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Resumo 
INTRODUÇÃO. Os linfócitos T regulatórios (TReg) são células especializadas na supressão 
de respostas imunes superreativas como na infecção pelo HIV. OBJETIVOS. Verificar a 
concentração absoluta de linfócitos TReg durante o curso da infecção pelo HIV em pacientes 
em diagnóstico ou já em tratamento. MATERIAIS E MÉTODOS. Realizado com 50 
indivíduos que procuraram espontaneamente um laboratório particular de Belém - Pará para 
realizar exames de quantificação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ e carga viral (Grupos 2 e 3) 
ou somente hemograma (Grupo 1 - controle), no período de julho de 2018 a agosto de 2019. O 
Grupo 2 foi formado por pessoas que realizaram Reação em cadeia da Polimerase da 
Transcriptase Reversa em Tempo Real (RT-PCR) para HIV1/HIV2 em diagnóstico; e Grupo 
3 formado por pessoas que realizaram RT-PCR para HIV1/HIV2 e já estavam em tratamento. 
RESULTADOS. No Grupo 1 observou-se mediana de idade de 56,5 anos e dependência 
estatística (p = 0,00451) entre os valores absolutos de Linfócitos T CD4+ e TReg. No Grupo 2 
observou-se mediana de idade de 39,5 anos e dependência estatística (p=0,00234) entre valores 
absolutos de linfócito TReg baixos em pacientes com carga viral detectável alta. No Grupo 3 
a mediana de idade foi de 40,5 anos e houve dependência estatística (p = 0,00188) entre os 
valores absolutos de Linfócitos T CD4+ e de Linfócitos TReg. CONCLUSÃO. Nossos dados 
sugerem que a terapia antirretroviral aumenta a quantidade de leucócitos totais e linfócitos T 
CD4+ em função, provamente, do aumento de linfócitos TReg.  
Palavras-chave: Linfócitos T Regulatórios, Vírus da Imunodeficiência Humana, HIV, 
Terapia Antirretroviral de Alta Atividade 
 
Abstract 
INTRODUCTION. Regulatory T lymphocytes (TReg) are cells specialized in suppressing 
overactive immune responses such as in HIV infection. OBJECTIVES. To verify the absolute 
concentration of TReg lymphocytes during the course of HIV infection in patients undergoing 
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diagnosis or already undergoing treatment. MATERIALS AND METHODS. Conducted with 
50 individuals who spontaneously sought a private laboratory in Belém - Pará to perform tests 
to quantify CD4+ and T CD8+ lymphocytes and viral load (Groups 2 and 3) or just blood count 
(Group 1 - control), in the period of July 2018 to August 2019. Group 2 was formed by people 
who performed Real Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) for 
HIV1/HIV2 in diagnosis; and Group 3 formed by people who underwent RT-PCR for 
HIV1/HIV2 and were already undergoing treatment. RESULTS. In Group 1, a median age of 
56.5 years and statistical dependence (p = 0.00451) between the absolute values of CD4+ T 
Lymphocytes and TReg were observed. In Group 2, a median age of 39.5 years and statistical 
dependence (p=0.00234) were observed between absolute values of low TReg lymphocytes in 
patients with high detectable viral load. In Group 3, the median age was 40.5 years and there 
was statistical dependence (p = 0.00188) between the absolute values of CD4+ T Lymphocytes 
and TReg Lymphocytes. CONCLUSION. Our data suggest that antiretroviral therapy increases 
the amount of total leukocytes and CD4+ T lymphocytes, presumably due to the increase in 
TReg lymphocytes. 
Keywords: Regulatory T cells (Treg), human immunodeficiency virus, HIV, therapy 
 
 

Introdução 
 
 A Síndrome da Imunodeficiência 
Adquirida é considerada o estágio final da 
infecção pelo vírus da imunodeficiência 
humana (HIV), momento no qual ocorre o 
comprometimento total do sistema imune 
do indivíduo, aumento do número de cópias 
virais e suscetibilidade franca a infecções 
oportunistas1,2,3,4,5. Nesse sentido acredita-
se que muito da evolução crítica do portador 
de HIV estaria associada a resposta 
regulada por linfócitos T regulatórios 
(TReg), que em alguns momentos pode 
contribuir para a manutenção da 
homeostase imune e condições fisiológicas 
do indivíduo e em outros aumentar a 
patogênese da doença, com redução da 
resposta celular imunomediada por 
linfócitos T CD4+ e do controle da viremia 
3,5,6,7,8. Não estando, porém, ainda muito 
claro o papel exato dessas células no 
desfecho clínico da infecção9,10,11.  

