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RESUMO 

O vírus SARS-CoV-2, responsável pela COVID-19, é objeto de estudo mundial 

devido sua rápida replicação, que desencadeia uma resposta imune exacerbada, 

devido a uma tempestade de citocinas, a síndrome respiratória aguda grave, 

principal causa de morte em pacientes com essa afecção. Esta síndrome deve-se 

à apresentação de hiperinflamação sistêmica, com presença de níveis elevados 

das citocinas e quimiocinas. Isso posto, centros de pesquisa de todo o mundo 

estiveram à frente para produzir vacinas capazes de imunizar a população, mas 

devido ao possível escape imune de novas variantes do SARS-CoV-2, estratégias 

vacinais atualizadas visando o aumento de sua eficácia são necessárias.  Diante 

disso, nosso grupo de pesquisa mapeou e identificou in sílico regiões 

imunodominantes das proteínas do SARS-CoV-2, caracterizando peptídeos como 

um possível protótipo vacinal a ser utilizado contra o vírus. Assim, o presente 

trabalho tem por objetivo avaliar o perfil da resposta imune celular através das 

dosagens de citocinas e os ensaios de citotoxicidade in vitro induzidos pelos 

peptídeos desenvolvidos, conferindo ensaios pré-clínicos deste protótipo vacinal. 

Ensaios de citotoxicidade em células Vero E6 e em células mononucleares do 

sangue periférico – PBMCs – e dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura 

foram realizados. Nossos resultados revelaram que os peptídeos selecionados 

estimularam uma boa resposta celular baseada em IFN-, contudo, sem a 

exacerbação danosa da produção de citocinas inflamatórias. Em acréscimo, nas 

condições testadas, as sequências peptídicas não apresentaram citotoxicidade. 

Esses achados, embora preliminares, encorajam nosso grupo na realização das 

etapas subsequentes de um projeto maior, avaliando novas condições de cultura, 

aumento do n amostral e realização dos ensaios in vivo,  visando, desta forma, a 

validação dessas sequências antigênicas como imunizante para COVID-19.  

Palavras chave: SARS-CoV2; COVID-19; Epítopos; Vacina; Resposta Imune. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The SARS-CoV-2 virus, responsible for COVID-19, is the object of worldwide study 

due to its rapid replication, which triggers an exacerbated immune response, due to a 

cytokine storm, the severe acute respiratory syndrome, the main cause of death in 

patients. with this condition. This syndrome is due to the presentation of systemic 

hyperinflammation, with the presence of high levels of cytokines and chemokines. That 

said, research centers around the world have been at the forefront to produce vaccines 

capable of immunizing the population, but due to the possible immune escape of new 

SARS-CoV-2 variants, updated vaccine strategies aimed at increasing their 

effectiveness are necessary. Therefore, our research group mapped and identified in 

silico immunodominant regions of SARS-CoV-2 proteins, characterizing peptides as a 

possible vaccine prototype to be used against the virus. Thus, the present work aims 

to evaluate the profile of the cellular immune response through cytokine dosages and 

in vitro cytotoxicity assays induced by the developed peptides, checking pre-clinical 

assays of this vaccine prototype. Cytotoxicity assays in Vero E6 cells and in peripheral 

blood mononuclear cells – PBMCs – and cytokine dosage in culture supernatant were 

performed. Our results revealed that the selected peptides stimulated a good IFN-γ-

based cellular response, however, without the harmful exacerbation of inflammatory 

cytokine production. In addition, under the conditions tested, the peptide sequences 

did not show cytotoxicity. These findings, although preliminary, encourage our group 

to carry out the subsequent stages of a larger project, evaluating new culture 

conditions, increasing the sample n and carrying out in vivo assays, thus aiming at 

validating these antigenic sequences as an immunizer for COVID -19. 

 

 Keywords : SARS-CoV2; COVID-19; Immune Response; Epitopes; Vaccine. 

