras 4a e 4b). Em relação ao gene FPR2/ALX, o grupo 

CVND apresentou níveis de RNAm duas vezes mais baixos do que o observado no grupo 

controle (p <0,001), enquanto que o grupo CVD apresentou nível uma vez mais baixo 

comparado ao controle (Figura 4c). Para o gene FPR3, o grupo CVND apresentou níveis 
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cinco vezes mais elevados (p <0,001) e o grupo CVD níveis quatro vezes mais elevados (p 

<0,01) em relação ao controle (Figura 4d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Expressão relativa de RNAm de ANXA1 e FPRs em sangue total. Expressão 
relativa de RNAm de ANXA1 (a), FPR1 (b), FPR2/ALX (c) e FPR3 (d) dos grupos HIV+ 
CVND (carga viral não detectável), HIV+ CVD (carga viral detectável) e controle. Os níveis 
de transcrição foram normalizados com o gene GAPDH e calibrados com o grupo controle.    
* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 

 

5.3 ELISA in-house para detecção Anexina A1 humana 

A quantificação dos níveis plasmáticos de AnxA1 detectados pelo método de ELISA 

in-house, demonstraram que a presença do vírus ativo encontrado no grupo CVD foi 

significativamente associada aos níveis plasmáticos de AnxA1 quando comparados aos 

grupos CVND e controle (p <0,01) (Figura 5). 
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Figura 5: Níveis de AnxA1 detectados no plasma. Níveis de AnxA1 detectados em pg/mL 
no plasma dos grupos HIV+ CVND (carga viral não detectável), HIV+ CVD (carga viral 
detectável) e controle. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 

  

5.4 Análise de correlação entre expressão transcricional de FPR3, ANXA1, níveis 

plasmáticos de AnxA1, contagens de CD4, carga viral e histórico de doenças 

oportunistas  

Observou-se correlação negativa significativa entre carga viral e contagem de CD4 (n 

= 23, grupo CVD, r = -0,5174), assim como entre contagem de CD4 e presença de doenças 

oportunistas [n = 79 (CVD grupo n = 23, CVND Grupo n = 56), r = -0,3361]. Curiosamente, 

encontrou-se ainda uma correlação positiva entre a carga viral e os níveis plasmáticos de 

AnxA1 [n = 17 (grupo CVD n = 8, grupo CVND n = 9), r = 0,7823], enquanto uma correlação 

inversa entre contagem de CD4 e níveis plasmáticos de AnxA1 [n = 17 (grupo CVD n = 8, 

grupo CVND n = 9), r = -0,7273]. Correlações positivas entre os níveis transcricionais de 

FPR3 e ANXA1 [n= 77 (grupo CVD n=21, grupo CVND n=56), r=0.5068], e com a presença 

de doenças oportunistas [n= 77 (grupo CVD n=21, grupo CVND n=56); r=0.20] também 

foram detectadas (Tabela 4). 
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CV = carga viral, DO = doenças oportunistas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
 

* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 
 
 
5.5 Análise de Citometria de Fluxo para detecção de AnxA1, FPR1, FPR2/ALX e FPR3 

em leucócitos de sangue periférico 

Avaliando a presença de AnxA1, FPR1, FPR2/ALX e FPR3 em linfócitos T CD4+ 

observamos que os grupos CVND e CVD demonstram tendência de aumento do percentual de 

células T CD4+/AnxA1+, bem como um aumento na concentração desta AnxA1 associado à 

superfície celular, com resultado significativo para o grupo CVD comparado ao grupo 

controle p <0,01 (Figuras 6a, 6b). 

Para a concentração de AnxA1 intracelular presente em linfócitos T CD4+, o grupo 

CVND apresentou níveis significativamente maiores que o grupo CVD (p <0,05). Por outro 

lado, o grupo CVD exibiu tendência de diminuição da AnxA1 intracelular (Fig. 6c). 

Observou-se também que os grupos infectados pelo HIV-1 apresentaram percentual 

aumentado de células T CD4+/FPR1+ e células T CD4+/FPR2/ALX+. Entretanto, o grupo 

CVND apresentou o percentual mais significativo em relação ao controle (p <0,01 e p <0,05, 

respectivamente) (Figuras 6d, 6f). Ao mesmo tempo, a densidade de FPR1 na superfície das 

células T CD4+ tiveram níveis significativamente mais elevados no grupo CVD em 

comparação ao controle (p <0,05) (Figura 6e). 

Por outro lado, não foram observadas diferenças no percentual de células T 

CD8+/AnxA1+ (Fig. 6h). A concentração de AnxA1 foi significativamente maior no grupo 

CVD em relação ao controle (p <0,01) (Fig. 6i). Entretanto, os níveis de AnxA1 intracelular 

nessas células foram maiores no grupo CVND quando comparados aos grupos controle e 

CVD (p <0,05) (Figura 6j). Somente o grupo CVD apresentou maior percentual de células T 

CD8+/FPR1+ (Fig. 6k), mas a densidade de FPR1 nestas células foi significativamente maior 

no grupo CVND quando comparado aos grupos controle e CVD (p <0,05) (Figura 6l). Ambos 

 
CD4 

Níveis de AnxA1 no 
plasma 

FPR3 

(qPCR) 

CV -0.51* 0.78** - 

CD4 - -0.72** - 

DO -0.33** - 0.20* 

ANXA1 (qPCR) - - 0.50*** 

 

