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RESUMO 
 
A doença do Coronavírus-19 (COVID-19) é uma doença respiratória altamente 
transmissível causada pelo Coronavírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave 2 
(SARS CoV-2). Os HCoVs de maior importância epidemiológica são MERS-CoV 
causador da síndrome respiratória do Oriente Médio, o SARS-CoV causador da 
síndrome respiratória aguda grave e o SARS-CoV-2 causadores da COVID-19. O 
SARS-CoV-2 é um beta coronavírus, de RNA e surgiu inicialmente na China em 
dezembro de 2019, cujos primeiros casos foram associados ao Mercado Atacadista 
de Frutos do Mar da cidade de Wuhan. Desde seu surgimento, os casos de COVID-
19 têm se alastrado por diversos países, classificando assim uma pandemia. Os 
infectados por SARS-CoV-2, podem não apresentar sintomas ou apresentar sintomas 
variando de leves à letal. A atual situação pandêmica declarada pela Organização 
Mundial de Saúde (OMS) em março de 2020, devido a disseminação do SARS-CoV-
2 tem sido desafiadora para as autoridades em saúde a encontrar tanto soluções 
terapêuticas como preventivas para a doença, assim como compreender os seus 
efeitos no organismo humano do ponto de vista imunológico. Alguns descritos relatam 
principalmente alterações leucocitárias, com linfopenia e diminuição das células T, 
incluído as células T CD8+. As alterações na subpopulação de linfócitos T CD8+ 

elevam a produção dos níveis de expressão dos marcadores de ativação, proliferação 
e modulação indicando que pode haver respostas de células T CD8+ específicas nos 
pacientes com COVID-19. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo 
investigar os mecanismos imunomodulatórios mediados pelas células T CD8 +, 
correlacionando as características clínicas de pacientes recuperados de formas leve 
e grave da COVID-19, no intuito de caracterizar presença de marcadores 
prognósticos. Para tal, amostras de sangue periférico foram obtidas de voluntários 
recrutados e distribuídos nos grupos controle (CTL - n = 9), leve IgG - (n = 5), leve 
IgG+ (n=6) e grave (n = 7). Amostras de PBMCs foram obtidas e incubadas sob 4 
diferentes condições: não estimuladas (meio), estimuladas com peptídeos SARS-
CoV-2 (Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2), e estimuladas com Staphylococcal 
enterotoxin B (SEB). As células T CD8+ foram analisadas e classificadas quanto a 
expressão de marcadores de ativação (CD38 e CD69), de proliferação (Ki-67), bem 
como à produção da citocina INF-ɣ e perfil citotóxico através da coexpressão de 
granzima B e perforina, e o marcador de degranulação CD107a entre os grupos 
controles e recuperados. As nossas análises demonstram de forma geral que tanto 
indivíduos que tiverem COVID leve e são IgG +, quanto indivíduos que tiveram a 
COVID na forma clínica grave apresentaram uma frequência menor de células T 
CD8+. Além disso, os dados demostraram ainda, que os grupos leves IgG- e/ou IgG+ 
apresentaram uma expressiva produção de marcadores de ativação CD69 e CD38, 
IFN - γ e células T CD8+ mais citotóxicas. Podemos concluir que os marcadores de 
ativação, degranulção e a citocina pró-inflamatória IFN – γ podem ser possíveis 
marcadores de prognóstico para a COVID-19 na forma clínica leve. Essa abordagem 
poderá nortear investimento em pesquisas na área da Biotecnologia, com abordagem 
em desenvolvimento de possíveis terapias alvo para esses marcadores, ou até 
mesmo desenvolvimento de testes diagnósticos mais rápidos e eficazes na predição 
de doenças graves. 
 
. 

 
Palavras-chave: Biomarcadores, COVID-19, Células TCD8+. 
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ABSTRACT 
 
 
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) is a highly transmissible acute respiratory 
disease caused by the Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2). The HCoVs of greatest epidemiological importance are MERS-CoV causing 
Middle East respiratory syndrome, SARS-CoV causing severe acute respiratory 
syndrome, and more recently SARS-CoV-2 causing COVID-19. SARS-CoV-2 is an 
RNA beta coronavirus and initially emerged in China in December 2019, where the 
first cases were associated with the Wuhan Seafood Wholesale Market, China. Since 
its emergence, cases of COVID-19 have spread across several countries, thus 
classifying it as a pandemic. Those infected with SARS-CoV-2 may have no symptoms 
or have symptoms ranging from mild to lethal. The current pandemic situation declared 
by the World Health Organization (WHO) in March 2020, due to the spread of SARS-
CoV-2, has been challenging for health authorities to find both therapeutic and 
preventive solutions for the disease, as well as understand its effects on the human 
organism from an immunological point of view. Some described mainly report 
leukocyte alterations, with lymphopenia and a decrease in T cells, including CD8+ T 
cells. Changes in the subpopulation of CD8+ T lymphocytes have increased the 
production of expression levels of activation, proliferation, and modulation markers 
indicating that there may be specific CD8+ T cell responses in patients with COVID-
19. Thus, the present study aimed to investigate the immunomodulatory mechanisms 
mediated by CD8 + T cells, correlating the clinical characteristics of patients recovered 
from mild and severe forms of COVID-19, in order to characterize the presence of 
prognostic markers. To this end, peripheral blood samples were obtained from 
recruited volunteers and distributed into control (CTL - n = 9), mild IgG - (n = 5), mild 
IgG+ (n = 6) and severe (n = 7) groups. Samples of PBMCs were obtained and 
incubated under 4 different conditions: unstimulated (medium), stimulated with SARS-
CoV-2 peptides (Pool Spike CoV-2 and Pool CoV-2) and stimulated with 
Staphylococcal enterotoxin B (SEB). CD8+ T cells were analyzed and classified 
regarding the expression of markers of activation (CD38 and CD69), proliferation (Ki-
67), as well as the production of the cytokine INF-ɣ and cytotoxic profile through the 
co-expression of granzyme B and perforin, and the degranulation marker CD107a 
between the control and recovered groups. Our analyzes generally demonstrate that 
both individuals who have mild COVID and are IgG+, and individuals who have severe 
clinical COVID-19 had a lower frequency of CD8+ T cells. In addition, the data also 
showed that the IgG- and/or IgG+ light groups showed an expressive production of 
activation markers CD69 and CD38, IFN – γ, and more cytotoxic CD8+ T cells. We can 
conclude that markers of activation, degranulation, and the pro-inflammatory cytokine 
IFN - γ may be possible prognostic markers for COVID-19 in the mild clinical form. This 
approach could guide investment in research in the area of Biotechnology, with an 
approach in the development of possible target therapies for these markers, or even 
the development of faster and more effective diagnostic tests in the prediction of 
serious diseases. 
 

 
 
Keywords: Biomarkers. COVID-19. CD8+ T cells. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
 

Os coronavírus (CoVs) constituem uma família de vírus de RNA com uma 

ampla gama de hospedeiros naturais, e foram descritos a mais de 50 anos como 

agentes causadores de infecções em diversas espécies de animais, incluindo seres 

humanos. Nos anos 1960, os coronavírus   HCoV-229E, HKU1, OC43 e NL63 já 

haviam sido identificados como agentes causadores de infecções respiratórias leves 

em humanos. No entanto, os coronavírus que infectam humanos só se tornaram mais 

conhecidos em 2003, quando foi identificado o SARS-CoV responsável pela síndrome 

respiratória aguda grave (SARS), posteriormente com o MERS-CoV causador da 

síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS) em 2012 e mais recentemente com o 

surgimento da síndrome respiratória grave coronavírus 2 (SARS-CoV-2) em 2019 

(WEISS, 2005; ANDERSEN et al.,2020; PAULES et al., 2020).   

O SARS-CoV-2 é um dos coronavírus que ficou conhecido por infectar seres 

humanos (ANDERSEN et al.,2020). No final de 2019 e início de 2020, diversos casos 

de pneumonia de causa desconhecida foram relatados na cidade de Wuhan, China 

(ZHU et al.,2020; LI et al.,2020). O “novo” coronavírus (nCov) foi isolado e identificado 

em 7 de janeiro de 2020 por cientistas chineses, e nomeado primariamente pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) como 2019-nCoV (LI et al.,2020). Trata-se de 

um membro da linhagem beta coronavírus, descoberto através de amostras de 

pacientes com pneumonia (ZHU et al., 2020). Ainda em meados de janeiro de 2020, 

países como Tailândia, Japão e Coréia do Sul, confirmaram a detecção de uma 

infecção humana pelo novo coronavírus da China (LI et al., 2020). O novo vírus se 

disseminou rapidamente chegando a diversos países causando doenças respiratórias 

de níveis variados, sendo declarada situação emergencial internacional pela OMS em 

janeiro de 2020, seguido da declaração de pandemia, também feita pela OMS em 11 

de março do mesmo ano (OMS, 2020). A primeira confirmação da infecção por SARS-

CoV-2 no Brasil foi notificada em 26 de fevereiro de 2020, na cidade de São Paulo –

SP e a primeira morte foi registrada em 17 de março de 2020 em São Paulo (Brasil, 

2020). 

Estudos tem demostrado que a doença infecciosa por coronavírus (COVID-19) 

tem se apresentado de várias formas desde assintomática até casos graves.  Quando 

sintomática, o quadro clínico pode variar de sinais e sintomas leves a graves, cursando 
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com doenças respiratórias graves, que se assemelham ao SARS-CoV e uma alta 

mortalidade tem sido observada. Diversos estudos ao redor do mundo tem sido 

realizado contemplando fisiopatologia, transmissão, gravidade, aspectos 

imunológicos e possíveis sequelas, dentre esses estudos tem se demonstrando que 

há uma hipercitocinemia inflamatória a exemplo da IL-6, IL-2 e IFN-γ, expressão de 

marcadores imunológicos e alterações em diversos parâmetros laboratoriais como 

contagem total de leucócitos com considerável variação, por vezes aparecendo alta 

ou diminuída, linfopenia, neutrofilia, aumento da proteína C reativa (PCR), aumento  

nas taxas da velocidade de hemossedimentação (VHS), dentre outros. Essas 

alterações estão associadas ao prognóstico da doença onde a maior parte das 

alterações estão sendo detectadas em pacientes graves (LIU et al., 2020; YE et al., 

2020).  

No que diz respeito à terapêutica, diversas abordagens medicamentosas 

incluindo antivirais como remdesivir, favipiravir, dentre outros, têm sido administradas 

em pacientes COVID-19, com a finalidade de encontrar um ou mais medicamento que 

seja eficiente. Porém, não se tem comprovação de efetividade medicamentosa contra 

a doença, sendo a terapia medicamentosa adotada até o momento apenas 

sintomática (SHEN et al., 2020).   

Os aspectos imunológicos na COVID-19 ainda não estão bem compreendidos, 

no entanto, muitas alterações clínicas e laboratoriais já foram descritas, destacando a 

linfopenia com redução nas frequências das células T CD8 +, hipercitocinemia, maior 

ativação das células citotóxicas, exaustão celular e a resposta imune ineficiente tem 

sido os eventos comumente observados nos casos de infecções respiratórias graves 

causadas pelo SARS-CoV-2 (CHIEN et al., 2006; LIU et al., 2020; COSTELA-RUIZ, 

2020).  

Diante do exposto, este trabalho visou avaliar o perfil imunológico das células 

T CD8+ em indivíduos recuperados da COVID-19 na busca por biomarcadores que 

possam ser correlacionados as características clínicas de pacientes recuperados das 

formas leve e grave da doença. Nesse contexto, a fim de avaliar o perfil de expressão 

de marcadores importantes no papel das subpopulações das células TCD8+, análises 

citométricas foram realizadas a partir da estimulação, mediante peptídeos antigênicos 

do SARS-CoV2, de amostras de células mononucleares de sangue periférico 
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(PBMCs) oriundas de indivíduos saudáveis e pacientes recuperados acometidos pelas 

formas leve e grave da COVID-19. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  
 

 
2.1 Histórico e Epidemiologia  

 

O ano de 2020 foi marcado por uma crise de saúde Global poucas vezes vista 

na história da humanidade em decorrência do surgimento de um novo vírus. Tratava-

se de um novo coronavírus (SARS-CoV-2) que até então não havia sido identificado 

em seres humanos (OMS, 2020a). Segundo Zhou et al. (2020), a epidemia teve início 

no dia 12 de dezembro de 2019 na China. Inicialmente as autoridades chinesas 

relataram casos de pneumonia de causas desconhecidas sendo a maioria associado 

a pessoas que relataram exposição em um Mercado Atacadista de Frutos do Mar na 

cidade de Wuhan, província de Hubei, na China (PAULES et al., 2020; HE et al.,2020).  

Em 31 de dezembro de 2019, a Organização Mundial da Saúde (OMS) foi 

informada formalmente sobre os vários casos da nova e misteriosa doença na cidade 

de Wuhan, China (OMS, 2020b), e no dia 07 de janeiro de 2020 o Centro Chinês de 

Controle e Prevenção de Doenças (CDC) anunciou a identificação de um novo CoV 

que foi nomeado primariamente pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como 

2019-nCoV e posteriormente foi oficialmente designado como síndrome respiratória 

aguda grave coronavírus 2 (SARS-CoV-2) (GRALINSK et al.,2020; HE et al., 2020). 