Immune Response. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O coronavírus da síndrome respiratória aguda grave 2 (SARS-CoV -2) foi 

identificado em dezembro de 2019 como a causa de uma epidemia de pneumonia que  

afetou a cidade de Wuhan, na China. Outros vírus, da mesma família, Coronaviridae, 

foram responsáveis por epidemias entre 2002 e 2003, além de 2012 e 2013 (DU et 

al., 2009; ZAKI et al., 2012), mas em menor proporção do que foi a COVID-19, doença 

de coronavírus 2019, como denominou a Organização Mundial da Saúde. Assim, foi 

decretado a pandemia de COVID-19, em março de 2020, devido à alta taxa de 

contágio do vírus (WHO, 2020). 

Em vista desse contexto, com as pesquisas de todo o mundo, foi possível 

desenvolver diversas plataformas vacinais contra a COVID-19, em um curto período, 

devido ao acúmulo de conhecimentos prévios de plataformas utilizadas em outras 

patologias, alto investimento e mobilização mundial em vários centros de pesquisas e 

indústrias farmacêuticas, para tentar controlar a disseminação do vírus e impedir 

novas mortes. Essas, causadas pelo quadro clínico grave da infecção por  COVID-19, 

denominada síndrome respiratória aguda grave (SARS) (HU et al., 2021), devido à 

hiperinflamação sistêmica do paciente por níveis elevados de vários citocinas e 

quimiocinas (DHOLARIA; BACHMEIER; LOCKE, 2019; HUANG et al., 2020), que 

levam ao quadro de sepse, choque séptico e ao óbito, sobretudo em pacientes com 

comorbidades e idade avançada (CHEN et al., 2020a). No entanto, convém 

mencionar, que a maior parte dos infectados vão desenvolver uma afecção 

assintomática, leve ou moderada, dentro da sintomatologia de febre, tosse, dor de 

garganta, dor de cabeça, fadiga, mialgia e falta de ar (WHO, 2020). 

Ademais, urge ressaltar que a elevada transmissibilidade do vírus culminou em 

mutações genéticas  capazes de diferenciá-lo em novas variantes em relação à cepa 

original, devido à rápida replicação. Assim, é importante ressaltar que mutações 

adaptativas no genoma podem alterar o potencial patogênico e dificultar o 

desenvolvimento de medicamentos e vacinas (FERNANDES et al., 2022; MALIK et 

al., 2022). Tais cepas podem ser classificadas como VUM, VOI ou VOC, que  

correspondem respectivamente à tradução de “variante sob monitoramento”, “variante 

de interesse” e “variante de preocupação” (WHO, 2023). A OMS classificou como 

VOCs até março de 2023 as variantes Alfa, Beta, Gama, Delta e Ômicron.  
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Sabendo que é possível obter princípios vacinais com menor custo de produção, 

mantendo a imunogenicidade e com menor chance de desenvolvimento de efeitos 

colaterais pela ausência do componente vivo da vacina (ALI et al., 2017), estratégias 

de imunoinformática in silico foram implementadas, gerando sequências proteicas 

antigênicas imunodominantes do SARS-CoV-2, visando a construção de um princípio 

vacinal capaz de estimular as células T e B, por meio de um multiepítopo 

recombinante, MErec. Essas sequências foram primariamente idealizadas para serem 

obtidas por síntese biotecnológica, contudo, por questões operacionais, optou-se por 

sua síntese química. Assim, o presente plano teve por objetivo avaliar o perfil de 

citocinas e os ensaios de citotoxicidade dessas sequências proteicas P1, P2 e P3, 

configurando ensaios pré-clínicos deste protótipo vacinal.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

2.1.1 Avaliar o perfil de citocinas e ensaio de citotoxicidade das sequências 

proteicas imunodominantes do SARS-CoV-2. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

2.2.1 Realizar ensaio de citotoxicidade em células Vero E6 para as sequências 

proteicas do SARS-CoV2;  

