
RESUMO
Introdução: os monócitos podem ser divididos em subpopulações 
baseado nos níveis de expressão de CD14 e CD16: os clássi-
cos (CD14highCD16-), intermediários (CD14highCD16+) e não 
clássicos (CD14lowCD16+). Objetivo: avaliar as subpopulações de 
monócitos em pacientes infectados pelo HIV-1 em uso ou não de 
Terapia Antirretroviral (TARV). Materiais e métodos: analisamos 4 
grupos de estudo, compostos por: indivíduos não infectados pelo 
HIV-1; indivíduos infectados pelo HIV-1 sem uso de TARV; indiví-
duos infectados pelo HIV-1 cuja TARV era composta por dois Ini-
bidores da Transcriptase Reversa Nucleosídeos (T1) e indivíduos 
infectados pelo HIV-1, cuja TARV era composta por dois inibido-
res da Transcriptase Reversa Nucleosídeos associados a um inibi-
dor da Transcriptase Reversa Não Nucleosídeo (T2). As subpopu-
lações de monócitos foram determinadas por citometria de fluxo 
e as análises estatísticas realizadas com o programa GraphPad 
Prism 6. Resultados: a supopulação CD14highCD16 apresentou 
baixo percentual em T1 e T2. Na subpopulação CD14lowCD16+ 
além de redução nos grupos citados, também houve redução nos 
pacientes que não faziam uso de TARV. Nos monócitos CD14hi-
ghCD16- verificamos um baixo percentual do grupo controle. 
Conclusão: os monócitos também são importantes alvos da TARV, 
contribuindo para o controle da infecção pelo HIV-1, uma que 
funcionam como reservatório e veículo de disseminação do vírus 
pelos tecidos.
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ABSTRACT
Introduction: monocytes may be divided into subsets based 
on the levels of CD14 and CD16 expression: classical 
(CD14highCD16-), intermediate (CD14highCD16+) and 
non-classical (CD14lowCD16+). Objective: to evaluate the 
monocyte subsets in patients infected with HIV-1 in use or 
not of Antiretroviral Therapy (ART). Methods: we analyzed four 
study groups, made up of: individuals not infected with HIV-
1; individuals infected with HIV-1 without the use of ART; 
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individuals infected with HIV-1 whose ART 
consisted of two Reverse Transcriptase Inhibitors 
Nucleoside (T1) and individuals infected with 
HIV-1 whose ART consisted of two Reverse 
Transcriptase Nucleoside Inhibitors associated 
with one Reverse Transcriptase not Nucleoside 
Inhibitor (T2 ). Monocyte subsets were determined 
by flow cytometry and the statistical analyzes 
performed with the GraphPad Prism 6. Results: the 
CD14highCD16 subset presented low percentage 
in T1 and T2. In CD14lowCD16+ subset, as well 
as reduced in the mentioned groups, there was 
also a reduction in the patients who did not use 
ART. In CD14highCD16- monocytes, we see a 
low percentage of the control group. Conclusion: 
monocytes are also important targets of ART, 
contributing to the control of HIV-1 infection, 
since they act as a reservoir and virus spreading 
through the tissues.

Keywords: Monocyte subsets; Antiretroviral 
	         therapy (ART); HIV-1; Reverse 
	         Transcriptase Inhibitors

INTRODUÇÃO	
Os monócitos são células do sistema mononu-

clear fagocitário que possuem papel importante 
na infecção pelo HIV-1, uma vez que funcionam 
como reservatório e veículo de disseminação do ví-
rus através dos tecidos(1). Baseado nos níveis de 
expressão de CD14 e CD16, os monócitos humanos 
podem ser subdivididos em clássicos, não clássicos 
e intermediários. Os clássicos se caracterizam por 
maior expressão de CD14 e não expressão de CD16 
(CD14highCD16-). Os não clássicos apresentam 
uma maior expressão de CD16 em relação ao CD14 
(CD14lowCD16+). Os intermediários, por serem 
derivados dos clássicos, tem uma alta expressão 
de CD14 mas também expressam CD16 (CD14hi-
ghCD16+). Cerca de 90% dos monócitos circulan-
tes são clássicos, os 10% restantes correspondem 
aos não clássicos e intermediários, sendo estes úl-
timos encontrados em menor percentual(2-3).