O 2019-nCoV tratava-se de um vírus zoonótico, membro da linhagem beta 

coronavírus, descoberto através de amostras de pacientes com pneumonia (ZHU et 

al., 2020).  

Ainda em janeiro de 2020, países como Tailândia, Japão e Coréia do Sul, 

confirmaram a detecção de uma infecção humana pelo novo coronavírus da China (LI 

et al., 2020). O surto causado pelo SARS-CoV-2 aumentou substancialmente e em 26 

de janeiro de 2020 havia registro de 2.761 casos de infecção, 80 mortes associadas 

ao novo vírus na China e aproximadamente 33 casos da infecção em outros 10 países 

(Zhou et al., 2020). Não demorou muito para que o novo vírus se espalhasse por 

diversos países e continentes causando doenças respiratórias de níveis variados, 

sendo declarada situação emergencial de saúde pública de preocupação internacional 

pela OMS em 31 de janeiro de 2020, e em 11 de fevereiro de 2020 foi designado o 

nome COVID-19 para a doença causada pelo novo coronavírus, que em 11 de março 

de 2020 a doença foi caracterizada como uma pandemia (OMS, 2020d). Devido à 

natureza infecciosa do novo coronavírus, os números de pessoas infectadas 
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confirmadas aumentaram exponencialmente em poucos dias, de modo que, no dia 25 

de março os números globais chegaram na casa dos 413.467 testados positivos e 

18.433 fatalidades confirmadas (SRIVASTAVA et al., 2020; ZU et al., 2020; 

CALLAWAY; CYRANOSKI, 2020; OMS, 2020c; OMS, 2020d.). 

No Brasil, o primeiro caso de infecção por SARS- CoV-2 foi confirmado em um 

homem de 61 anos em retorno de viagem da Itália em 26 de fevereiro de 2020 

(JORNAL FOLHA DE SÃO PAULO, 2020a), e seu primeiro óbito no dia 17 de março 

de 2020 na cidade de São Paulo, um homem de 62 anos (JORNAL FOLHA DE SÃO 

PAULO, 2020b).  

Em 27 de julho de 2021, 19 meses após a confirmação do primeiro caso, o 

mundo totalizava aproximadamente 195 milhões de casos de COVID 19 confirmados 

e 4,1 milhões de óbitos, de acordo com os dados da OMS e o Brasil já registrava cerca 

de 19 milhões de casos e 549 mil óbitos (OMS, 2021). 

Atualmente os números globais de confirmados e óbitos são alarmantes, 

segundo dados obtidos da OMS em 05 de julho de 2022 os casos confirmados 

chegam na casa dos 547.901.157 enquanto os óbitos somavam 6.339.899 (OMS, 

2022). Até março de 2022, o Brasil ocupava a 3ª posição entre os países com maior 

número de casos confirmados (Figura 1) e a 2ª posição com maior número de mortes 

em razão da COVID-19 ao longo desse período pandêmico (figura 1) (WHO, 2022) 

 

Figura 1 – Classificação dos principais países com maior número de casos 

confirmados e morte por COVID-19 até março de 2022  

 
         Fonte: Painel da OMS sobre o coronavírus - COVID-19, 2022 
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Em julho de 2020, o Nordeste se destacava como a segunda região com 

maiores porcentagens de ocorrências no Brasil, sendo 789.896 confirmados e 27.383 

óbitos (BRASIL, 2020a). Já em 24 de julho de 2022 a primeira região que aparece 

com maior número de infectados é a Sudeste, com 13.293.422 casos confirmados e 

324.512 óbitos, enquanto que o Nordeste apareceu como a terceira região brasileira 

mais afetada em termos de infecção pela COVID-19, registrando assim 6.706.888 

casos confirmado e 130.561 óbitos e a região Norte a menos afetada registrando 

2.667.766 casos seguido por 50.57 óbitos (BRASIL, 2022b).  

Dentre os estados nordestinos, em 24 de julho de 2022, a Paraíba registrou 

642.266 casos confirmados e 10.339 óbitos (BRASIL, 2022a). Em nível municipal, a 

capital paraibana, João Pessoa, segue liderando o ranking das ocorrências por 

COVID-19. Segundo dados da Secretaria estadual de Saúde da Paraíba (2022), em 

25 de julho de 2022 a capital da Paraíba encontra-se com os índices de 159.248 

testados positivos e 3.231 óbitos por COVID-19 (BRASIL, 2022b). 

 

2.2 Agente Etiológico  

 

Os coronavírus (CoVs) são uma grande família de vírus de RNA, classificados 

na ordem Nidovirales e na família Coronaviridae sendo essa, subdividida em duas 

subfamílias Coronavirinae e Torovirinae com uma ampla gama de hospedeiros 

naturais. Os Coronavirinae são capazes de se comportarem como vírus zoonóticos, 

capazes de causar doenças em diversas espécies de animais domésticos e 

selvagens, bem como em seres humanos e atualmente são classificados em quatro 

gêneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, 

em que o  SARS - CoV- 2, assim como o SARS - CoV e o MERS – CoV pertencem 

ao gênero Betacoronavirus, apresentando os seguintes subgêneros: Embecovírus, 

Hibecovírus, Merbecovírus e Sarbecovírus  (PATRICK et al.,2009; WEISS, 2011; 

XAVIER et al., 2020; LI et al., 2019; WASSENAAR; GORBALENYA et al., 2020). 

Os coronavírus são vírus envelopados com diâmetro de 60 a 130 nm, contêm 

um genoma de ácido ribonucleico - RNA de fita simples de sentido positivo, capazes 

de infectar aves (Gammacoronavirus e Deltacoronavirus), além de várias espécies de 

mamíferos, dentre eles o humano (Alphacoronavirus e Betacoronavirus). Dos 

coronavírus pertencentes a subfamília Coronavirinae e gênero Betacoronavirus, os 
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SARS – CoVs e os MERS CoVs foram caracterizados por serem transmitidos por 

morcegos, sendo estes, reservatório natural para ambos, transmitindo para gatos e 

camelos respectivamente, como hospedeiros intermediários, e por fim, transmitidos 

ao humano (PATRICK et al.,2009; WEISS.,2011; XAVIER et al., 2020; LI et al., 2019; 

JUNEJO et. al. 2020; ANDERSEN et al., 2020). 

O SARS-CoV-2 é o sétimo coronavírus conhecido por infectar seres humanos 

(ANDERSEN et al.,2020). Os coronavírus humano (HCoVs), normalmente causam 

resfriados leves em indivíduos saudáveis, e por isso, esses patógenos recebiam 

relativamente pouca importância. Porém, nas últimas duas décadas, os HCoVs 

patogênicos têm emergido causando surtos endêmicos, epidêmicos e pandêmicos 

denominados por síndromes respiratórias graves tais como síndrome respiratória 

aguda grave (SARS-CoV) em 2002, síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS-

CoV) em 2012 e síndrome respiratória grave coronavírus 2 (SARS – CoV -2) em 2019 

(PATRICK et al.,2009; PAULES et al., 2020; WEISS, 2011; HE et al.,2020).   

O SARS-CoV-2, assim como outros coronavírus, é um vírus de RNA de sentido 

positivo, de cadeia simples, envelopado e não segmentado. Seu genoma apresenta 

um tamanho de 27 a 32kb, grande quando comparado a outros vírus, além disso, o 

genoma do SARS-CoV-2 consiste em duas regiões não traduzidas terminais 5’ UTR 

e 3′ UTR, dois grandes complexos - ORF1A e ORF1B codificante para proteínas não 

estruturais (NSPs), um gene da proteína spike (S), gene da proteína do envelope (E), 

gene da proteína da membrana (M), gene da proteína nucleocapsídeo (N), e genes 

para proteínas acessórias (QAMAR et al., 2020; ASTUTI I, YSRAFIL, 2020).  

Estudos afirmam que o SARS-CoV-2 dispõe na sua estrutura de quatro 

proteínas principais sendo elas a glicoproteína spike (S), a glicoproteína de envelope 

(E), a glicoproteína de membrana (M) e a glicoproteína do nucleocapsídeo (N). A 

proteína spike (S) na superfície do vírus e apresenta uma conformação 

transmembranar, onde o domínio funcional S1 está associada ao tropismo celular e 

interação com o receptor na membrana da célula hospedeira, enquanto que o S2 

medeia o processo de fusão das membranas virais e celulares. A proteína do 

nucleocapsídeo (N) é expressa durante o processo de infecção, participando do 

endereçamento do RNA viral além de facilitar o processo de replicação, 

processamento e montagem do vírus. Um outro componente importante é a proteína 

M, que interage com todas as outras proteínas estruturais com a finalidade de 
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estabilizar a montagem viral. A proteína de envelope (E) que atua juntamente com as 

demais proteínas estruturais no início do processo de infecção e montagem viral 

(BIANCHI et al., 2020; WALLS et al., 2020; TILOCCA et al., 2020; RABAAN et al., 

2020; ASTUTI I, YSRAFIL, 2020). 

 

2.3  Transmissão e Mecanismo de Infecção  

 

A transmissão do SARS-CoV-2 exige que uma carga viral mínima, ainda não 

conhecida, de vírus competente para que haja a replicação entre em contato com um 

sítio anatômico vulnerável de um indivíduo susceptível (Eric et al., 2021).  

No início da pandemia da COVID-19, muitas hipóteses a respeito da dinâmica 

da transmissão do vírus foram levantadas e por se tratar de um agente infeccioso das 

vias aéreas respiratórias logo associou-se que a principal forma de transmissão seria 

através do contato com gotículas respiratórias, aerossol, contato direto com 

superfícies contaminadas e devido a manifestação de quadros gastrointestinais 

presentes em alguns casos, elencou-se a possibilidade da ocorrência de transmissão 

por via fecal-oral (Figura 2). Estudos tem relatados que a transmissão do SARS-CoV-

2 pode ocorrer por várias vias aceitáveis e depende de vários fatores, incluindo a dose 

infecciosa, viabilidade do vírus, distância e duração da exposição, diversos fatores 

ambientais como temperatura, umidade, precipitação, pH, ventilação, radiação 

ultravioleta solar, entre outros , e fatores do hospedeiro tais como a taxa de respiração, 

morfologia do trato respiratório, tecidos-alvo, distribuição de receptores, barreiras do 

hospedeiro e respostas imunes (Harrison et al., 2020; Escandón et al., 2021; Wang et 

al.,2021; Eric et al.,2021.).   

 

Figura 2 - Rotas de transmissão propostas para a infecção pelo SARS-CoV-2 
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                   Fonte: Adaptado de Harrison et al. (2020)   

 

Conforme reconhecido pelo CDC, o principal modo pelo qual as pessoas são 

infectadas com SARS-CoV-2 é através da exposição a fluidos respiratórios que 

transportam vírus infecciosos. Durante a expiração, os indivíduos infectados liberam 

fluidos respiratórios na forma de gotículas, isso acontece através da fala, tosse, canto, 

exercícios, espirro e até mesmo na respiração tranquila, e essas gotículas carregam 

vírus e transmitem infecção. A exposição ocorre de três maneiras principais: (1) 

inalação de gotículas respiratórias muito finas e partículas de aerossol, (2) deposição 

de gotículas e partículas respiratórias em membranas mucosas expostas na boca, 

nariz ou olhos por respingos e sprays diretos e (3) tocar as membranas mucosas com 

as mãos sujas diretamente por fluidos respiratórios contendo vírus ou indiretamente 

ao tocar superfícies com vírus ativo (CDC, 2021; Escandón et al., 2021). 

Ainda segundo Escandón et al. (2021), a transmissão respiratória, por meio de 

aerossóis e gotículas inaláveis de curto alcance, é o principal modo de transmissão 

do novo coronavírus. Já a transmissão por contato físico e por contato indireto com 

objetos e superfícies, representam um papel menor na disseminação do SARS-CoV-

2, e a transmissão por aerossol de longo alcance pode ocorrer, sob condições como 

exposição prolongadas em ambientes fechados com ausência de ventilação, sendo a 

transmissão fecal-oral considerada insignificante com base nas evidências existentes.  
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O novo coronavírus, causador da COVID-19, é um vírus revestido por um grupo 

de proteínas conhecidas como “Spike protein” (proteína “S”), essa proteína apresenta 

um domínio de ligação ao receptor (RBD) que medeia o contato direto com um 

receptor celular da  enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) expresso na 

superfície das células de vários órgãos, incluindo as células epiteliais das vias 

respiratórias, e um sítio de clivagem polibásico S1/S2 que é clivado proteoliticamente 

pela catepsina L celular e pela serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2). O 

mecanismo de infecção viral do SARS-CoV-2 na célula hospedeira inicia através da 

interação com o domínio funcional S1 da proteína spike (S) com o receptor da ECA-

2. Esse contato entre os receptores previamente citados mobiliza a TMPRSS2 para o 

sítio de infecção viral, acarretando na clivagem da proteína spike nos domínios 

funcionais S1 e S2, de modo que S1 se dissocie de S2 levando sua ativação, que 

mediada pelo domínio funcional interno S2 exposto, promove a fusão viral com a 

membrana celular (JIANG et al.,2020; HOFFMANN et al., 2020; LI et al., 2020; 

LUKASSEN et al., 2020; ASTUTI et al., 2020; Escandón et al., 2021). 

