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RESUMO 

 

GOZZI-SILVA, S.C. Análise de células Natural Killer de memória e da resposta antiviral de 

células T CD8+ na infecção por SARS-CoV-2. Dissertação (Mestrado em Imunologia) – 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 2022. 

 

 
A COVID-19, doença infecciosa causada pelo SARS-CoV-2, disseminou-se em escala 

pandêmica. A infecção pelo vírus pode evoluir de maneira assintomática ou gerar sintomas mais 

graves, influenciada pela presença de comorbidades. A linfopenia nos pacientes acometidos 

com a COVID-19 de acordo com a gravidade dos sintomas é recorrente, incluindo diminuição 

da frequência de células NK (Natural Killers). Contudo, o perfil de células T CD4+, T CD8+ e 

NK quanto a funcionalidade ainda não bem foram elucidados na infecção aguda pelo SARS-

CoV-2. A proposta deste estudo é avaliar o perfil fenotípico e funcional de linfócitos T e células 

NKs, incluindo células NK de memória, em pacientes com quadro moderado e grave/crítico de 

COVID-19. No período de pandemia, iniciamos as análises em uma coorte de 79 pacientes 

confirmados com SARS-CoV-2 (31 casos moderados e 48 casos graves/críticos) procedentes 

do HC-FMUSP. Observamos nesta coorte prevalência de óbito de 6,5% nos quadros moderados 

e de 31,3% nos quadros graves. As comorbidades mais prevalentes foram hipertensão arterial 

sistêmica e distúrbios cardíacos. Apesar da linfopenia, evidenciamos aumento da expressão de 

marcadores de ativação em linfócitos T (CD28, CD38 e HLA-DR), assim como aumento da 

frequência de células T CD4+, T CD8+ e células NK que expressam a proteína de checkpoint 

imunológico, PD-1, nos pacientes com quadro grave/crítico em relação aos controles. Em 

contraste com a diminuição percentual de células NK, houve aumento da frequência de NK de 

memória, NKG2C+CD57+, tanto nos casos moderados quanto graves/críticos da infecção. Já 

no tecido cutâneo de pacientes que foram a óbito em decorrência da doença, detectamos na 

região dérmica aumento da expressão de NKG2C e granzima. Considerando que a expansão 

desta população está relacionada com a exposição ao citomegalovírus (CVM), houve elevação 

dos títulos de anticorpos IgG anti-CMV nos pacientes com COVID-19, que se normalizou nos 

indivíduos convalescentes. Quanto ao perfil citotóxico das células mononuclares do sangue 

periférico, já na condição basal, foi observado aumento da resposta de células TCD4+ e NK, 

entretanto com o estímulo com PMA e Ionomicina pouco se alterou. Já os linfócitos T CD8+ 

mostraram diminuição da resposta citotóxica, evidenciando um perfil de exaustão nos pacientes 

com COVID-19 grave. Além disto, foi evidenciado aumento da expressão constitutiva de genes 

associados a via das caspases, inflamassoma e fatores antivirais em linfócitos T CD8+ 

purificados de pacientes com COVID-19 grave, e redução da expressão de TNF-a. O perfil 

citotóxico, por células NK de memória e células T CD4+ citotóxicas, pode compensar a 

disfunção/exaustão das T CD8+, contudo presença de células com potencial citotóxico foram 

detectadas na derme de autopsias de pacientes COVID-19. Estes achados podem fornecer um 

maior entendimento dos fatores associados a gravidade da infecção aguda por COVID-19. 

 

 

Palavras-chave: SARS-CoV-2, linfócitos T, NK de memória, fatores antivirais. 
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ABSTRACT 

 

GOZZI-SILVA, S.C. Analysis of Natural Killer memory cells and the antiviral response of 

CD8+ T cells in SARS-CoV-2 infection. Dissertation (Master in Immunology) – Institute of 

Biomedical Sciences, University of São Paulo, 2022. 

 

 

COVID-19, an infectious disease caused by SARS-CoV-2, has spread on a pandemic scale. The 

virus infection can evolve asymptomatically or generate more severe symptoms, influenced by 

the presence of comorbidities. Lymphopenia in patients affected with COVID-19 according to 

the severity of symptoms is recurrent, including a decrease in the frequency of NK cells (Natural 

Killers). However, the profile of CD4+ T, CD8+ T and NK cells in terms of functionality has 

not yet been well elucidated in acute SARS-CoV-2 infection. The purpose of this study is to 

evaluate the phenotypic and functional profile of T lymphocytes and NK cells, including 

memory NK cells, in patients with moderate and severe/critical COVID-19. During the 

pandemic period, we started analyzing a cohort of 79 patients confirmed with SARS-CoV-2 

(31 moderate cases and 48 severe/critical cases) from HC-FMUSP. In this cohort, we observed 

a death prevalence of 6.5% in moderate cases and 31.3% in severe cases. The most prevalent 

comorbidities were systemic arterial hypertension and cardiac disorders. Despite lymphopenia, 

we observed an increase in the expression of activation markers in T lymphocytes (CD28, CD38 

and HLA-DR), as well as an increase in the frequency of CD4+ T cells, CD8+ T cells and NK 

cells that express the immunological checkpoint protein, PD- 1, in patients with severe/critical 

condition compared to uninfected. In contrast to the percentage decrease in NK cells, there was 

an increase in the frequency of memory NK, NKG2C+CD57+, both in moderate and 

severe/critical cases of infection. In the skin tissue of patients who died as a result of the disease, 

we detected an increase in the expression of NKG2C and granzyme in the dermal region. 