2.2.2 Realizar ensaio de citotoxicidade em células mononucleares do sangue 

periférico para as sequências proteicas do SARS-CoV2; 

2.2.3 Estimular Células Mononucleares do Sangue periférico – PBMC de 

voluntários infectados/imunizados com o SARS-CoV2 com diferentes 

concentrações peptídicas; 

2.2.4 Avaliar o perfil de citocinas Th1, Th2, Th17 induzidas pelas sequências 

peptídicas imunodominantes em sobrenadante de cultura de PBMC de voluntários 

infectados com SARS-CoV2. 
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3. METODOLOGIA 

3.1 Seleção dos epítopos de proteínas do SARS-CoV-2 para construção do 

multiepítopo recombinante a partir do genoma viral sequenciado e 

caracterizado no território brasileiro disponível no GenBankTM (Código: 

MT126808.1)  

Realizado o mapeamento de epítopos de células T e B para as proteínas do 

SARS-CoV-2, com a identificação in sílico de possíveis alvos de diferentes 

proteínas virais, mediante a construção de um mosaico proteico, bem caracterizado 

por análises físico-químicas e por parâmetros imunológicos como alergenicidade, 

imunogenicidade e interação com receptores imunes inatos perfazendo os estudos 

in sílico de um projeto maior (DOYTCHINOVA; FLOWER, 2007; DHANDA; 

RAGHAVA, 2013). Desta forma, foram obtidas sequências peptídicas P1, P2 e P3 

obtidas por síntese química (FastBio™) e utilizadas nos ensaios in vitro a seguir, 

buscando sua caracterização pré-clínica, destas sequências imunodominantes.  

Figura 1: Esquema MRC1 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 
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3.2 Cultivo Celular de Células Vero E6 (ATCC – CRL1586) 

 Células Vero E6 foram cultivadas em meio DMEM – Dulbecco ́s Modified 

Eagle ́s Medium - suplementado com 10% de SFB (Gibco®), L-Glutamina 2mM 

(Gibco®), além de penicilina/estreptomicina/anfotericina B 100U/mL (Gibco®), para 

fins de utilização nos ensaios de citotoxicidade e avaliação da resposta imune 

celular. Vale ressaltar que essa linhagem foi escolhida devido à alta quantidade de 

receptores de angiotensina 2 nessa célula (responsável pela ligação do SARS-

CoV-2 nas células); 

3.3 Ensaio de citotoxicidade em células Vero E6 

Placas de 96 poços com a concentração celular de 5x104 células/poço foram  

incubação por 24 h em atmosfera com 5% CO2 - 37°C. Após, o meio de cultura 

DMEM foi aspirado e reposto em um volume de 100μL/poço juntamente com os 

tratamentos de diferentes concentrações das sequências proteicas P1, P2 e P3. 

Tendo sido utilizadas como controle negativo, células sem estímulo em meio de 

cultura, e células em DMSO (10%) como controle positivo. As placas foram então 

incubadas na presença dos estímulos por 24h e 48h a 37°C e 5% CO2. Após 24h 

e 48h, o meio de cultura foi aspirado e os poços foram lavados com PBS 1x. Foi 

adicionado 100μL de MTT (2H-Tetrazolium, 2-(4,5-dimetil-2-thiazolil)-3,5-

difenil,bromide) por poço na concentração de 2mg/mL previamente diluído em MEM 

5% não suplementado. Quatro horas depois, retirou-se o conteúdo total da placa e 

100μL de DMSO foram adicionados em cada poço, com homogeneização vigorosa, 

para dissolver os cristais de Formazan. Em seguida, a absorbância foi mensurada 

no comprimento de onda de 570 nm no espectrofotômetro. Para a interpretação 

dos resultados e cálculos de viabilidade realizou-se a média da absorbância (Abs) 

das triplicatas de cada uma das amostras avaliadas, aplicando-se a fórmula: 
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3.4 Seleção dos voluntários 

Os voluntários participantes deste estudo foram selecionados e recrutados 

(n=4) a partir de seu estado vacinal e/ou confirmação diagnóstica para COVID-19. 