Tabela 4. Coeficientes de correlação de Spearman, Pearson e seus valores de p entre os dados 

laboratoriais: carga viral (CV), linfócitos T CD4 +, doenças oportunistas (DO), expressão 

transcricional de ANXA1, FPR3 e níveis plasmáticos de AnxA1. 
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os grupos CVND e CVD tenderam a apresentar um percentual aumentado de células T 

CD8+/FPR2/ALX+ (Fig. 6m), porém suas densidades nestas células não diferiram (Fig. 6n). 
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Figura 6: Citometria de fluxo exibindo o percentual e/ou a mediana da intensidade de 
fluorescência de células T CD4+ e CD8+ expressando AnxA1 e FPRs. Citometria de fluxo 
de leucócitos de sangue periférico de dadores saudáveis (controle), pacientes HIV-1 positivos 
com carga viral não detectável (CVND) e detectável (CVD). Percentual (%) de células T 
CD4+ expressando AnxA1 (a), FPR1 (d) e FPR2 / ALX (f) na superfície. Mediana da 
intensidade de fluorescência (MIF) de AnxA1 (b), FPR1 (e), FPR2/ALX (g) na superfície e 

 



41 

 

 

AnxA1 intracelular (c). Percentual de células T CD8+ expressando AnxA1 (h), FPR1 (k) e 
FPR2/ALX (m) na superfície. Mediana da intensidade de fluorescência (MIF) de AnxA1 (i), 
FPR1 (l) e FPR2/ALX (n) na superfície e AnxA1 intracelular (j). Os dados estão expressos 
como médias ± DP. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 

 

Para descrever o perfil das diferentes subpopulações de monócitos na presença deste 

contexto infeccioso induzido pelo HIV-1, foram utilizados anticorpos anti-CD14 e anti-CD16 

para análise de citometria de fluxo. Ambos os grupos CVND e CVD apresentaram uma 

tendência de maior percentual de monócitos com perfil intermediário (CD14++/CD16+), 

conforme observado na figura 7a. 

Considerando que a população de monócitos intermediários foi mais frequente entre 

os grupos infectados pelo HIV-1, avaliou-se a expressão de AnxA1, FPR1, FPR2/ALX e 

FPR3 nesta população celular. O percentual de monócitos CD14++/CD16+/AnxA1+ 

apresentou tendência a diminuição no grupo CVND (Figura 7b), enquanto a concentração da 

AnxA1 ligada à superfície celular  aumentou nos grupos CVND e CVD (Figura 7c), que 

foram significativamente diferente comparados ao controle (p<0,05 e p<0,01, 

respectivamente). Os níveis de AnxA1 intracelular foram significativamente maiores no grupo 

CVND quando comparado ao controle (p <0,05) (Figura 7d). Não houve diferença 

significativa no percentual de monócitos CD14++/CD16+ expressando FPR1 e FPR2/ALX, 

assim como na densidade destes receptores entre os grupos (Figuras 7e, 7f, 7g, 7h). Contudo, 

o percentual de monócitos CD14++/CD16+/FPR3+ foi significativamente maior no grupo 

CVD em comparação aos grupos CVND e controle (p <0,001) (Figura 7i). Um ligeiro 

aumento nos níveis de FPR3 nestas células foi também observado no grupo CVND (Figura 

7j). 

A expressão de FPR3 também foi investigada em células dendríticas circulantes totais. 

O grupo CVD apresentou um aumento significativo no percentual de células dendríticas que 

expressam FPR3 (Figura 7k), enquanto que ambos os grupos CVND e CVD apresentaram alta 

densidade deste receptor na superfície celular (p <0,05 e p <0,01, respectivamente) (Figura 

7l). 
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Figura 7: Análises de citometria de fluxo de subpopulações de monócitos e de células 
dendríticas. Análises de citometria de fluxo determinando a expressão de AnxA1, FPR1, 
FPR2/ALX e FPR3 em monócitos e FPR3 em células dendríticas de doadores saudáveis 
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(controle), pacientes HIV-1 positivos com carga viral não detectável (CVND) e HIV-1 
positivos com carga viral detectável (CVD). Avaliação das subpopulações de monócitos: 
clássicos (CD14++CD16-), intermediários (CD14++CD16+) e não clássicos 
(CD14+CD16++) (a). O percentual de monócitos CD14++CD16+ expressando AnxA1 (b), 
FPR1 (g), FPR2/ALX (e) e FPR3 (i) na superfície. Mediana da intensidade de fluorescência 
(MIF) de AnxA1 (c), FPR1 (f), FPR2/ALX (h) e FPR3 (j) na superfície e ANXA1 intracelular 
(d). O percentual de células dendríticas expressando FPR3 (k) na superfície e mediana da 
intensidade de fluorescência (MFI) de FPR3 (l) na superfície. Os dados foram expressos como 
médias ± DP. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 

 

A expressão de FPRs e AnxA1 também foi avaliada em granulócitos CD66b+. Não 

houve diferença estatisticamente significante no percentual de granulócitos CD66+/AnxA1+  

entre os grupos (Figura 8a), porém o grupo CVD apresentou aumento significativo na 

concentração de AnxA1 ligado à superfície celular em comparação aos outros grupos (p 

<0,05) (Figura 8b). Os níveis de AnxA1 intracelular foram maiores no grupo CVND 

comparado aos grupos CVD e controle (Figura 8c). Em relação à expressão de FPR1, o grupo 

CVD apresentou percentual significativamente menor em relação aos grupos CVND e 

controle (p <0,001) (Figura 8d), no entanto, não houve diferença na densidade desse receptor 

entre os grupos (Figura 8e). Na avaliação da expressão de FPR2/ALX em granulócitos 