Considering that the expansion of this population is related to exposure to cytomegalovirus 

(CVM), there was an increase in anti-CMV IgG antibody titers in patients with COVID-19, 

which normalized in convalescent individuals. As for the cytotoxic profile of peripheral blood 

mononuclear cells, in the basal condition, an increase in the response of TCD4+ and NK cells 

was observed, however with the stimulation with PMA and Ionomycin little changed. On the 

other hand, CD8+ T lymphocytes showed a decrease in the cytotoxic response, evidencing a 

profile of exhaustion in patients with severe COVID-19. In addition, increased constitutive 

expression of genes associated with the caspase pathway, inflammasome and antiviral factors 

in purified CD8+ T lymphocytes from patients with severe COVID-19, and reduced expression 

of TNF-a. The cytotoxic profile, by memory NK cells and cytotoxic CD4+ T cells, can 

compensate for the dysfunction/exhaustion of CD8+ T cells, however the presence of cells with 

cytotoxic potential were detected in the dermis of autopsies of COVID-19 patients. These 

findings may provide a greater understanding of factors associated with the severity of acute 

COVID-19 infection. 

 

 

Keywords: SARS-CoV-2, T lymphocytes, memory NK, antiviral factors 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Infeção pelo SARS-CoV-2 

 

A COVID-19, doença causada pelo vírus SARS-CoV-2 (coronavírus 2 da síndrome 

respiratória aguda grave), disseminou-se em escala pandêmica desde o relato do primeiro caso 

em Wuhan, China, em 2019 (HUANG et al., 2020).  De acordo com dados da Organização 

Mundial da Saúde (OMS), até a data de 20 de junho de 2022, mais de 536 milhões de indivíduos 

foram infectados em todo mundo e 6,3 milhões foram a óbito (WHO, 2022). No Brasil, o 

primeiro caso reportado ocorreu em 25 de fevereiro de 2020 (DE SOUZA et al., 2020) e até o 

momento o número de pessoas infectadas é superior a 31 milhões e com aproximadamente 668 

mil mortes (WHO, 2022). 

Em 2002 e 2012, respectivamente, dois coronavírus altamente patogênicos de origem 

zoonótica, coronavírus da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV) e coronavírus da 

síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS-CoV), surgiram em humanos e causaram 

doença respiratória. Por ser altamente transmissível, o SARS-CoV-2 se espalhou rapidamente 

por todo o mundo e superou fortemente o SARS e o MERS em termos de número de pessoas 
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infectadas e da amplitude espacial das áreas epidêmicas. O surto contínuo de COVID-19 

representa uma ameaça à saúde pública global (HU et al., 2021). 

O SARS-CoV-2 é um β-coronavírus, consiste em um vírus não segmentado, envelopado 

e com diâmetro variando de 60 a 140 nm. O genoma é constituído por RNA de fita simples 

(ssRNA) com aproximadamente 30 kb de comprimento (MITTAL et al., 2020). O vírus é 

composto por quatro proteínas estruturais principais, incluindo a glicoproteína de pico (S), 

glicoproteína de envelope (E), glicoproteína de membrana (M) e proteína do nucleocapsídeo 

(N), além de diversas proteínas acessórias (ASTUTI; YSRAFIL, 2020). A glicoproteína S 

permite a ligação dos vírus às células hospedeiras pela enzima conversora de angiotensina 2 

(ACE2), expressa nas células do trato respiratório inferior, sendo também expressa em outros 

locais como intestino delgado, testículos, rins, coração, tireoide e tecido adiposo (PRINGLE et 

al., 2011). As partículas virais utilizam a Serina Protease Transmembranar 2 (TMPRSS2) da 

célula para que ocorra a clivagem da proteína S e fusão da membrana viral, permitindo com 

que o vírus tenha acesso ao citosol (HOFFMANN et al., 2020). Com a liberação do genoma 

viral no citoplasma, inicia-se a transcrição, tradução e síntese do RNA genômico e das proteínas 

estruturais S, E e M, que são inseridas no retículo endoplasmático. No compartimento 

intermediário, entre o ER e o complexo de Golgi, o genoma viral é encapsulado pela proteína 

N formando a partícula madura (SHANG et al., 2020). A proteína M direciona a maioria das 

interações proteína-proteína necessárias para a montagem do coronavírus (CoV), mas para a 

formação do envelope é preciso a coexpressão das proteínas M e E. É nesta etapa que a proteína 

S é incorporada ao vírion. Após a montagem, as partículas são transportadas para a superfície 

celular em vesículas e liberadas por exocitose (FEHR; PERLMAN, 2015; SHANG et al., 2020). 

Desde a caracterização genômica inicial do SARS-CoV-2, o vírus foi dividido em 

diferentes grupos genéticos. Devido a vários processos de microevolução e de seleção, algumas 

mutações adicionais surgiram, gerando diferenças dentro de cada grupo genético (chamadas 

variantes) (WHO, 2021). Embora a proteína S do SARS-CoV-2 tenha exibido cerca de 4000 

mutações durante a pandemia (WISE, 2020), a maioria delas não afetou a função viral. 

Entretanto, a variante B.1.1.7 (alfa), também conhecida como a variante do Reino Unido, foi 

relatada em setembro de 2020 e mostrou ter 23 mutações que beneficiaram a sua 

transmissibilidade. Essa variante é 56% mais transmissível, indicando sua vantagem 

competitiva (JOGALEKAR; VEERABATHINI; GANGADARAN, 2021). A variante B.1.351 

(beta) surgiu em outubro de 2020 na África do Sul e é provavelmente 50% mais transmissível 

(KUPFERSCHMIDT, 2021). A variante P.1 (gama) surgiu em dezembro de 2020 no Brasil e 

as evidências sugerem que é duas vezes mais transmissível do que o vírus do tipo selvagem e 
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levou a reinfecções de 25-61% da população de Manaus, Brasil (JOGALEKAR; 

VEERABATHINI; GANGADARAN, 2021). As evidências sugerem o surgimento de 240 

novas cepas, incluindo o B.1.617 (delta), que pode ser responsável por causar reinfecções em 

pessoas recuperadas e nas que foram vacinadas (PAL et al., 2018; WHO, 2021).  Além disso, 

a variante B.1.1.529 (Ômicron) foi relatada pela primeira vez na África do Sul em 24 de 

novembro de 2021 (WHO, 2021). Ela se distingue das variantes anteriores por abrigar em sua 

sequência genômica 49 mutações (30 das quais ocorrem dentro da proteína spike) - um salto 

das 13 mutações encontradas na variante delta (GÜNL et al., 2021). Ainda não está claro se 

Ômicron é mais transmissível ou se causa doença mais grave em comparação com outras 

variantes (DYER, 2021).   