Sabe-se, porém, que os linfócitos 
TReg representam uma população, de 
pequeno percentual, de linfócitos T CD4+ 
capazes de expressar os antígenos CD4+, 
CD25+ (cadeia α do receptor da IL-2) e o 
fator de transcrição Foxp3 (Forkhead Box 
P3), especializada na supressão de respostas 
imunes inadequadas (superreativas) e na 
manutenção da tolerância homeostática 

durante o curso de diversas 
doenças5,8,9,10,11,12,13,14.  

Nesse sentido uma hipótese muito 
aceita por diversos autores é de que a 
elevação da concentração absoluta 
linfócitos TReg durante o curso da infecção 
pelo HIV leva a uma diminuição da viremia 
do paciente e consequente aumento da 
concentração de linfócitos CD4+5,10,15,16. Já 
para outros autores, porém, o aumento da 
concentração absoluta linfócitos TReg 
parece prevenir a resposta imune 
exacerbada, o que pode favorecer a 
replicação do vírus e a supressão da resposta 
imune mediada por linfócitos T CD8+ HIV-
específicas8,11,12,17. Chen et al5 sugerem que 
a quantificação de linfócitos TReg em 
portadores de HIV é um potencial marcador 
de monitoramento e progressão da infecção. 

Assim, o objetivo deste estudo foi 
verificar a concentração absoluta de 
linfócitos TReg (CD4+CD25+FOXP3+) 
durante o curso da infecção pelo HIV em 
pacientes em diagnóstico, sem tratamento 
específico, e também que já se encontravam 
em tratamento e acompanhamento clínico.  
 
Materiais e Métodos 
 Casuística 

 Estudo de caráter transversal 
e analítico realizado com indivíduos 
maiores de 18 anos em investigação 
diagnóstica, sem tratamento específico, ou 
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que já se encontravam em tratamento e 
acompanhamento clínico para infecção pelo 
HIV, e que procuraram de forma 
espontânea um laboratório particular de 
Belém - Pará para realizar exame de 
quantificação de linfócitos T CD4+ e T 
CD8+, carga viral para o HIV e 
hemograma, no período de julho de 2018 a 
agosto de 2019. 

Segundo as características de cada 
indivíduo esses foram separados em 3 
grupos assim descritos: Grupo 1 (controle), 
n=10, selecionados ao acaso, que 
realizaram apenas hemograma de rotina; 
Grupo 2, n=20, formado por amostras de 
pessoas que realizaram Reação em cadeia 
da Polimerase da Transcriptase Reversa em 
Tempo Real (RT-PCR) para HIV1/HIV2 e 
hemograma no mesmo dia, mas estavam 
fora de tratamento; e o Grupo 3, n=20, 
formado por amostras de pessoas que 
realizaram RT-PCR detectável para 
HIV1/HIV2 e hemograma no mesmo dia, 
mas já estavam em tratamento 
(independente do tempo). 
 

Aspectos Éticos 
Por se tratar de estudo sem contato 

direto dos pesquisadores com os sujeitos da 
pesquisa ou o uso de dados pessoais desses, 
além de sexo e idade, os pesquisadores 
comprometeram-se com a guardar sigilo 
dos dados obtidos através de assinatura de 
um Termo de Responsabilidade de Uso, 
Sigilo e Guarda de Dados junto à instituição 
responsável pela concessão dos dados. 
Situação prevista na Resolução N.º 
466/2012 do Conselho Nacional de saúde, e 
fizeram a identificação deles apenas pelo 
uso da numeração própria do laboratório 
sede da pesquisa. 
 
