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RESUMO 

 

Beserra DR. Imunomodulação da expressão de PD-1 em monócitos e linfócitos T e B na infecção por 

SARS-CoV-2 [dissertação]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina; 2022. 

 

No final do ano de 2019 um novo coronavírus, o SARS-CoV-2, surgiu em Wuhan na China e 

rapidamente se tornou responsável pela pandemia da COVID-19. Atualmente já foram infectadas 

mais de 585 milhões de pessoas e registrados mais de 6 milhões de óbitos.  A infecção pelo SAR-

CoV-2 pode evoluir de forma assintomática ou com sintomas mais graves muitas vezes associados a 

comorbidades. O SARS-CoV-2 possui diversos mecanismos que ocasionam a depleção e exaustão de 

linfócitos causada pela expressão de moléculas inibidoras de checkpoint como PD-1 e seu ligante PD-

L1 que suprimem a função efetora destas células, relacionando com a gravidade da doença. Neste 

estudo avaliamos a expressão de PD-1 e PD-L1 em células TCD4+, TCD8+, CD19+, monócitos 

CD14+ e as formas solúveis no soro de 125 pacientes moderados (n= 70), graves (n=16) e críticos 

(n=39) da COVID-19 procedentes do HC-FMUSP. No período de maio de 2020 à setembro de 2021. 

Observamos a prevalência de 17% de óbitos nos pacientes moderados, 6% nos pacientes graves e 

50% nos pacientes críticos. As comorbidades mais observadas foram de hipertensão arterial 

sistêmica/distúrbios cardiovasculares e diabetes. Foi observada linfopenia nos pacientes graves e 

críticos e diminuição da frequência de linfócitos em pacientes moderados, graves e críticos.  Aumento 

da frequência do de linfócitos TCD4+ que expressam marcador de memória CD45RO foi observado 

em pacientes moderados, graves e críticos. Já o aumento de PD-1 foi observado somente em pacientes 

graves e críticos, sendo que o aumento da expressão de CD19+ PD1+ também foi detectado nos 

pacientes moderados. Não foi observado alteração em células TCD8+ quanto a expressão de 

CD45RO e /ou PD-1 Quanto aos monócitos CD14+ que desempenham importante papel na resposta 

imune pelo seu perfil pró-inflamatório, observamos diminuição de frequência em pacientes 

moderados em relação aos controles. Já o aumento da expressão de PD-1 em monócitos CD14+ foi 

observado somente em pacientes graves e críticos, associado ao tempo de infecção. No soro dos 

pacientes observamos o aumento dos níveis de PD-L1 solúvel nos pacientes graves e críticos, o que 

está diretamente associado com a maior expressão de PD-1 nas populações estudadas. Em conjunto, 

estes dados elucidam a importância do eixo PD-1/PD-L1 na evolução da COVID-19 e podem fornecer 

um maior entendimento dos fatores associados à gravidade da infecção.  

 

 

Palavras chave: SARS-CoV-2. COVID-19. Linfócitos. Monócitos. Exaustão. PD-1/PDL-1. 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Beserra DR. Immunomodulation of PD-1 expression on monocytes and T and B lymphocytes in 

SARS-CoV-2 infection [dissertation]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de 

Medicina; 2022. 

 

In late 2019 a new coronavirus, SARS-CoV-2, emerged in Wuhan in China and quickly became 

responsible for the COVID-19 pandemic. Currently more than 585 million people have been infected 

and more than 6 million deaths have been recorded.  SARS-CoV-2 infection can progress 

asymptomatically or with more severe symptoms often associated with comorbidities. SARS-CoV-2 

has several mechanisms that cause depletion and exhaustion of lymphocytes caused by the expression 

of checkpoint inhibitor molecules such as PD-1 and its ligand PD-L1 that suppress the effector 

function of these cells, relating it to the severity of the disease. In this study we evaluated the 

expression of PD-1 and PD-L1 in TCD4+, TCD8+, CD19+ cells, CD14+ monocytes and the soluble 

forms in the serum of 125 moderate (n= 70), severe (n=16) and critical (n=39) COVID-19 patients 

from HC-FMUSP. In the period from May 2020 to September 2021. We observed a prevalence of 

17% of deaths in moderate patients, 6% in severe patients and 50% in critical patients. The most 

observed comorbidities were hypertension/cardiovascular disorders and diabetes. Lymphopenia was 

observed in the critically ill and critically ill patients and decreased lymphocyte frequency in 

moderate, critically ill and critically ill patients.  Increased frequency of TCD4+ lymphocytes 

expressing the memory marker CD45ROwas observed in moderate, severe, and critical patients. An 

increase in PD-1 was observed only in critically ill and severe patients, and increased expression of 

CD19+ PD1+ was also detected in moderate patients. No alteration was observed in TCD8+ cells 

regarding the expression of CD45RO and/or PD-1. As for CD14+ monocytes, which play an 

important role in the immune response because of their pro-inflammatory profile, we observed a 

decrease in frequency in moderate patients compared to controls. The increased expression of PD-1 

in CD14+ monocytes was observed only in severe and critical patients, associated with the time of 

infection. In patient serum, we observed increased levels of soluble PD-L1 in critically ill patients, 

which is directly associated with higher PD-1 expression in the populations studied. Taken together, 

these data elucidate the importance of the PD-1/PD-L1 axis in the evolution of COVID-19 and may 

provide a greater understanding of the factors associated with infection severity.  

 

 

Keywords: SARS-CoV-2. COVID-19. Lymphocytes. Monocytes. Exhaustion. PD-1/PDL-1. 
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1.Introdução  

1.1. Pandemia da COVID-19 

 

Os coronavírus (CoV), são vírus de RNA (ácido ribonucleico) pertencentes a família 

coronaviridae e subfamília coronavirinae, apresentam os gêneros alphacoronavirus, 

betacoronavirus, gammacoronavirus e deltacoronavirus, e podem causar doenças respiratórias 

e intestinais em animais e seres humanos (V’kovski, et. al, 2020). Nos anos de 2002 e 2003 foi 

responsável pelo surto da síndrome respiratória aguda grave (SARS) em Guangdong, China e 

em 2012 pela síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS) (Cui, Li e Shi, 2018). No final 

de 2019 em Wuhan, na China, foi relatado o surgimento de um novo betacoronavírus altamente 

patogênico, causador da síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2 (SARS-CoV-2), 

responsável pela atual pandemia da doença coronavírus 2019 (COVID-19), que se tornou uma 

ameaça a vida humana e segurança pública no mundo (Sun, et. al, 2020). Até o dia15 de agosto 

de 2022 já foram registrados 585.950.085 milhões de casos e 6.425.422 milhões de mortes pela 

COVID-19 (WHO, 2022). 

Com o avanço da pandemia variantes de interesse do SARS-CoV-2 (VOIs) surgiram. 

As VOIs apresentam marcadores genéticos específicos associados a alterações que podem 

causar maior transmissibilidade ou virulência, redução na neutralização por anticorpos obtidos 

por meio de infecção natural ou vacinação e capacidade de evitar a detecção do vírus. Até o 

presente momento foram descritas as seguintes variantes: a variante Zeta (P.2) detectada pela 

primeira vez no Brasil em abril de 2020; a variante Epsilon (B.1.427 e B.1.429) que surgiu no 

EUA por volta de junho de 2020 e apresentou maior transmissibilidade; as variantes Eta 

(B.1.525) e Iota (B.1.526) detectadas pela primeira vez em Nova York em novembro de 2020, 

que mostraram potencial na redução da neutralização por tratamentos com anticorpos e soros 

vacinais; a variante Delta (B.1.617.2) relatada pela primeira vez na Índia em dezembro de 2020, 

a variante Theta (P.3) detectada pela primeira vez nas Filipinas e Japão em fevereiro de 2021, 

a variante Lambda (C.37) detectada pela primeira vez no Peru em junho de 2021, a variante 

Kappa (B.1.617.1) detectada pela primeira vez na Índia em dezembro de 2021, a variante Um 

(B.1.621) identificada na Colômbia em agosto de 2021 e mais recentemente a variante Omicron 

(B.1.1.529) relatada pela primeira vez na África do Sul em novembro de 2021, que se mostrou 

2,8 vezes mais infeccioso do que a variante Delta (Abdul Aleem et al. 2022). 