CD66+, ambos os grupos HIV-1+ apresentaram diminuição significativa no seu percentual (p 

<0,05) (Figura 8f), porém o grupo CVD demonstrou aumento significativo na densidade de 

FPR2/ALX nestas células quando comparado ao controle (p <0,05) (Figura 8g). 
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Figura 8: Análise de Citometria de Fluxo exibindo o percentual e/ou mediana da 
intensidade de fluorescência de granulócitos expressando AnxA1 e FPRs. Citometria de 
fluxo de leucócitos de sangue total de doadores saudáveis (Controle), pacientes HIV-1 
positivos com carga viral não detectável (CVND) e HIV-1 positivos com carga viral 
detectável (CVD). Percentual de granulócitos CD66b+ expressando AnxA1 (a), FPR1 (d) e 
FPR2/ALX (f) na superfície. Mediana da intensidade de fluorescência (MIF) de AnxA1 (b), 
FPR1 (e) e FPR2/ALX (g) na superfície e AnxA1 intracelular (c). Os dados foram expressos 
como médias ± DP. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 
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5.6 Cultura e estímulos de células mononucleares de sangue periférico 

 

Para avaliar o papel funcional da sinalização externa da AnxA1 em PBMC de 

indivíduos dos grupos CVND, CVD e controle, estímulos foram realizados utilizando o 

peptídeo funcional  da AnxA1, o Ac2-26, e os antagonistas de FPRs, BOC-2 e WRW4. 

Houve aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias, sobretudo IL-8, IL-6 e TNF-α, 

após o estímulo com Ac2-26 em todos os grupos (figuras 9a, 9b, e 9c). Os níveis basais de 

produção de IL-8 foram significativamente maiores nos grupos CVND e CVD quando 

comparados ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) e sua liberação foi 

significativamente exacerbada após o estímulo com Ac2-26 em todos os grupos, 

especialmente nos grupos CVND e CVD em comparação ao controle (p<0,05 e p<0,01, 

respectivamente) (figura 9a). Após o bloqueio preferencial de FPR2/ALX e bloqueio parcial 

de FPR1 por meio do estímulo com BOC-2, observou-se diminuição significativa na 

produção de IL-8 quando comparado ao estímulo com Ac2-26 (p<0,01). O bloqueio de 

FPR2/ALX e FPR3 por WRW4 levou a um ligeiro aumento desta citocina em relação ao 

estímulo com Ac2-26. Contudo, este aumento na produção de IL-8 pelo antagonista WRW4 

foi significativamente mais elevado nos grupos CVND e CVD em comparação ao controle (p 

<0,05 e p <0,01, respectivamente) (Figura 9a). 

A produção de IL-6 também foi detectada em condições basais entre os grupos, mas 

níveis mais elevados foram observados em grupos HIV-1 positivos, especialmente no grupo 

CVD. Além disso, após os estímulos Ac2-26, os níveis de IL-6 foram fortemente aumentados 

em todos os grupos e significativamente diferentes entre os grupos infectados pelo HIV-1 e 

entre os grupos CVD e controle (p <0,05 e p <0,01, respectivamente). Após o bloqueio por 

BOC-2 ou WRW4, a produção de IL-6 foi ligeiramente diminuída em todos os grupos, mas 

com uma redução significativa no CVND em comparação com o grupo CVD sob bloqueio 

WRW4 (p <0,05) (Figura 9b). Da mesma forma, a produção de TNF-α também aumentou 

após os estímulos Ac2-26, com diferenças significativas entre os controles (p <0,05) e entre 

CVD versus controle (p <0,05), seguido de uma pequena diminuição após o bloqueio com 

BOC-2 ou WRW4. A ação de BOC-2 demonstrou-se ligeiramente mais eficaz do que WRW4 

(Fig. 9c). 
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Figura 9: Perfil de citocinas determinado por Cytometry Bead Array (CBA) frente aos 
estímulos com agonistas e antagonistas de FPRs. Ensaio de CBA (pg/mL) para a detecção 
de IL-8 (a), IL-6 (b) e TNF-a (c) no sobrenadante de cultura de PBMC de doadores saudáveis 
(controle), pacientes HIV-1 positivo com carga viral não detectável (CVND) e pacientes HIV-
1 positivo com carga viral detectável (CVD), após estímulo com Ac2-26 e antagonistas de 
FPRs. Meio de cultura (Meio); Ac2-26 (A); BOC-2 (B); WRW4 (W). Os dados foram 
expressos como médias ± DP. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 
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6.  DISCUSSÃO 
 

O polêmico cenário imunológico desencadeado pela infecção pelo HIV-1, o qual é 

marcado pela depleção de células T CD4+ e intensa imunoativação sistêmica, eventos críticos 

para a progressão e desenvolvimento da AIDS, ainda encontra-se sob intensa investigação 

(APPAY; SAUCE, 2008). Neste estudo, descrevemos pela primeira vez o envolvimento dos 

FPRs e AnxA1 durante a ativação celular desencadeada pela infecção pelo HIV-1. 

Observamos que o vírus é capaz de modular a translocação da AnxA1 com maior liberação 

para a membrana e meio extracelular em leucócitos de sangue periférico, que juntamente com 

sua sinalização externa exacerba a inflamação sistêmica e crônica neste cenário infeccioso. 