As subpopulações de monócitos apresentam 
diferenças fenotípicas e funcionais conferidas por 
alguns genes. Existem diferenças quanto à expres-
são de receptores para antígenos, quimiocinas e 
citocinas. Os monócitos clássicos expressam es-
pecialmente o CCR2, receptor para a quimiocina 
CCL2, envolvida no recrutamento de monócitos 
para os locais de inflamação e apresentam alta ex-
pressão de genes associados ao reparo tecidual e 
a propriedades anti-apoptóticas. Os não clássicos 

expressam mais CX3CR1, que tem como ligante 
a CX3CL1, envolvida na adesão dos monócitos ao 
endotélio e apresentam mais genes associados a 
propriedades anti-proliferativas e pro-apoptóticas. 
Já os intermediários, também expressan CX3CR1, 
porém possuem mais moléculas associadas à apre-
sentação de antígenos aos linfócitos T, como MHC 
II, CD74 e CD40, podendo ter uma função de cé-
lula apresentadora de antígenos mais proeminente 
que as outras subpopulações de monócitos (4-7). 

Nos pacientes infectados pelo HIV-1 parece 
ocorrer um aumento da subpopulação de monócitos 
que expressam CD16, chegando esta a representar 
mais de 40% dos monócitos circulantes (8). E estes 
seriam mais permissivos à infecção por HIV-1 por 
apresentarem maior expressão de CCR5 e CD4(9).  
O aumento dessas células estaria diretamente rela-
cionado à carga viral e inversamente à contagem de 
linfócitos T CD4+(10).

Segundo Giri et al.(11), a expansão dos monócitos 
CD16+ está relacionada com o efeito anti-apoptóti-
co induzido pelo HIV-1, que diminuiria o turnover 
destas células quando comparadas com os linfócitos 
T CD4+. Isso contribuiria para a patogênese da in-
fecção por HIV-1, uma vez que ocorreria o aumento 
e a manutenção das subpopulações alvo do vírus.

Os monócitos CD16+ respondem diferentemen-
te dependendo do tipo de terapia à qual o paciente 
foi submetido (12). Existem mais de 25 drogas an-
tirretrovirais aprovadas pela Food and Drug Admi-
nistration (FDA) para o tratamento da infecção pelo 
HIV-1, sendo estas divididas em seis classes de 
acordo com seu mecanismo de ação: Inibidores da 
Transcriptase Reversa Nucleosídeos (ITRN), Inibi-
dores da Transcriptase Reversa Não-Nucleosídeos 
(ITRNN), Inibidores da Protease (IP), Inibidores de 
Fusão (IF), Antagonistas de CCR5 e Inibidores de 
Transferência da Cadeia de Integrase (ITCI)(13). 

A maioria das drogas antirretrovirais não con-
segue bloquear a replicação do HIV-1 na subpopu-
lação CD16+ tão eficientemente quanto nos linfó-
citos T CD4+, o que pode ser devido à diferença 
entre essas duas linhagens celulares em relação ao 
metabolismo, receptores de membrana e resposta 
a citocinas(14). 

Há divergências na literatura quanto à expansão 
das subpopulações de monócitos, uma vez que ain-
da não foi elucidado qual delas realmente sofreria 
um aumento na infecção pelo HIV-1. Haeffner-Ca-
vallon et al.(8) demonstraram que há uma expansão 
da subpopulação CD14lowCD16+ em indivíduos 
infectados pelo HIV-1. Já Han et al.(10) evidencia-
ram que monócitos CD14highCd16+ se expandem 
durante a infecção pelo HIV-1 e estão diretamente 
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relacionados com a progressão da doença. Outro 
fato ainda não esclarecido é o impacto do uso de 
diferentes combinações de antirretrovirais sobre 
essas células, pois estudos de Amirayan-Chevillard 
et al. (12) e Aquaro et al. (14) divergem quanto ao 
efeito do uso isolado dos inibidores da transcripta-
se reversa e à sua combinação com inibidores da 
protease sobre os monócitos CD16+.

O objetivo desse estudo foi comparar pacientes 
HIV-1 positivos em uso de dois fármacos (2 ITRN) 
com um grupo de pacientes HIV-1 positivos em uso 
de 3 fármacos (2 ITRN associados a um ITRNN) e 
um grupo de pacientes HIV-1 positivos sem uso de 
TARV, verificando se existe algum efeito em relação 
às subpopulações de monócitos quando compara-
dos aos indivíduos não infectados.