 Critérios de Inclusão e Exclusão  
 Foram analisados 107 pacientes, 
contudo, foram excluídos 57 casos 
estudados em função de não preencherem 
critérios mínimos como terem realizado 
RT-PCR e hemograma ao mesmo tempo no 

dia do estudo, ou ainda a não existência de 
histórico do paciente em tratamento 
antirretroviral. Não foi estabelecido como 
critério de análise de dados o sexo do sujeito 
incluído nessa pesquisa. Foram incluídos no 
estudo sujeitos de ambos os sexos e de 
qualquer faixa etária. 
 

 Amostras Biológicas 
Todas as amostras analisadas eram 

de sangue venoso e já estavam coletadas por 
método tradicional, em tubo contendo ácido 
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como 
anticoagulante, com volumes de 4mL, para 
determinações do total absoluto de 
leucócitos (mil/mm3) e dos total absoluto 
(mil/mm3) e relativo (%) de linfócitos em 
contador eletrônico de células sanguíneas 
(BC-6800, Mindray) respeitando as 
instruções do fabricante, quantificação de 
linfócitos T CD4+ e T CD8+ por citometria 
de fluxo, e obtenção da carga viral. Sendo 
esses dados apenas obtidos após consulta 
remota ao software de gestão laboratorial 
SOFTLAB, versão 1.9, para o período 
informado. 

Em seguida essas mesmas amostras 
forma separadas e processadas, no final do 
dia, para a determinação da concentração de 
linfócitos T regulatórios (TReg) 
CD4+CD25+FOXP3+, por citometria de 
fluxo.  
 

Determinação Absoluta de 
linfócitos TReg 

Foi realizada utilizando-se 100µL 
de sangue total da amostra de cada 
indivíduo, em tubo individuais e próprios 
para citometria de fluxo, aos quais foram 
adicionados 5µL de anticorpos 
monoclonais de superfície marcados com os 
fluorocromos: anti-CD25+ FITC 
(isotiocianato de fluoresceína), anti-CD3+ 
PE (ficoeritrina) e anti-CD4+ PercP 
(complexo peridina- clorofil-proteína), e 
posterior incubação sob penumbra e à 
temperatura ambiente por 10 minutos. Em 
seguida, utilizando-se o kit BD IntraSure 
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de permeabilização de membrana, foram 
acrescentados 100µL do reagente A ao tubo 
com amostras e incubação por 15 minutos à 
temperatura ambiente no escuro, depois 
foram adicionados 2mL de solução tampão 
(PBS), seguido de centrifugação das 
amostras por 3 minutos a 3000 rpm, e 
ressuspensão também em PBS. 
Posteriormente, foi adicionado 5µL do 
anticorpo monoclonal intracelular anti-
FoxP3 marcado com o fluorocromo APC 
(aloficocianina), mais 100µL do reagente B 
e nova incubação por 15 minutos à 
temperatura ambiente no escuro. Após este 
período foi adicionado 2mL de PBS, nova 
centrifugação por 3 minutos a 3000 rpm e 
nova ressuspensão das células em PBS. 
Todas as amostras foram então adquiridas 
no citometro de fluxo FACSCalibur® e 
análise dos dados através do software 
CellQuest Pro (BD Biosciences), após 
aquisição de 10.000 eventos. 

 
Análise Estatística  

Foram adotados métodos descritivos, não 
paramétricos como o Teste Exato de Fisher, 
e o teste de regressão linear pelo Teste de 
Correlação de Pearson através da utilização 
do software GraphPad Prism 5 (GraphPad, 
2007). Sendo considerados os testes com 
valor significativo para p ≤ 0,05.  
 