O esforço de pesquisadores ao redor do mundo possibilitou o desenvolvimento de 

vacinas contra a COVID-19 em uma velocidade impressionante. A primeira vacina aprovada 
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contra a COVID-19 foi a BNT162b2 (Pfizer) baseada em mRNA (Lamb, Yvette N. 2021), 

aprovada em dezembro de 2020 no Reino Unido e em fevereiro de 2021 no Brasil. Desde então 

outras vacinas de diferentes modelos vacinais foram aprovadas. No Brasil, até o presente 

momento, também foram aprovadas pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

as vacinas Coronavac (Sinovac Biotech), que utiliza o vírus inativado (Wu, Zhiwei, et al. 2021), 

a vacina Janssen (Janssen-Cilag) que utiliza vetores de adenovírus sorotipo 26 (Ad26) 

(Stephenson, Kathryn E., et al. 2021) e a vacina Astrazeneca que usa vetor adenovírus 

recombinante (Hung, Ivan F. N. et al. 2021). Mundialmente já foram aplicadas 12.248.795.623 

bilhões de doses de vacina contra a COVID-19, sendo que 5.297.790.548 bilhões de pessoas 

foram vacinadas com ao menos uma dose e 4.834.946.693 bilhões de pessoas com as duas doses 

da vacina (WHO, 2022). No Brasil, até o dia 24 de julho de 2022 foram aplicadas mais de 465 

milhões de doses, onde 170 milhões de pessoas receberam a segunda dose ou dose única 

(Ministério da Saúde, 2022). 

 

1.2. Infecção pelo SARS-CoV-2 

 

O SARS-CoV-2 é formado por quatro proteínas estruturais, a proteína do 

nucleocapsídeo (N), proteína de pico/spike (S), proteína de envelope (E) e a proteína de 

membrana (M) que são responsáveis por se ligarem ao genoma do RNA para formar o 

nucleocapsídeo, pela ligação a receptores da célula hospedeira para mediar sua entrada, 

formação do envelope viral e organização e montagem do vírus, respectivamente (Seah, Su e 

Lingam, 2020). Além disso, possui dezesseis proteínas não estruturais (nsp1 à nsp16) (Chan, 

et. al, 2020), responsáveis pelo processamento e replicação do RNA viral, sinalização de 

sobrevivência da célula hospedeira, separação da proteína traduzida, modificação das 

membranas do RE (retículo endoplasmático), participação do processo de poliproteína durante 

a replicação, transcrição do vírus, etc. (Wang et. al 2020). 

A transmissão do SARS-CoV-2 ocorre principalmente por contato com gotículas 

respiratórias de indivíduos infectados ou com fômites. Também pode ser transmitido por via 

fecal-oral, por via sanguínea e por aerossóis presentes no ar (WHO, 2020). O vírus 

majoritariamente entra em contato e infecta células epiteliais das vias aéreas respiratórias do 

hospedeiro (Thevarajan et. al, 2020). A infecção é estabelecida pela ligação da proteína S do 

coronavírus, composta por duas subunidades (S1 e S2), no receptor ACE2 (enzima conversora 

de angiotensina) e na protease transmembranar serina 2 (TMPRSS2) presente na célula do 

hospedeiro. Atua na clivagem e ativação da proteína S promovendo a absorção e fusão do vírus 
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na membrana celular ou endossomal (V’kovski et al. 2020). Após, ocorre a liberação e 

desencapsulamento do RNA gênomico que será traduzido pelas proteínas ORF1a e ORF1b, 

resultando nas poliproteínas pp1a e pp1ab que formam o complexo de transcrição e replicação. 

Neste microambiente, o RNA genômico viral e a transcrição de mRNAs subgenômicos 

(mRNAs de sg) responsável por codificar todas as proteínas virais, possibilita a montagem do 

nucleocapsídeo. O nucleocapsídeo então, brotará no lúmen da cavidade intermediária RE-Golgi 

(ERGIC) e por exocitose ocorre a liberação de partículas de vírus (Li et. al, 2020). 

A entrada do SARS-CoV-2 na célula do hospedeiro e seu processo de replicação 

ocasiona o vazamento de Ca2+ do citosol para o Complexo de Golgi, concomitantemente a 

proteína acessória ORF3a do SARS-CoV-2. Este induz o efluxo de K+ da célula hospedeira para 

o meio extracelular, causando seu desequilíbrio iônico, desencadeando ROS (espécies reativas 

de oxigênio). A ORF3a também promove a ubiquitinação da proteína adaptadora do 

inflamassoma AS, mediada por TRAF3, e pode interagir diretamente com o domínio rico em 

leucina de NLRP3 (domínio pirina da família NLR contendo 3), levando à ativação do 

inflamassoma que induz a formação de poros na membrana celular do hospedeiro, promovendo 

a secreção de citocinas pró inflamatórias dentre elas a IL-1β e IL-18. Já o efluxo de moléculas 

de H2O consequente da porosidade celular leva ao inchaço da célula conduzindo-a a piroptose 

(Chen, Moriyama, et al 2019; Ren, Shu, Wu et al. 2020). Esse processo resulta na liberação de 

DAMPs (padrões moleculares associados a danos), como ácidos nucleicos, ATP e oligômeros 

ASC, e PAMPs (padrões moleculares associados a patógenos) que são reconhecidos por células 

epiteliais vizinhas, células endoteliais e macrófagos alveolares que passam a liberar citocinas e 

quimiocinas. Entre elas, IL-6, IP-10, proteínas inflamatórias de macrófagos (MIP1α e MIP1β) 

e proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP1), que por sua vez atraem monócitos, macrófagos 

e células T, produtoras de IFNγ, para o local da infecção, promovendo mais inflamação (Zhang 

et. al, 2020). Entretanto, foi observado que a rápida replicação viral do SARS-CoV-2 consegue 

evitar a ativação da resposta imune inata do hospedeiro durante suas etapas iniciais por ação de 

suas proteínas virais ORF6, ORF8 e as proteínas do nucleocapsídeo que inibem a via de 

sinalização do interferon tipo I e do promotor responsivo a NF-κB (Li, Liao et al. 2020). Além 

disso, a secreção de IL-1β e IL-18 em conjunto com o substrato de caspase-1 gasdermina D 

(GSDMD) e lactato desidrogenase (LDH) liberados durante a piroptose por monócitos e 

macrófagos pulmonares infectados, contribuem para a excessiva inflamação e gravidade na 

COVID-19 (Brewer, R. Camille, et al. 2022). Outro fator associado a gravidade na COVID-19 

é a expressão reduzida de HLA-DR em monócitos (Silvin, Aymeric, et al. 2020). Este efeito 

está relacionado positivamente com os níveis de fatores imunossupressores solúveis como IL-
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10, TGF-β, VEGFA e AREG (Kvedaraite, Egle, et al. 2021), contribuindo com os níveis de 

carga viral, e a gravidade da doença (Amor, Blanco e Baker, 2020).  

Essa supressão inicial da resposta imune inata causa amplificação das respostas pró-

inflamatórias, levando ao acumulo de células imunológicas nos pulmões, que desencadeia uma 

cascata de produção de citocinas pró-inflamatórias, ocasionando danos aos alvéolos 

pulmonares. Além disso, a tempestade de citocinas pode atingir outros órgãos e também causar 

danos (V’kovski et.al, 2020).  

 

1.4. Função dos Linfócitos na infeção por SARS-CoV-2 

 

Na resposta imune adaptativa contra o SARS-CoV-2 os linfócitos desempenham papel 

crucial no prognóstico da doença. Os linfócitos B atuam, sobretudo, na produção de anticorpos 

neutralizantes, tendo como principal alvo a porção RBD da proteína S do SARS-CoV-2 

(Thevarajan et al., 2020; Brouwer et al., 2020). Contudo, a persistência da imunidade humoral 

em pacientes assintomáticos, moderados e graves pode variar (Dan et al., 2021; Long, Liu et 

al., 2020; Pierce, Preston-Hurlburt et al., 2020). A imunidade humoral de longo prazo é 

dependente de dois tipos celulares derivados de CGs (centros germinativos), as células 

plasmáticas de vida longa que secretam anticorpos de maneira contínua e as células B de 

memória (MBCs), que podem se diferenciar em células secretoras de anticorpos após uma nova 

infecção (Amanna, Carlson e Slifka, 2007; Crotty, Felgner, et al., 2003). MBCs que produzem 

anticorpos neutralizantes são observadas em pacientes convalescentes para a COVID-19 até 15 

meses após a infeção, os níveis de anticorpos variaram de acordo com a gravidade da doença, 

sendo mais elevados em pacientes acometidos pela doença grave do que pacientes com os 

sintomas leves (Marcotte, Harold, et al. 2022). A resposta de anticorpos IgG e títulos de 

neutralização diminuem 15 a 28 dias após a infecção, estabilizam após 6 meses. Ciclos repetidos 

de CGs e maturação de afinidade sugerem que a qualidade de anticorpos gerados aumenta com 

o passar do tempo (Wang et al., 2021). Além disso, a forte ativação extrafolicular das células B 

em pacientes sintomáticos pode prevenir ou atrasar uma resposta imune dependente de CGs 

(Woodruff, et al., 2020). Embora a resposta humoral seja imprescindível no combate a COVID-

19 segue em aberto a durabilidade da resposta de anticorpos específicos para o SARS-CoV-2. 