 Uma vez que acontece a fusão do vírus à membrana da célula hospedeira, vai 

haver a internalização do vírus em um processo conhecido como endocitose. A 

endocitose leva à formação de uma organela dentro da célula conhecida como 

endossomo primário, com um pH próximo de 6,5 que sensibiliza as proteínas 

estruturais virais, à medida que o endossomo direciona-se para regiões próximas do 

núcleo seu pH é acidificado (baixa para 6,0 aproximadamente), aumentando o 

processo de exposição do material genético viral no citoplasma O SARS-CoV-2 utiliza 

da maquinari celular para desempenhar o papel transcricional (HARRISON et al., 

2020; Escandón et al., 2021).  

Uma vez que o RNA viral chega no citoplasma da célula hospedeira vai ser 

usado como molde para a síntese de mais RNA Viral e de proteínas virais. As 

proteínas recém-sintetizadas são direcionadas para o retículo endoplasmático (RE) 

onde serão traduzidos nas proteínas constituintes da partícula viral, essas proteínas 

virais integram o RNA viral recém produzido para a formação de novos vírus no RE e 

são direcionadas ao complexo de Golgi, onde são preparados para liberação e 

embrulhados em membranas do complexo golgiense, formando assim uma vesícula, 

essa por sua vez, sai do complexo de Golgi em direção à membrana da célula 

hospedeira fundindo-se a ela e consequentemente libera novos vírus com capacidade 
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infecciosa (JIANG et al., 2020; HARRISON et al., 2020; ASTUTI, YSRAFIL. 2020; 

CESPEDES; DE SOUZA, J. C. R. P. 2020; ESCANDÓN et al., 2021). 

 

2.4 Sinais, sintomas e diagnóstico 

 

Sabe-se que o SARS-CoV-2 é um vírus infeccioso respiratório que afeta as vias 

respiratórias superiores e inferiores, diante disso os indivíduos podem apresentar 

quadro de sintomas distintos. Outros fatores como fisiológicos, por exemplo o estado 

nutricional e idade, patológicos como comorbidades preexistentes e imunológicos, 

podem acarretar apresentações clínicas tidas como leves, moderadas ou graves. O 

início da manifestação dos sinais e sintomas em pacientes SARS-CoV-2 positivos 

acontecem após um período de incubação viral, que varia de 1-14 dias com média de 

5-6 dias. (BACKER; KLINKENBERG; WALLINGA, 2020; CDC, 2020; ASTUTI, I.; 

YSRAFIL, 2020; LINTON et al., 2020).  

Estudos demostram que clinicamente, a infecção com SARS-CoV-2 pode se 

apresentar em uma das seguintes condições: assintomáticos, indivíduos com doença 

respiratória aguda (DRA) ou pacientes com pneumonia em diferentes graus de 

gravidade (XAVIER et al., 2020). As manifestações do quadro clínico comum, 

inicialmente se assemelham aos sintomas de outras infecções respiratórias como 

resfriado e influenza, porém, com maior proporção de evoluções para infecções 

graves e críticas. Os sintomas que podem se manifestar são congestão ou coriza, 

tosse seca, febre, fadiga, mialgia, podendo ser acompanhados de cefaleia, secreções 

respiratórias, diarreia, dispneia, disgeusia ou anosmia e quando comparada com 

outras infecções respiratórias a COVID-19 se apresenta com maior proporção de 

evoluções para infecções graves e críticas levando à admissão em unidade de terapia 

intensiva (UTI) exigindo oxigenoterapia e/ou suporte ventilatório além de estar 

relacionada com alta mortalidade (XAVIER et al., 2020; GUPTA et al., 2020; HE et 

al.,2020).  

Uma parcela importante dos pacientes tende apresentar um bom prognóstico, 

entretanto, idosos e pessoas com distúrbios já existentes, como doenças pulmonar 

obstrutiva crônica, cardiovasculares, renais, diabetes, podem progredir para síndrome 

do desconforto respiratório agudo (SDRA) e/ou  desencadear manifestações 

extrarrespiratórias como choque séptico, disfunção da coagulação, complicações 
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cárdica, renal, hepática e falência múltipla de órgãos podendo levar ao óbito (GUO et 

al., 2019; XAVIER et al.,2020). Outros sintomas inespecíficos correlacionados com o 

agravo do quadro de infecção pelo SARS-CoV-2 inclui manifestações neurológicas 

que podem ser divididas em manifestações do sistema nervoso central, tais como 

doenças cerebrovasculares e consciência prejudicada, manifestações do sistema 

nervoso periférico e sensorial como perca do paladar ou olfato citados anteriormente 

e manifestações do sistema nervoso associado ao músculo esquelético como a lesão 

muscular esquelética (ASTUTI, I.; YSRAFIL, 2020; MAO, 2020.). 

Atualmente as principais metodologias para confirmar a infecção pelo SARS 

CoV-2 são:  

 Ensaios Moleculares de Reação em Cadeia de Polimerase, sendo a técnica 

da RT-qPCR considerada como padrão-ouro para a detecção precoce de 

vírus. Essa técnica tem como objetivo a detecção do RNA do SARS-CoV-2 

mediante amostras da nasofaringe e/ou orofaríngea obtida a partir de coleta 

com swab entre o 3º e 7º dia de infecção potencial (RAI et al., 2021). 

 Testes sorológicos com a finalidade de detectar qualitativamente e /ou 

quantitativamente anticorpos IgM, IgG e IgA no sangue periférico, utilizando 

a técnica de ELISA ou Imunocromatografia, sendo esta última também 

utilizada para detectar qualitativamente os antígenos virais em secreções 

de nasofaringe e/ou orofaringe (RAI et al., 2021).  

 Diagnóstico por imagem: Através de tomografia computadorizada de alta 

resolução, objetiva observar alterações tomográficas pulmonar que sejam 

compatíveis com a COVID-19 (BRASIL, 2021c). 

2.5 Imunologia da COVID-19 

 

2.5.1 Imunidade Inata na COVID-19 

 

O sistema imunológico é uma potente barreira contra diversas infecções que 

podem acometer o organismo. Esse sistema desempenha diversos mecanismos 

celulares e moleculares capazes de defender a homeostase fisiológica frente a um 

desafio e a sua atuação em infecções virais é essencial para a detecção e eliminação 

do vírus. Diante dessas infecções, uma das primeiras linhas de defesa recrutadas ao 

local da infecção são as células constituintes da imunidade inata, que apresenta um 
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papel fundamental na orquestração da resposta inicial (HEINONEN et al., 2019; 

VABRET et al., 2020; LI et al., 2020; McKechnie & Blish, 2020).  

Os mecanismos das respostas imunológicas desencadeados pela infecção do 

SARS-CoV – 2 ainda não estão bem elucidados e tem mostrado uma vasta 

complexidade no que diz respeito às respostas imunes protetoras eficientes ou 

ineficazes no indivíduo infectado (LI et al., 2020; HOSSEINI et al., 2020). Tanto a 

resposta imune inata como a adaptativa têm um papel fundamental nos processos de 

reconhecimento e eliminação de patógenos estranhos. Estudos têm evidenciado que 

uma resposta imune baixa ou irrestrita durante a infecção por SARS-CoV-2 impulsiona 

os padrões clínicos, a magnitude da doença e a progressão da COVID-19 (PERICO 

et al.,2021; HOSSEINI et al., 2020). Sendo assim, a compreensão das respostas 

imunológicas frente a infecção por SARS-CoV-2 são indispensáveis para um melhor 

desenvolvimento de estratégias preventivas e novas percepções terapêuticas cada 

vez mais eficientes no que se refere aos quadros clínicos apresentados pela COVID-

19 (PERICO et al.,2021).    

A imunidade inata parece ter papel central na defesa contra o SARS-CoV-2 

(BRITO et al.,2020). O sistema imune inato do hospedeiro detecta infecções virais 

usando receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) para reconhecer padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) e a padrões moleculares associados a 

danos (DAMPs). De acordo com Brito et al (2020), os principais PRRs conhecidos 

incluem receptores Toll-like (TLR), receptores RIG-I-like (RLR), NOD-like (NLR), 

entre outros. As células imunes inatas, incluindo macrófagos, monócitos, células 

dendríticas, neutrófilos e células linfoides inatas (ILCs), como células natural killer 

(NK), estão armadas com um arsenal de PRRs que reconhecem PAMPs ou padrões 

moleculares associados a danos (DAMPs) para induzir vias de sinalização inflamatória 

e respostas imunes, e dependendo do receptor estimulado, diferentes respostas 

biológicas do hospedeiro são desencadeadas. A sinalização através desses 

receptores em células imunes inatas em resposta a patógenos, PAMPs ou DAMPs 

leva à produção de citocinas e quimiocinas inflamatórias, bem como à indução de 

morte celular para limpar as células infectadas. Até o momento, vários PRRs, em 

particular, TLRs, RLRs e NLRs, demonstraram ativar suas vias de sinalização em 

resposta ao SARS-CoV-2 (DIAMOND et al., 2022; LI et al., 2020; BRITO et al., 2020; 

PERICO et al., 2020). 
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As diferentes células imunes como monócitos, macrófagos, linfócitos e 

neutrófilos, migram para o epitélio pulmonar, na tentativa de conter o SARS-CoV-2. 

Quando essa tentativa de limitar a infecção é exacerbada, há efeitos oxidativos e 

inflamatórios inespecíficos podendo resultar em danos secundários aos tecidos 

funcionais e não infectados (BRITO et al.,2020; LI et al.,2020). Essas células da 

imunidade inata secretam citocinas pró-inflamatórias que inibem a replicação viral, 

estimulam a resposta imune adaptativa, recrutam outras células imunes para o local 

da infecção, e reconhecem agentes invasores através da interação com receptores 

que interagem com padrões moleculares associados a danos (DAMPs) ou padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs), secretados por diferentes células do 

sistema imune.  Até o momento a compreensão da resposta imune inata específica 

ao SARS-CoV-2 ainda é limitada. No entanto, o epitélio das mucosas do trato 

respiratório representa o sítio anatômico inicial da infecção do SARS-CoV-2, e durante 

o processo da transcrição viral as células epiteliais infectadas passam a liberar 

padrões moleculares como PAMPs (Ex: RNA viral) e DAMPs (Ex: ATP), cuja função 

é interagir com receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) expresso nas 

células da imunidade inata como receptores RIG citosólico e receptores do tipo Toll-

like (TLRs). Além disso, sabe- se que o SARS-CoV-2 é um vírus citopático, induzindo 

processos de piroptose celular e esse processo é capaz de exacerbar o ambiente 

inflamatório do epitélio respiratório através da liberação principalmente de citocinas 

(HEINONEN et al., 2019; VABRET et al., 2020; LI et al., 2020; GIAMARELLOS-

BOURBOULIS et al., 2020; DIAMOND et al., 2022). 

Consequentemente, tanto nos eventos de ativação de cascatas de sinalização 

desencadeados pela ativação dos PRRs, como os fatores liberados no processo de 

piroptose recrutam diversas populações celulares ao local através da secreção de 

citocinas com características pró-inflamatórias induzindo o recrutamento de 

macrófagos alveolares, monócitos e linfócitos. Além disso, a ativação dos monócitos 

e macrófagos, no sítio infeccioso, promove a secreção de fator de necrose tumoral 

pró-inflamatória alfa (TNF-α), IL-1, IL-6 e IL-18, que juntos potencializam os efeitos 

antivirais das células recrutadas, além de potencializar também a resposta imune 

adaptativa (VABRET et al., 2020; PARK et al., 2020; HUANG et al., 2020; ZHANG et 

al., 2020; GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020). 
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Segundo Diamond et al (2022), a sinalização dos PRR envolvida pelo SARS-

CoV-2 induz a liberação simultânea de citocinas pró-inflamatórias incluindo Interferons 

tipo I e III, IL-1β, IL-6, TNF, IL-12, IFN-β, IFN-γ, IL-17. Tais citocinas quando expressas 

auxiliam na eliminação de infecções, mas também mantêm a homeostase celular. No 

entanto, a liberação desregulada das citocinas pró-inflamatórias contribui para a 

hipercitocinemia também conhecida como tempestade de citocinas, condição 

presente em pacientes com a síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA), 

complicações tromboembólicas, danos pulmonares e complicações tromboembólicas 

em pacientes graves da doença. A tempestade de citocinas também pode ser 

entendida como uma condição potencialmente fatal causada pela produção excessiva 

de citocinas inflamatórias que contribui para a patogênese da doença por induzir um 

tipo de morte celular denominada morte celular inflamatória (PANoptose) (DIAMOND 

et al., 2022; LOWERY; SARIOL; PERLMAN., 2021; Karki; Kanneganti, 2021). 

A PANoptose é uma via de morte celular programada inflamatória imune inata 

dependente de PANoptossomas, complexos contendo caspase com ou sem 

componentes do inflamassoma, além de  proteínas induzidas pelo sinergismo de TNF 

e IFN-γ principalmente em macrófagos inflamatórios que ativa a via da caspase-8  

levando a morte celular, sendo capaz de atuar em um sistema de feedback positivo, 

resultando em mais liberação de citocinas, acarretando assim em uma sobrecarga 

inflamatória tecidual causando danos aos tecidos, órgãos e até falência múltipla de 

órgãos do hospedeiro com risco de vida  pela COVID-19 (ZHENG et al., 2020; 

DIAMOND et al., 2022; LOWERY; SARIOL; PERLMAN., 2021 BANOTH et al., 2020). 