Resultados 
 Foram analisados um total de 50 
amostras de indivíduos de ambos os sexo e 
qualquer idade, divididas em três grupos: 
Grupo 1 (controle), n=10, formado por 
amostras de 5 homens e 5 mulheres, 
selecionados ao acaso, que realizaram 
hemograma de rotina e após a seleção da 
amostras foram submetidas a testes 
sorológicos, enzima-imunoensaio (ELISA), 
para o diagnóstico de anticorpos anti-
HIV1/HIV2 e obtiveram resultado 
negativo; Grupo 2, n=20, formado por 
amostras de 5 mulheres e 15 homens que 
realizaram RT-PCR para HIV1/HIV2 e 
hemograma no mesmo dia, mas estavam 
fora de tratamento; e o Grupo 3, n=20, 
formado por amostras também de 5 
mulheres e 15 homens que realizaram RT-
PCR para HIV1/HIV2 e hemograma no 
mesmo dia, mas já estavam em tratamento 
(independente do tempo). 

A mediana de idade dos indivíduos 
do Grupo 1 foi de 56,5 anos, de leucócitos 
totais foi de 7.690/mm3, de absoluto de 
Linfócitos T CD4+ foi de 2.950/mm3 e o 
absoluto de Linfócitos TReg foi de 
323/mm3 (Tabela 1). Quanto a análise 
estatística observou-se apenas alta 
dependência estatística (p = 0,00451) entre 
os valores absolutos de Linfócitos T CD4+ 
e de Linfócitos TReg.  

 
Tabela 1. Análise quantitativa de idade, total de leucócitos, de linfócitos T CD4+ e de Linfócitos TReg de indivíduos 
do Grupo 1, selecionados ao acaso, que realizaram hemograma de rotina e sorologia negativa para HIV1/HIV2 em 
um laboratório particular de Belém – Pará, no período de julho de 2018 a agosto de 2019. 

 
 
 
 
 

Legenda: Min – Mínimo; Max – Maximo; X – valor médio; DP – Desvio Padrão; - LT – Leucócitos Totais; 
CD4/CD3 – Valores Absolutos de Linfócitos T CD4; CD4/FoxP3 – Valores Absolutos de Linfócitos TReg. 
 
 

Quanto as medianas observadas para 
o Grupo 2 observou-se que em relação a 
idade foi de 39,5 anos, de leucócitos totais 
de 6.220/mm3, de absoluto de Linfócitos T 
CD4+ de 1.524/mm3, de absoluto de 

Linfócitos T CD8 de 804/mm3 e o absoluto 
de Linfócitos TReg foi de 21/mm3 (Tabela 
2). Quanto a análise estatística não foi 
observada nenhuma dependência estatística 
entre os valores absolutos de leucócitos 

 Idade LT (mm³) CD4/CD3 (mm³) CD4/FoxP3 (mm³) 
Mín - Máx 17 - 96 4.280 – 8.890 1.818 – 4.468 88 - 783 
Mediana 56,5 7.690 2.950 323 
X ± DP 53,7 ± 24,8 7.089 ± 1.732,7 2.838 ± 853,1 360 ± 211,8 
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totais, de Linfócitos T CD4+ ou T CD8+ em 
relação ao absoluto de Linfócitos TReg.  

Em seguida analisamos, através do 
teste exato de Fisher, a correlação entre a 
carga viral detectável ou não-detectável 
como o aumento ou a diminuição dos 
valores absolutos de linfócito TReg para o 

Grupo 2 (não tratados), onde observamos 
que houve diferença estatística (p=0,00234) 
entre os indivíduos com carga viral 
detectável alta e os valores absolutos de 
linfócito TReg baixos. 

 

 
Tabela 2. Análise quantitativa de idade, total de leucócitos, de linfócitos T CD4+, de linfócitos T CD8+, Relação 
de Linfócitos T CD4/CD8, de Linfócitos TReg de indivíduos do Grupo 2 que tinham RT-PCR detectável para 
HIV1/HIV2 e hemograma no mesmo dia, mas estavam fora de tratamento, de um laboratório particular de Belém 
– Pará, no período de julho de 2018 a agosto de 2019. 

Legenda: Min – Mínimo; Max – Maximo; X – valor médio; DP – Desvio Padrão; - LT – Leucócitos Totais; 
CD4/CD3 – Valores Absolutos de Linfócitos T CD4; CD8/CD3 – Valores Absolutos de Linfócitos T CD8; 
CD4/CD8 – Valores Absolutos da relação de Linfócitos T CD4 e T CD8; CD4/FoxP3 – Valores Absolutos de 
Linfócitos TReg. 
 