 

Os linfócitos TCD8+ desempenham papel citotóxico agindo diretamente na eliminação 

da célula infectada (Peng et. al, 2020). Na fase aguda da COVID-19 células T CD8+ específicas 

para SARS-CoV-2 mostram altos níveis de moléculas ligadas a funções efetoras citotóxicas, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124722000614?via%3Dihub#bib56
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como IFNγ, granzima B, perforina e CD107a, importantes para o prognóstico da doença 

(Moderbacher et. al, 2020). Já a resposta de células TCD4+ contra o SARS-CoV-2 é 

caracterizada principalmente pela produção de IFNγ, TNF e IL-2, gerando uma resposta de 

perfil Th1 (Weiskopf et. al, 2020). Esse perfil pró-inflamatório pode contribuir para a gravidade 

da doença, contudo, as células TCD4+ são cruciais para o controle da SARS.  A rápida indução 

de células TCD4 + durante a fase aguda está associada a doença leve (Tan et al. 2020), já a 

ausência de células TCD4 +  está associada a doença grave ou fatal ( Braun et al., 2020). Além 

disso, são geradas diferentes células TCD4+ específicas para o vírus que irão desempenhar 

diversas funções auxiliares e efetoras. As células Th1 pela produção de IFNγ desempenham 

uma resposta anti-viral, células T auxiliares foliculares (Tfh) que são importantes para auxiliar 

as células B na maturação de afinidade e produção de anticorpos. Além disto, há as células 

TCD4+ que auxiliam na proliferação de células TCD8+, as células T CD4-citotóxicas que 

podem ser citotóxicas contra as células infectadas e as células TCD4+ produtoras de IL-22 que 

desempenham papel importante no reparo tecidual (Sette e Crotty, 2021). 

Pacientes com COVID-19 mostram importantes alterações imunológicas decorrentes 

pelo SARS-CoV-2, como neutrofilia, tempestade de citocinas e a depleção e exaustão de 

linfócitos, o que pode favorecer também a infecção direta de células T através do receptor ACE2 

(Yang et al., 2020). A capacidade do SARS-CoV-2 de destruir diretamente órgãos linfáticos, 

como o baço e o nódulo linfático, é observada pela atrofia do baço e necrose de nódulos 

linfáticos, causando ainda mais linfopenia (Li, Chen, et al., 2020). Além disso, a diminuição do 

número de células T mostra uma correlação inversa com os níveis de TNFα, IL-6 e IL-10 

indicando que a tempestade de citocinas inflamatórias pode promover a depleção e exaustão 

desses linfócitos (Moon, 2020). Também é descrito que pacientes COVID-19 com níveis 

elevados de ácido lático possuem maior risco de morte intra-hospitalar (Bahl et al., 2020). Altos 

níveis deste marcador já foram associados com a inibição da ativação e proliferação de 

linfócitos T em tumores, prejudicando suas funções efetoras (Fischer et al., 2007).  

 

1.5 O eixo PD-1/PD-L1 na COVID-19 

 

O receptor inibitório de morte programada 1 (PD-1) e seu ligante de morte programada 1 (PDL-

1) são importantes mediadores da tolerância imunológica central e periférica e de exaustão 

imunológica. O PD-1 é expresso em diferentes células imunes, como linfócitos T e B, células 

natural killer (NK), macrófagos, células dendríticas (DCs) e monócitos, sendo um dos 

principais marcadores de inibição e exaustão de células do sistema imune (Ahmadzadeh, 

https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(21)00007-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867421000076%3Fshowall%3Dtrue#bib16
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Mojgan, et al. 2009). Quando ocorre a ligação de PD-L1 com o PD-1 expresso nas células, as 

vias de sinalização como PI3K/Akt são inibidas através da supressão da fosforilação de PIP2 a 

PIP3, causando a redução da proliferação dos linfócitos, estimulação da apoptose e aumento da 

exaustão de linfócitos e outras células que expressam PD-1. A via de sinalização 

Ras/MEK/ERK também é afetada pelo eixo PD-1/PD-L1, inibindo a proliferação e 

diferenciação de células T, por meio da desfosforilação de LCK e ZAP-70 que inibe a via MHC-

TCR. Além disso, o eixo PD-1/PD-L1 influencia o metabolismo das células através da 

supressão da glicólise, direcionando as células para o uso da lipólise e oxidação de ácidos 

graxos para o metabolismo, contribuindo para o quadro de exaustão das células (Ashrafizadeh, 

Milad, et al. 2020).  

 

 

Figura 1. Apresentação esquemática do eixo PD-1/PD-L1. Adaptado de Ashrafizadeh, 

Milad, et al. 2020. 
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Nos monócitos a expressão de PD-1 afeta transportadores de glicose, assim a expressão 

de moléculas glicolíticas são reduzidas e afetam o metabolismo da célula, diminuindo sua 

capacidade fagocítica (Qorraj, M., et al. 2017). Além disso, o aumento da expressão de PD-1 

em monócitos é associado com a gravidade em patologias como carcinoma hepatocelular (Yun, 

Jin, et al. 2020) e disfunções imunometabólicas de monócitos na leucemia linfocítica crônica 

(Qorraj, M., et al. 2017), considerado um importante marcador de prognóstico. Contudo, a 

influência do eixo PD-1/PD-L1 em monócitos na COVID-19 ainda não está estabelecida.  

Em linfócitos a expressão de altos níveis de PD-1 é a principal característica de exaustão 

dessas células (Sakuishi et al., 2010). Altos níveis de PD-1 em células T são associados a 

exaustão em infecções virais como HIV, Hepatite B e Hepatite C (Day et al., 2006; Urbani S. 

et al. 2006; Boettler et al., 2006). Em células TCD8+ a alta expressão de PD-1 acarreta na 

incapacidade da secreção de citocinas, impede a proliferação celular e diminui sua capacidade 

citotóxica (Parry et al., 2005; Hui et al., 2017). Altos níveis de expressão de PD-1 em células 

TCD4+ também estão relacionados com a inibição da proliferação celular e diminuição de suas 

funções efetoras. Também, é descrito que linfócitos B com altos níveis de expressão de PD-1 

são capazes de suprimir linfócitos TCD4+ e TCD8+ por meio da via dependente de PD-1 e PD-

L1 (Wang et al., 2019). Outro marcador associado à exaustão de células T é a imunoglobulina 

mucina de células T (Tim-3), que é expresso principalmente em células Th1 e TC1 secretoras 

de IFN-γ. A interação de Tim-3 com seu ligante, galectina-9, é capaz de induzir a morte celular 

em células T (Monney et al. 2002). Pacientes infectados por HIV mostram regulação positiva 

de Tim-3 em células TCD8 exauridas (Jones, et al. 2008), como também em pacientes 

infectados por HCV (Golden-Mason et al. 2009). Em ambos os estudos o bloqueio de Tim-3 é 

capaz de restaurar a proliferação de células T e aumentar a produção de citocinas.  

O bloqueio da via PD-1 também já se mostrou eficaz na restauração da proliferação e 

ação efetora de células T. Estudos em camundongos mostraram que o bloqueio de PD-1 foi 

capaz de aumentar a migração de células T para tumores, elevando quimiocinas induzíveis por 

IFN-γ (Peng et al. 2012). Também foi demonstrado em camundongos que o bloqueio de PD-1 

em Tregs foi capaz de restaurar a proliferação de células TCD8+, além de reduzir a produção 

de citocinas como TGF-β e IL-10 em tumores (Duraiswamy et al. 2013). Em infecções virais, 

o bloqueio da via de PD-1 também foi capaz de reverter a exaustão de células T. Na infecção 

por HIV o bloqueio in vitro de PD-1 em células TCD4+ e TCD8+ levou ao aumento da 

proliferação, produção de citocinas e sobrevida (Day et al., 2006). Em camundongos 

humanizados infectados com HIV o bloqueio das interações PD-1 e PD-L1 por anticorpos anti-

PD-L1 foi capaz de elevar os números de células TCD4+ e TCD8+ e reduzira carga viral 
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plasmática de HIV (Trautmann et al., 2006). O bloqueio in vitro de PD-1 e PD-L1 na infecção 

por HCV, foi capaz de aumentar a proliferação e função efetoras de células TCD8+ específicas 

para HCV (Golden-Mason L. et al., 2013).  