Os participantes eram vacinados contra COVID-19 com três doses, sem 

comorbidades registradas ou sem uso de imunossupressores, dois deles com 

confirmação diagnóstica de COVID-19 e dois deles sem confirmação e suspeita de 

quadros de COVID-19. Estes tiveram suas amostras sanguíneas obtidas conforme 

descrito no item 7.5. As informações referentes à vacinação e à infecção por SARS-

CoV2 desses voluntários se encontram descritas na Tabela 1.  

Tabela 1: Status vacinal dos voluntários doadores de amostras sanguíneas para avaliação da 

imunogenicidade e citotoxicidade das sequências peptídicas do SARS-CoV-2  

Voluntários 
1ª dose vacina 

COVID-19 

2ª dose vacina 

COVID-19 

Doses de 

reforço 

Infecção por 

COVID-19 

01 08/08/2021 

(BNT162b2) 

06/11/2021 

(BNT162b2) 

1ª 09/03/2022 

(ChAdOx1) 
1 – julho de 2020 

02 05/05/2021 

(VAXZEVRIA) 

08/08/2021 

(VAXZEVRIA) 

1ª 15/12/2021 

(BNT162b2) 

1 – janeiro de 

2022 

03 31/05/2021 

(BNT162b2) 

02/09/2021 

(BNT162b2) 

1ª 07/01/2022 

(BNT162b2) 

Sem infecção 

confirmada 

04 03/06/2021 

(ChAdOx1) 

31/08/2021 

(ChAdOx1) 

1ª 04/01/2022 

(BNT162b2) 

Sem infecção 

confirmada 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

3.5 Obtenção de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC) 

Foi coletado 10 mL de sangue dos voluntários, dividido em dois tubos, 

utilizando-se heparina como anticoagulante para obtenção das células 
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mononucleares do sangue periférico (PBMC). O sangue foi diluído em PBS pH 7,2 

na proporção 2:1 e transferido para tubos cônicos contendo Ficoll-Hypaque (GE 

Healthcare), também na proporção 2:1. Após centrifugação, a 400x g por 30 

minutos a 20ºC, a camada de PBMC obtida entre a mistura de Ficoll-Hypaque e o 

plasma foi removida, depositada em novos tubos cônicos e lavado com 20 ml de 

PBS. Depois de nova centrifugação a 300 x g por 15 minutos a 20ºC, o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 10 ml de PBS (pH 

7,2) e novamente centrifugado a 300x g, durante o mesmo tempo e mesma 

temperatura. Após o descarte do sobrenadante, o sedimento composto de PBMC 

foi ressuspendido em meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab) suplementado com 10% 

de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab). Uma alíquota da suspensão celular foi então 

removida, diluída 1:20 em azul de Trypan (Sigma) e quantificada na câmara de 

Neubauer.  

3.6 Ensaio de citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico 

- PBMC 

Para avaliação da citotoxicidade celular dos peptídeos testes em PBMCs foi 

utilizado o kit Alamar Blue®, onde a metodologia consiste em a resazurina, de cor 

azul, ser reduzida a resorufina, de cor rosa e fluorescente na presença de células 

viáveis. As PBMCs foram plaqueadas usando placas de 96 poços (5x10¹ 

células/poço) em meio RPMI suplementado com 10% de SFB com mix de peptídeo 

na concentração de C2 e incubados em estufa de atmosfera úmida a 37 °C com 

5% de CO, nos intervalos de tempo de 24, 48, 72 e 96 horas. Foi utilizado como 

controle negativo as células sem estímulo em meio de cultura e o DMSO (10%) 

como controle positivo. Nos tempos de 24h, 48h, 72h e 96h, foi adicionado 10μL de 