 

Já em relação as medianas 
observadas para o Grupo 3 para idade foi de 
40,5 anos, de leucócitos totais foi de 
5.710/mm3, de absoluto de Linfócitos T 
CD4+ foi de 1.435/mm3, de absoluto de 
Linfócitos T CD8+ foi de 615/mm3 e o 
absoluto de Linfócitos TReg foi de 

205/mm3 (Tabela 3). Quanto a análise 
estatística observou-se apenas moderada 
dependência estatística (p = 0,01351) entre 
os valores absolutos de leucócitos totais e de 
Linfócitos TReg, e ainda alta relação de 
dependência estatística (p = 0,00188) entre 
os valores absolutos de Linfócitos T CD4+ 
e de Linfócitos TReg. 

 
Tabela 3. Análise quantitativa de idade, total de leucócitos, de linfócitos T CD4+, de linfócitos T CD8+, Relação 
de Linfócitos T CD4/CD8, de Linfócitos TReg de indivíduos do Grupo 3 que tinham RT-PCR detectável para 
HIV1/HIV2, hemograma no mesmo dia e já em tratamento antirretroviral, de um laboratório particular de Belém 
– Pará, no período de julho de 2018 a agosto de 2019.Pacientes HIV+ tratados com antirretroviral em reavaliação  

 Idade LT (mm³) CD4/CD3 (mm³) CD8/CD3 (mm³) Relação 
CD4/CD8 FoxP3/CD4 (mm³) 

Mín - Máx 22 - 76 4.310 – 9.050 174 - 2.344 239 – 1.103 0,27 – 1,85 20 - 887 

Mediana 40,5 5.710 1.435 615 0,69 205 

X ± DP 44,6 ± 14,7 5.889 ± 1.188,5 1.364 ± 491.4 576,8 ± 240,2 0,75 ± 0,375 246 ± 234,4 

Legenda: Min – Mínimo; Max – Maximo; X – valor médio; DP – Desvio Padrão; - LT – Leucócitos Totais; 
CD4/CD3 – Valores Absolutos de Linfócitos T CD4; CD8/CD3 – Valores Absolutos de Linfócitos T CD8; 
CD4/CD8 – Valores Absolutos da relação de Linfócitos T CD4 e T CD8; CD4/FoxP3 – Valores Absolutos de 
Linfócitos TReg. 
 

Depois analisamos, também através 
do teste exato de Fisher, a existência de 
correlação entre a carga viral detectável ou 

não-detectável como o aumento ou a 
diminuição dos valores absolutos de 
linfócitos TReg para o Grupo 3 (tratados), 

 Idade LT (mm³) CD4/CD3 
(mm³) 

CD8/CD3 
(mm³) 

Relação 
CD4/CD8 

FoxP3/CD4 
(mm³) 

Mín - Máx 21 - 74 4.990 – 15.560 718 - 4.390 177 – 1.811 0,22 – 1,78 4 - 512 
Mediana 39,5 6.220 1.524 804 0,61 21 
X ± DP 43,4 ± 14,6 6.634 ± 1.616,1 1.589 ± 854,1 731 ± 366,6 0,688 ± 0,433 47,2 ± 131 
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onde observamos que não houve diferença 
estatística (p=0,88889) entre esses, 
sugerindo que para os indivíduos em 
tratamento a detecção ou não da carga viral 
não guarda relação com os valores 
absolutos de linfócitos TReg. 
Discussão 
 Nesse estudo observou-se que os 
pacientes do grupo controle (grupo 1) e do 
grupo de portadores de HIV já em 
tratamento específico (Grupo 3) guardavam 
relação direta de dependência entre a 
quantidade de linfócitos T CD4+ e 
linfócitos TReg. Esse fato sugere que o 
aumento do total de leucócitos e de 
linfócitos T CD4+ em portadores de HIV é 
dependente do tratamento antirretroviral 
que, por sua vez, aumenta o quantitativo de 
linfócitos TReg.  