Na infecção por SARS-CoV-2 células TCD4+ e TCD8+ apresentam exaustão, fator 

diretamente associado com o aumento da expressão de PD-1 e Tim-3 na superfície dessas 

células (Diao et al., 2020). Também foi demonstrado que pacientes com COVID-19 que 

evoluíram à óbito possuíam expressão significativamente aumentada de PD-1 e Tim-3 em 

células TCD4+ e TCD8+. O aumento da expressão de PD-1 e Tim-3 também foi observada em 

células TCD4+ produtoras de IFN-γ de pacientes convalescentes após 1 ano da infecção por 

SARS-CoV-2, mostrando perda de sua multifuncionalidade (Hou, Zhang et al. 2021). Em 

monócitos, a via PD-1/PD-L1 também pode causar inibições no metabolismo e 

funcionabilidade. Um estudo de caso demonstrou que o bloqueio de PD-1 em paciente com 

melanoma metastático infectado com SARS-CoV-2 levou à recuperação do paciente sem 

sequelas da COVID-19 (Pala, Laura, et al. 2021). O bloqueio de PD-1 em pacientes 

convalescentes da COVID-19 foi capaz de reverter anormalidades imunes, por estimular a 

resposta imune (Loretelli, Cristian, et al. 2021).  

Com isso, tendo em vista a importância do eixo PD-1/PD-L1 em diversas patologias e 

na COVID-19, mais estudos são necessários para analisar o envolvimento desta via no curso da 

infecção pelo SAR-S-CoV-2. 
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2.Objetivos 

 

Analisar a expressão de PD1 em monócitos, linfócitos T e B na infecção por SARS-CoV-2. 

Determinar os níveis séricos de PD1 e PDL1 solúvel.  

 

2.1. Objetivos específicos 

 

- Avaliar a expressão de PD1 em linfócitos B, linfócitos CD4/CD8+ e monócitos de pacientes 

moderados, graves e críticos na infecção pela COVID-19 e controles não infectados e não 

vacinados,  

- Determinar os níveis séricos de PD-1 e PD-L1 em pacientes com COVID-19, 

- Correlacionar os resultados com os dados laboratoriais e gravidade de doença. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1 Casuística e seleção das amostras 

 

Foram utilizadas amostras de sangue em EDTA de pacientes com a COVID-19 

provenientes da Divisão Clínica de Laboratório Central (DLC) do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP). As amostras foram 

mantidas a 4ºC e utilizadas no dia seguinte. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do HC-

FMUSP (CAAE 30800520.7.0000.0068-2020). Para critério de inclusão no estudo foram 

utilizadas somente amostras de pacientes com confirmação do diagnóstico para COVID-19 

através da detecção do RNA do SARS-CoV-2 por reação em cadeia de polimerase-transcriptase 

reversa (RT-PCR). Pacientes com idade superior a 75 anos, com neoplasias, transplantados, 

gestantes e que não possuíam resultados positivos para o SARS-CoV-2 foram excluídos do 

estudo. Como grupo controle saudável foram selecionados indivíduos sem infecção ativa para 

SARS-CoV-2 e idade acima de 18 anos. As amostras foram coletadas entre maio de 2020 a 

setembro de 2021. 

Para delimitação dos grupos de estudo a classificação dos pacientes foi realizada de 

acordo com a “escala ordinal para melhora clínica” do documento “Therapeutic Trial 

Synopsis” da Organização Mundial da Saúde (2020), onde são aplicadas pontuações/score para 

classificar os pacientes de acordo com o estado clínico decorrente da COVID-19, conforme a 

Tabela 1. 
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Tabela 1.Classificação da coorte de pacientes com a COVID-19 e controles saudáveis 

utilizados no estudo. 

 

A classificação foi realizada de acordo com as diretrizes “Therapeutic Trial Synopsis”, WHO, 

2020. 

 

3.2. Análise fenotípica de linfócitos T CD4+, T CD8+, CD19+ e monócitos CD14+ em 

sangue periférico por citometria de fluxo 

 

A citometria de fluxo foi realizada utilizando 100 uL de sangue total periférico coletado 

em tubos EDTA. As amostras foram incubadas com marcador de viabilidade LIVE/DEAD 

Fixable Red Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 20 minutos a temperatura 

ambiente e posteriormente incubado com anticorpos de superfície descritos na Tabela 2, 3 e 4 

por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram fixadas com formol 4% 

por 15 minutos e as hemácias foram lisadas com o reagente FACS Lysing (BD Biosciences, 

Califórnia, USA) por 15 minutos a temperatura ambiente. Em sequência, as células foram 

lavadas e ressuspendidas em tampão fosfato (PBS). No citômetro de fluxo LSR Fortessa (BD 

Biosciences) foram adquiridos aproximadamente 100.00 eventos por amostra. Para análise dos 

dados obtidos foi utilizado o software FlowJo™. A estratégia de análise de linfócitos TCD4+, 

TCD8+, CD19+ e monócitos CD14+, estão ilustradas nas Figuras 1, 2, 3 e 4, respectivamente. 

Pontuação Classificação

Saudável Controle . Controle

Sem oxigenoterapia 3

Oxigênio por máscara ou cânula nasal (CNO2) 4

Ventilação não invasiva (VNI) ou oxigênio de alto fluxo 

(CNAF)
5 Grave

Ventilação mecânica invasiva com suporte de outro 

órgão (VMI)
6

Ventilação invasiva com suporte de outro órgão (por 

exemplo, oxigenação por membrana extracorpórea 

(ECMO), terpia de substuição renal continua (CRRRT), 

7

Escala Ordinal para Melhora Clínica 

Classificação coorte de controles e pacientes com COVID-19 

Doença grave 

hospitalizada

Doença leve 

hospitalizada
Moderado

Crítico
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Tabela 2. Painel de anticorpos utilizados para avaliação fenotípica de linfócitos TCD4+ e 

T CD8+ por citometria de fluxo 

 

 

Tabela 3. Painel de anticorpos utilizados para avaliação fenotípica de linfócitos B/CD19+ 

por citometria de fluxo 

 

 

Tabela 4. Painel de anticorpos utilizados para avaliação fenotípica de monócitos/CD14+ 

por citometria de fluxo 
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Figura 2. Estratégia de análise de linfócitos TCD4 em sangue periférico. 

Primeiramente foram selecionados os singlets para SSC e FSC, em seguida a população de 

células vivas. Dentro da população de células vivas, foi selecionada a população de linfócitos, 

e posteriormente a população CD3+. Em seguida foi selecionada a população CD4+ onde foram 

avaliados os marcadores de PD-1 e CD45RO. 

 



 

31 

 

 

Figura 3.Estratégia de análise de linfócitos TCD8 em sangue periférico. 

Primeiramente foram selecionados os singlets para SSC e FSC, em seguida a população de 

células vivas. Dentro da população de células vivas, foi selecionada a população de linfócitos, 

após a população CD3+. Em seguida foi selecionada a população CD8+ onde posteriormente 

foram avaliados os marcadores de PD-1 e CD45RO. 
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Figura 4. Estratégia de análise de linfócitos B em sangue periférico. 

Primeiramente foram selecionados os singlets para SSC e FSC, em seguida a população de 

células vivas. Dentro da população de células vivas, foi selecionada a população de linfócitos, 

após a população CD3+. Em seguida foi selecionada a população CD19+ onde posteriormente 

foram avaliados o marcador de PD-1. 
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Figura 5.Estratégia de análise de Monócitos em sangue periférico. 

Primeiramente foram selecionados os singlets para SSC e FSC, em seguida a população de 

células vivas. Dentro da população de células vivas, foi selecionada a população de monócitos, 

após a população CD14+, onde posteriormente foi avaliado a expressão de PD-1. 