O SARS-CoV-2 invade as células ciliadas do epitélio superficial da cavidade nasal. Uma 

infecção viral disseminada com viremia e altas cargas virais nas vias aéreas na admissão 

hospitalar estão ambas associadas a resultados graves (OSUCHOWSKI et al., 2021). Em 

contraste com os vírus influenza, que infectam principalmente células das vias aéreas e células 

imunes (macrófagos alveolares e intersticiais e células natural killer), o SARS-CoV-2 pode 

infectar uma gama mais ampla de células, incluindo cardiócitos e células endoteliais, 

testiculares e do ducto biliar (OSUCHOWSKI et al., 2021). 

Os sintomas mais comuns da infecção são febre, fadiga e tosse seca e os menos comuns 

incluem produção de expectoração, dor de cabeça, hemoptise, diarreia, anorexia, dor de 

garganta, dor no peito, calafrios, náuseas e vômitos (GUAN et al., 2020). Alterações olfativas 

e gustativas também foram relatadas (GIACOMELLI et al., 2020). A maioria dos indivíduos 

mostrou sinais da doença após um período de incubação de 1-14 dias (mais comumente em 

torno de 5 dias) e dispneia e pneumonia desenvolveram-se em um tempo médio de 8 dias a 

partir do início da doença  (HU et al., 2021; WU; MCGOOGAN, 2020). Contudo, as novas 

variantes de SARS-CoV-2 podem diferir no período de incubação e na manifestação dos 

sintomas clínicos.  

Todas as idades são suscetíveis a COVID-19, no entanto, as manifestações clínicas 

diferem com a idade. Geralmente, homens mais velhos (> 60 anos de idade) são mais propensos 

a desenvolver doenças respiratórias graves que requerem hospitalização ou que levam ao óbito, 

enquanto a maioria dos jovens e crianças têm apenas a doença leve ou são assintomáticos  (WU; 

MCGOOGAN, 2020). Indivíduos portadores de comorbidades como hipertensão, doenças 

cardiovasculares, diabetes mellitus, doenças imunossupressoras, doenças do sistema 

respiratório, renais e obesidade são mais suscetíveis às complicações da COVID-19 

(ALBERCA et al., 2021; GOZZI-SILVA et al., 2021; HUANG et al., 2020). Embora as razões 
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exatas para a associação entre essas comorbidades e a gravidade da doença e o risco de 

mortalidade do COVID-19 não tenham sido esclarecidos, a desregulação imunológica e a 

hiperinflamação nessas doenças crônicas podem ser fatores contribuintes para a progressão do 

COVID-19 (GULER; OZTURK, 2020). 

Na infecção por SARS-CoV-2, são observados níveis elevados da velocidade de 

hemossedimentação (VHS), Proteína C reativa (PCR), ferritina sérica e lactato desidrogenase 

(LDH). Marcadores hematológicos (com presença de leucocitose, neutrofilia, linfopenia e 

trombocitopenia), marcadores bioquímicos (creatinina) e marcadores de coagulação 

(D- dímero) podem estar relacionados à gravidade e mortalidade da COVID‐19 (FEI; SMITH; 

CAO, 2021). Casos graves tendem a ter uma proporção mais alta da relação entre neutrófilos e 

linfócitos (RNL). O RNL é calculado a partir do hemograma, dividindo a contagem absoluta de 

neutrófilos pela contagem absoluta de linfócitos e indica o estado inflamatório geral do 

paciente. Pacientes em estado grave da infecção por SARS-CoV-2, mostram níveis elevados de 

RNL (LIU; XU; LIN, 2020). 

A ampliação dos protocolos de vacinação assim como doses de reforço, estão 

contribuindo para a redução dos sintomas e gravidade da infecção. A vacinação contra a 

COVID-19 começou em São Paulo, Brasil, em janeiro de 2021, primeiramente dirigida a 

profissionais da saúde e idosos, utilizando a vacina CoronaVac (Sinovac/Butantan), e 

posteriormente a vacina Oxford/AstraZeneca (ChAdOx1) (AstraZeneca/Fiocruz-RJ). O 

protocolo de vacinação foi ampliando-se para as demais faixas etárias atingindo também as 

crianças (CAMPOS et al., 2021; MARTINS-FILHO; BARBERIA, 2022).  

 

 

1.2 Sinalização celular e tempestade de citocinas na infecção por SARS-CoV-2 

 

Após a entrada do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras humanas, o RNA viral é 

liberado e age como padrão molecular associado a patógenos (PAMP), que é reconhecido por 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) tais como receptores Toll-like (TLR3, TLR7 

e TLR9) (NIKOLICH-ZUGICH et al., 2020). A sinalização induz MyD88 que leva à ativação 

do fator nuclear kappa B (NF-kB) e, portanto, à produção de citocinas pró-inflamatórias como 

(IL-1, IL-6, TNF-α e IL-8), quimiocinas, proteínas de resposta inflamatória aguda como a PCR 

(PORTELA SOUSA; BRITES, 2020; YANG; HUANG; CHIANG, 2021). A ativação dos 

fatores de transcrição IRF3 e IRF7 leva à produção de IFN do tipo I que ao se ligar a IFNAR, 

promove a ativação da proteína tirosina quinase associada ao receptor Janus quinase 1 (JAK1) 
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e a tirosina quinase 2 (TYK2), que fosforilam os fatores de transcrição citoplasmáticos STAT1 

e STAT2 e translocam-se para o núcleo. Com isso, STAT1 e STAT2 se agrupam com o fator 

regulador de IFN 9 (IRF9) para formar um complexo denominado fator de gene estimulado por 