Alamar Blue® na concentração de 1,5mM para leitura da fluorescência. Após 5 

horas de incubação a 37°C e 5% CO2 cada placa foi levada para leitura no 

comprimento de onda de 570nm em leitora de placas. Os dados foram expressos 

em Unidades Relativas de Fluorescência (FRU) e os resultados de viabilidade 

celular em percentual foram calculados seguindo a fórmula a seguir: 
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3.7 Estimulação das Células Mononucleares do Sangue Periférico – PBMC – 

com as sequências peptídicas do multiepítopo recombinante sintetizados 

quimicamente 

As PBMC isoladas dos voluntários foram cultivadas em placas de 96 poços 

(5x104 células/poço) com meio RPMI 1640 (Gibco®), suplementado com L-

Glutamina, 10% de Soro Bovino Fetal (Lonza®), 10 mM de HEPES (4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (Gibco®) e 200 U/mL de 

Penicilina/Estreptomicina (Gibco®). As células foram estimuladas com as 

sequências peptídicas na concentração C2, pré-estabelecida nos ensaios de 

células Vero E6, e incubadas em estufa de CO2 5% a 37°C, por 96 horas. Após 

esse intervalo, o sobrenadante de cultura foi retirado para avaliação da indução de 

resposta imune celular por esses peptídeos. 

3.8 Avaliação da resposta imune celular – Perfil de Citocinas 

Para avaliar a resposta imune celular induzida pelas sequências proteicas P1, 

P2 e P3, o sobrenadante de cultura de PBMCs estimulados por esses peptídeos 

foram utilizados para dosagem de citocinas através da técnica de Citometria de 

Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) seguindo os protocolos preconizados pelo 

fabricante. O kit Th1/Th2/Th17 CBA (Becton Dickinson Biosciences que quantifica  

as citocinas dos IL-6, IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17A foi utilizado. O BD™ 

Cytometric Bead Array (CBA) utiliza uma série de partículas (microesferas ou 

beads) com intensidade de fluorescência distinta para detectar simultaneamente 

através de uma superfície de captura as várias citocinas solúveis. Cada bead de 

captura está conjugada com um anticorpo específico para cada citocina. A detecção 

das citocinas presentes na amostra foi realizada através do fluorocromo ficoeritrina 

(PE) conjugadas a anticorpos que fornece um sinal fluorescente em proporção à 
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quantidade de citocina da amostra ligada a bead. Os complexos formados de bead 

de captura + citocina da amostra + reagente de detecção foram mensurados 

através de citometria de fluxo. A intensidade da fluorescência PE de cada complexo 

revela a concentração em pg/mL de cada citocina. Foi utilizado o citômetro de fluxo 

Accuri C6 Becton Dickinson (BD)R. Para o cálculo das concentrações e intensidade 

média de fluorescência de cada citocina será utilizado o software FCAP 1.0.1. 

3.9 Análise Estatística 

A avaliação das dosagens das citocinas e ensaios de citotoxicidade foram 

compilados e a estatística descritiva realizada. Teste de Kruskal-Wallis para avaliar 

as diferenças entre os grupos avaliados na dosagem das citocinas foi realizado 

utilizando-se o software GraphPad Prism 8.0. Para as análises dos ensaios de 

citotoxicidade, foi utilizado o software Microsoft Excel® para Windows 10 (© 

Microsoft Corporation). 