 

3.3. Dosagem de PD-1 e PD-L1 solúvel 

 

Para a determinação de PD1 e PDL1 solúvel foi utilizado o soro de pacientes infectados 

com SARS-CoV-2 e de controles saudáveis por ELISA (Duo-set, R&D, Minneapolis, MN, 

USA), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.4. Análise estatística 

 

Para a análise estatística e representação gráfica dos resultados foi utilizado o programa 

Graph Pad Prism 9 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Os resultados foram 

expressos em mediana e intervalo interquartil (IQR). O teste ANOVA One-way foi utilizado 

para a análise de variância utilizando o teste não paramétrico de Kruskall-Wallis para comparar 
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mais de três grupos de dados. Nas análises de correlação foi utilizado o teste de Pearson. O 

nível de significância foi considerado quando P≤ 0,05. 
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4. Resultados 

4.1 Perfil clínico dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 

 

Foram avaliados 125 pacientes com diagnóstico positivo para a COVID-19 por RT-PCR 

procedentes das unidades de Enfermaria e UTI do HC-FMUSP. A coorte de estudo foi 

composta por 70 pacientes com quadro moderado, 16 pacientes com quadro grave e 39 

pacientes críticos. Para o grupo controle foram utilizadas amostras de indivíduos não infectados 

de ambos os sexos com idades pareadas, totalizando 21 controles. Na Tabela 5 estão 

representados os dados demográficos dos pacientes e representados nas Figuras 6 e 7.  

Quanto ao sexo da coorte foi composto:  grupo controle com 52% de mulheres e 48% 

homens. Já os pacientes do grupo moderado, 39% eram mulheres e 61% homens, no grupo 

grave 37% eram mulheres e 63% homens, já no grupo crítico 46% de mulheres e 54% de 

homens (Figura 6A). Em relação a idade dos integrantes do estudo, no grupo controle o sexo 

feminino teve uma média de idade de 45,4 anos e o sexo masculino 47,3. anos. No grupo 

moderado o sexo feminino apresentou média de 56,6 anos e o sexo masculino de 54,7 anos, no 

grupo grave ambos os sexos mostraram média de idade de 49,7 anos e no grupo crítico o sexo 

feminino foi de 59,4 anos e 57 anos para o sexo masculino (Tabela 5). A figura 6B mostra a 

distribuição de sexo por idade dos participantes do estudo, evidenciando a paridade e 

homogeneidade das amostras.  

Quanto à evolução clínica dos pacientes, no grupo moderado 80% dos pacientes 

obtiveram alta, 17% foram a óbito e 3% transferidos para outra unidade. No grupo grave 94% 

dos pacientes obtiveram alta e 6% foram a óbito; e no grupo crítico 45% dos pacientes 

obtiveram alta, 50% foram a óbito e 6% transferidos para outra unidade (Figura 6C e Tabela 

5). Percentualmente a taxa de óbitos foi maior nos pacientes do grupo crítico em relação ao 

grupo de pacientes moderados e graves.  
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Figura 6.Representação gráfica dos dados demográficos dos pacientes com SARS-CoV-2. 

Os gráficos mostram as características da coorte: número total de indivíduos de cada um dos 

grupos, distribuição de idade e sexo e evolução clínica dos pacientes. A) Frequência do sexo 

entre os grupos. B) Distribuição do sexo e idade entre os grupos. C) Frequência do destino 

clínico dos pacientes. Legenda: CS – controle saudável, N – número amostral. 

 

As comorbidades na coorte de pacientes estão representadas na Figura 7 e Tabela 5. 

Hipertensão arterial sistêmica (HAS) e/ou distúrbios cardiovasculares foi a comorbidade de 

maior prevalência entre os grupos da coorte, correspondendo a 32 (28%) pacientes no grupo 

moderado, 7 (27%) no grupo grave e 26 (31%) no grupo crítico. O segundo distúrbio mais 

prevalente foi a diabetes mellitus, acometendo 19 (17%) pacientes moderados, 6 (23%) graves 

e 15 (18%) críticos. A obesidade estava presente em 8 (7%) pacientes moderados, 3 (11%) 

graves e 8 (10%) críticos. Coagulopatias foram apresentadas por 1 paciente (1%) moderado e 
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em 1 (1%) crítico. O uso de álcool/cigarro foi observado em 5 pacientes (4%) do grupo 

moderado e em 3 (4%) do grupo crítico. Sorologia positiva para o vírus da hepatite B e vírus 

da hepatite C, foi observada em apenas 1 paciente (1%) do grupo moderado. Distúrbios 

hepáticos estavam presentes em 3 (3%) pacientes moderados e 2 (2%) críticos. Distúrbios renais 

foram apresentados por 13 (12%) pacientes do grupo moderado, 3 (8%) graves e 5 (6%) do 

grupo crítico, sendo a insuficiência renal aguda ou crônica o distúrbio renal mais presente.  

Distúrbios neurológicos como ansiedade e depressão também foram observados na 

coorte por 8 (7%) dos pacientes do grupo moderado e 3 (4%) crítico.  Distúrbios respiratórios 

como asma e bronquite foram apresentados por 3 (3%) pacientes moderados, 1 (1%) grave e 5 

(6%) críticos. Distúrbios metabólicos como hipotireoidismo e dislipidemias estiveram 

presentes em 13 (12%) pacientes do grupo moderado, 1 (4%) grave e 7 (9%) críticos. No caso 

de doença autoimune foi observada somente em 1 (1%) paciente do grupo moderado com o 

vírus da imunodeficiência humana (HIV). Em toda a coorte houveram pacientes sem nenhuma 

comorbidade, sendo 5 (4%) pacientes no grupo moderado, 6 (23%) do grupo grave e 7 (8%) 

pacientes do grupo crítico.  

 

Figura 7.Comorbidades da coorte de pacientes acometidos com a COVID-19. 



 

38 

 

Os gráficos ilustram a presença de comorbidades; o número de comorbidades combinadas 

apresentadas em 70 pacientes moderados, 16 graves e 39 críticos. Legenda: HAS – Hipertensão 

arterial sistêmica. VHB – Vírus da Hepatite B. VHC – Vírus da Hepatite C. 

 

Tabela 5. Dados demográficos dos pacientes acometidos com SARS-CoV-2 

 

Dados de idade, evolução e comorbidades dos indivíduos controles e dos pacientes acometidos com a COVID-19 

classificados como moderado, grave e crítico. Legenda: M – masculino; F – feminino; CS – controle saudável, N 

– número amostral; HAS – hipertensão arterial sistêmica. 

 

 

 

Média Média Média Média

Idade (geral) 46,42 55,67 49,74 50,13

Idade (F) 45,4 56,6 49,7 59,4

Idade (M) 47,3 54,7 49,7 57

N % N % N % N %

Alta . . 56 80 15 94 18 46

Óbito . . 12 17 1 6 19 49

Transferência . . 2 3 0 0 2 5

HAS/Distúrbios Cardiovasculares . . 32 28 7 27 26 31

Diabetes Mellitus . . 19 17 6 23 15 18

Obesidade . . 8 7 3 11 8 10

Coagulopatias . . 1 1 0 0 1 1

Uso de álcool/cigarro . . 5 1 0 0 3 4

Sorologia + VHB VHC . . 1 1 0 0 0 0

Abuso de medicamentos . . 0 0 0 0 1 1

Distúrbios Hepáticos . . 3 3 0 0 2 2

Distúrbios Renais . . 13 12 2 8 5 6

Distúrbios Neurológicos . . 8 7 0 0 3 4

Distúrbios Respiratórios . . 3 3 1 4 5 6

Distúrbios Metabólicos . . 13 12 1 4 7 9

Doença Autoimune . . 1 1 0 0 0 0

Sem Comorbidade . . 5 4 6 23 7 8

Comorbidades

Crítico (N=39)

18/21

Evolução

Sexo Feminino/Sexo Masculino

CS (N=21)

11/10

Moderado (N=70)

27/43

Grave (N=16)

6/10



 

39 

 

4.2 Análise fenotípica de linfócitos totais na COVID-19 

 

Em indivíduos acometidos pela COVID-19 foi observado diminuição dos linfócitos, 

levando à linfopenia, de acordo com a gravidade. Primeiramente, a análise foi realizada com o 

valor absoluto de linfócitos totais (Figura 8A) procedente do hemograma dos pacientes e 

controles. Em seguida foi realizada a análise fenotípica dos linfócitos totais (Figura 8B) do 

sangue periférico dos pacientes e controles por citometria de fluxo. 

A figura 8A evidencia a linfopenia nos pacientes grave/críticos em relação aos 

indivíduos controles, pelos dados do hemograma. Já a análise fenotípica de linfócitos por 

citometria de fluxo (Figura 8B) mostra uma diminuição da frequência de linfócitos em pacientes 

moderados e graves/críticos em relação aos indivíduos controles.  