Isso pode ser inferido indiretamente 
quando analisamos os resultados obtidos 
dos portadores de HIV ainda sem 
tratamento específico (Grupo 2), onde 
observamos que indivíduos com carga viral 
detectável alta e apresentam os valores 
absolutos de linfócito TReg baixos 
Sugerindo que a demora em iniciar o 
tratamento antiretoviral pode comprometer 
negativamente a ação dos linfócitos TReg 
nesses pacientes. 

Borrow1, Chen et at5 e Kervevan & 
Chakrabarti6 em seus estudos comentam 
que o HIV desenvolve mecanismos que 
parecem superar a atividade das células do 
sistema imune, permitindo, assim, a sua 
proliferação, de modo que, conforme a 
infecção evolui observa-se a depleção de 
linfócitos T CD4+, T CD8+, naive e TReg 
nos tecidos linfoides. 

Especificamente em relação a 
função imunológica dos linfócitos TReg em 
portadores de HIV, porém, esse ainda 
parece controverso e os mecanismos 
subjacentes permanecem mal 
compreendido, mesmo que em alguns casos 
esses linfócitos TReg pareceçam ser 
importantes no controle da imunopatologia 
da fase crônica da doença5,6,13,19.  

Wan et al13 e Veiga-Parga et al17, por 
exemplo, associam a frequência de 
linfócitos TReg à carga viral e progressão 
da doença em indivíduos infectados pelo 
HIV. Assim, para esses autores, o número 
absoluto de linfócitos TReg no sangue 
circulante de indivíduos infectados pelo 
HIV diminui tanto na fase aguda quanto na 
crônica com a progressão dos casos graves 
da doença, em comparação com os 
resultados de indivíduos saudáveis 
(controles).  

Para Matavele Chissumba et al20, 
Chen et al5 e Moreno-Fernandez, Presicce 
& Chougnet22, por sua vez, sugerem que na 
infecção crônica pelo HIV é possível 
encontrarmos um aumento relativo de 
linfócitos TReg, seja pela “relativa 
resistência” dessas células ao vírus ou por 
serem essas menos suscetíveis a 
apoptose8,23.  

Para outros autores6,12,13,19, porém, 
esses linfócitos TReg na infecção aguda 
pelo HIV parecem prevenir a resposta 
imune exacerbada e controlando 
diretamente a replicação do vírus em células 
T CD4+. Enquanto que, na infecção crônica 
pelo HIV estas células pareçam favorecer a 
proliferação do vírus e a supressão da 
resposta de células T CD8+ HIV-
específicas24.  

Schulze et al25, por sua vez, 
reforçam a importância de se quantificar em 
valores absolutos o total de linfócitos TReg 
em portadores de HIV visto que, em seus 
estudos, o total absoluto dessas células 
aumentou significativamente com o início 
da terapia antiviral em todos os indivíduos 
infectados pelo HIV quando comparados 
aos controles. Fato que é corroborado por 
Roider et al11 que sugerem fortemente que o 
quantitativo absoluto de linfócitos TReg 
pode ser um importante indicador de 
progressão da infecção pelo HIV. Esses 
dados são corroborados pelos nossos 
resultados onde observamos que indivídos 
que já tinham iniciado o tratamento 
antirretroviral apresentavam valor absoluto 
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de linfócitos TReg maiores que os 
observados em pacientes ainda sem 
tratamento. 
 

Conclusão 
 Nossos dados reforçam a 
observação de outros autores quanto ao fato 
de que o aumento absoluto de linfócitos 

TReg em pacientes em terapia 
antirretroviral melhora o quantitativo de 
leucócitos totais e de linfócitos T CD4+ em 
portadores de HIV. Contudo, fica ainda 
evidente a necessidade de mais estudos que 
possam aprofundar o entendimento e a 
importância real da quantificação absoluta 
de linfócitos TReg no curso da infecção 
pelo HIV como método de 
acompanhamento clínico da infecção.  
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