IFN 3 (ISGF3) (IVASHKIV; DONLIN, 2014). ISGF3 liga-se às suas sequências de DNA 

cognatas, ativando diretamente a transcrição de ISGs. Assim, a sinalização de IFN do tipo I 

induz ISGs que restringem os patógenos por vários mecanismos, incluindo a inibição da 

transcrição, tradução e replicação viral (IVASHKIV; DONLIN, 2014; KASUGA et al., 2021; 

PORTELA SOUSA; BRITES, 2020). 
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Embora o sistema imunológico inato do hospedeiro possua elaborados programas de 

defesa antiviral, os vírus desenvolvem continuamente estratégias para evadir da resposta imune 

do hospedeiro. É relatado na infecção por SARS-CoV e MERS, que o vírus pode suprimir a 

resposta do IFN tipo I por mecanismos de evasão como ubiquitinação de sensores citosólicos, 

inibição da translocação de fatores nucleares ou por meio da diminuição da fosforilação de 

STAT1 (KINDLER; THIEL; WEBER, 2016). É descrito na infecção por SARS-CoV-2, em 

estudos in vitro, que no início da infeção, há baixa indução das expressões de IFN-β e ISG56, 

embora aumentassem em momentos tardios. Essa resposta antiviral atrasada pode fornecer uma 

janela para a replicação do vírus. De fato, grandes quantidades de transcritos virais foram 

Figura 1. Reconhecimento e sinalização celular na infecção pelo SARS-CoV. (1) Após a interação do vírus com o 

receptor específico, as partículas são endocitadas no citosol e então reconhecidas por PRRs citosólicos como RIG-I e 

MDA5. O vírus também é reconhecido por TLRs endossomais como TLR3, 7 e 9, gerando a ativação do NF-κB e IRF3 

por meio do desencadeamento de uma cascata de sinalização. (3) Após a translocação para o núcleo, o NF-κB ativado 

atua como um ativador transcricional para numerosas citocinas pró-inflamatórias. O IRF3, mediante fosforilação via 

ubiquitina quinases, homodimeriza e transloca-se para o núcleo para ativar a transcrição de IFNs do tipo I. (4) IFNs do 

tipo I ativam a via de sinalização JAK – STAT via receptor IFNα / β (IFNAR), seguido por fosforilação de STAT1 e 

STAT2 via proteína citoplasmática JAK1 e TYK2. Os heterodímeros STAT1 e STAT2 translocam-se para o núcleo e 

são recrutados para a transcrição dos ISGs por meio do promotor ISRE. O SARS-CoV e outros coronavírus encontraram 

muitas maneiras de inibir a cascata de sinalização utilizando as proteínas estruturais (proteína M e N) ou NSPs (NSP1, 

NSP3b e NSP6), mostrados como números e letras na figura. A produção de citocinas pró-inflamatórias e IFNs tipo I 

criam um microambiente imunológico antiviral que controla a síntese viral e a infecção, mas os vírus apresentam várias 

estratégias para evadir dessas vias de sinalização para neutralizar a resposta imunológica. Legenda: RIG-I, proteína do 

gene I induzível pelo ácido retinóico; MDA5, Proteína 5 associada à diferenciação do melanoma; M, proteína de 

membrana; N, Nucleocapsídeo; IFNAR, receptor de IFNα / β; ISGs, genes estimulados por IFN; ISRE, elemento de 

resposta estimulada por IFN.  Adaptado de Shan, 2020. 
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observadas antes da indução de IFN em células infectadas com SARS-CoV-2. Assim, a falta de 

resposta antiviral adequada pode ser central para a patogênese da COVID-19 (LEI et al., 2020). 

Além disso, também é descrito que proteínas do SARS-CoV-2 podem antagonizar a resposta e 

sinalização do IFN do tipo I (YUEN et al., 2020), por mecanismos como supressão da 

fosforilação de STAT2, inibição da translocação nuclear de STAT1 entre outros (XIA et al., 

2020). No entanto, os mecanismos antagônicos dessas proteínas virais e suas contribuições para 

o desenvolvimento e transmissão da COVID-19 são mal compreendidos. De maneira geral, os 

estudos destacam o potencial da deficiência de IFN do tipo I na suscetibilidade do hospedeiro 

à infecção por SARS-CoV-2 e a progressão para a doença grave (LOPEZ et al., 2020). 

A produção de citocinas pró-inflamatórias é de grande importância para o recrutamento 

de células imunes até o local de infecção e o combate ao vírus. Entretanto, a hiperativação 

imune sistêmica devido à infecção por SARS-CoV-2 e uma perda de feedback negativo no 

sistema imunológico, pode gerar superprodução de citocinas inflamatórias e causar a 

tempestade de citocinas (SONG et al., 2020b). As principais citocinas envolvidas são 

interleucinas (IL), IFN, fator de necrose tumoral (TNF), quimiocinas entre outras. Nesse 

processo, quimiocinas e citocinas são cada vez mais liberadas para atrair mais células 

inflamatórias, principalmente neutrófilos e macrófagos, que migram dos vasos sanguíneos para 

o local da infecção, causando assim a amplificação da resposta inflamatória. A tempestade de 

citocinas é uma causa da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG), que gera resposta 

inflamatória sistêmica e falência de múltiplos órgãos, levando a baixos níveis de saturação de 

oxigênio e sendo uma das principais causas de mortalidade na COVID-19 (RAGAB et al., 

2020).  

Os eventos trombóticos que ocorrem frequentemente na COVID-19 também estão 

associados ao aumento da gravidade da doença e piores desfechos clínicos. Entre 21% e 69% 

dos pacientes gravemente enfermos com COVID-19 apresentam tromboembolismo venoso, 

ultrapassando a ocorrência de 7,5% relatada em pacientes cirúrgicos na UTI. Além disso, 

COVID-19 tem maior prevalência de trombose do que a gripe (OSUCHOWSKI et al., 2021). 