 
MATERIAIS E METÓDOS 
Pacientes

Foram analisadas amostras de 22 pacientes in-
fectados pelo HIV-1, atendidos no Hospital das Clí-
nicas da Universidade Federal de Goiás no período 
de março de 2014 a junho de 2015. A média de 
idade desses pacientes foi de 37 anos ± 8,3. O 
grupo controle foi constituído por amostras de 11 
doadores não infectados pelo HIV-1, advindos do 
Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da 
Universidade Federal de Goiás (IPTSP). As amos-
tras foram divididas em quatro grupos. O primeiro 
grupo foi composto por indivíduos não infectados 
pelo HIV-1 (n= 11). O segundo, por indivíduos in-
fectados pelo HIV-1 sem uso de TARV (n=8), com 
uma carga viral >10.000 cópias/mL (18.827 ± 

8.102). O terceiro grupo continha indivíduos in-
fectados pelo HIV-1 cuja TARV denominada T1, 
era composta por 2 ITRN (n=6) e a contagem de 
células T CD4 >500 céls/μL (733±280). O quarto 
grupo, formado por indivíduos infectados pelo HIV-
1 cuja TARV era composta por 2 ITRN e 1 ITRNN 
(n=8) e que possuíam contagem de células T CD4 
>500 céls/μL (834 ± 358 ), foi denominado de T2. 
As informações de contagem de células CD4, CD8, 
carga viral e tipo de TARV foram extraídas dos pron-
tuários desses pacientes no Hospital das Clínicas 
da Universidade Federal de Goiás e estão contidas 
na Tabela 1.

Critérios de inclusão e exclusão
Foram incluídos no estudo os indivíduos com 

idade maior de 18 anos, que concordassem em 
assinar o Termo de Consentimento Livre e Escla-
recido.

Foram excluídos do estudo, os indivíduos que 
apresentaram positividade no teste toxicológico 
imunocromatográfico para drogas ilícitas Multi-
-Drug One Step Multi-Line Screen Test Device. 

Obtenção das amostras
Foram coletados 80 mL de sangue heparinizado 

estéril de cada paciente para a obtenção de Células 
Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs). As 
PBMCs foram separadas com gradiente de densida-
de Ficoll-Hypaque (d=1077 g/L). A contagem das 
PBMCs foi realizada em câmara de Neubauer com 
auxílio do microscópio óptico em aumento de 400x 
para posterior congelamento.

Pacientes
NO TARV T1 T2

Número de pacientes 8 6 8
Idade 30,5 ± 4,7 40,3  ± 7,7 41 ± 8,4

Sexo (Masculino/Feminino) 6/2 6/0 6/2
Carga viral (cópias/mL) 18.827 ± 8.102 Indetectável Indetectável

CD4 ( céls/μL) 648 ± 75 733 ± 280 834 ± 358
CD8 ( céls/μL) 1.657 ± 193 951 ± 256 1.142 ± 482

Drogas
 
-

Biovir+EFZ
AZT+3TC

AZT+3TC+EFZ
3TC+TDF+EFZ
TDF+3TC+AZT

Tabela 1. Parâmetros dos pacientes HIV-1 positivos

*Abreviações: AZT= Zidovudine ; 3TC= Lamivudine ; EFZ= Efavirez ; TDF= Tenofovir.
Os dados foram extraídos dos prontuários dos pacientes no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás. T1 corresponde aos 
pacientes que fazem uso de 2 ITRN: Biovir+EFZ (n=4), AZT+3TC (n=2). T2 corresponde aos pacientes que utilizam 2 ITRN associados a 
1 ITRNN: AZT+3TC+EFZ (n=6), 3TC+TDF+EFZ (n=1), TDF+3TC+AZT (n=1)
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Congelamento e Descongelamento das PBMCs
Após a contagem, as células obtidas por sepa-

ração com gradiente de Ficoll-Hypaque foram cen-
trifugadas por 8 minutos a 1800 rpm e ressuspen-
didas em 1 mL de solução de congelamento (para 
cada 15 x 106 células). Tal solução é constituída 
de 90% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 10% de Di-
metilsulfóxido (DMSO). Os tubos foram deixados 
overnight a – 80 ºC e posteriormente foram trans-
feridos para o nitrogênio líquido. No momento do 
descongelamento, os tubos de criopreservação fo-
ram retirados do nitrogênio líquido e levados rapi-
damente ao banho-maria a 37ºC. Antes do descon-
gelamento completo a solução foi transferida para 
um tubo contendo 10 mL de meio RPMI acrescido 
de 10% de SFB. As células foram imediatamente 
centrifugadas a 1800 rpm por 8 minutos. Após 3 
lavagens com o meio, as células foram ressuspen-
didas em meio RPMI acrescido de 10% de SFB. 
Foi realizada uma diluição 1/2 com azul de tripano 
para contagem das células na câmara de Neubauer 
e a avaliação da viabilidade celular foi realizada 
com auxílio do microscópio óptico em aumento de 
400x. Foram consideradas passíveis de utilização 
as suspensões celulares com viabilidade ≥ 90%.