Além disso, a detecção do vírus circulante parece induzir alterações significativas nos FPRs 

de maneira célula específica, com significante aumento de expressão de FPR3 em monócitos 

intermediários e células dendríticas e diminuição de FPR2/ALX em granulócitos 

possivelmente disfuncionais. A modulação dos receptores foi ainda associada a diferentes 

perfis funcionais. 

Nossos resultados foram obtidos de grupos heterogêneos de indivíduos que 

representam os dois principais perfis de pacientes infectados pelo HIV-1: pacientes HIV-1+ 

com carga viral detectável (CVD) sem HAART e pacientes HIV-1+ com carga viral não 

detectável (CVND) sob intenso e regular regime de HAART. Detectamos que aquele primeiro 

grupo foi marcado por contagens baixas de leucócitos, baixos níveis de células T CD4+, baixa 

relação CD4/CD8, e histórico significativo de doenças oportunistas (DO). Estes achados 

foram acompanhados por correlações significativas observadas entre CV, CD4 e DO, 

mostrando o curso natural da doença, com redução crônica da contagem de células T CD4+ 

nos pacientes sem tratamento (MAARTENS et al., 2014;  SIMON; HO; ABDOOL KARIM, 

2006). Esta reduzida contagem de células T CD4+ provavelmente foi condicionada pelo 

aumentando da carga viral que causa efeitos citopáticos direto e perda de células CD4+, uma 

característica crítica para o prognóstico dos pacientes. Contrariamente, observamos que o uso 

regular de HAART pode reduzir a carga viral, suprimir a replicação do vírus, aumentando a 

contagem de células T CD4+, diminuindo o aparecimento de doenças oportunistas e 

melhorando a condição geral dos pacientes do grupo CVND (SIMON et al., 2006).  

Frente a este intrigante paradoxo da resposta imune anti-HIV, assim como frente à 

descoberta de que o FPR2/ALX é um co-receptor alternativo do HIV-1 (COETZER et al., 

2011;  NEDELLEC et al., 2009;  SHIMIZU et al., 2008) nos levou a investigar, em 
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populações de leucócitos de sangue periférico, a influência do HIV-1 na expressão de FPRs e 

na translocação e função da AnxA1, a qual é intensamente descrita com papel anti-

inflamatório em outras condições patológicas (DALLI et al., 2012;  KAMAL; FLOWER; 

PERRETTI, 2005;  SUGIMOTO et al., 2016). Embora não tenham sido detectadas alterações 

nos níveis de transcrição de ANXA1 entre os grupos, observou-se a liberação desta proteína 

para o meio extracelular, a qual foi dependente da ativação celular induzida pelo HIV-1, 

provavelmente afetando o seu papel funcional (PERRETTI et al., 2000;  PERRETTI et al., 

1996). Curiosamente, este comportamento específico foi um perfil comum em todos os tipos 

de células avaliadas sob a infecção pelo HIV-1. Portanto, acreditamos que a presença de 

ativação imune induzida pelo vírus ativo determinou a translocação da AnxA1, evidenciado 

por sua baixa concentração intracelular e maior detecção na superfície celular e no plasma de 

pacientes HIV-1 + do grupo CVD. Um perfil distinto e oposto foi verificado no grupo CVND, 

possivelmente mediado pela terapia antirretroviral efetiva, que apontou diminuição da 

liberação de AnxA1 para o meio extracelular, evidenciada pelos baixos níveis plasmáticos e 

níveis crescentes no compartimento intracelular. Além disso, embora HAART tenha um papel 

decisivo no prognóstico de pacientes HIV-1+, não foi capaz de redirecionar a condição 

imunológica geral do paciente para um perfil semelhante ao de indivíduos saudáveis. É 

importante notar que o grupo controle apresentou maior equilíbrio dos níveis de AnxA1 tanto 

no meio intracelular, como no meio extracelular e membrana. A correlação positiva entre os 

níveis plasmáticos de AnxA1 e a carga viral, bem como a correlação negativa entre os níveis 

plasmáticos de AnxA1 e a contagem de CD4+, sugerem uma dependência direta da presença 

de vírus ativos neste processo e associação com pior prognóstico para o paciente.  

Além da interferência na translocação de AnxA1, a infecção também modula seus 

receptores alvo, os FPRs. A interação dos FPRs com vários ligantes pró e anti-inflamatórios 

faz com que estes receptores adquiram a capacidade reguladora de múltiplas condições 

patológicas, incluindo a inflamação (KAO et al., 2014), os processos infecciosos (SHIMIZU 

et al., 2008) e a tumorigênese (CHEN et al., 2013;  GASTARDELO et al., 2014). Em nosso 

estudo, observamos que os FPRs foram modulados de forma célula específica, provavelmente 

ocasionando o comprometimento de diferentes populações celulares, com diferentes papéis 

funcionais dentro do sistema imunológico, particularmente no processo infeccioso. 

O papel dos FPRs nas populações de linfócitos ainda é pouco descrito. Assim, a 

expressão de FPRs em linfócitos T CD4+ foi caracterizada frente à infecção por HIV-1 e, 

embora uma depleção grave destas células tenha sido especialmente observada no grupo 

CVD, ambos os grupos HIV-1+ apresentaram um aumento no percentual de células que 
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expressam FPR1 e FPR2/ALX em comparação ao grupo controle, sugerindo que a modulação 

de ambos os FPRs é diretamente influenciada pela infecção viral. Curiosamente, o grupo 

CVND apresentou a maior expressão dos dois FPRs, indicando uma possível associação com 

a ação da HAART. Além disso, a densidade de FPR1 nas células T CD4+ foi extremamente 

superior ao FPR2/ALX. No grupo CVD isto foi acompanhado de perda da AnxA1 endógena,  

aumento da sua translocação para a membrana e liberação para o meio extracelular. 