3.10 Aspectos éticos 

O presente projeto foi encaminhado e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa (CEP) envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal da Paraíba, de acordo com a resolução MS/CNS 466/2012, 

no que se refere às questões de ética em pesquisa com seres humanos, obtendo 

o parecer de aprovação no 4.563.921 CCS/UFPB, CAEE nº 

37475820.7.0000.5188.  (anexo A) 

 

 

 

21



 
 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1 Ensaio de citotoxicidade em células Vero E6 

A análise de citotoxicidade das sequências proteicas P1, P2 e P3 em células Vero 

E6 foi realizada por 24h e 48 horas, onde foram coletados dados no período de 24 

horas de duração (Gráfico 1) e 48 horas de duração (Gráfico 2). Foram empregadas 

três concentrações diferentes dos peptídeos (C1, C2 e C3 em μg/μL) em 7 grupos 

distintos (3 para os peptídeos isoladamente, 3 para os peptídeos em dupla e 1 para 

peptídeos em trio). Foi observada a formação de cristais de Formazan através de 

síntese mitocondrial e, então, quantificados por absorbância em comprimento de onda 

a 560 nm, evidenciando, portanto, viabilidade celular. 

Gráfico 1: Porcentagem de Viabilidade das Células Vero E6 após 24 horas de estimulação 

  

 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

Gráfico 2: Porcentagem de Viabilidade das Células Vero E6 após 48 horas de estimulação 

 

 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

Assim, tem-se que em 24h, a concentração C2 apresentou maior viabilidade para 
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os grupos P2(100%), P3(90%), P1+P2(76%) e P2+P3(78%), seguido pela 

concentração C3 para P1(91%) e P1+P2+P3(100%) e por C1 apenas para 

P1+P3(100%). Para a placa de 48h, a concentração C3 maior viabilidade em 4 

amostras, P1(93%), P3(84%), P1+P3(84%) e P2+P3(91%), seguido pela 

concentração C2, que apresentou maior viabilidade em nas três amostras restantes: 

P2(100%), P1+P2+P3(86%), P1+P2(91%). 

Isso posto, constatou-se que após as 48 horas houve viabilidade celular nos sete 

grupos de peptídeos nas três concentrações propostas, sem que houvesse alguma 

concentração tóxica (verificado por não haver redução na viabilidade celular acima de 

30%). Para as próximas etapas, decidiu-se que seria utilizado nos experimentos o trio 

de peptídeos para que houvesse uso racional dos recursos, bem como agilidade na 

pesquisa, para isso foi escolhida a concentração C2, tendo em vista que há a 

descrição na literatura de concentrações semelhantes de peptídeos sem apresentar 

efeitos citotóxicos em Vero E6 (FERNANDES et al., 2013). 

 

4.2 Estímulo de Células Mononucleares do Sangue periférico (PBMCs) 

 

4.2.1 Viabilidade celular de PBMCs 

  Os dados dessa análise se encontram no Gráfico 3. Nessa etapa, com o teste 

pelas células de dois voluntários, devido à limitação de reagentes, foi verificado que 

os peptídeos não eram tóxicos para PBMC, devido à manutenção da viabilidade 

celular obtida no controle positivo em todas as etapas (24, 48, 72 e 96 horas).  

Gráfico 3: Viabilidade celular de PBMCs 

 

 

 

 

                        Fonte: Autoria própria, 2023 

4.2.2 Avaliação da resposta imune celular – Perfil de Citocinas 

 A avaliação da resposta imune celular foi realizada em sobrenadante de cultura 
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de PBMCs de voluntários vacinados para COVID-19 e estimulados com nossa 

sequência proteica na concentração C2. Adicionalmente, uma combinação de PMA e 

Ionomicina (PMA+IONO) foi utilizada como estímulo ativador para induzir a expressão 

de citocinas conforme relatado na literatura, uma vez que pode potencialmente ativar 

todas as células T independentemente de seus receptores específicos do antígeno 

(GODOY-RAMIREZ et al., 2004). Os resultados obtidos dessas dosagens foram 

compilados e apresentados na figura 2.   

 

Figura 2: Perfil de citocinas em sobrenadante de cultura de PBMC 

 de voluntários após estimulação  

 

Nossos resultados revelaram que houve baixa estimulação da produção de 

citocinas nos sobrenadantes de culturas avaliados nas condições do experimento. 