As anormalidades microvasculares incluem inflamação endotelial, ruptura das junções 

intercelulares e formação de microtrombos. Uma coagulopatia associada a COVID-19, 

juntamente com aumento de citocinas e ativação de plaquetas, endotélio e complemento, ocorre 

na COVID-19, sendo mais frequente com o agravamento da doença (LOO; SPITTLE; 

NEWNHAM, 2021). Esse meio pró-inflamatório pode resultar em imunotrombose, no qual 

neutrófilos e monócitos ativados interagem com as plaquetas e a cascata de coagulação, levando 

à formação de coágulos intravasculares em vasos pequenos e maiores. As complicações 
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microtrombóticas podem contribuir para a SRAG e outras disfunções orgânicas 

(BONAVENTURA et al., 2021). 

 

 

1.3 Células NK de memória na infecção por SARS-CoV-2 

 

As células NK são células linfóides inatas citotóxicas que atuam na linha de frente contra 

infecções e tumores e compreendem de 5% a 20% dos PBMCs em humanos (CALIGIURI, 

2008). As células NK reconhecem preferencialmente células infectadas por patógenos, células 

tumorais e células estressadas que expressam ligantes para os receptores ativadores de NK ou 

células que possuem alteração na expressão de moléculas de MHC de classe I (LANIER, 2008). 

As células NK podem ser divididas em CD16-CD56bright que são responsáveis pela produção 

abundante de citocinas (por exemplo, IFN-γ) e possuem função imunorreguladora, e em 

CD16+CD56dim que desempenham um papel fundamental na citotoxicidade celular natural e 

mediada por anticorpo (CHAN et al., 2007).  

Na infecção aguda por SARS-CoV-2, tanto o número total quanto o subtipo de NK 

CD16-CD56brigh e CD16+CD56dim diminuem na circulação (MAUCOURANT et al., 2020). 

Essa queda nos números provavelmente reflete o direcionamento das células NK da circulação 

para o pulmão, considerando que há relatos de aumento de células NK no 

lavado bronquioalveolar (BAL). Este homing é provavelmente mediado por CXCR3, CXCR6 

e CCR5 em células NK e as quimiocinas que estão elevadas no BAL de pacientes com COVID-

19 (LIAO et al., 2020). 

A hiperativação das células NK, impulsionada por IL-6, IL-6R e IL-18, é uma 

característica da COVID-19 grave em comparação com a doença leve ou moderada 

(MAUCOURANT et al., 2020). Foi descrito que a produção de granzima e perforina em células 

NK na COVID-19 foi aumentada em relação aos controles (AHMADI et al., 2020; JIANG et 

al., 2020). A produção de granzima em células NK nos pacientes com sintomas leves e graves 

está aumentada em comparação aos controles e com o estado crítico da COVID-19. É possível, 

que seja um devido a um mecanismo compensatório e quando atinge um estágio crítico, o status 

imunológico da célula torna-se comprometido e não mais pode ser compensado (JIANG et al., 

2020).   

Em contraste, há descrição de produção reduzida de CD107a, IFN-, TNF-α e granzima 

B em células NK de pacientes COVID-19 em relação aos controles (MAZZONI et al., 2020; 

ZHENG et al., 2020). Também há correlação entre aumento de citocinas como IL-6 e IL-8 
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séricas com a diminuição de perforina em células NK (BORDONI et al., 2020; GARCÍA, 

2020). Além disso, as células NK possuem fenótipo de exaustão, por aumento da expressão de 

receptor inibidor NKG2A, PD-1 e TIM-3 (MAUCOURANT et al., 2020; ZHENG et al., 2020). 

Há descrição de células NK de memória (também chamadas de adaptativas) que exibem 

uma resposta de memória robusta relatada durante a infecção viral e após estimulação por 

citocinas pró-inflamatórias (CERWENKA; LANIER, 2016). As características das células NK 

de memória incluem capacidade aprimorada de produzir IFN-γ, assim como se assemelha com 

a imunidade adaptativa, devido expansão clonal, respostas imunológicas antitumorais e 

antivirais mais eficazes e longevidade (DELLA CHIESA et al., 2016). 

As células NK de memória são caracterizadas pela coexpressão de NKG2C e CD57. O 

NKG2C é um receptor ativador de células NK codificado pelo gene KLRC2, que se liga ao 

HLA-E nas células infectadas, levando à ativação das células NK (VIETZEN et al., 2021). O 

CD57 é marcador de células NK terminalmente diferenciadas e provavelmente foram 

expandidas clonalmente por infecções (LOPEZ-VERGÈS et al., 2011; SUN et al., 2011). 

A infecção por citomegalovírus humano (HCMV) pode causar expansão das células NK 

de memória. Em humanos, o epítopo UL40 apresentado por HLA-E é reconhecido por NKG2C, 

gerando a expansão da população de células NK de memória nos indivíduos infectados por 

CMV (JOUAND et al., 2018). Em camundongos C57BL/6, as células NK expressam o receptor 

Figura 2. Mecanismo interativo entre as células NK e a infecção pelo SARS-CoV-2. Em caso de resposta 

imune inata eficaz, as células NK expressam o marcador de ativação CD107a e liberam IFN-ɣ, IL-2 e TNF (lado 

direito). Em caso de exaustão, as células NK superexpressam o receptor inibitório NKG2A, que suprime a função 

citotóxica das células NK, favorecendo uma condição pró-inflamatória (lado esquerdo). Adaptado de Masselli, 

2020. 
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de lectina tipo C de ativação Ly49H, semelhante ao NKG2C em humanos. Assim, é capaz de 

ligar diretamente a glicoproteína M157 expressa em células infectadas por CMV murino 

levando a diferenciação em células NK de memória que persistem por vários meses após a 

infecção (TONG et al., 2014).  