As células naturais killer (NK) também são conhecidas por apresentarem 

atividade antiviral, por expressarem receptores para MHC classe I, que regulam a 

produção de citocinas ou citotoxicidade mediada por células. Contudo, a expressão 

de receptores inibidores NKG2A (grupo natural-killer 2, membro A) foi descrita em 

infectados pelo SARS-CoV-2 sugerindo que o vírus modula de maneira inicial o 

processo de clearance viral. Além de que, pacientes com as formas leve, moderadas 

e graves da COVID-19 apresentam um perfil de células NKs mais ativadas, porém 

apresentando um fenótipo exausto pela expressão de PD-1 (PERICO et al., 2020; 

BRITO et al., 2020; DEMARIA et al., 2020; VITTE et al., 2020). Eosinófilos e Basófilos, 

por sua vez, apresentam frequência e atividade reduzida na infecção por SARS-CoV-



 

 

32 

 

2, sobretudo em pacientes que desenvolvem formas moderadas e principalmente 

graves da COVID-19. (PERICO et al., 2020; VIGÓN et al., 2021; VITTE et al., 2020).  

 

2.5.2 Imunidade Adaptativa na COVID-19 

 

A imunidade adaptativa na COVID-19 apresenta um papel essencial no 

reconhecimento e eliminação de patógenos estranhos (PERICO et al., 2021). Sendo 

assim, tem-se que é necessário à apresentação do antígeno para estimular a 

imunidade humoral e celular do corpo, que são mediadas por células B e T específicas 

do vírus (LI et al., 2020). Em linhas gerais, a ativação adaptativa é considerada como 

um requisito fundamental para eliminar os invasores, construir uma memória 

imunológica adequada, como também para limitar a ativação inata (EKŞIOǦLU-

DEMIRALP et al., 2020).  

No que se diz respeito aos mecanismos imunológicos na COVID-19, ainda não 

estão bem elucidados, no entanto, a compreensão da resposta imune frente ao  

SARS-COV-2 torna-se fundamental para a determinação da susceptibilidade desse 

indivíduo baseado nas respostas imunológicas de memória previamente 

estabelecidas pelas células T e B em pacientes convalescentes, assim como, para a 

compreensão da susceptibilidade à progressão da doença, eficácia das intervenções 

terapêuticas além de poder  entender os melhores marcadores imune na doença (LI 

et al., 2020; GRIFONI et al., 2020). 

Estudos tem apontado que a infecção pelo novo coronavírus pode 

comprometer a linhagem linfocitárias desses pacientes, causando alterações na 

contagem dos linfócitos, o que pode ser denominado de linfopenia e foi evidenciado 

que essa linfopenia afeta diretamente os linfócitos T CD4+ e T CD8+, provocando 

assim, uma baixa na contagem absoluta de células T, especificamente nas células T 

CD8+, o que pode estar resultando no agravamento das respostas inflamatórias (LIU 

et al., 2020; MENDES et al.,2021; SANTOS et al.,2022). Nesse contexto EKŞIOǦLU-

DEMIRALP et al. (2020), relatam o aumento de células T em pacientes apresentando 

a forma leve, enquanto que em termos de frequência, indivíduos moderados e graves 

demonstraram redução em comparação ao grupo controle. 

A linfopenia é uma característica comum da COVID-19 grave, caracterizada por 

números absolutos reduzidos de células T CD4+ e particularmente CD8+ e essa 
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depleção celular se correlaciona com a gravidade da COVID-19 (PERICO et al., 2020). 

Estudo realizado por QINC et al. (2020), demonstrou que pacientes acometidos pela 

COVID-19 a contagem total de células B, células T e células NK reduziram 

significativamente em todos os grupos de infectados, principalmente no grupo dos 

casos graves quando comparado com indivíduos saudáveis (IWAMURA et al., 2021; 

QINC et al., 2020). Já em relação aos indivíduos recuperados da COVID-19 que foram 

analisados por citometria de fluxo observou-se uma inalteração da frequência de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ quando comparados ao grupo de indivíduos não expostos 

ao vírus (GRIFONI et al., 2020).  Em termos gerais, a atuação controlada de células 

B e T encontram-se ligadas à patogênese da COVID-19 e ao processo de eliminação 

viral, entretanto o fornecimento de imunidade duradoura e proteção à reinfecção ainda 

não são bem compreendidos (TRIGGLE et al., 2021).   

A apresentação de antígenos virais pode ser mediada por células 

apresentadoras de antígenos por meio das moléculas de MHC classe II, promovendo 

a ativação de células T CD4+. Isso pode resultar na produção e liberação de 

interleucina (IL)-12, que juntamente com o IFN-α, aumenta a expressão do MHC 

classe I e a ativação das células NK, o que permite a atuação dos mecanismos 

antivirais e a erradicação das células infectadas pelo SARS-CoV-2, e por outro lado 

também pode atuar coestimulando a produção de linfócitos com perfil Th1 (BRITO et 

al.,2020).   

Na infecção pelo SARS-CoV-2 diversos estudos buscam demonstrar a 

dinâmica interação entre a imunidade adaptativa promovida pelos linfócitos T e os 

eventos que direcionam para as gravidades dos pacientes acometidos pela COVID-

19 (LIU et al. 2020). A busca constante de linfócitos T com respostas especifica para 

o SARS-CoV-2 em pacientes recuperados tem sido uma das alternativas 

desenvolvidas por alguns cientistas. Um grupo de pesquisadores dos Estados Unidos 

da América utilizando indivíduos saudáveis não infectados e pacientes 

convalescentes leves, observaram reatividade de células T específicas para a 

proteína Spike e proteína da Membrana do SARS-CoV-2 em células T CD4+ e CD8+, 

com uma acentuada secreção de INF-ɣ e viés imunológico para diferenciação na 

subpopulação CD4+ Th1, enquanto que as células T CD8+ secretavam INF-ɣ, TNF e 

granzima, corroborando para a ideia de uma memória imunológica contra uma 
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reinfecção mediada principalmente pela secreção de citocinas com características 

pró-inflamatórias (GRIFONI; WEISKOPF; RAMIREZ, 2020). 

É possível observar que, após entrada do vírus na célula-alvo, peptídeos virais 

são apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou antígeno 

leucocitário humano (HLA) classe I aos linfócitos T CD8+, que exercem sua função 

citotóxica, levando à morte celular por apoptose da célula infectada (Brito et al., 2020). 

Em pacientes com COVID -19 grave, estudos tem relatado alterações no estado de 

ativação e/ou diferenciação das células CD8 T com aumento nos níveis de expressão 

dos receptores inibitórios TIM3.  Outros estudos sugerem que as células T CD8 

quando hiperativadas produzem altos níveis de expressão de marcadores naturais 

relacionados a células T assassinas, aumento da citotoxicidade além de expressarem 

marcadores de ativação (CD38) e de proliferação (Ki67) indicando que pode haver 

respostas de células T CD8 específicas nos pacientes com COVID-19 (Kim et al.; 

Chen; John Wherr, 2020). 

Quanto a resposta humoral, observa-se que os linfócitos B apresentam a 

capacidade de gerar anticorpos neutralizantes específicos contra o SARS-COV-2 em 

pacientes infectados, sobretudo direcionados à proteína Spyke e a proteína do 

Nucleocasídeo, os quais contribuem para o bloqueio da entrada do vírus nas células 

hospedeiras demonstrando um papel crítico desses anticorpos para a eliminação viral 

(LI et al., 2020; Ekşioğlu-Demiralp et al., 2020; XIE et al., 2020; MA et al., 2020; WANG 

et al., 2020). Além de mediar a produção de anticorpos, os linfócitos B também podem 

modular a resposta imune por atuarem como células apresentadoras de antígenos, 

produzirem citocinas e fornecerem sinais coestimuladores sobretudo em contato com 

a célula T (PENG et al., 2017). Após a fase de intensa produção e secreção de 

anticorpos, células B de memória são geradas, as quais são capazes de serem 

reativadas e se diferenciar em células secretoras de anticorpos contra o SARS-COV-

2 de maneira precoce em casos de reinfecção (TAN et al., 2022; BRITO et al., 2020; 

ROBINSON et al., 2021).  
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3 OBJETIVOS  
 
 
3.1 Objetivo Geral  
 

 

Investigar biomarcadores imunológicos de superfície e intracelulares 

associados as funções celulares nos linfócitos T CD8+ em indivíduos não infectados 

pelo SARS-CoV- 2 e recuperados da COVID-19.  

 
 
3.2 Objetivos Específicos 
 
No grupo controle e nos grupos de pacientes previamente acometidos pela COVID-

19: 

 
✔ Análise das características clínico-epidemiológicas; 

 
✔ Realizar diagnóstico molecular através da detecção de RNA Viral do SARS-CoV-

2 pela técnica do RT-qPCR;  

 
✔ Realização de diagnóstico sorológico através da detecção de anticorpos 

específicos ao SARS-COV-2 IgG;  

 
✔ Identificação de marcadores imunológicos na COVID-19 a partir da utilização de 

estímulos por peptídeos antigênicos do SARS-COV-2:  

● Avaliar a expressão de marcadores imunológicos na subpopulação de linfócitos 

T CD8+ através de marcadores de ativação (CD38 e CD69); 

● Verificação a expressão de marcadores imunológicos na subpopulação de 

linfócitos T CD8+ através de marcadores de proliferação (Ki-67);  

● Avaliar a população de linfócitos T CD8+ quanto a produção da citocina INF-ɣ; 

● Caracterização da atividade citotóxica das células T CD8+ mediante análises 

de produção de perforina, granzima B e CD107a. 
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4 METODOLOGIA 
 

4.1 Considerações Éticas 

 

O presente estudo está inserido no projeto denominado “PARTICIPAÇÃO DE 

CÉLULAS DO SISTEMA IMUNE NO PADRÃO DE RESPOSTAS PATOGÊNICAS OU 

SUPRESSORAS DESENCADEADA POR ANTÍGENOS PEPTÍDICOS EM 

PACIENTES COM COVID-19” o qual foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

com Seres Humanos do Hospital Universitário Lauro Wanderley – CEP/HULW 

(Número do Parecer: 4.101.879 e CAAE:31354720.0.0000.5188) do Centro de 

Ciências da Saúde da UFPB (APÊNDICE A).  

 

4.2 Amostras Clínicas 

 

 Amostras de sangue periférico para obtenção de PBMCs e secreção da 

nasofaringe/orofaringe provenientes de 27 pacientes voluntários acima de 18 anos 

foram coletadas durante o período de novembro de 2020 a maio de 2021, os quais 

encontram-se distribuídos em 4 grupos de estudo.  Para o grupo controle (CTL - n = 

9), foram incluídos indivíduos saudáveis sem enfermidades crônicas, que não faziam 

uso contínuo de medicamentos, além de apresentarem exames sorológicos e de RT-

qPCR (PCR quantitativo em tempo real) negativos para COVID-19. Indivíduos 

recuperados da COVID-19 foram confirmados mediante prévio diagnóstico por RT 

qPCR durante a fase aguda. Objetivando garantir que todos os voluntários inseridos 

nos grupos em estudo não enfrentavam um quadro de reinfecção (para os grupos 

recuperados) ou uma infecção primária (para o grupo controle), foram coletadas 

amostras da nasofaringe ou orofaringe, mediante swab, para posterior realização do 

diagnóstico molecular RT-qPCR para detecção e quantificação sensível e específica 

de alvos de ácidos nucleicos viral. Também foi realizado diagnóstico sorológico para 

a detecção de anticorpos IgG específicos ao SARS-COV-2. Nesse aspecto, 

voluntários acometidos por um quadro leve da infecção foram divididos em dois 

grupos baseado na detecção de IgG após a cura: leve IgG- (n = 5) e leve IgG+ (n = 

6), composto por voluntários que manifestaram sinais e sintomas leves compatíveis 

com a infecção, não necessitando de internação. O grupo grave (n = 7), por sua vez, 
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foi caracterizado por pessoas anteriormente acometidas pela infecção causada pelo 

SARS-CoV-2, na qual desenvolveram sinais e sintomas mais graves compatíveis com 

a infecção necessitando, portanto, de internação. 

Todos os voluntários apresentaram idade igual ou superior a 18 anos, sendo 

não gestantes e não acometidos por problemas neurológicos (como síndrome de 

Guillain-Barré, Alzheimer, Parkinson, Esclerose Múltipla e Esclerose Lateral 

Amiotrófica - ELA), para isso, os participantes responderam a um questionário 

contendo indagações sobre possível comorbidade existente (APÊNDICE C). Os 

participantes da pesquisa foram informados sobre a importância da mesma bem 

como, via assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), 

participaram voluntariamente do projeto (APÊNDICE B). Ademais, os voluntários 

preencheram um questionário clínico epidemiológico contendo dados gerais somados 

a informações acerca de sua saúde bem como aspectos clínicos e laboratoriais 

relacionados ao início da doença (APÊNDICE C). 

 

4.3 Ensaio de RT qPCR 

 

A técnica de RT-qPCR foi realizada como descrito por Guerra-Gomes et al. 