Marcação Celular de Superfície 
Após a contagem, as células foram marcadas 

com uma solução formada a partir de um painel 
de anticorpos monoclonais conjugados a fluorocro-
mos utilizados em combinação: anti-CD14 PerCP-
-Cy5.5-A (BD Pharmingen), anti-CD16 PE-A (BD 
Pharmingen), diluídos em tampão de lavagem 
FACS conforme titulação realizada previamente. As 
células foram incubadas por 30 minutos no escuro 
a 4 ºC. 

Aquisição e Análise por Citometria de Fluxo
A aquisição das amostras foi realizada no ci-

tômetro FACS Verse (Becton Dickison). Foi feita a 
aquisição de 30.000 células a partir do gate de 
monócitos (Figura 1) definido pelos padrões de 
tamanho e granulosidade: FSC (forward scatter) 
versus SSC (side scatter), respectivamente. Foram 
utilizados dois tipos de fluorocromos anti-CD14 
PerCP-Cy5.5-A (BD Pharmingen), anti-CD16 PE-A 
(BD Pharmingen) para identificação fenotípica da 
população de interesse. A análise dos dados foi fei-
ta por meio do BD FACS DIVA Software (BD Phar-
mingen).

Análise Estatística
As análises estatísticas foram realizadas com 

o programa GraphPad Prism 6 (Graphpad softwa-

re, San Diego, CA, USA). Foi aplicado o teste de 
normalidade de Kolmogorov-Smirnov para medir o 
grau de concordância entre os dados e a hipótese 
nula (H0), sendo H0 correspondente à distribui-
ção normal (alpha=0,05). A comparação entre os 4 
grupos de estudo foi realizada por meio da Análise 
de Variância Simples (ANOVA). Posteriormente os 
dados foram correlacionados coluna com coluna 
pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney, com 
intervalo de confiança 95% (IC95) e nível de signi-
ficância p<0,05.

RESULTADOS
Os monócitos foram divididos em subpopulações 
de acordo com a expressão de CD14 e CD16 (Figu-
ra 2). O ponto de corte adotado para a positividade 
em relação ao CD14 foi a partir de 103 e para o 
CD16 a partir de 102 (Figura 2). Essas populações 
foram separadas por citometria de fluxo e o percen-
tual de cada uma delas foi comparada entre os 4 
grupos de participantes (Figura 3). 

A subpopulação CD14highCD16- apresentou 
diferença significativa entre os indivíduos não in-
fectados e os pacientes sob terapia T1 e T2 (Fi-
gura 3A). O mesmo ocorreu com a subpopulação 
CD14highCD16+ (Figura 3B). A subpopulação 
CD14lowCD16+ além de demonstrar a mesma di-
ferença entre os grupos citados, apresentou sig-
nificância entre os indivíduos não infectados e os 
pacientes infectados pelo HIV-1 que não fazem uso 
de TARV (Figura 3C). 

Em relação ao tipo de terapia, não foram encon-
tradas diferenças significativas entre T1 e T2 em 
nenhuma das subpopulações de monócitos anali-
sadas. Também não foram encontradas diferenças 
entre o uso ou não de antirretrovirais nesses pa-
cientes.  

DISCUSSÃO 
Analisando a média da subpopulação CD14highCD16+, 
observamos um baixo percentual dessas células 
nos grupos T1 (2,8±1,3%) e T2 (2,5±1,6%) em 
relação ao grupo controle (6,3±2,2%). O mesmo 
evento foi observado nos monócitos CD14lowCD16+ 
quando T1 (4,2±1,4%) e T2 (3,1±1,1%) foram 
comparados com o grupo controle (8,1±2,9%). Os 
pacientes que não faziam uso de TARV (3,3±1,8%) 
também demonstraram diferença significativa no 
percentual desses monócitos quando comparados 
com os controles. Segundo Ancuta et al.(2) e Ziegler-
Heitbrock et al.(3) em indivíduos saudáveis essas 
subpopulações juntas representam cerca de 10% 
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dos monócitos circulantes, sendo a CD14highCD16+ 
encontrada em menor percentagem. Fischer-
Smith et al.(15) e Ancuta et al.(2) demonstraram em 
seus estudos que nos pacientes HIV-1 positivos 
com contagem de células T CD4+ menor que 300 
e 350 céls/μL, respectivamente, os monócitos 
CD16+ sofreram expansão. Segundo Han et al.(10) a 
expansão desses monócitos CD16+, está relacionada 
diretamente com a carga viral e inversamente com a 
contagem de linfócitos T CD4+. Em contraste com 