Interessantemente, a literatura demonstrou o envolvimento da AnxA1 em três diferentes 

modelos de inflamação mediada por células T CD4+ confirmando que a deficiência de 

AnxA1 está associada com a exacerbação da inflamação dependente de células T (YANG, Y. 

H. et al., 2013). Sendo assim, sugerimos que, sob a infecção pelo HIV-1, a AnxA1 transloca 

para a superfície das células T CD4+, principalmente no grupo CVD, preferencialmente 

agindo via FPR1, apresentando um perfil pró-inflamatório.  

Interessantemente, foi demonstrado que a exportação de AnxA1 para a membrana 

plasmática externa de linfócitos apoptóticos co-localizados com fosfatidilserina é um requisito 

para a depuração eficiente de células apoptóticas, sugerindo um papel da AnxA1 como sinal 

apoptótico de células CD4+ para a atuação de fagócitos (ARUR et al., 2003). Portanto, a 

translocação de AnxA1 pode funcionar como um sinal apoptótico ativo quando combinada 

com células T CD4+ infectadas, permitindo a depuração de células apoptóticas mediadas por 

fagócitos, provavelmente explicando parte de sua grave depleção durante a progressão da 

doença. Este fato é ainda corroborado pelo comportamento oposto da expressão de FPRs em 

linfócitos T CD8+, que apresentou o maior percentual de expressão de ambos os receptores 

no grupo CVD e maior densidade de FPR1 no grupo CVND, provavelmente apoiando a 

expansão das células T CD8+ devido à presença de ambos os receptores. Portanto, 

levantamos a hipótese de que, sob alta carga viral, AnxA1 é secretada e se torna um sinal 

apoptótico quando o receptor FPR1 é altamente expresso. Assim, a presença de ambos os 

receptores pode estar associada à proliferação de células T, enquanto a depleção de FPR2 e 

expressão de FPR1 estão provavelmente relacionadas com sinais de morte.  

Nossos dados também demonstraram que a infecção pelo HIV-1 não apenas 

influenciou o perfil dos linfócitos, como também determinou a mudança do fenótipo dos 

monócitos, exibindo maiores níveis de monócitos intermediários CD14++CD16+ durante a 

infecção. Isto é corroborado pelo aumento das subpopulações de monócitos de 

CD14+CD16++ (não clássicos) e CD14++CD16+ (intermediários) em doenças 

cardiovasculares e inflamatórias e durante a infecção pelo HIV-1, sendo que a subpopulação 

de monócitos intermediários pode atingir 10-50% da população total de monócitos durante a 
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infecção pelo HIV-1 (CAMPBELL et al., 2014;  YANG, J. et al., 2014). Além disso, na 

infecção pelo HIV-1, a proporção desta subpopulação está diretamente relacionada aos níveis 

de viremia, ativação das células T (HLA-DR e CD38), aumento dos níveis de IL-6 e, portanto, 

está relacionado à pior prognóstico (CAMPBELL et al., 2014;  FUNDERBURG et al., 2012;  

YANG, J. et al., 2014). A literatura ainda demonstra que esta subpopulação de monócitos 

exibe altos níveis de CCR2 e CCR5, tornando-se não só mais suscetível à infecção pelo HIV-

1, mas também sustentando a replicação do vírus. Ao mesmo tempo, os monócitos 

intermediários apresentam atividade inflamatória significativa, que estão de acordo com os 

nossos resultados. Sabe-se também que monócitos expressando CD16+ têm um fenótipo 

imunológico mais maduro, que é consistente com o perfil de macrófagos, explicando 

parcialmente a sua capacidade de migrar e de se infectar (CAMPBELL et al., 2014).  

Investigando o perfil de FPRs nesta subpopulação de monócitos CD14++CD16+, 

observou-se que o HIV-1 não afetou os níveis de FPR1 e FPR2/ALX; no entanto, apresentou 

aumento significativo na expressão de FPR3. Esta alta expressão de FPR3 também ocorreu 

em células dendríticas circulantes, especialmente no grupo CVD. Estes achados também são 

corroborados pelo fato de que os monócitos CD16+ encontrados em níveis mais elevados nos 

grupos HIV-1 são os principais precursores de DCs na circulação (QU et al., 2014;  

RANDOLPH et al., 2002). Yang e colaboradores (2002) descreveram a expressão de FPR3 

em populações de monócitos, bem como em DCs derivadas destes monócitos. Além disso, os 

autores relataram que as DCs mantêm a expressão funcional deste receptor mesmo após a sua 

maturação, o que pode estar envolvido na regulação do tráfico de células durante a captura e 

processamento de antígenos na periferia, bem como na estimulação de células T durante a 

resposta imune (YANG, D. et al., 2002).  

Propomos que a mudança fenotípica da população de monócitos para um perfil mais 

inflamatório (CD14++CD16+) durante a infecção pelo HIV-1 possa estimular a expressão de 

FPR3, provavelmente atuando sobre o tráfico de células por meio da associação a ligantes 

endógenos disponíveis no microambiente (KAO et al., 2014). Sugerimos que os monócitos 

intermediários funcionam como reservatórios virais à medida que se tornam mais suscetíveis 

à infecção pelo HIV-1 devido ao aumento da expressão de CCR5 na superfície. Além disso, 

tanto os monócitos como as células dendríticas apresentam maior capacidade de migração 

tornando-se carreadoras da infecção, o que determinaria a disseminação do vírus e possível 

progressão da doença.  