(2021) (GUERRA-GOMES et al., 2021). Durante a coleta do sangue, amostras da 

nasofaringe ou orofaringe foram coletadas com o uso de swab para a extração e 

isolamento do RNA (QIAprep&amp Viral RNA UM Kit QIAGEN, USA). Em seguida o 

DNA viral foi amplificado através da técnica de RT-qPCR (SARS-CoV-2 N1+N2 Assay 

Kits - QIAGEN, USA) para a detecção do material genético do SARS-CoV-2 

objetivando, assim, descartar um quadro de reeinfecção em voluntários inseridos nos 

grupos leve e grave e confirmar a inserção dos voluntários no grupo controle. 

 

4.4 Desenho e preparação do Pool de peptídeos do SARS-CoV-2 

 

As análises consistiram na busca dos alelos mais frequentes de HLA de classe 

I/II na população brasileira, excluindo os alelos de populações isoladas. Em seguida, 

foram realizadas análises de afinidade de ligação, previsão de antigenicidade e 

dinâmica molecular peptídica entre MHC-I e II e proteínas do SARS-CoV-2. Assim, os 

peptídeos específicos do SARS-CoV-2 para CD8 (Tabela 1) foram sintetizados 

(Genone), liofilizados até uso, ressuspendidos em H2O (MiliQ), agrupados (Pool CoV-
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2) e armazenado a -20 °C até o uso. Os mesmos procedimentos foram realizados para 

peptídeos da proteína Spike SARS-CoV-2 (Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Lista de peptídeos escolhidos no estudo 

  Nome Peptídeo 
Posição 

a.a.  
Fonte 

Pool 
Cov-

2 

  ORF1a ILASFSASTSAFVET 476-490 Este estudo 

 ORF1b FVDGVPFVVSTGYHFR 
4726-
4741 

Este estudo 

Pool 
Spike 

SPIKE_NTD NIDGYFKIYSKHTPINLV 196-210 
STEINHAGEN et al., 

2021 

SPIKE_RBD ATRFASVYAWNRKRI 344-358 
STEINHAGEN et al., 

2021 

SPIKE_S2 ALQIPFAMQMAYRFN 893-907 
STEINHAGEN et al., 

2021 
 ORF3 KKRWQLALSKGVHFV 66-80 Este estudo 
 E FYVYSRVKNLNSSRV 56-70 Este estudo 
 M KEITVATSRTLSYYK 166-180 Este estudo 

  ORF8 FYSKWYIRVGARKSA 41-55 Este estudo 

Fonte: Adaptado de CSORDAS et al. (2021) 

 
Para a predição dos epítopos SARS-CoV-2 foram utilizadas as sequências 

proteicas derivadas das sequências brasileiras de SARS-CoV-2 depositadas no 

GenBank e no Banco de Dados de Epítopos Imunes e Recurso de Análise (IEDB), 

conforme descrito anteriormente (CSORDAS et al., 2018). A predição de epítopo do 

SARS-CoV-2 para células T CD8 foi desenvolvida como relatado anteriormente, 

utilizando o algoritmo NetMHCpan4.0 (HLA-A* 01: 01; HLA-A* 02: 01; HLA-A* 11: 01; 

HLA-A* 24: 02; HLA-A* 68: 01; HLA-A* 23: 01; HLA-A* 26: 01; HLA-A* 30: 02; HLA-A* 

31: 01; HLA-B* 07: 02; HLA-B* 51: 01; HLA-B* 35: 01; HLA-B* 44: 02; HLA-B* 35: 03; 

HLA-C* 05: 01; HLA- C* 07: 01 e HLA-C* 15: 02). O Processo de desenvolvimento 

dos polipeptídeos antigênicos de coronavírus da síndrome respiratória aguda grave e 

sua aplicação descrita acima está sob proteção patentearia (Número do processo: BR 

10 2022 005518 1) do Instituto Nacional da Propriedade Industrial (APÊNDICE D).   

 

4.5 Processamento de Amostras e Obtenção do Soro 

 

  Para a aquisição do soro dos pacientes, os tubos de coleta com as amostras 

foram mantidos à temperatura ambiente (TA) por, no mínimo, 1 hora para que 

houvesse a retração do coágulo. Em seguida, os tubos foram centrifugados à 1.500 
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rpm durante 5 minutos à TA e encaminhados para câmara de fluxo laminar, local onde 

o soro foi transferido para tubos microtubos secos e esterilizados. Por fim, o soro foi 

mantido por 24h à -20ºC e, posteriormente, transferidos para um freezer -80ºC, 

ficando armazenados até a utilização para o teste sorológico.  

  

4.6 Sorologia para Diagnóstico de Anticorpos IgG 

 

 O teste sorológico foi realizado utilizando o Kit Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG 

em amostras sanguíneas dos voluntários inseridos em todos os grupos estudados. O 

teste foi realizado seguindo todas as orientações do fabricante, visando confirmar ou 

descartar a presença dos anticorpos contra o COVID-19 nas amostras coletadas 

(EUROIMMUN a PerkinElmer company – REF. El 2606-9601 G). 

 

4.7  Imunofluorescência para Análise de Células T CD8+ 

 

Aproximadamente 25 mL de sangue periférico foram coletadas em tubos 

heparinizados para obtenção de PBMC (tubos BD Vacutainer® Plus com Heparina de 

Sódio), mediante separação por gradiente de densidade (Ficoll PaqueTMPlus - GE 

Healthcare, Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA). Inicialmente, uma diluição 1:1 do 

volume de sangue coletado com Solução Fosfato Salina (PBS) foi realizada em tubos 

de centrifugação, com capacidade para 5 mL, esterilizados.  Em seguida, as amostras 

diluídas foram, cuidadosamente, inseridas sobre o Ficoll e posteriormente submetidas 

à centrifugação (40min, 2000rpm, 20°C). Com isso, o anel de PBMC foi coletado, 

lavado por 3 vezes com PBS e, em cada ciclo de lavagem, as amostras eram 

centrifugadas (10min, 1200rpm, 4°C) e o sobrenadante descartado. 

Na sequência, as células foram mantidas em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) 

suplementadas com 1% de antibióticos (penicilina/estreptomicina) e 10% Soro Fetal 

Bovino (SFB) (Sigma-Aldrich). Uma concentração de 2,5 X 105 células/poço foi 

utilizada em microplacas de 96 poços de fundo em U sob 4 condições: células não 

estímuladas (meio), estimuladas com Pool Spike CoV-2 (1 µg/poço), Pool CoV-2 (1 

µg/poço) e Staphylococcal enterotoxin B (SEB) (1 µg/poço) das Staphylococcus 

aureus (Sigma-Aldrich) por 16 horas em estufa 5% CO2 à 37°C.  

Em seguida, 10µL/poço de Brefeldina A (1mg/mL) (Sigma Aldrich) – para 

marcação intracelular - foi adicionada e as amostras novamente incubadas em estufa 
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5% CO2 à 37°C durante 4 horas. Posteriormente, a placa foi retirada da estufa e 

centrifugada por 8 minutos (1300rpm, 4ºC). O sobrenadante foi desprezado e as 

células suspensas por agitação. Em seguida, os anticorpos para marcadores de 

superfície, já diluídos, conforme titulação padronizada na fase de padronização dos 

reagentes, num volume final de 40L foram adicionados. Após adição dos anticorpos, 

a placa foi incubada a 4ºC por 30 minutos ao abrigo da luz. Terminado o período de 

incubação, realizou-se uma lavagem das células adicionando 150 L de PBS/ poço.  

A placa foi então centrifugada durante 8 minutos (1300rpm, 4ºC), seguida da 

remoção do sobrenadante e na sequência, agitada para suspenção das células. Em 

seguida, 100L de PBS e 100L de solução de formaldeído 4% foram adicionados em 

cada poço de marcação extracelular por 20 min à temperatura ambiente sob abrigo 

da luz, para a fixação da marcação. Após remover a solução de fixação por 

centrifugação (8min, 1300rpm, 4°C) e lavar as células com 150L de PBS, a 

permeabilização celular foi, portanto, realizada, incubando as células por 10 minutos 

com Permeabilization Buffer (PB) (0,5% BSA, w/v e 0,5% saponina em PBS) à 

temperatura ambiente. Após o processo a placa foi centrifugada durante 8 minutos 

(1300rpm, 4ºC), o sobrenadante desprezado e as células ressuspendidas. Em 

seguida, 40L da solução de anticorpos intracelulares adequadamente diluídos em 

solução de PB foi adicionada aos poços, sendo então as amostras incubadas por 45 

minutos à temperatura ambiente. Após este período, 150L/poço de PB foi 

adicionada, a placa foi centrifugada durante 8 minutos (1300rpm, 4°C) e o 

sobrenadante desprezado.  

Posteriormente, 200µL/poço de solução Wash B (PBS/BSA) foi adicionada.  

Por fim, o volume final de 200L/poço de solução contendo as células marcadas foi 

transferido para tubos próprios para leitura no citômetro de fluxo FACSCANTOII (BD 

Biosciences). As células foram mantidas a 4ºC, ao abrigo da luz para que as 

fluorescências não fossem perdidas até o momento da leitura. A figura 8A traz um 

resumo acerca das etapas metodológicas associadas ao protocolo de citometria de 

fluxo. 

 

4.8 Anticorpos Monoclonais (MABs) 
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 Os anticorpos monoclonais utilizados para a marcação de moléculas de 

superfície foram: controles de isotipo (FITC e PE) como controle negativo, anti-

CD107a, anti-CD38, anti-CD69, e anti-PD-1. Para as marcações intracelulares os 

seguintes anticorpos foram utilizados:  anti-Ki67, anti- IFN-γ, anti-granzima B, anti-

perforina. Sendo assim, para a caracterização de linfócitos T CD8+ e a análise de 

expressão de marcadores imunológicos pelas células em estudo, foi usado 

fluorocromos conjugados a anticorpos específicos para os parâmetros de interesse 

como fluorocromos, anti-CD8 (APC-Cy5) para a identificação das células T CD8+ e 

fluorocromos (FITC, PE, APC e PECY7) para a detecção de Ki67, CD69, CD38, PD-

1, INFγ, Perforina, Granzima B e CD107a pela subpopulação avaliada no presente 

trabalho. Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos das companhias BD 

PharmigenTM (CA, USA), Ebioscience (San Diego, CA, USA), Thermo Fisher 

Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA) ou Biolegend (San Diego, CA, USA). 

 

4.9 Aquisição e Análise dos dados por Citometria de Fluxo 

 

As amostras celulares previamente marcadas com os anticorpos monoclonais 

fluorescentes acima revelados foram adquiridas em citômetro de fluxo modelo FACS 

CANTO II (BD Biosciences). Durante a aquisição dos dados foram coletados 30.000 

eventos (células) sendo os mesmos, analisados utilizando o software Flowjo v.10.8.1 

(BD, Ashland - EUA). A estratégia de análise utilizada no software supracitado, se deu 

da seguinte forma: inicialmente selecionamos a região correspondente aos linfócitos 

totais mediante os parâmetros tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A). Em 

seguida, células T CD8+ foram identificadas através dos parâmetros FSC-A e CD8. 

Dentro desta população, selecionamos as células ativadas utilizando os parâmetros 

CD8. Finalmente, com as células de interesse identificadas, avaliamos a expressão 

das proteínas relacionados à atividade imunológica das células estudadas. A Figura 3 

ilustra a estratégia descrita neste tópico. Todos os anticorpos utilizados foram 

adquiridos das companhias BD PharmigenTM (CA, USA) ou Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, Massachusetts, EUA). 

Figura 3 - Estratégia de Análise utilizada para identificar as subpopulações de 

linfócitos T CD8+ e marcadores imunológicos em amostras de PBMC 
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Fonte: Aureliano et al. (2022) 

 

4.10 Análise estatística 

 

    As análises estatísticas foram feitas com auxílio do software GraphPad Prism 

versão 8.4.3. Teste de normalidade Shapiro-Wilk foi realizado. Para a comparação de 

múltiplos grupos, os testes Two-Way Anova (seguido pelo pós-teste de Tukey) e one-

way ANOVA (seguido pelo pós-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido 

pelo pós-teste de Dunn) foi utilizada onde apropriado. Para análises comparativas 

entre dois grupos, teste t de Student ou Mann-Whitney foram usados onde apropriado.  

Os resultados foram mostrados como média ± erro padrão de média (SEM). O 

intervalo de confiança foi de 95% e os valores foram considerados significativos 

quando p<0.05. Para criar o heat map acerca dos marcadores imunológicos 

analisados, foi utilizado o software Morpheus 

(https://software.broadinstitute.org/morpheus/). 
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5 RESULTADOS  

 

5. 1 Caracterização demográfica e clínica dos indivíduos saudáveis (CTL) e dos 

pacientes recuperados da COVID-19 inseridos nos grupos de estudo.   

 
Para o presente estudo, 18 voluntários recuperados da COVID-19 e 9 

indivíduos não acometidos pelo SARS-CoV2 foram recrutados e avaliados. A coleta 

das amostras aconteceu entre o período de novembro de 2020 a junho de 2021. Todos 

esses indivíduos incluídos na pesquisa não haviam sido vacinados para esta doença 

e foram distribuídos em 4 grupos. Para o grupo controle, 9 indivíduos, sendo 4 homens 

e 5 mulheres, com média de idade de 35,62 (±8,07) foram avaliados. O grupo leve 

IgG- foi composto por 5 pacientes, sendo 3 do sexo masculino e 2 do sexo feminino, 

com média de idade de 35,2 (±7,35), enquanto 6 voluntários compuseram o grupo 

leve IgG+ 6 (3 homens:3 mulheres) com uma média de idade 35,8 (±3,18). Por fim, do 

grupo grave participaram 7 voluntários com uma distribuição de 3 e 4 componentes 

do sexo feminino e masculino, respectivamente. A idade média para o grupo foi 40 

(±12,16). 