 

 

Figura 8.Diminuição da frequência de linfócitos totais nos pacientes com estado clínico 

moderado e grave/crítico na infecção por SARS-CoV-2.Os gráficos mostram o valor 

absoluto de linfócitos totais em hemograma (A) - grupo moderado (n=19), grave/críticos (11/6) 

e controle (n=13) - e a frequência de linfócitos totais dentro de células vivas (B) - grupo 

moderado (n=18), grave/críticos (7/7) e controle (n=8) no sangue periférico dos pacientes e 

controles saudáveis. **P<0.01, ***P<0,001 e ****P<0.0001. Observação: na barra de 

pacientes “grave/crítico” os ícones em branco indicam os pacientes graves e os vermelhos os 

pacientes críticos. 

 

4.3 Análise fenotípica de populações de linfócitos TCD4+ e TCD8+ 

 

A linfopenia dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, pode conduzir a uma resposta 

inflamatória desequilibrada em associação com a tempestade de citocinas que favorecem ao 

quadro de exaustão dos linfócitos. Para avaliar o fenótipo de exaustão nos pacientes analisamos 
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a expressão de PD-1 (proteína 1 de morte celular programada) marcador de exaustão de células 

T, responsável por limitar sua atividade em respostas inflamatórias a infecções (Quezada, S., 

Peggs, K, 2013). Para avaliar a frequência de células T de memória utilizamos o marcador 

CD45RO (Hu, G., Wang, S., 2017).  

Também avaliamos a frequência de PD-L1 (ligante da proteína 1 de morte celular 

programada) em células TCD4+ e TCD8+, mas não foi observada expressão deste marcador 

(dados não mostrados). 

Na Figura 9 podemos observar que a frequência de células TCD4+ não apresentou 

alteração entre os grupos e controles (Figura 9A), mas há aumento da frequência de células 

TCD4+ CD45RO+ já nos pacientes moderados que se acentuam nos graves/críticos em relação 

ao controle (Figura 9B). Contudo, o aumento percentual de células TCD4+CD45RO+PD-1+ 

(Figura 8C) e células TCD4+PD-1+ (Figura 9D) foi observado apenas em pacientes 

graves/críticos em relação aos indivíduos controles.  

O aumento da expressão de células T CD4+ CD45RO+PD-1+ pode ser um fator 

associado à gravidade da infecção.  

 

 

Figura 9.Aumento da frequência da expressão de PD1 e CD45RO em linfócitos T CD4+ 

em indivíduos com a COVID-19.  Os gráficos estão representados a frequência da expressão 

de (A) linfócitos TCD4+; (B) CD45RO+PD1- em linfócitos T CD4+, (C) CD45RO+PD1+ em 
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linfócitos TCD4+, (D) PD1+ em linfócitos TCD4+, em indivíduos controles (n=8) e pacientes 

em estado clínico moderado (n=18) e grave/crítico (n=7/7). *P<0.05, **P<0.01. Observação: 

na barra de pacientes “grave/crítico” os ícones em branco indicam os pacientes graves e os 

vermelhos os pacientes críticos. 

Também avaliamos a frequência e análise fenotípica de células TCD8+ dentro de 

linfócitos totais nos pacientes infectados (Figura 10A) e a frequência de células CD45RO+PD-

1- (Figura 10B), CD45RO+PD-1+ (Figura 10C), e PD-1+ (Figura 10D) dentro de células 

TCD8+. Não foi observada diferença de frequência na população de linfócitos TCD8+ e da 

expressão de PD1 entre os grupos, o que sugere que a frequência de células TCD8+ está mais 

preservada na COVID-19. 

 

 

Figura 10.Frequência da expressão de PD-1 e CD45RO em linfócitos T CD8+ em 

indivíduos com a COVID-19. Nos gráficos estão representados a frequência da expressão de 

(A) linfócitos TCD8+; (B) CD45RO+PD1- em linfócitos T CD8+, (C) CD45RO+PD1+ em 

linfócitos TCD8+, (D) PD1+ em linfócitos TCD8+, em indivíduos controles (n=8) e pacientes 

em estado clínico moderado (n=18) e grave/crítico (n=7/7). Observação: na barra de pacientes 

“grave/crítico” os ícones em branco indicam os pacientes graves e os vermelhos os pacientes 

críticos. 
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4.4 Análise fenotípica de populações de linfócitos B 

 

A frequência de células B foi similar entre os grupos analisados (Figura 11A), porém pode-se 

notar aumento da frequência de células CD19+PD-1+ já na condição moderada e também 

grave/crítica da doença em relação aos indivíduos controles (Figura 11B), A frequência de PD-

L1 em células CD19+, não se alterou entre os grupos (dados não mostrados). 

 

 

Figura 11.Aumento da frequência da expressão de marcadores de exaustão em linfócitos 

B em indivíduos com a COVID-19. Nos gráficos estão representados a frequência da 

expressão de (A) linfócitos CD19+; (B) PD1+ em linfócitos CD19+ em indivíduos controles 

(n=8) e pacientes em estado clínico moderado (n=18) e grave/crítico (n=7/7). **P<0.01, 

***P<0,001. Observação: na barra de pacientes “grave/crítico” os ícones em branco indicam 

os pacientes graves e os vermelhos os pacientes críticos. 

 

4.5 Avaliação fenotípica de Monócitos CD14+  

 

A expressão de CD14 em monócitos provém um perfil pró-inflamatório por ser 

caracterizado como um correceptor de TLRs e também como um PRR, desempenhado 

importante papel na resposta imune inata (Kapellos TS et. al, 2019). Assim, avaliamos a 

frequência de monócitos totais (Figura 12A) e a expressão de PD1+ em monócitos CD14+, 

classificados como monócitos clássicos por citometria de fluxo (Figura 12B) nas amostras dos 

pacientes com COVID19. Também avaliamos PD-L1 em células CD14+, mas não foi 

observada expressão significativa deste marcador (dados não mostrados). 

Há uma queda na frequência de monócitos totais observado nos pacientes moderados 

em relação aos indivíduos controles (Figura 12A). Houve aumento da frequência de monócitos 

CD14+PD1+ nos pacientes graves/críticos em relação aos indivíduos controles (Figura 12B). 
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Há uma frequência similar entre os pacientes críticos e graves, mas sugere que a regulação 

positiva de PD-1 em monócitos está presente desde a condição moderada da doença. 

 

 

Figura 12. Aumento da frequência da expressão de marcadores de exaustão em monócitos 

em indivíduos com a COVID-19. Nos gráficos estão representados a frequência da expressão 

de (A) monócitos CD14+; (B) PD1+ em monócitos CD14 em indivíduos controles (n=8) e 

pacientes em estado clínico moderado (n=18) e grave/crítico (n=7/7). * P<0.05. Observação: 

na barra de pacientes “grave/crítico” os ícones em branco indicam os pacientes graves e os 

vermelhos os pacientes críticos. 

 

4.6 Análise fenotípica de linfócitos TCD4+, TCD8+ CD19+ e Monócitos CD14+ em 

pacientes com a COVID-19 em relação ao tempo de infecção 

 

Avaliamos nas populações de células PD1+, quanto ao tempo de infecção, ou seja, a 

análise dos pacientes com PCR+ para COVID-19 na primeira semana (1-7 dias do PCR), ou 

com mais de 8 dias (8 a 20 dias de PCR+). O aumento da frequência de monócitos PD-1+ nos 

pacientes graves/críticos foram identificados a partir do 8º dia de infecção, sugerindo estar 

correlacionado com o tempo de infecção (Figura 13M). Já quanto aos linfócitos TCD4+, 

TCD8+ e CD19+ não houve alteração de expressão de PD-1 de acordo com o tempo de 

infecção. 
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Figura 13. Frequência da expressão de marcadores de memória e exaustão em linfócitos 

TCD4+, TCD8+ e CD19+ no período de 1-7 dias e 8-20 dias de PCR+ em indivíduos com 

COVID-19.Nos gráficos estão representados a frequência da expressão de (A) linfócitos totais 

dentro de células vivas; (B) frequência da expressão de linfócitos TCD4+; (C) PD1+ em 

linfócitos TCD4+, ; (D) CD45RO+PD1- em linfócitos T CD4+, (E) CD45RO+PD1+ em 

linfócitos TCD4+; (F) linfócitos TCD8+; (G) PD1+ em linfócitos T CD8+, (H) 

CD45RO+PD1+ em linfócitos TCD8+, (I) CD45+PD1- em linfócitos TCD8+, (J) linfócitos 

CD19+; (K) PD1+ em linfócitos CD19+; (L) monócitos totais em células vivas; (M) PD1+ em 

monócitos CD14+ e (N) PD1- em monócitos CD14+ em indivíduos controles (n=8) e pacientes 

em estado clínico moderado (n=18) e grave/crítico (n=7/7).* P<0.05. Observação: na barra de 

pacientes “grave/crítico” os ícones em branco indicam os pacientes graves e os vermelhos os 

pacientes críticos. 