Tem sido relatado que a AnxA1 presente nos exsudatos inflamatórios, bem como 

liberada pelas células apoptóticas, é capaz de sinalizar via FPR2/ALX presente em monócitos 
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direcionando-os para locais de inflamação e estimulando a depuração de células apoptóticas 

(MCARTHUR et al., 2015).  Além disso, um ligante de alta afinidade ao FPR3, o F2L 

(peptídeo acetilado de 21 aminoácidos derivado da região N terminal da proteína intracelular 

de ligação a heme, HEBP1), é altamente liberado após dano e morte celular (DEVOSSE et al., 

2011;  MIGEOTTE et al., 2005). Portanto, sugerimos que os monócitos intermediários que 

expressam FPR2/ALX são capazes de manter e provavelmente estimular a expressão de 

FPR3, que também pode estar envolvido na depuração de neutrófilos e células T CD4+ 

apoptóticos sob intensa replicação viral. Além disso, a liberação de F2L também pode 

contribuir para a expressão aumentada de FPR3 em monócitos intermediários e DCs, os quais 

podem estar envolvidos na tentativa de resolução da inflamação crônica, sugerindo outra 

atuação para estas células.  

A correlação positiva entre os níveis de transcrição de FPR3, a presença de doenças 

oportunistas e os níveis de transcrição de ANXA1, sustentam ainda mais os nossos resultados, 

sugerindo uma participação direta ou indireta de AnxA1 na ativação imune crônica e seu 

possível envolvimento como sinalizadora para clearance de células apoptóticas. A AnxA1 

pode ainda contribuir para eventos que culminam com a liberação de mais ligantes ativadores 

de FPR3. No entanto, sua associação com doenças oportunistas ainda precisa ser melhor 

avaliada. Não podemos descartar a possibilidade de ativação de FPR3 por produtos 

microbianos circulantes, no entanto, a associação com a perda de células T CD4+ é a hipótese 

mais plausível para explicar a predisposição dos pacientes à aquisição de infecções 

oportunistas.  

Durante o curso da infecção pelo HIV-1, os indivíduos tornam-se mais susceptíveis a 

infecções oportunistas devido à sua imunodeficiência grave. Os granulócitos, especialmente 

os neutrófilos, têm um papel importantíssimo na defesa imunológica contra infecções 

oportunistas, porém durante a patogênese do HIV-1, uma redução no número de granulócitos, 

perda de função e altas taxas de morte celular são observadas (DOBMEYER et al., 1995). É 

interessante notar que o papel anti-inflamatório de FPR2/ALX nos neutrófilos é bastante 

conhecido, o qual é regulado no sítio inflamatório para a resolução adequada da inflamação 

(NATHAN, 2006), porém a expressão dos FPRs nos granulócitos durante a infecção pelo 

HIV-1 ainda não foi explorado. Nesta investigação, avaliamos os perfis de expressão de FPR1 

e FPR2/ALX em granulócitos durante a infecção pelo HIV-1, o que revelou uma significativa  

diminuição de ambos os receptores no grupo CVD, enquanto que o grupo CVND apresentou 

níveis diminuídos apenas de FPR2/ALX. Estes achados são corroborados por outros estudos 

que demonstraram que o HIV-1 pode induzir disfunção de neutrófilos, especialmente em 
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pacientes com carga viral detectável (DOBMEYER et al., 1995). Isto ainda é reforçado por 

resultados que mostraram neutrófilos menos responsivos em indivíduos HIV positivos 

comparados a indivíduos HIV-1 negativos após a estimulação in vitro com N-formil-metionil-

leucil-fenilalanina (fMLP), um agonista de FPR1 (MOORE; HENDERSON; GAZZARD, 

1998).  

Portanto, FPR1 tem um papel extremamente importante na indução da migração de 

neutrófilos na defesa contra processos infecciosos (DORWARD et al., 2015). Assim, a perda 

parcial da sua expressão no grupo CVD pode prejudicar diretamente a migração dos 

neutrófilos para locais de inflamação e, portanto, os processos infecciosos não podem ser 

contidos durante a progressão da doença. Levando em consideração os perfis de expressão de 

FPRs em outras células imunes, podemos afirmar que a redução mais significativa nos níveis 

de transcrição de FPR2/ALX detectada em ambos os grupos HIV-1 positivos foi devido à 

intensa perda nos granulócitos. Portanto, sugerimos ainda que a expressão muito baixa de 

FPR2/ALX é capaz de prejudicar a resolução da inflamação, que pode ainda ser dependente 

da translocação de AnxA1 para o meio extracelular, explicando o perfil circulante 

inflamatório e a ativação crônica em indivíduos HIV-1 positivos. Além disso, observou-se 

que o grupo CVND não apresentou baixa expressão de FPR1, e também não apresentou alta 

concentração de AnxA1 na superfície. É possível que a ausência de partículas virais 

circulantes controladas pela terapia antirretroviral no grupo CVND não desencadeie a 

liberação de AnxA1 para o meio e também pode ter impedido a perda da expressão de FPR1, 

que sem estímulos virais não se internaliza. Esta hipótese é sustentada pelo fato de que a 

proteína do envelope gp41 do HIV-1 pode ativar especificamente o FPR1 (SU; GAO; et al., 

1999;  SU; GONG; et al., 1999), e após a ligação de um ligante específico de FPR1, a célula 

torna-se rapidamente não responsiva à estimulação subsequente, devido à internalização e 

dessensibilização do receptor. Além disso, a expressão de FPR1 nos leucócitos também pode 

servir como um marcador para a inflamação sistêmica (STOCKLEY et al., 1994). Nossos 

resultados são ainda corroborados por relatos que demonstram que a diminuição da carga viral 

controlada por HAART foi associada a uma recuperação parcial da função dos neutrófilos 

(MASTROIANNI et al., 1999).  