Em termos gerais, os sintomas predominantes relatados entre os indivíduos 

recuperados da COVID-19 foram cefaleia, fadiga, febre, tosse seca e dificuldade 

respiratória. Entretanto, também foram citados sintomas como arrepios, artralgia, 

coriza, diarreia, dor de garganta, inchaço ocular, mialgia, náusea, obstrução nasal, 

anosmia, ageusia, taquipneia, tosse produtiva e vômito. A maior parte dos voluntários 

(73,33%) tiveram sintomas por mais de 15 dias, sendo 60% destes acometidos por 

um quadro leve da doença e 40% quadro grave. Comorbidades como obesidade, 

hipertensão e asma foram relatadas pelos pacientes recuperados da COVID-19. O 

intervalo entre o final dos sintomas e a data da coleta de amostras para o presente 

estudo realizada variou de 1 à 11 meses (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Características demográficas e clínicas de voluntários inseridos nos grupos 
estudados 
 

 

Indivíduos Saudáveis COVID-19 

n= 9 (%) n= 18 (%) 

  

Média de Idade (DP) 37,22 ± 9,12 37,88 ± 10,36 
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Gênero     

Masculino  4/9 (44.44) 4/18 (22.22) 

Feminino  5/9 (55.56) 14/18 (77.78) 

Grau de severidade     

Controle  9/9 (100) N/A 

Leve IgG- N/A 5/18 (27.77) 

Leve IgG + N/A 6/18 (33.33) 

Grave  N/A 7/18 (38.89) 

Comprometimento pulmonar     

Grave 25-49  N/A 2/18 (11.11) 

Grave >50  N/A 0/18 (0) 

Comorbidades     

Hipertensão - 4/18 (22.22) 

Obesidade - 9/18 (50.0) 

Pneumopata - 1/18 (5.56) 

Início e Fim dos Sintomas (dias)     

Até 10 dias N/A 2/18 (11.11) 

Entre 10 a 12 dias N/A 3/18 (16.67) 

Acima de 12 dias N/A 13/18 (72.22) 

Sintomas     

Arrepios N/A 8/18 (44.44) 

Artralgia N/A 5/18 (27.78) 

Cefaleia N/A 15/18 (83.33) 

Coriza N/A 8/18 (44.44) 

Diarreia N/A 7/18 (38.89) 

Dificuldade Respiratória N/A 9/18 (50.00) 

Dor de Garganta N/A 9/18 (55.00) 

Fadiga N/A 14/18 (77.78) 

Febre N/A 11/18 (61.11) 

Inchaço Ocular N/A 3/18 (16.67) 

Mialgia N/A 8/18 (44.44) 

Náuseas N/A 4/18 (22.22) 

Obstrução Nasal N/A 7/18 (38.89) 

Perda de Olfato ou Paladar N/A 8/18 (44.44) 

Taquipneia N/A 5/18 (27.78) 

Tosse com Catarro Espesso N/A 4/18 (22.22) 

Tosse Seca N/A 10/18 (55.56) 

Vômito N/A 3/18 (16.67) 

        Fonte: Aureliano et al. (2022) 
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5.2  Avaliação da frequência da subpopulação de células T CD8+ no grupo CTL 

e nos distintos grupos de pacientes recuperados da COVID-19. 

 
A análise de PBMC por citometria de fluxo de indivíduos recuperados da 

COVID-19 revela que aqueles acometidos pela forma leve da doença com níveis 

detectáveis de IgG possuem uma menor frequência de linfócitos T CD8+ quando 

comparados aos demais grupos em amostras não estimuladas e estimuladas com 

Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. A frequência de células T CD8+ ativadas em PBMCs 

não estimuladas de indivíduos do grupo leve IgG+ também foram menores em 

comparação com o grupo grave. Finalmente, nos grupos leves e o grupo grave, o 

estímulo do SEB causou uma diminuição nas células T CD8+ ativadas quando 

comparado com as outras condições do mesmo grupo (Figura 4). 

 

Figura 4 -  Frequência de células T CD8+ ativadas em sangue periférico de voluntários 

 

Fonte: AURELIANO et al., 2022. Frequência de células T CD8+. PBMCs foram coletadas de indivíduos 
inseridos nos grupos controle (n = 9), Leve IgG- (n = 5), Leve IgG+ (n = 6) e grave (n = 7). As amostras 
foram incubadas por 16 horas em 4 condições: meio (não estimuladas), peptídeos Pool Spike CoV-2, 
peptídeos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs não estimuladas e estimuladas com SEB foram usadas como 
controle negativo e positivo, respectivamente. Os dados são apresentados como média ± SEM.  
Múltiplos grupos foram comparados através das análises estatísticas Two-Way Anova (seguido pelo 
pós-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pós-teste de Tukey). Para análises comparativas 
entre dois grupos, teste t de Student ou Mann-Whitney foram usados onde apropriado. Barras de erro 
mostram a variabilidade dos dados de cada subgrupo. Linhas horizontais (______) indicam diferenças 
significativas no mesmo subgrupo entre diferentes grupos. p* < 0.05; p** ≤ 0.01. Os símbolos 
caracterizados por letras minúsculas representam diferenças entre subgrupos dentro de cada grupo: a 
(meio x Pool Spike CoV-2); b (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2); c (meio x Pool CoV-2); O # representa 
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diferenças significativas do SEB no mesmo grupo. O símbolo * representa diferenças significativas do 
SEB entre os grupos.  SEB, Staphylococcal enterotoxin B. 
 
 

5.3 Expressão dos marcadores de ativação CD69, CD38, Ki67 e PD1 na 

subpopulação de células T CD8+.  

 

Para a investigação, PBMCs foram estimuladas com os antígenos peptídicos 

do SARS-CoV-2 e após marcação com CD8, os marcadores de ativação como os 

CD69, CD38, Ki67 e PD-1 foram avaliados.  As análises de PBMC por citometria de 

fluxo de pacientes recuperados da COVID-19 revelou que indivíduos acometidos pela 

forma leve da doença com IgG positivo (leve IgG+) possuem expressão mais elevada 

de CD69 em células TCD8+ em comparação ao grupo controle em amostras não 

estimuladas e estimuladas com Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. Observou-se ainda, 

que a expressão de CD69 em pacientes Leve IgG + também foi maior quando 

comparado ao grupo Leve sem produção de IgG (Leve IgG-) e ao grupo Grave (Figura 

5 A).  

No grupo leve IgG+, as condições Pool CoV-2 e Pool Spike CoV-2 

apresentaram níveis elevados na frequência das células estudadas em comparação 

com os demais grupos. Já no grupo grave, o estímulo do SEB não causou diferenças 

significativas quando comparado com o grupo Controle (Figura 3A).  

Em relação à expressão de CD38, a subpopulação de células T CD8+ 

estimuladas pelo Pool Spike CoV-2 apresentaram um aumento significativo na 

frequência de CD38 no grupo Leve IgG- quando comparado aos grupos Controle e 

Grave (Figura 5B). 

 
Figura 5 - Perfil de expressão de CD69 e CD38 em células T CD8+ 
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Fonte: AURELIANO et al., 2022. (A) perfil de expressão de CD69 em células T CD8+. (B) perfil de 
expressão de CD38 em células T CD8+. PBMCs foram coletadas de indivíduos inseridos nos grupos 
controle (n = 9), Leve IgG- (n = 5), Leve IgG+ (n = 6) e grave (n = 7). As amostras foram incubadas por 
16 horas em 4 condições: meio (não estimuladas), peptídeos Pool Spike CoV-2, peptídeos Pool CoV-
2 ou SEB. PBMCs não estimuladas e estimuladas com SEB foram usadas como controle negativo e 
positivo, respectivamente. Os dados são apresentados como média ± SEM.  Múltiplos grupos foram 
comparados através das análises estatísticas Two-Way Anova (seguido pelo pós-teste de Tukey) e 
one-way ANOVA (seguido pelo pós-teste de Tukey). Para análises comparativas entre dois grupos, 
teste t de Student ou Mann-Whitney foram usados onde apropriado. Barras de erro mostram a 
variabilidade dos dados de cada subgrupo. Linhas horizontais (______) indicam diferenças significativas 
no mesmo subgrupo entre diferentes grupos. p* < 0.05; p** ≤ 0.01. Os símbolos caracterizados por 
letras minúsculas representam diferenças entre subgrupos dentro de cada grupo: a (meio x Pool Spike 
CoV-2); b (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2); c (meio x Pool CoV-2); O # representa diferenças 
significativas do SEB no mesmo grupo. O símbolo * representa diferenças significativas do SEB entre 
os grupos.  SEB, Staphylococcal enterotoxin B. 

 

Em termos gerais, diferenças significativas não foram encontradas na 

frequência de expressão do Ki67 e PD-1 nas células T CD8+ (Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Frequência de Ki67 e PD-1 em células T CD8+, incubadas sem estímulo 

(Meio) e estimuladas (Peptídeos Pool-CoV2 e Spike Pool) 

 

Ki-67 
 

Saudável Leve IgG- Leve IgG+ Grave 

MEIO 10,63 ± 4,91 14,43 ± 9,53 13,44 ± 8,56 18,35 ± 14,73 

POOL SPIKE CoV-2 9,05 ± 8,36 13,79 ± 11,33 10,93 ± 3,99a 14,55 ± 9,36 

POOL CoV-2 20,21 ± 24,38                        13,73 ± 11,33 15,10 ± 13,76 16,26 ± 8,63 

SEB 23,10  ± 1,55                       12,83 ± 2,32 6,52 ± 0,89 13,94 ± 4,55 

PD1 Saudável    Leve IgG -  Leve IgG +  Grave  

MEIO 2,99  ± 0,79 4,16  ± 2,04 2,77  ± 2,62 2,77  ± 2,62 
POOL SPIKE CoV-2 3,34  ± 1,02 3,28  ± 1,40 4,58  ± 2,85b 4,58  ± 2,85 

POOL CoV-2 3,64  ± 1,48 3,42  ± 1,54 4,95  ± 3,57 4,95  ± 3,57 

SEB 3,42  ± 0,63 5,24  ± 0,90 3,86  ± 0,72 3,86  ± 0,72 
Fonte: AURELINO et al.,2022. a Diferenças estatísticas foram observadas no grupo Leve IgG+ entre o 
Pool Spike  CoV-2 e o SEB (p < 0.05) no marcador de ativação Ki-67 em células T CD8+.bDiferenças 
estatísticas foram observadas no grupo Leve IgG+ entre o Pool Spike CoV-2 e o SEB (p < 0.05) no 
marcador PD-1 em células T CD8+. Para análises do Ki-67, PBMCs foram coletadas de indivíduos 
inseridos nos grupos controle (n = 3), Leve IgG- (n = 5), Leve IgG+ (n = 5) e grave (n = 5). Já para a 
analises do marcador PD-1, PBMCs foram coletadas de indivíduos inseridos nos grupos controle (n = 
8), Leve IgG- (n = 4), Leve IgG+ (n = 5) e grave (n = 7). As amostras foram incubadas por 16 horas em 
4 condições (subgrupos): meio (não estimuladas), peptídeos Pool Spike CoV-2, peptídeos Pool CoV-2 
ou SEB. PBMCs não estimuladas e estimuladas com SEB foram usadas como controle negativo e 
positivo, respectivamente. Os dados são apresentados como média ± SEM. 

 

5.4 Investigação dos níveis de IFNγ na subpopulação de células T CD8+ são 

observados em pacientes recuperados da forma leve da COVID-19.  
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Comparado ao grupo controle, as amostras não estimuladas, bem como as 

estimuladas com Pool CoV-2, Pool Spike CoV-2 dos grupos Leves (IgG- e IgG+) 

apresentaram maiores níveis de IFNγ sendo expressos pelas células estudadas.  As 

células T CD8+ demonstraram uma diminuição na expressão dessa citocina na 

presença do Pool Spike CoV-2 e do Pool Cov-2 no grupo Grave em relação aos grupos 

leves (IgG- e IgG+). Ainda em amostras submetidas ao estímulo com SEB, o grupo 

grave apresentou maior frequência de células TCD8+ produtoras de IFNγ, que os 

demais grupos estudados.  

Diferenças significativas não foram encontradas na frequência de expressão de 

IFNγ entre os grupos Leve IgG- e IgG + nas subpopulações de células T CD8+ (Figura 

6).  