estudos anteriores, não observamos a expansão dos 
monócitos CD16+ em relação ao grupo controle, o 
que possivelmente se deve ao perfil dos pacientes 
que participaram de nosso estudo, uma vez que 
todos apresentaram contagem de células T CD4+ 
relativamente alta (> 400 céls/μL), até mesmo 
aqueles que não faziam uso de terapia antirretroviral 
cuja carga viral era >10.000 cópias/mL (tabela 1). 
A redução percentual observada em nosso estudo, 
nos grupos T1 e T2 pode ser efeito satisfatório da 

Figura 1. Gate de monócitos. Aquisição de 30.000 células 
definido pelos padrões de tamanho e granulosidade: 
FSC(forward scatter) versus SSC (side scatter)

Figura 2. Identificação fenotípica das subpopulações 
de monócitos por citometria de Fluxo. Os monócitos 
divididos em 3 subpopulações baseados nos níveis 
de  expressão de CD14 e CD16. O ponto de corte 
para positividade das células quanto ao CD16 foi 
estabelecido a partir de 102. Já para o CD14 foi 
estabelecido a partir de 103

Figura 3. Porcentagem das subpopulações de monócitos pacientes infectados pelo HIV-1 em uso ou não de TARV. As 
subpopulações foram divididas de acordo com a expressão de CD14 e CD16 e o percentual de cada uma delas foi 
comparada entre os 4 grupos de estudo. T1 corresponde aos pacientes que fazem uso de 2 ITRN e T2 aos que utilizam 
2 ITRN associados a 1 ITRNN. As colunas foram comparadas entre si utilizando o teste não paramétrico de Mann-
Whitney e o nível de significância foi p <0,05
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TARV, uma vez que estes fazem uso da mesma há 
alguns anos. Não temos parâmetros anteriores de 
comparação para essas subpopulações em relação a 
quando estes pacientes apresentavam contagem de 
células T CD4+ reduzida e quanto ao início da TARV.

Verificamos um baixo percentual de monócitos 
CD14highCD16- nos pacientes não infectados pelo 
HIV-1 (25±7,7%) quando comparados com o grupo 
T1 (38,7±1,9%) e o T2 (41,5±4,1%). Outros 
estudos já demonstraram que certas comorbidades 
podem causar redução no percentual dessa 
subpopulação, como ocorre na tuberculose, dengue 
e asma(16,17,18). Somente testes toxicológicos e 
sorologia para HIV-1 foram realizados em nosso 
grupo controle. Não temos informações sobre as 
comorbidades citadas, o que pode ser uma das 
explicações para os nossos achados. 

Em relação à terapia antirretroviral, eviden
ciamos em nosso estudo que não houve diferença 
significativa nas subpopulações de monócitos 
analisadas quanto aos dois tipos de terapia 
utilizados: 2 ITRN (T1) versus 2 ITRN associados 
a 1 ITRNN (T2). Amirayan-Chevillard et al.(12) 
observaram que somente a Terapia Antiretroviral 
Altamente Ativa (HAART), composta por 2 ITR 
associado a 1 IP, teria efeito sobre os monócitos, 
reduzindo a expansão da subpopulação CD16+ 
quando comparado a TARV composta apenas 
por ITR análogos ou não de nucleosídeos. Não 
observamos diferença estatística entre T1 e T2, 
o que não significa que a TARV utilizando ITR 
análogos ou não de nucleosídeos, não tenha surtido 
efeito nas subpopulações de monócitos ao longo 
do tempo em que está sendo utilizada, só teríamos 
que comparar com parâmetros de início da terapia. 

CONCLUSÃO
Embora, o papel dos monócitos na infecção pelo HIV-
1 seja conhecido, as alterações sofridas por essas 
células em relação à expansão de subpopulações, 
resposta a TARV e mecanismo de infecção, ainda 
não estão completamente elucidadas. Mais estudos 
são necessários para que possamos compreender 
melhor o comportamento das subpopulações de 
monócitos durante a infecção pelo HIV-1, assim 
como o efeito das diferentes combinações de TARV 
ou mesmo da HAART sobre cada subpopulação de 
monócitos.
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