Além da caracterização de AnxA1 em várias populações celulares envolvidas na 

resposta imune contra o HIV-1, avaliou-se ainda qual seria o seu papel na sinalização 

extracelular por meio do estímulo de PBMCs com seu peptídeo funcional Ac2-26. Estudos 

têm demonstrado que AnxA1 aumenta a proliferação e ativação de células T in vitro, e ainda 

induz a diferenciação de células Th0 em fenótipo Th1 (D'ACQUISTO; MERGHANI; et al., 
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2007). Além disso, os monócitos e macrófagos são fontes importantes de AnxA1 endógena, 

que atua facilitando a fagocitose de células apoptóticas (D'ACQUISTO; PERRETTI; 

FLOWER, 2008). No entanto, o estímulo de macrófagos com AnxA1 recombinante ou seu 

peptídeo Ac2-26 inibe a liberação de prostanóides, a geração de superóxido e a fagocitose 

(D'ACQUISTO et al., 2008). O paradoxo entre a sinalização interna e externa de AnxA1 

coloca uma interrogação sobre como ocorre a sinalização da apoptose, que parece ser 

dependente da translocação de AnxA1. Dado os papéis distintos de AnxA1, nossos resultados 

demonstram que a estimulação com Ac2-26 induziu aumento significativo de citocinas 

inflamatórias (IL-8, IL-6 e TNF-α) em todos os grupos, incluindo os controles. No entanto, 

nos grupos HIV-1 positivos a inflamação torna-se extremamente exacerbada pela presença 

deste peptídeo. Quando o bloqueio de FPRs é feito com BOC-2 (bloqueio FPR1 ou FPR2 / 

ALX) ou WRW4 (bloqueio FPR2/ALX ou FPR3), observou-se uma redução significativa da 

produção de IL-8 frente ao antagonismo de BOC-2, mas não com WRW4. Isto sugere que 

uma maior liberação de IL-8 é modulada através de FPR1, o que justifica a quimiotaxia de 

neutrófilos na presença de IL-8 com aumento do perfil inflamatório mediado por FPR1 na 

ausência de antagonistas, tal como descrito em outro estudo (DORWARD et al., 2015). No 

entanto, o mesmo efeito não foi observado na produção de IL-6 e TNF-α com o uso de 

bloqueadores de FPRs, que apresentaram perfis semelhantes com uma ligeira redução sob 

estímulos dos antagonistas. Portanto, as vias de ativação para ambas as citocinas pró-

inflamatórias não são diretamente dependentes de FPRs, embora possam ser parcialmente 

moduladas sob a sinalização de AnxA1.  
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7. CONCLUSÃO 
 

Por meio deste estudo concluímos que: 

 A ativação imunológica desencadeada pelo vírus altera a translocação da Anxa1 com 

maior liberação para a superfície e meio extracelular em todos os tipos celulares 

avaliados, marcando sua possível participação na inflamação, ativação imunológica e 

na sinalização para clearance de células apoptóticas. 

 A presença do vírus ativo é capaz de modular a expressão dos FPRs de modo célula 

específica, com foco no aumento da expressão de FPR3 em monócitos de perfil 

intermediário e células dendríticas, assim como diminuição de FPR2/ALX em 

granulócitos possivelmente disfuncionais. 

 Houve mudança fenotípica de monócitos para um perfil intermediário que caracteriza 

um papel funcional mais inflamatório, e juntamente com as células dendríticas são 

apontados como possíveis reservatórios virais. 

 A sinalização externa induzida pelo peptídeo funcional da AnxA1 (Ac2-26) está 

associado à exacerbação da inflamação, com aumento da produção de IL-8, IL-6 e 

TNF-a. A produção de IL-8 é abortada pelo uso do bloqueador BOC-2, sugerindo 

sinalização via FPR1. 

Sendo assim, descrevemos, pela primeira vez, os efeitos da infecção pelo HIV-1 sobre a 

modulação de FPRs, a translocação de AnxA1 e a possível participação deste eixo de 

sinalização FPRs/AnxA1 na ativação celular desencadeada pela infecção e os impactos sob  

progressão da doença. Além disso, nossos resultados trazem evidências relevantes sobre a 

complexidade e a diversidade de fatores que podem estar contribuindo para a manutenção do 

paradoxo da resposta imune anti-HIV. 
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8. PERSPECTIVAS 
 

Dando continuidade ao estudo, pretende-se confirmar as principais hipóteses levantadas 

neste estudo, por meio de investigações baseadas na utilização da infecção in vitro.  
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APÊNDICE 
 

APÊNDICE A: Estratégia de Gating da Citometria de Fluxo. Gráficos representativos de 

um doador saudável (grupo controle) demonstrando a estratégia de gating utilizada para a 

análise de citometria de fluxo. As análises das subpopulações foram realizadas de acordo com 

estratégias de gating distintas utilizando o software FlowJo v7.6.5. Um limite de aquisição foi 

estabelecido de tal modo que quaisquer eventos indesejáveis tais como plaquetas, hemácias e 

debris celulares não fossem registados. A compensação espectral foi realizada e os quadrantes 

foram definidos utilizando Isotype control específicos. Em primeiro lugar, os leucócitos foram 

visualizados num gráfico de dispersão direta (FSC) versus dispersão lateral (SSC), pelo qual 

foram identificados três subpopulações de leucócitos: linfócitos, monócitos e granulócitos (a). 