Esses achados sugerem que nossas sequências peptídicas não desenvolveram uma 
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reação de produção de citocinas de forma exagerada que possa denotar síndrome 

tóxica ou tempestade de citocinas semelhante àquela observada durante a evolução 

grave da COVID-19 (CHEN et al., 2020b). Adicionalmente, percebe-se produção da 

citocina IFN- induzida pelo pool peptídico. Esses resultados preliminares apontam 

para uma resposta imune celular contra patógenos intracelulares como ocorre nas 

infecções virais, favorecendo um perfil de caráter Th1. Embora, incipientes, são 

resultados que corroboram com achados similares visualizados no desenvolvimento 

de outros imunizantes contra o SARS-CoV2, como a BNT162b2, que indica um perfil 

Th1 favorável (SAHIN et al., 2020) e a ChAdOx 1 nCoV-19 (Oxford-Astrazeneca™), 

que induz uma resposta tendenciosa para Th1 caracterizada por secreção da citocina 

IFN- (EWER et al.,2020).   

Além disso, houve baixa produção da citocina IL-6 e praticamente nenhuma 

produção da IL-10 pelo estímulo específico, dados que corroboram com àqueles 

descritos para a vacina BNT162b2 (Pfizer™), que induziu uma menor produção de IL-

10 e IL-6 quando comparada à infecção natural por SARS-COV-2 (PONCIANO-

GÓMEZ et al., 2022). Este fato é uma das grandes preocupações no desenvolvimento 

dos imunizantes, visto que a citocina IL-6 é descrita como uma forte influenciadora da 

síndrome de ativação macrofágica presente nos casos graves da COVID-19 (PACES 

et al., 2020; MCGONAGLE; SHARIF; OREGAN; BRIDGEWOOD, 2020). Por outro 

lado, a citocina IL-10 é conhecida como moduladora imunológica (PONCIANO-

GÓMEZ et al., 2022). Rodda et al. (2022) verificaram expressão de IFN- e IL-10 em 

indivíduos previamente infectados pelo vírus e posteriormente imunizados para 

SARS-CoV2, considerados indivíduos de imunidade híbrida pois vacinação. Nesse 

estudo, embora o IFN- estivesse estimulado, não observamos produção da citocina 

IL-10.  

Desta forma, embora incipientes, e ainda com o projeto maior em 

desenvolvimento, esses achados vêm sinalizando positivamente para validação 

dessas sequências antigênicas. O aumento do nosso n-amostral e outras condições 

experimentais de associação peptídica com moléculas adjuvantes e realização de 

ensaios in vivo podem ratificar os achados preliminares deste estudo. 
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5. CONCLUSÃO 

 Ensaios de biocompatibilidade em células Vero E6 e em células mononucleares 

do sangue periférico – PBMC revelaram que as sequências peptídicas do SARS-CoV2 

avaliadas neste trabalho, não apresentaram citotoxicidade em todas as três 

concentrações testadas, reproduzindo uma boa avaliação de segurança do ensaio.  

Adicionalmente, a avaliação do perfil de citocinas dosadas em sobrenadante de 

cultura de PBMC de voluntários imunizados e/ou infectados para o SARS-COV2, sob 

estimulação antigênica em uma concentração atribuída com C2, revelou baixa 

produção de citocinas. Contudo, o estímulo específico revelou indução da citocina 

IFN-, sinalizada entre todos os ensaios vacinais desenvolvidos contra COVID-19, 

como a mediadora da resposta imune celular direcionada e requerida para uma boa 

imunização em infecções virais.  

Assim, embora preliminares, esses achados vêm encorajando nosso grupo de 

pesquisa na ampliação da testagem dessas sequencias antigênicas, ampliando o n 

amostral dos ensaios in vitro e realizando etapas de imunização in vivo visando a validação 

desses peptídeos. 
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