 

4.7 Avaliação dos níveis séricos de PD-1 e PD-L1 solúveis 

 

Os níveis de sPD-1 e sPD-L1 foram avaliados no soro de 69 pacientes moderados, 43 

pacientes graves/críticos e 15 indivíduos controles. O PD-L1 é o ligante de proteína 1 de morte 

celular programada e em conjunto com PD-1 funciona como um mecanismo regulador negativo 

de células como linfócitos T e B inibindo sua proliferação e produção de citocinas, também 

afeta o metabolismo e ações efetoras de células dendríticas, macrófagos, monócitos e etc. A 

porção solúvel de PD-L1 (sPDL1) se dá pela clivagem da fração extracelular de PD-L1 por 

enzimas metaloproteinases da matriz. Os níveis séricos de PD-1 e PD-L1 mostram efeitos 

regulatórios opostos, sendo que sPD-1 interage com PD-L1 promovendo a ativação de células 

T, já o sPD-L1 se liga ao receptor PD-1 na superfície de células T inibindo sua ativação e 

proliferação (Yanhua Li et al. 2015). 

Níveis similares de sPD-1 foram detectados entre os grupos analisados (Figura 14A). Já 

quanto ao sPD-L1 houve aumento dos níveis nos pacientes graves/críticos em relação aos 

controles saudáveis (Figura 14B). Estes dados corroboram com o perfil de exaustão evidenciado 

pelos linfócitos da coorte de pacientes infectados, e indicam que o aumento de níveis de sPD-

L1 pode ser uma tentativa de regulação da expressão de PD-1, na gravidade dos pacientes. 

Não houve diferença na análise dos níveis séricos de PD-1 e PD-L1 de acordo com o 

tempo de infecção de 1 a 7 dias e de 8 a 25 dias.  
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Figura 14. Aumento dos níveis de PDL-1 no soro de pacientes graves/críticos infectados 

por SARS-CoV-2. Nos gráficos estão representados (A) os níveis séricos de PD-1 e (B) PDL-

1 em indivíduos controles (n=15) e pacientes moderados (n=69) e graves/críticos (n=43) com 

COVID-19; (C) os níveis séricos de PD-1 e (D) PDL-1 em pacientes moderados e 

graves/críticos no período de 1-7 dias e 8-25 dias de PCR+ para SARS-CoV-2. **P<0.01. 

Observação: na barra de pacientes “grave/crítico” os ícones em branco indicam os pacientes 

graves e os vermelhos os pacientes críticos. 

 

4.8 Análise da correlação de sPD-L1 com marcadores laboratoriais associados a 

gravidade na infecção por SARS-CoV-2 

 

Devido a importância do eixo PD-1/PDL-1 na evolução da infecção de pacientes 

acometidos pela COVID-19 avaliamos a correlação dos níveis séricos de PDL-1 com 

indicadores laboratoriais relacionados à gravidade da doença dos pacientes, tais como: PCR 

(proteína C reativa) (Figura 15A), D-dímero (Figura 15B), neutrófilos (Figura 15C), linfócitos 

(Figura 15D), relação neutrófilos/linfócitos (Figura 15E) e plaquetas (Figura 15F). Não foi 

observada correlação entre os componentes analisados, indicando que o aumento dos títulos de 

sPD-L1 no soro de pacientes com COVID-19 não está associado a esses marcadores. 
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Figura 15. Ausência de correlação entre títulos séricos de sPDL-1 e de indicadores de 

gravidade em pacientes com a COVID-19. Correlação entre os níveis séricos de sPDL-1 em 

indivíduos acometidos por SARS-CoV-2 e indicadores de gravidade em exames laboratoriais 

de (A) PCR, (B) D-Dímero; (C) neutrófilos; (D) Linfócitos; (E) neutrófilos e linfócitos e (F) 

plaquetas em pacientes moderados e graves/críticos.  
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5. Discussão 

 

O conhecimento acerca da patogênese da infecção por SARS-CoV-2 permanece com 

lacunas a serem estudadas. Os linfócitos desempenham importante papel na resposta imune na 

eliminação do vírus e proteção de longo prazo contra novas infecções. Entretanto, mecanismos 

utilizados pelo SARS-CoV-2 já se mostraram capazes de prejudicar essa resposta causando a 

exaustão dessas células, levando a um quadro de linfopenia e com relação com a gravidade da 

doença. O eixo PD-1/PD-L1, importante molécula de checkpoint inibitório da resposta imune, 

se mostrou relevante na evolução e gravidade na COVID-19.  

A coorte de pacientes infectados por SARS-CoV-2 provenientes do Hospital das 

Clinicas-FMUSP, foi classificada em grupos de pacientes denominados moderados, graves e 

críticos de acordo com as diretrizes “Therapeutic Trial Synopsis” da Organização Mundial da 

Saúde. Nos grupos estudados, a progressão da infecção por SARS-CoV-2 foi maior em 

pacientes do sexo masculino do que em pacientes do sexo feminino. Estudos sugerem que a 

maior expressão de ACE2 em homens do que em mulheres, fatores imunológicos baseados no 

sexo impulsionados pelo hormônio sexual e pelo cromossomo X e hábitos sociais estão 

relacionados com a maior prevalência, gravidade e mortalidade pela COVID-19 em homens 

(Zhao, Yu, et al. 2020; Gemmati et al. 2020; Shim, Eunha, et al. 2020). Em relação ao desfecho 

clínico, foi observada maior taxa de óbitos em pacientes críticos, com taxa de 50%. Nos 

pacientes moderados a taxa de óbitos foi de 17% e em pacientes graves 6%.  

As comorbidades mais frequentes dos pacientes em estudo foram hipertensão arterial 

sistêmica, distúrbios cardiovasculares, diabetes mellitus e obesidade, respectivamente. É 

descrito que pacientes graves da COVID-19 possuem maior prevalência de hipertensão (Gold, 

Morgan Spencer, et al. 2020). Em boletim epidemiológico é observado maior incidência de 

óbitos (83%) no Brasil em pacientes que apresentam comorbidades, sendo doenças cardíacas 

crônicas (35%) e diabetes (28,7%) as de maior prevalência (Pachiega et al. 2020). Estudos 

também evidenciaram o aumento da expressão de ACE2 em pacientes com obesidade e 

diabetes, o que corrobora para maior suscetibilidade à infecção pelo SARS-Cov-2 e 

agravamento da COVID-19 (Jia et al., 2020). Outro estudo indicou a relação positiva entre o 

IMC (índice de massa corpórea) e a expressão de ACE2 (Emilsson, Valur, et al. 2021), além 

disso, um estudo de meta-analise mostrou que a obesidade estava relacionada a um risco 

aumentado de ventilação mecânica durante a admissão na UTI (unidade de terapia intensiva) 

(Zhou, Yue, et al., 2020). Ademais, comorbidades crônicas são caracterizadas por um estado 
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pró-inflamatório constante e disfunção da imunidade inata e adaptativa, (Brownlee et al., 2001; 

Hameed et al., 2015).  Em conjunto, esses dados podem ajudar na compreensão da relação entre 

comorbidades e gravidade da infecção por SARS-CoV-2. 

Evidenciamos linfopenia em pacientes graves e críticos e redução da frequência de 

linfócitos totais em todos os grupos de pacientes, mais intenso nos pacientes graves e críticos. 

Foi demonstrado que cerca de 85% dos pacientes graves da COVID-19 sofrem de linfopenia, 

sendo uma característica comum na infecção por SARS-CoV-2, fator associado com a 

gravidade e mortalidade (Huang et al., 2020; Yang et al., 2020).  

Diversos fatores podem contribuir para um quadro de linfopenia, dentre eles a exaustão 

dos linfócitos. Em infecções virais os antígenos são apresentados às células TCD4+ virgens que 

são ativadas e passam a produzir TNF-α, IL-2 e IFN-γ, promovendo a diferenciação dos CTLs 

(linfócitos T citotóxicos) que agem na eliminação de células infectadas, contudo, a estimulação 

contínua de células T pode levar a exaustão (Bengsch, Martin et al., 2014).  