Estima-se que 83% da população global seja soropositiva para CMV, sendo que sua 

soroprevalência aumenta com a idade (ZUHAIR et al., 2019). A infecção primária é geralmente 

assintomática em indivíduos imunocompetentes e o vírus gera uma infecção latente, sendo que 

eventos de reativação viral são controladas pela resposta imunológica. Por outro lado, em 

indivíduos imunocomprometidos e imunossuprimidos, como em transplante de órgãos sólidos, 

transplante de células-tronco hematopoiéticas e portadores de HIV/AIDS, a reativação do CMV 

pode ser responsável por morbidade e mortalidade significativas (GOZZI-SILVA et al., 2021; 

STERN et al., 2019). A expansão das células NK de memória, também é descrita em resposta 

a infecções por hantavírus, chikungunya, vírus da hepatite C, influenza e HIV no contexto da 

infecção subjacente por CMV (GONDOIS-REY et al., 2017; PAUST et al., 2010). 

Uma breve exposição in vitro de células NK de camundongo com citocinas como IL-

12, IL-15 e IL-18 resulta no desenvolvimento de células NK e após reestimulação com IL- 12 

e IL-15, mostram uma capacidade sustentada de produzir altos níveis de IFN-γ por pelo menos 

4 meses após a transferência adotiva de células NK para camundongos deficientes em RAG2 

(KEPPEL; YANG; COOPER, 2013).  Células NK de memória induzidas por citocinas também 

podem ser geradas a partir de células NK humanas (CERWENKA; LANIER, 2016; ROMEE 

et al., 2012). 

Na infecção por COVID-19, embora o número absoluto de células NK esteja diminuído 

nos pacientes graves, há descrição de aumento da frequência de células NK de memória, mesmo 

nos indivíduos soronegativos para CMV (MAUCOURANT et al., 2020). Contudo, o percentual 

e a contagem absoluta de células NK NKG2C+ CD57+ não mostrou correlação com os níveis 

de IgG anti-CMV, sugerindo que a expansão de células NK adaptativas pode não ser subjacente 

à reativação do CMV (MAUCOURANT et al., 2020). Além disto, há ausência de proliferação 

de células T CD8+ específicas para CMV em pacientes com quadro agudo de COVID-19 

(SEKINE et al., 2020). Estes achados podem sugerir um envolvimento específico do SARS-

CoV-2 com as células NK adaptativas durante a infecção por SARS-CoV-2. 

 

1.4 Função dos linfócitos T CD4+, T CD8+ e linfopenia na infecção por SARS-CoV-2 
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Uma resposta imune eficaz contra infecções virais é mediada pela ativação de células T 

citotóxicas que podem eliminar a infecção eliminando as células infectadas, além de participar 

da ativação de outras células imunes, produção de citocinas e regulação das respostas 

imunológicas (ACTOR, 2014).  

Os linfócitos T são células imunes adaptativas, que se desenvolvem no timo e expressam 

o receptor de células T (TCR), capaz de reconhecer peptídeos de patógenos apresentados pelo 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC). O reconhecimento de antígenos 

apresentados pelo MHC, juntamente com a ligação de CD28, proteína expressa nas células T 

que providencia sinais coestimulatórios, promove a ativação e sobrevivência das células T.  

Além de ser um sinal potente para a produção de várias interleucinas (RUHWALD; 

PEDERSEN; CLAESSON, 1999). 

As células T CD4+ reconhecem peptídeos antigênicos derivados do compartimento 

fagossomal apresentados por MHC de classe II (ACTOR, 2014; LIEBERMAN, 2003). Um 

papel fundamental das células T CD4+ é otimizar a resposta de outros linfócitos como na 

geração de células T CD8+ citotóxicas e de memória e na promoção da produção de anticorpos 

pelas células B.  As células T CD4+ geradas em resposta à infecção viral, possuem um fenótipo 

do tipo Th1 e produzem grandes quantidades de IFN-γ e expressam T-bet. Este fenótipo 

depende da exposição a altos níveis de IL-12 e IFNs do tipo I (SWAIN; MCKINSTRY; 

STRUTT, 2012). 

Modelos murinos in vivo confirmam que as células T CD4 + citotóxicas (CTL CD4) são 

um subtipo de células T CD4 com capacidades citolíticas (TAKEUCHI; SAITO, 2017). No 

contexto de infecções virais, como vírus do Nilo Ocidental (BRIEN; UHRLAUB; NIKOLICH-

ŽUGICH, 2008), influenza (BROWN et al., 2012) entre outros, foi mostrado que as células T 

CD4 + citotóxicas são prontamente detectáveis ex vivo e que contribuem na contenção viral 

mesmo na ausência de células T CD8 + antígeno-específicas. Além disso, as células T CD4 + 

citotóxicas podem desempenhar um papel protetor nas infecções virais crônicas, promovendo 

controle da replicação viral na infecção por EBV e CMV.  Na infecção por HIV, as células T 

CD4 + citotóxicas ex vivo expressam grandes quantidades de moléculas efetoras citolíticas, 

como perforina e granzimas (PHETSOUPHANH; PILLAI; ZAUNDERS, 2017). 

Os linfócitos T CD8+ reconhecem peptídeos antigênicos no contexto de molécula de 

MHC de classe I. Quando ativadas, são capazes de atacar diretamente as células e promover 

apoptose de células malignas ou infectadas com vírus.  Para exercer essa função, as células T 

CD8+ citotóxicas induzem apoptose por liberação de grânulos citolíticos ou por expressão de 

ligantes de receptores de morte como FasL (CD95) (LIEBERMAN, 2003). 
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Na COVID-19, há circulação de células T específicas para SARS-CoV-2 7 dias após o 

início dos sintomas (BOECHAT et al., 2021). Nos convalescentes, há detecção de células T 

CD4+ e T CD8+ circulantes específicas para o vírus, o que evidencia o potencial de desenvolver 

memória de células T (GRIFONI et al., 2020). No entanto, a capacidade dessas células de 

proteger infecções futuras, em especial pelas variantes, ainda precisa ser determinada. 