Em seguida, para a identificação dos linfócitos T CD4+ e CD8+ considerou-se as populações 

CD3+/CD4+ (a) e CD3+/CD8+ (b), respectivamente. Com base nestas populações 

selecionadas, determinou-se a expressão de AnxA1, FPR1 e FPR2/ALX. Utilizando o gating 

de monócitos, determinou-se as subpopulações de monócitos clássicos (CD14++ CD16-), 

intermediários (CD14++ CD16+) e não clássicos (CD14+ CD16++). Em seguida, utilizando a 

população de monócitos intermediários, identificou-se a expressão de AnxA1, FPR1, 

FPR2/ALX e FPR3 individualmente (d). Por meio do gating de granulócitos identificou-se o 

marcador específico para esta população de células, o CD66b, juntamente com a expressão de 

AnxA1, FPR1 ou FPR2 / ALX (e). Para identificar as populações de células dendríticas, 

inicialmente detectou-se as subpopulações de células viáveis e, em seguida, selecionou-se a 

população de células Lin+/HLA+ para excluir outras populações de células que não eram as 

dendríticas. Em seguida, detectou-se células HLA+/CD11cCD123+ como a população de 

células dendríticas. Finalmente, determinou-se a expressão de FPR3 a partir desta última 

população selecionada (f). Os dados foram apresentados como percentagem do valor absoluto 

das subpopulações. 
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APÊNDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

Universidade Federal de Uberlândia 
  Instituto de Genética e Bioquímica 

Laboratório de Nanobiotecnologia 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “Estudo do papel das bactérias 
lácticas na resposta inflamatória modulada via receptores de peptídeos formilados (FPRs) em 
indivíduos HIV-1 positivos” sob a responsabilidade dos pesquisadores Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart 
Filho, Prof. Dr. Jair Pereira da Cunha Júnior, Profa. Dra. Yara Cristina de Paiva Maia, Dr. Aércio 
Sebastião Borges, Msc. Cláudia Mendonça Rodrigues e Dra. Angela Aparecida S. de Sena Priuli. 
Nesta pesquisa nós estamos buscando entender qual a função da bactéria Lactococcus lactis e de uma 
proteína naturalmente presente nas células do sangue, a Anexina A1, na regulação da inflamação 
presente em determinados momentos no paciente HIV-1 positivo e também se esta bactéria e esta 
proteína são capazes de utilizar os receptores chamados FPRs (presentes nas células do sangue) para 
realizar seu papel. Para isso será necessário realizar a coleta de dois tubos (cerca de 15mL) do sangue 
periférico. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido será obtido pela pesquisadora e Biomédica 
Cláudia Mendonça Rodrigues durante o atendimento no Hospital de Clínicas da Universidade Federal 
de Uberlândia. Na sua participação você será submetido a uma rápida entrevista, será convidado a 
assinar este termo e em seguida será realizada a coleta do sangue. Você poderá fazer parte de um dos 
três grupos envolvidos no estudo, o grupo dos indivíduos HIV-1 positivos em tratamento, o grupo dos 
HIV-1 positivos sem tratamento ou grupo controle dos indivíduos saudáveis, sem infecção pelo HIV-
1. Estas amostras serão processadas no laboratório e em seguida serão submetidas ao tratamento com a 
bactéria citada, um similar da proteína Anexina A1 e outros ligantes associados aos FPRs. 
Posteriormente será realizada a extração de RNA e proteínas para análise final do estudo. Em nenhum 
momento você será identificado. Os resultados da pesquisa serão publicados e ainda assim a sua 
identidade será preservada. Você não terá nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa. 
Os riscos consistem na possibilidade do aparecimento de um pequeno hematoma e o desconforto 
ocasionado pela picada necessária para a realização da coleta de sangue. Os benefícios serão a 
possibilidade de descrevermos um novo microorganimos que está presente em alimentos e identificar 
atividades de uma proteína naturalmente presente nas células do sangue e que podem ser benéficos no 
tratamento de imunodeficiências (como AIDS) ou de outras doenças que induza a perda do equilíbrio 
imunológico sistêmico e local. Você é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento 
sem nenhum prejuízo ou coação. Uma cópia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficará 
com você. Qualquer dúvida a respeito da pesquisa, você poderá entrar em contato com os 
pesquisadores Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart, Profa. Dra. Yara Cristina de Paiva Maia e Cláudia 
Mendonça Rodrigues: Universidade Federal de Uberlândia – Av. amazonas s/n Bloco 2E, Campus 
Umuarama, Uberlândia – Fone: 3218-2478. Poderá também entrar em contato com o Comitê de Ética 
na Pesquisa com Seres-Humanos – Universidade Federal de Uberlândia: Av. João Naves de Ávila, nº 
2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Mônica – Uberlândia –MG, CEP: 38408-100; fone: 34-
32394131. 
Uberlândia, ....... de ........de 20.......    
 

_________________________________________________________ 
Assinatura dos pesquisadores 

 
Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido devidamente esclarecido. 

 
_________________________________________________________ 

Participante da pesquisa 
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ANEXOS 
 

ANEXO A – Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos 
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