Figura 6 - Perfil de expressão de IFNγ em células T CD8 

 

Fonte: AURELIANO et al., 2022. Figura 6:  perfil de expressão de IFNγ em células T CD8+. PBMCs 
foram coletadas de indivíduos inseridos nos grupos controle (n = 9), Leve IgG- (n = 5), Leve IgG+ (n = 
6) e grave (n = 7). As amostras foram incubadas por 16 horas em 4 condições: meio (não estimuladas), 
peptídeos Pool Spike CoV-2, peptídeos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs não estimuladas e estimuladas 
com SEB foram usadas como controle negativo e positivo, respectivamente. Os dados são 
apresentados como média ± SEM.  Múltiplos grupos foram comparados através das análises 
estatísticas Two-Way Anova (seguido pelo pós-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pós-
teste de Tukey). Para análises comparativas entre dois grupos, teste t de Student ou Mann-Whitney 
foram usados onde apropriado. Barras de erro mostram a variabilidade dos dados de cada subgrupo. 
Linhas horizontais (______) indicam diferenças significativas no mesmo subgrupo entre diferentes grupos. 
p* < 0.05; p** ≤ 0.01. Os símbolos caracterizados por letras minúsculas representam diferenças entre 
subgrupos dentro de cada grupo: a (meio x Pool Spike CoV-2); b (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2); c 
(meio x Pool CoV-2); O # representa diferenças significativas do SEB no mesmo grupo. O símbolo * 
representa diferenças significativas do SEB entre os grupos.  SEB, Staphylococcal enterotoxin B. 
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5.5 Caracterização da atividade citotóxica das células T CD8+   mediante análise 

de produção de perforina, granzima B e CD107a em pacientes recuperados da 

COVID-19 e indivíduos não infectados pelo SARS-CoV-2.  

Dentre os mecanismos usados pelas células T CD8+ está a produção de 

grânulos citotóxicos perforina e granzima B analisadas no presente estudo. 

Comparando o grupo controle ao grupo grave, amostras não estimuladas, bem como 

as estimuladas com Pool CoV-2, Pool Spike CoV-2 não apresentaram diferenças 

significativas. Diante disso, percebe-se que os indivíduos controles e pacientes graves 

apresentaram células T CD8 + mais citotóxicas.  

Em relação à expressão dos grânulos de toxicidade Granzima B e Perforina em 

células T CD8+, as amostras de pacientes leves não produtores de anticorpos 

estimuladas pelo Pool Spike CoV-2 apresentaram uma diminuição significativa na 

frequência de Granzima B e Perforina comparado aos outros grupos que também 

foram estimulados pelo Pool Spike Cov-2. 

Por fim, acerca da coexpressão dos grânulos, PBMCs estimuladas com o SEB, 

apresentou diferenças significativas entre o SEB x Meio no grupo Grave e entre o SEB 

do grupo grave e SEB dos Grupos leves e controle (Figura 7A).  

Finalmente, ao comparar a frequência da expressão de CD107a entre os 

distintos grupos na subpopulação de células T CD8+, foi observado que o grupo leve 

IgG- apresenta menor expressão de CD107a em comparação a todos os outros 

grupos submetidos ao estímulo Pool Spike CoV-2 (IgG- x CTL/ IgG+/Grave), percebe-

se ainda menor frequência na expressão de CD107a entre o grupo Leve IgG+ 

comparado com o controle e o grave, quando estimulado com Pool Spike Cov-2 (IgG+ 

x CTL/Grave). Quando estimulado com Pool CoV-2, observou-se menor expressão do 

CD107a no grupo grave em relação ao não estimulado dentro do mesmo grupo. 

(Figura 7B).  
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Figura 7 -  Frequência da produção de granzima B, perforina e CD107a pelas células 

T CD8+ em sangue periférico de voluntários 

 

Fonte: AURELIANO et al., 2022.  (A) perfil de expressão de Granzima B e perforina em células T CD8+. 
(B) perfil de expressão de CD107a em células TCD+. PBMCs foram coletadas de indivíduos inseridos 
nos grupos controle (n = 9), Leve IgG- (n = 5), Leve IgG+ (n = 5) e grave (n = 7). As amostras foram 
incubadas por 16 horas em 4 condições: meio (não estimuladas), peptídeos Pool Spike CoV-2, 
peptídeos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs não estimuladas e estimuladas com SEB foram usadas como 
controle negativo e positivo, respectivamente. Os dados são apresentados como média ± SEM.  
Múltiplos grupos foram comparados através das análises estatísticas Two-Way Anova (seguido pelo 
pós-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pós-teste de Tukey). Para análises comparativas 
entre dois grupos, teste t de Student ou Mann-Whitney foram usados onde apropriado. Barras de erro 
mostram a variabilidade dos dados de cada subgrupo. Linhas horizontais (______) indicam diferenças 
significativas no mesmo subgrupo entre diferentes grupos. p* < 0.05; p** ≤ 0.01. Os símbolos 
caracterizados por letras minúsculas representam diferenças entre subgrupos dentro de cada grupo: a 
(meio x Pool Spike CoV-2); b (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2); c (meio x Pool CoV-2); O # representa 
diferenças significativas do SEB no mesmo grupo. O símbolo * representa diferenças significativas do 
SEB entre os grupos.  SEB, Staphylococcal enterotoxin B. 
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6  DISCUSSÃO 

 

Para a realização desse estudo as amostras foram coletadas, processadas, 

submetidas a analises sorológicas e a analises de Citometria de Fluxo no período de 

novembro de 2020 a maio de 2021, tais procedimentos foram realizados no 

Laboratório de Imunologia das doenças Infecciosa, localizado no Centro de 

Biotecnologia da Universidade Federal da Paraíba – UFPB, durante esse  período 

algumas as variantes do Sars -  CoV- 2 foram sendo identificadas gradualmente a 

exemplo da variante Alfa (B.1.1.7), identificada no Reino Unido em setembro de 2020, 

a variante Delta (B.1.617.2), identificada em outubro de 2020 na Índia, a variante Beta 

(B.1.351), identificada em dezembro de 2020 na África do sul, Variante Gama (P.1), 

identificada no Brasil em janeiro de 2021 (OMS, 2021). Com decorrer da pandemia 

novas variantes foram sendo identificadas e isso foi mudando o perfil clínico 

característico da doença, como sintomas que por vezes se apresentaram mais leves 

e mais raramente evoluindo para gravidade, isso também se deve ao surgimento das 

vacinas.   

Desde o início da pandemia de COVID-19, houve um aumento significativo de 

investigações desenvolvidas para caracterizar os perfis imunológicos durante 

diferentes fases da doença, em diferentes localizações geográficas (LIU et al., 2020). 

No entanto, os resultados variaram, o que pode ser devido à diferença nas 

preparações das amostras clínicas, plataformas de ensaio e critérios de recursão dos 

pacientes entre os estudos (LIU et al., 2020). 

Nessa conjuntura, estudos envolvendo a avaliação da frequência de diversas 

células imunes, assim como vários marcadores de ativação celular, degranulação, 

exaustão celular, citocinas, citotoxidade, dentre outros, em indivíduos acometidos por 

SARS-CoV- 2 têm sido realizados (HORENSTEIN et al.,2021; CUNHA et al., 2022). 

 Em quadros de infecções virais, as células T CD8+ constituem o principal 

subconjunto celular atuante nessa linha de defesa mediando a morte das células 

infectadas por citotoxicidade marcada pela expressão de granzimas e perforina, assim 

como, pela secreção de citocinas pró-inflamatórias como o IFN-γ (HERRMANN et 

al., 2020; FLAMENTE et al.; MATYUSHENKO et al., 2021). Nesse sentido, no 

presente estudo, foram realizadas análises da subpopulação de células T CD8+ em 

voluntários recuperados das formas leve e grave da COVID-19.  
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A análise em citometria de fluxo das PBMCs dos grupos de indivíduos aqui 

estudados revelou que, comparado ao grupo controle, a frequências das células T 

CD8+ foi menor no grupo leve IgG + e no grupo grave.  Comparando os grupos leves, 

observou-se que o grupo leve produtor de anticorpos manteve a menor frequência de 

células T CD8+ em relação ao grupo leve não produtor de anticorpos. Em 

contrapartida, foi perceptível um aumento na frequência das células T CD8+ na 

presença do Pool Spike CoV-2 no grupo leve IgG-. Dessa forma, a baixa frequência 

de células T CD8+ prevaleceu nos grupos leve IgG+ e grave de pacientes 

convalescente da COVID-19. Biase et al. (2020) observaram que os pacientes com 

COVID-19 apresentam redução nos números absolutos de linfócitos T CD4 + e CD8 +, 

que apresentam marcadores relacionados à ativação ou exaustão/senescência, 

corroborando assim com os nossos resultados (Zhang et al 2022). 

O perfil de ativação da subpopulação de células T CD8+ foi aqui avaliado 

através da análise da expressão de CD69, CD38 e do marcador de proliferação celular 

Ki67. O CD69 é um receptor de lectina C tipo II ligado à membrana e é considerado 

um marcador clássico de ativação precoce em linfócitos devido ao seu rápido 

surgimento na membrana plasmática dos linfócitos T após o envolvimento de 

TCR/CD3 ativando citocinas. A expressão de CD69 é imediatamente aumentada após 

ativação na maioria dos leucócitos, em várias condições inflamatórias, justificando 

assim, o seu uso comum como marcador de linfócitos ativados.  

Files et al., (2021) avaliando a frequência de marcadores de ativação de células 

T em células T CD8+ em pacientes hospitalizados por COVID-19, demonstraram que 

houve uma maior expressão de CD69 em relação à pacientes que não foram 

hospitalizados. O mesmo estudo demonstrou um grande período de manutenção de 

alterações imunológicas após a infecção por SARS-CoV-2, sugerindo que o aumento 

na expressão de CD69 pode ser mantido em indivíduos convalescentes (FILES et al., 

2021). Em acréscimo, Youngs et al., (2021) ao investigar 41 pacientes com quadro 

grave da COVID-19, verificaram que a expressão de CD69 em células T foi 

significativamente maior em pacientes que morreram versus aqueles que 

sobreviveram, porém, uma limitação apresentada deste estudo foi que ele se 

concentrou apenas em subpopulações de células linfoides inatas (ILCs), tornando 

difícil contextualizar esses achados dentro da resposta imune geral.  
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As descrições acima citadas, corroboram com o aqui observado, no que diz 

respeito ao aumento da expressão de CD69 pelas células T CD8+ em pacientes leves 

recuperados, uma vez que nas análises, a subpopulação de células T CD8+, avaliadas 

nesse trabalho, apresentaram um perfil responsivo ao estímulo pelo Pool Spike CoV-

2 e Pool CoV-2 em relação a expressão de CD69 nos grupos avaliados. No grupo leve 

produtor de anticorpos observou-se uma alta expressão do CD69 na presença do Pool 

Spike CoV-2 em relação aos demais grupos. O aumento na expressão de CD69 

também foi observado no Grupo leve não produtor de anticorpos em comparação ao 

grupo CTL e o grupo grave. Comparando o perfil de ativação dos grupos leves, 

observa-se uma maior expressão do CD69 no grupo leve IgG+. Tal achado, pode ser 

sugestivo de uma resposta imune das células T CD8 mais eficiente no combate a 

Infecção pelo SARS-CoV-2 (Files et al.,2021).  

Apesar do CD69 ter seu papel estabelecido como marcador de ativação, 

evidências sugerem que o ele também atua como um importante regulador das 

respostas imunes determinando, portanto, padrões de liberação de citocinas, bem 

como de endereçamento e migração de linfócitos ativados (CÍBRIAN; SÁNCHEZ-

MADRID., 2017). 

Um outro marcador precoce utilizado para a identificação de células T ativadas 

é o CD38, uma glicoproteína com funções ectoenzimáticas multifuncionais e pode ser 

encontrado expresso na superfície celular ou em compartimentos intracelulares, como 

membrana nuclear, retículo endoplasmático e mitocôndrias. A Expressão do CD38 

pode ser encontrada em células epiteliais prostáticas, astrócitos de ilhotas 

pancreáticas, células musculares lisas, rins, intestino e cérebro. Entretanto, o CD38 é 

predominantemente expresso em células imunes em resposta à estimulação por 

citocinas e interferon - γ. No que diz respeito a expressão do CD38 em células imune, 

destaca-se uma alta expressão em células B, macrófagos, células dendríticas (DCs), 

células linfoides inatas (ILC), células natural killer (NK), células T, neutrófilos e 

monócitos (ZAYDA et al., 2020; HOGAN et al., 2019). Por se tratar de uma molécula 

pleiotrópica, diversas são as funções biológicas do CD38, dentre elas, destaca-se 

aqui, a influência nas respostas imunes inatas e adaptativas, regulando o tráfego de 

células como neutrófilos e células dendríticas para os locais de inflamação, a exemplo 

da quimiotaxia e migração transendotelial, bem como múltiplos aspectos relacionados 

à maturação das DCs como a polarização de T helper tipo 1 (Th1) e produção de 
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interleucinas.  A expressão de CD38 por células T foi observada em de diferentes tipos 

de tumores, doenças autoimunes e processos inflamatórios induzidos por vírus 

(SCHIAVONE et al., 2018; ZAYDA et al., 2020).  Nesse sentido, torna-se válido 

comentar que o CD38 têm sido amplamente avaliadas em um contexto de potencial 

imunoterápico no câncer, em distúrbios autoimunes e infecções virais, incluindo a 

infecção pelo novo coronavírus na qual pode também ser útil para o gerenciamento 

da resposta imunológica inflamatória presente na COVID-19 (AJAMI et al., 2021). 