Embora as respostas de células T sejam importantes no combate de infecções virais 

respiratórias (VASILEIOU et al., 2020), respostas exacerbadas ou disfuncionais podem 

colaborar com a patogênese da COVID-19.  

Na infecção por SARS-CoV-2, o vírus infecta o tecido epitelial respiratório e ativa as 

células imunes inatas locais para liberar citocinas inflamatórias e quimiocinas. Estas citocinas 

e quimiocinas então recrutam células imunes inatas e ativam células imunes adaptativas que 

podem agravar ainda mais o dano pulmonar e propiciar infiltrados linfocíticos (YANG et al., 

2021). Níveis de IL-2R, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-α são mais elevados em pacientes graves em 

comparação com os não graves (LIU et al., 2020). Neste contexto, no tecido pulmonar de 

pacientes com a doença grave, é observado intenso infiltrado de células T CD4+ e CD8 +, com 

forte expressão de granzima B (SONG et al., 2020a).  

A ativação de células T está correlacionada com a gravidade da doença em pacientes 

com COVID-19, pois uma maior frequência de células T CD8+ ativadas (definidas por CD38+ 

e HLA-DR+) ocorre em pacientes graves por maior tempo após início da doença.  As células 

TCD8+ exibem um papel controverso na COVID-19, onde é observado produção reduzida de 

CD107a, IFN-, IL-2 e granzima B, em comparação com os indivíduos controles (ZHENG et 

al., 2020); enquanto há descrição de células T CD8+ com produção aumentada de granzima A 

e B e perforina na COVID-19 (AHMADI et al., 2020).  

É conhecido que a linfopenia é uma característica frequente na infecção por SARS-

CoV-2 com números reduzidos de linfócitos T CD4+, T CD8+, linfócitos B e células NK, com 

forte associção com taxa de mortalidade (HUANG et al., 2020; JAFARZADEH et al., 2021). 

A linfopenia, como uma anormalidade imunológica importante, é observada em até 96,1% dos 

pacientes com COVID-19 grave (QIN et al., 2020), sendo descrito que a infecção por SARS-

CoV-2 tem um impacto preferencial nas células T CD8+ (CHUA et al., 2020; MATHEW et 

al., 2020). A linfopenia pode causar imunossupressão geral e promover tempestade de citocinas, 

desempenhando um papel importante na persistência e replicação viral (JAFARZADEH et al., 

2021). 
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Diversos mecanismos podem estar associados a ocorrência de linfopenia na infecção 

por SARS-CoV-2. Umas das hipóteses, baseia-se que as células T são atraídas para locais de 

infecção, ocorrendo o sequestro de linfócitos em órgãos-alvo, com o objetivo de controlar o 

vírus havendo consequentemente uma redução de linfócitos na periferia (LI et al., 2004). Além 

disso, também é relatada redistribuição desses linfócitos após a infecção. Supõe-se que o rápido 

aumento na contagem sanguínea de linfócitos durante a recuperação não seja devido a linfócitos 

recém-produzidos pelo timo, mas provavelmente devido à recirculação de linfócitos entre os 

órgãos e o sangue periférico (LIN et al., 2020). Tanto o MERS-CoV quanto o SARS-CoV 

infectam diretamente células T primárias humanas e induzem apoptose e linfopenia (CHU et 

al., 2016). Há descrição que uma pequena proporção de linfócitos podem ser infectados pelo 

SARS-CoV-2 (XU, H. et al., 2020). Além disso, os linfócitos infectados com coronavírus 

podem então ser eliminados por células T CD8+ citotóxicas, através da interação FasL-Fas e 

liberação de perforina e granzima (JAFARZADEH et al., 2021). No entanto, mais pesquisas in 

Figura 3. Resposta funcional de linfócitos T na infecção por SARS-CoV-2. A resposta imune antiviral é crucial 

para alcançar a eliminação do patógeno. Pacientes com COVID-19 apresentam diminuição do número total de 

células T. Alguns estudos indicam que essas células podem apresentar capacidade de produção de citocinas 

antivirais reduzida. Além disso, um potencial citotóxico reduzido foi identificado em pacientes com COVID-19, 

particularmente naqueles que necessitam de cuidados intensivos. Também há correlação entre aumento de 

citocinas como IL-6 e IL-8 com a diminuição de perforina em células T CD8+ na COVID-19 (BORDONI et al., 

2020; GARCÍA, 2020), sugerindo que a inflamação e respostas imunológicas desreguladas favorecem a exaustão 

funcional dessas células. Após o combate à infecção, é observada recuperação da contagem de linfócitos (LIU et 

al., 2020). 
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vitro e in vivo precisam ser realizadas para determinar os mecanismos envolvidos na ocorrência 

de linfopenia. 

A exaustão das células T é um estado de disfunção que surge durante muitas infecções 

crônicas. É definida por diminuída função efetora, aumento da expressão de receptores 

inibidores e um estado transcricional distinto das células T efetoras funcionais ou de memória. 

As células T CD4+ e T CD8+ na infecção por SARS-CoV-2, possuem níveis de expressão mais 

elevados de PD-1 e TIM-3, particularmente em pacientes com a doença grave (DIAO et al., 

2020; MOON, 2020). Após o reconhecimento e ativação do antígeno, as células T regulam 

positivamente a expressão de PD-1, com o objetivo de prevenir uma resposta 

excessiva. Portanto, no contexto de uma infecção aguda, PD-1 também pode ser considerado 

um marcador de ativação, enquanto durante a estimulação crônica, as células T tornam-se 

progressivamente disfuncionais e exauridas, persistindo a expressão de PD-1 (SCHÖNRICH; 

RAFTERY, 2019; ZENARRUZABEITIA et al., 2021). 