O PD-1 (proteína de morte programada 1) é um importante marcador de exaustão de 

linfócitos. A expressão de PD-1 na superfície de linfócitos TCD4+ e TCD8+ e interação com 

seu ligante PD-L1 (ligante de proteína de morte programada 1) leva a regulação negativa do 

sistema imune, suprimindo a atividade inflamatória das células T, levando-as à apoptose. Na 

análise de células TCD4+ observamos aumento da expressão de PD-1 em pacientes graves e 

críticos. Estudos mostram hiper expressão de PD-1 em células T durante o progresso dos 

estágios sintomáticos da COVID-19 (Diao et al., 2020), o que contribui para evolução da forma 

grave da doença (H.-Y. Zheng et al., 2020). Além disso, o eixo PD-1/PD-L1 pode inibir a 

secreção de IFN-γ pelas células TCD4+ prejudicando a resposta imune antiviral (Keir M.E. 

2008).  

Na análise de células TCD8+ não observamos diferença quanto expressão de PD-1 nos 

pacientes infectados. Há relatos de aumento de expressão de receptores inibitórios como PD-1 

em células TCD8+ em pacientes COVID-19 (De Biasi et al., 2020; Canção e outros, 2020; 

Zheng et al., 2020a; Zheng et al., 2020b). Contudo, um estudo demonstrou que células TCD8+ 

que expressam PD-1 não mostrou disfuncionalidade na fase aguda da doença, sugerindo que a 

expressão de PD-1 nessas células está relacionada à sua ativação, e não na exaustão na COVID-

19 (Rha, Min-Seok, et al., 2021). Além disso, dados acerca do aumento e/ou redução da 

atividade citotóxica de linfócitos TCD8+ na infecção por SARS-CoV-2 também foram 

descritos (ZHENG et al., 2020; AHMADI et al., 2020), o que indica diferentes resultados 

quanto a funcionalidade das células TCD8+ na COVID-19.  
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Em linfócitos B observamos expressão de PD-1 em todos os grupos de pacientes, 

contudo, maior expressão nos pacientes graves e críticos. Estudos demonstraram que células B 

podem regular as respostas imunes através da via PD-1/PD-L1 (Gallego-Valle et al., 2018; 

Khan et al., 2015; Siewe et al., 2013; Xiao et al., 2016). O aumento de PD-1 pode inibir a 

proliferação de células B e a produção de citocinas por meio do BCR (receptor de células B) 

(Okazaki T. et al. 2001). Outro estudo demonstrou que células B exaustas podem suprimir a 

proliferação e viabilidade de células TCD4+ e TCD8+, o que pode diminuir a capacidade de 

eliminar patógenos (Wang, Xufu, et al, 2019). Além disso, podem suprimir respostas de 

anticorpos específicos dependentes de células TCD4+ (Haro MA et al., 2016). Na infecção por 

SARS-CoV-2 a resposta humoral está correlacionada com o desfecho da doença, onde a 

resposta eficaz de anticorpos e células T está associada à resolução bem-sucedida de pacientes 

moderados da COVID-19 (Grifoni et al., 2020), logo o perfil de exaustão das células B pode 

ser indicativo de gravidade na infecção por SARS-CoV-2. 

Na análise da frequência de células T de memória observamos aumento células TCD4+ 

CD45RO+ em pacientes moderados graves e críticos, sendo que as células TCD4+CD45RO+ 

PD-1+ foram evidenciadas nos pacientes graves e críticos. Não houve diferença na expressão 

de CD45RO em células TCD8. A expressão de CD45RO indica ativação e memória em células 

T (Hu, G., Wang, S., 2017).  A presença de PD-1 em células TCD45RO+ foi relacionada com 

o processo de redução da expressão de células T de memória (Bardhan, Kankana, et al. 2019).  

Esses achados sugerem o papel de PD-1 em células de memória, podendo prejudicar a geração 

de resposta imune de longa duração na COVID-19. 

Na avaliação de monócitos totais houve menor frequência em pacientes moderados, 

entretanto, ao avaliar monócitos clássicos, caracterizados pela expressão de CD14, o aumento 

de PD-1 foi evidenciado somente em pacientes graves e críticos, estando relacionado com maior 

tempo de infecção e maior MFI (dados não mostrados). Os monócitos são células imunes inatas 

fagocitárias circulantes e sob condições patológicas, como infecções virais, são ativados e 

recrutados por mediadores inflamatórios, infiltram tecidos afetados onde se diferenciam em 

macrófagos inflamatórios e fenótipos semelhantes a DCs (células dendríticas) para cumprir suas 

funções efetoras de atividades pró e anti-inflamatórias, apresentação de antígenos e 

remodelação tecidual (Guilliams M et al., 2018). A expressão de PD-1 em monócitos CD14+ 

foi associada a supressão de células TCD8+ em pacientes com carcinoma hepatocelular (Yun, 

J., Yu, G., Hu, P. et al, 2020) e a indução da secreção de IL-10, levando à inibição da atividade 

das células TCD4+ em pacientes com HIV (Said, Elias A., et al., 2010). Níveis elevados de IL-

10 em pacientes COVID-19 podem estar relacionados ao eixo PD-1/PD-L1 no desenvolvimento 
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de infecções virais agudas e rearranjo de monócitos (Parackova, Zuzana, et al., 2020). Além 

disso, o esgotamento de monócitos em pacientes moderados e graves foi associado a maior 

frequência de células T de memória efetoras que expressam o marcador de exaustão PD-1 na 

COVID-19 (Padgett, Lindsey E., et al., 2020), o que sugere importante papel dos monócitos no 

curso da resposta imune adaptativa ao SARS-CoV-2. 

Ao analisar o eixo PD-1/PD-L1 no soro de pacientes infectados, foi observado aumento 

de sPD-L1 nos pacientes graves e críticos. Níveis séricos de sPD-1 e sPD-L1 são marcadores 

imuno-reguladores importantes descritos em diversas patologias. Doenças inflamatórias como 

pancreatite aguda (AP) apresentam níveis elevados de sPD-L1(Pan, T et al. 2017). Em pacientes 

com artrite reumatoide (AR) foi observado aumento de sPD-1 no soro e líquido sinovial estando 

relacionado a títulos de fator reumatoide e o escore de atividade da doença (Liu, C et al., 2015). 

Em pacientes com hepatite C crônica o aumento de sPD-L1 foi relacionado a progressão e 

gravidade da doença (Yamagiwa, S et al., 2017). Em pacientes HIV níveis elevados de sPD-L1 

também foram observados, considerados como possíveis indicativos de prognóstico no 

tratamento (Avendaño-Ortiz et al., 2020). Além disso, níveis aumentados de sPD-L1 podem 

induzir efeitos supressores em células T ativadas através da ligação ao receptor PD-1 na 

superfície dessas células, inibindo sua proliferação e produção de IFN-γ (Yanhua Li et al. 2015). 

A hiper expressão de sPD-L1 também foi observada no soro de pacientes com fibrose pulmonar 

idiopática (FPI) (Geng, Y et al., 2019), patologia relacionada a maior risco de COVID-19 grave 

(Taz, T.A et al. 2021). Ademais, níveis elevados da porção sérica de PD-L1, TIM-3 e MMP-7 

foram indicados como biomarcadores promissores para diferenciar pacientes com COVID-19 

que requerem ventilação mecânica invasiva (Chavez-Galan, Leslie, et al., 2022). Outro estudo 

demonstrou que os níveis de sPD-L1 mostra um papel prognóstico em pacientes com COVID-

19, onde o aumento está associado à patogênese da COVID-19 (Sabbatino, Francesco, et al. 

2021). 

Apesar de não observarmos correlação de sPD-L1 com marcadores laboratoriais 

associados a gravidade na COVID-19 como PCR, relação de neutrófilos/linfócitos, plaquetas e 

d-dímero, nossos achados indicam potencial papel do eixo PD-1/PD-L1 na gravidade da 

COVID-19, podendo ser um biomarcador de interesse na infecção por SARS-CoV-2. 
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6. Conclusão 

 

Em conjunto, este estudo destaca o papel potencial do eixo PD-1/PD-L1 na COVID-19 

e sugere sPD-L1 com um possível marcador de gravidade na infecção pelo SARS-CoV-2. O 

fenótipo exausto de monócitos, linfócitos B e TCD4+ pode estar relacionado a evolução e 

gravidade da infecção. Mais estudos são necessários para avaliar o envolvimento da via PD-

1/PD-L1 no curso da doença COVID-19.  
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