Dada a relevância do marcador supracitado, aqui foi observado um aumento 

na expressão de CD38 por células T CD8+ na presença do Pool Spike CoV-2 no grupo 

leve IgG- comparando com o grupo grave. Observou-se ainda que no grupo leve não 

produtor de anticorpos houve uma maior expressão nas células não estimuladas.  Em 

termos gerais, foi verificado que os pacientes recuperados das formas leves possuem 

células T CD8+ mais ativadas expressando CD38. Zhang e Colaboradores (2022) ao 

avaliar a resposta imunológica em no trato respiratório e em sangue periférico 

demonstrou que baixas frequências de células T foram detectadas nas vias aéreas de 

COVID-19 com expressão aumentada de marcadores de ativação CD38. O aumento 

da frequência de células T ativada nas vias aéreas está associado à melhora da 

sobrevida, corroborando com os dados aqui observados (Zhang et al.,2022).  

A proteína de morte celular programada 1 (PD-1) é comumente estudada nos 

processos cancerígenos. Trata-se de uma proteína de ponto de verificação 

(Checkpoint) nas células T, agindo como um tipo de interruptor impedindo que as 

células T ataquem outras células do indivíduo. Tal evento, acontece quando o PD-1 

interage com ligante de morte celular programada 1 (PD-L1), uma proteína encontrada 

em células normais e cancerígenas, sinalizando assim às células T para deixar as 

outras células sozinhas, o que as ajuda a se esconder de um ataque imunológico 

(NISHIJIMA et al., 2019; SPAGNOLO et al.,2021). 

A molécula de PD-1, embora tenha sido frequentemente classificada como 

marcador de exaustão celular, também demonstraram ser ativadas durante infecções 

agudas. Jouan et al. (2020) apresentaram essa molécula como um marcador de 

ativação usado rotineiramente para avaliar a exaustão de células T. Na atual 

conjuntura pandêmica, diversos estudos têm sido realizados, no sentido de avaliar a 

expressão de marcadores imunológicos incluído o PD-1 em indivíduos acometidos 

pela infecção do SARS-CoV-2 em variados graus de gravidade da doença. Uma 
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expressão aumentada de PD-1 foi descrita em células T CD4+ e NK em casos grave 

de COVID-19 (VARCHETTA et al.,2021; RHA et al., 2021). 

Linfócitos T CD8+ efetores que expressam PD-1 foram descritos em malária, 

porém, em COVID-19 parece haver uma tendência de maior expressão de PD1 em 

células T CD8+ pode ser observada, embora sem significância estatística 

(HERRMANN et al., 2020). Nesse sentido, a presença da expressão de PD-1 também 

foi observada na população de células T CD8+ aqui avaliada sem alterações 

significativas entre os distintos grupos avaliados. O aumento na frequência de PD-1 

em células T CD8+ foi induzido pelo Pool Spike CoV-2 apenas no grupo Leve IgG+ 

quando comparado aos demais grupos, indicando maior reatividade desse grupo a 

reexposição ao antígeno específico. 

Estudos anteriores de células T e seu papel em pacientes com COVID-19 

mostraram uma regulação positiva de receptores inibitórios como PD1 e portanto, foi 

sugerido que a exaustão das células T pode desempenhar um papel na fisiopatologia 

da infecção por COVID-19 (HERRMANN et al., 2020; RHA et al., 2021). Por outro 

lado, uma regulação positiva de receptores inibitórios em infecções agudas não 

necessariamente se correlaciona com a exaustão terminal dessas células, mas pode 

ser considerada uma característica da ativação imune geral para compensar 

respostas imunes excessivas (HERRMANN et al., 2020). 

A proteína nuclear Ki67 é comumente usada para avaliar a proliferação celular 

e medir a capacidade proliferativa de células T e células tumorais. Seu valor preditivo 

e prognóstico também é estudado como um importante biomarcador de rotina na 

prática clínica. A expressão de Ki67 tem sido relatada em todas as fases do ciclo 

celular, sobretudo em células que estão nos estágios G1, S e G2 do ciclo celular, além 

disso, o Ki67 é considerado um marcador nuclear relacionado à proliferação 

principalmente de células tumorais (ZHOU et al., 2017). 

Pouco tem sido relatado sobre a expressão de Ki67 em indivíduos acometidos 

por SARS-CoV-2, porém, uma expressão aumentada do Ki67 foi relatada em células 

de placentas positivas para a COVID-19, um aumento na frequência de monócitos 

KI67+ em casos moderados e graves da doença também foi observado (KIRATH et 

al., 2022), além disso, a presença de Ki67 em células T reativas a glicoproteínas Spike 

do SARS-CoV-2 em sangue periférico de pacientes com COVID-19 já foram relatadas, 

tal evento  é característico da respostas de células T efetoras durante infecções virais 
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agudas  (BRAUN et al., 2020). Por outro lado, Kldiashvili e colaboradores. (2022) ao 

avaliar grupos de indivíduos convalescentes da COVID-19 que apresentaram IgG + 

ou IgG -, observaram que houve aumento do nível de Ki67 nos indivíduos IgG 

negativo, e que a expressão de Ki67 é um indicador específico, quantitativo e 

reprodutível da proliferação de linfócitos T antígeno-específicos, afirmado assim que 

a memória imune de células T é desenvolvida nos indivíduos IgG negativo 

(KLDIASHVILI et al.,2022).  

Apesar dos dados supracitados, neste estudo, a presença da expressão de 

Ki67 foi notada nas células T sem alterações significativas entre os distintos grupos 

avaliados. Um aumento na frequência de Ki67 no grupo leve IgG+ de células T CD8+ 

quando estimuladas pelo Pool Spike CoV-2 foi mais expressivo quando comparado 

às células não estimuladas ou estimuladas com o Pool CoV-2, indicando maior 

reatividade no grupo leve produtor de anticorpos em possível reexposição a antígenos 

específicos.  

Também foi avaliada a produção de IFN-γ, trata-se de uma citocina inflamatória 

cuja deficiência do seu receptor tanto em células da imunidade inata como em células 

da imunidade adaptativa resultam em grande suscetibilidade à infecção por vírus, 

possibilitando assim, um aumento da replicação viral e redução da sobrevida do 

indivíduo infectado (LEE et al., 2018). Contudo, diante de um quadro inflamatório 

característico da COVID-19, o IFN-γ pode contribuir de diferentes formas para a 

patogênese da doença principalmente no início da infecção, esse início é 

caracterizado por febre, cansaço, prostração e tosse (ADMOU, 2021). Considerando 

que a gravidade da doença está associada com a hiperprodução de citocinas 

inflamatórias (hipercitocinemia), somadas ao aumento do estresse oxidativo, nota-se 

elevados níveis de IFN-γ em casos graves da COVID-19 e sua presença está 

correlacionada positivamente aos parâmetros de estresse oxidativo como o poder 

antioxidante total (PAT), peróxidos plasmáticos (d-ROM) e o índice de estresse 

oxidativo (PETRUSHEVSKA et al., 2021). 

Por outro lado, em monócitos circulantes, o SARS CoV-2 induz uma alteração 

da expressão dos genes do Interferon (IFN) potencialmente responsável pela baixa 

expressão de HLA-DR nessas células, comprometendo a comunicação entre 

imunidade inata e adaptativa. Porém, a expressão do HLA-DR é restaurada a partir 

da administração de injeções de IFN-γ em pacientes com síndrome do desconforto 
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respiratório agudo sugerindo que a presença do IFN-γ de forma coordenada pode 

desencadear uma resposta adequada do hospedeiro contra o vírus (DICKEL et al., 

2021).  

Embora alguns estudos abordem o IFN- γ como um dos preditores de gravidade 

da COVID-19, o contexto imunológico precisa ser bem avaliado, no qual a 

hipercitocinemia, de fato, se associa com um pior prognóstico (HAN et al., 2020; 

ISLAM et al., 2021; PINTO et al., 2022). No que diz respeito à expressão de IFN- γ 

por células T CD8+, aqui avaliada, observou–se que tanto o grupo leve não produtor 

de anticorpos (leve IgG-), como o grupo leve produtor de anticorpos (leve IgG+) foram 

mais ativados, expressando IFN- γ, quando comparado ao grupo grave e ao grupo 

controle. Essa alta expressão IFN- γ nos grupos leves foi observada na presença e na 

ausência de estímulos. Tal evento pode acontecer pela maior ativação das células T 

CD8+ como já foi demostrado na expressão de CD69 e CD38 (Zhang et al.,2022). 

 Entretanto, é valido comentar que Herrmann et al (2020) destacaram que o papel 

e a função exatos das células T em pacientes com COVID-19 em relação a 

complicações imunológicas como hipercitocinemia, incluindo o IFN- γ, precisam ser 

melhor comprrendidos.  

A produção de grânulos citotóxicos se configura como importante ferramenta de 

ação adotada por determinadas células do sistema imune (TAKEUCHI; SAITO, 2017). 

Linfócitos T citotóxicos (CTLs), por exemplo, são responsáveis por manterem a 

homeostase imunológica eliminando células infectadas por vírus e cancerosas. Essa 

função torna-se possível quando uma CTL se liga com uma célula alvo formando 

assim uma sinapse imunológica, então libera uma proteína formadora de poros 

dependente de Ca 2+ (perforina) e proteases de serina pró-apoptóticas (granzimas) na 

fenda sináptica. Embora, tanto as CTLs como a célula-alvo sejam expostas à perforina 

dentro da sinapse, apenas a membrana das células alvo é rompida e com isso, as 

granzimas penetram através dos poros e consequentemente causa a morte celular, 

enquanto o CTL é invariavelmente poupado (Rudd-Schmidt et al.,2019). 

Nos resultados do presente estudo, foi possível observar que as populações de 

células T CD8+ no grupo leve produtor de IgG sem estímulo apresentaram alta de 

coexpressão de Granzima B, Perforina e CD107a. Quando este grupo foi estimulado 

(Pool Spike Cov-2 e Pool CoV-2), passaram a ter uma baixa expressão de Granzima 

B, Perforina e CD107a, enquanto a frequência destas, foram maiores nos grupos 
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saudáveis e grave. Com isso, demostra-se que as células T CD8 do grupo leve IgG + 

apresentam-se mais citotóxicas do que as do grupo leve IgG-, e que as células T CD8 

dos grupos CTL e grave são mais citotóxicas. Biase et al. (2020) ao estudarem um 

grupo de 39 pacientes hospitalizados com quadro de pneumonia e COVID-19 e um 

grupo controle, demonstraram que a expressão de granzima B e do marcador de 

degranulação CD107a por células T CD8+ estava aumentado tanto no grupo controle 

como no grupo de doentes com COVID-19, indicando que ambos os grupos 

apresentam células TCD8+ mais citotóxicas corroborando assim com os dados aqui 

observados. 

Esse trabalho foi produzido no curso da pandemia, assim estes resultados 

representam o período de novembro de 2020 a maio de 2021, período esse onde a 

cepa predominante era a original e ainda não se tinha vacina e a população estudada 

não sofreu ataque de outras variantes como omicron e delta. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

  

Diante do cenário de saúde mundial ocasionado pela COVID-19, diversos 

estudos na área da biotecnologia e da imunologia se tornaram de suma importância 

para uma melhor compreensão dos mecanismos imunológicos objetivando aprimorar, 

desenvolver e aplicar novas estratégias preventivas, de diagnósticos precoce, 

terapêuticas eficazes contra a infecção, e até mesmo para o desenvolvimento e 

aperfeiçoamento de vacinas.  

Foi observado que os indivíduos recuperados pertencentes ao grupo leve IgG+ 

e ao grupo grave apresentaram diminuição na frequência dos linfócitos T CD8+ 

quando comparado ao grupo controle e ao grupo leve IgG-. Em indivíduos do grupo 

leve IgG+ constatou-se uma maior expressão do marcador de ativação CD69 e da 

citocina pró-inflamatória IFN-y. Foi observado ainda, que nos indivíduos acometidos 

pela forma leve da COVID-19 que não produziram anticorpos houve uma alta 

expressão do marcador de ativação CD38 e de IFN-y, esses achados, indicam que os 

grupos leves (IgG- e IgG+) apresentam células T CD8 mais ativadas promovendo 

assim respostas mais eficientes no combate a infecção. Além disso, ao avaliar a 

expressão do marcador de citotoxidade CD107a em células T CD8+ granzima B e 

perforina positivas constatou-se que os indivíduos recuperados do grupo leve produtor 

de anticorpos apresentam mais células T CD8+ citotóxicas comparado aos indivíduos 

do grupo leve não produtor de anticorpos, e que os indivíduos pertencentes ao grupo 

controle e o grupo grave foram mais citotóxicos.  

Sendo assim, conclui–se que os pacientes leves apresentam um perfil  de 

células T CD8+ ativadas expressando mais CD69, CD38, INF-y  e uma degranulação 

do CD107a. Os resultados poderão contribuir com o direcionamento de investimentos 

em mais pesquisas na área, com abordagem direcionada para o desenvolvimento de 

possíveis terapias alvo para esses biomarcadores e para o aprimoramento de testes 

diagnósticos mais rápidos, específicos e eficazes na predição da gravidade da 

COVID-19, norteado assim, novas condutas clínicas e administração precoce de 

terapêutica mais eficazes, no combate e na progressão da doença. Contudo, ainda se 

faz necessário a realização de estudos adicionais para elucidar mais sobre a função 

desses biomarcadores na COVID-19.  
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