 

1.5 SARS-CoV-2 e acometimento cutâneo 

 

A COVID-19 está sendo entendida não apenas como uma infecção respiratória, mas 

uma doença multissistêmica envolvendo uma integração complexa das cascatas imunológicas, 

inflamatórias e de coagulação (MENTER et al., 2020).  Além de sinais clínicos como febre, 

tosse, fadiga entre outros; as manifestações cutâneas têm sido cada vez mais relatadas em 

associação com a pandemia da COVID-19. Apesar do aumento da relevância, muito permanece 

desconhecido a respeito da caracterização, incidência e patogênese desses sintomas 

dermatológicos (RECALCATI, 2020; SINGH et al., 2021). 

As manifestações cutâneas nos casos de COVID-19 encontram sua primeira menção em 

um estudo inicial da China, que relatou sintomas cutâneos em 0,2% a 1,2% de seus 1.099 casos 

hospitalizados por COVID-19 (XU et al., 2020). Isso foi seguido por outro estudo na Itália, que 

encontrou erupções cutâneas em 20,4% de 88 pacientes confirmados com COVID-19 

(SODEIFIAN; MUSHTAQ; REZAEI, 2021). 

O primeiro grande estudo clínico sobre envolvimento cutâneo em COVID-19 foi 

descrito por Galvan-Casas em um grupo de 375 para avaliar as lesões cutâneas. As 

manifestações cutâneas descritas foram áreas acrais de eritema com vesículas ou pústulas 

(pseudo-chilblain) (19%), outras erupções vesiculares (9%), lesões urticariformes (19%), 

erupções maculopapulares (47%) e livedo ou necrose (6%) (GALVÁN CASAS et al., 2020). 
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A presença de partículas virais de SARS-CoV-2 no endotélio e a evidência histológica 

de dano vascular, levando a inflamação direcionada aos vasos e favorecendo eventos 

hemorrágicos e isquêmicos, pode constar como mecanismos da patogênese de lesões cutâneas 

na COVID-19 (FARINAZZO et al., 2021; LIU et al., 2020). É provável que o SARS‐CoV‐ 2 

use a ACE2 para entrar nos vasos, uma vez que a ACE2 é amplamente expressa pelas células 

endoteliais (HAMMING et al., 2004). O acúmulo de angiotensina II contribui para o dano 

pulmonar, disfunção dos vasos e aumento da permeabilidade vascular. Disfunções vasculares 

como vasculite, microvasculopatia, microtrombose e neoangiogênese podem levar a erupções 

cutâneas na COVID-19 (SODEIFIAN; MUSHTAQ; REZAEI, 2021). 

É possível que as partículas de COVID-19 presentes no sistema vascular cutâneo 

possam conduzir à vasculite linfocítica e secreção de citocinas. As partículas virais podem criar 

complexos imunes com linfócitos cutâneos e células de Langerhans e resultar na secreção de 

IL-1, INF- e TNF-α e recrutamento de eosinófilos, células T citotóxicas CD8 +, células B e 

NK que induz arterite trombofílica linfocítica (SODEIFIAN; MUSHTAQ; REZAEI, 2021). A 

resposta imune da infiltração de linfócitos na pele é provavelmente induzida pela infecção por 

SARS-CoV-2. A presença de células necróticas na epiderme e infiltração de linfócitos na 

derme, assim como células inflamatórias, incluindo CD3+, 

linfócitos T CD8 + e macrófagos CD68+ são descritos em autópsias (LIU et al., 2020). 

Considerando a presença de infiltrados de linfócitos e a necessidade de maiores 

caracterizações celulares no tecido cutâneo da infecção pelo SARS-CoV-2, é proposta 

caracterizar a população NKG2C+ assim como a produção de granzima, para verificar se esta 

população pode estar associada a patogênese da doença.  

 

A hipótese do trabalho é que a infecção por SARS-CoV-2, em contrapartida com a 

redução das células NK, promove expansão da população de NK de memória, assim como os 

linfócitos T e células NK encontram-se com produção alterada de fatores citotóxicos, e redução 

da expressão de fatores antivirais, associados a gravidade. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Analisar o perfil fenotípico e funcional de linfócitos T e de células NK em pacientes 

infectados por SARS-CoV-2, moderados e graves/críticos.  

 

2.2 Objetivos específicos 

  

 

● Caracterizar fenotipicamente as populações de células T CD4+, T CD8+, células NK e 

subpopulações no sangue periférico; 

● Determinar os títulos de anticorpos IgG anti-CMV e correlacionar com a frequência de 

células NK de memória; 

● Avaliar a atividade funcional de linfócitos T e células NK pela produção de fatores 

citotóxicos; 

● Analisar a expressão de PD-1 em linfócitos T e células NK; 

● Avaliar a expressão de fatores antivirais em linfócitos T CD8+ por PCR array; 

● Caracterizar células NK de memória no tecido cutâneo por IHQ; 

● Correlacionar dados laboratoriais com a frequência de células T e NK. 
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6. CONCLUSÃO 
 

Em conjunto, esses achados destacam o envolvimento de células T e NK na 

imunopatogênese da COVID-19. Os linfócitos T mostram um fenótipo ativado e de exaustão, 

de acordo com a gravidade dos sintomas. No perfil citotóxico, foi evidenciado aumento da 

resposta de células NK e células TCD4+ já na condição ex vivo. Os linfócitos T CD8+ mostram 

um perfil mais disfuncional e exausto na resposta citotóxica, contudo, pro-inflamatório visto o 

perfil transcricional antiviral. As células NK, apesar de reduzidas na frequência, houve indução 

de células NK adaptativas pela infecção por SARS-CoV-2, que estão presentes nas autópsias 

cutâneas. Esses achados podem fornecer um maior entendimento dos fatores associados a 

gravidade da infecção. Mais estudos são necessários para avaliar o envolvimento dessas células 

no curso da doença COVID-19.  
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