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RESUMO 

 

A COVID-19 é uma doença provocada pelo SARS-CoV-2 que atinge o sistema 

respiratório, causando danos pulmonares que podem evoluir para um quadro de 

síndrome respiratória aguda grave (ARDS), aumento agudo de citocinas 

inflamatórias (cytokine storm), danos hepáticos, cardiovasculares e renais. Um 

ambiente inflamatório exacerbado, como verificado na COVID-19, pode levar a 

alterações no perfil de diferenciação e funcionalidade das células T. Esses fatores 

promovem a expansão de células T senescentes, definidas pela perda progressiva 

de receptores co-estimuladores (CD27 e CD28), danos no DNA, ativação da p38 

MAPK e perda da capacidade proliferativa. O acúmulo de células T senescentes tem 

sido associado a imunopatogênese de muitas doenças, porém, ainda pouco 

conhecida no contexto da COVID-19. Neste trabalho avaliamos o perfil 

clínico/laboratorial de pacientes com COVID-19 classificados clinicamente entre 

oligossintomáticos, moderados e graves. Além disso, avaliamos características de 

fenótipo senescente nos compartimentos de células T. Nossos resultados 

demonstraram alterações de diversos parâmetros laboratoriais como leucocitose, 

neutrofilia, eosinopenia, monocitose, linfopenia, aumentos de DHL, bilirrubina direta, 

triglicerídeos, proteína C reativa, ureia e creatinina. Além disso, pacientes com 

COVID-19, em especial os grupos grave e moderado, apresentaram alterações na 

gasometria com distúrbios no pH e PCO2 arterial. Nossas análises fenotípicas 

demonstraram uma diminuição da viabilidade celular nos grupos mais acometidos 

pela doença (moderado e grave), com alterações das frequências de células T CD4+ 

e T CD8+, aumento de danos no DNA identificado pela fosforilação de γH2Ax, bem 

como maior expressão da MAPK p38, ligada a senescência. Além disso, 

comparativamente ao grupo oligossintomático, pacientes graves apresentaram um 

acúmulo de populações altamente diferenciadas, identificadas pelos subgrupos 

CD28-CD27- e células de memória terminais (T EMRA). Desse modo pacientes com 

a forma mais grave da COVID-19 exibem um fenótipo senescente de células T 

podendo ser um dos agravantes para essa doença.  

Palavras-chave: COVID-19; linfócitos T; senescência celular; imunossenescência; 

SARS-CoV-2.  
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ABSTRACT 

 

COVID-19 is a disease caused by SARS-CoV-2 that affects the respiratory system, 

causing lung damage that can progress to severe acute respiratory syndrome 

(ARDS), acute increase in inflammatory cytokines (cytokine storm), liver damage, 

and cardiovascular and renal. An exacerbated inflammatory environment, as seen in 

COVID-19, can lead to changes in T cells' differentiation profile and functionality. 

These factors promote the expansion of senescent T cells, which is defined by the 

progressive loss of costimulatory receptors (CD27 and CD28), DNA damage, p38 

MAPK activation, and loss of proliferative capacity. The accumulation of senescent T 

cells has been associated with the immunopathogenesis of many diseases. 

However, it is still poorly understood in the context of COVID-19. This work evaluated 

the clinical/laboratory profile of patients with COVID-19, clinically classified between 

oligosymptomatic, moderate, and severe. In addition, we evaluated senescent 

phenotype characteristics in T cell compartments. Our results demonstrate 

alterations in several laboratory parameters such as leukocytosis, neutrophilia, 

eosinopenia, monocytosis, lymphopenia, increased LDH, direct bilirubin, 

triglycerides, C-reactive protein, urea, and creatinine. In addition, patients with 

COVID-19, especially the severe and moderate groups, showed changes in blood 

gas with disturbances in arterial pH and PCO2. Our phenotypic analyzes showed a 

decrease in cell viability in the groups most affected by the disease (moderate and 

severe), with changes in the frequencies of CD4+ and CD8+ T cells, increased DNA 

damage identified by γH2Ax phosphorylation, as well as increased expression of 

MAPK p38 that is linked to senescence. Furthermore, compared to the 

oligosymptomatic group, critically ill patients showed an accumulation of highly 

differentiated populations, identified by the CD28-CD27- and terminal memory cells 

(T EMRA) subgroups. Thus, patients with the most severe form of COVID-19 exhibit 

a senescent T-cell phenotype, which may be one of the aggravating factors for this 

disease. 

Key-words: COVID-19; T-lymphocytes; cellular senescence; immunosenescence; 

SARS-CoV-2.  
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1 – INTRODUÇÃO 

 

1.1 – ASPECTOS GERAIS DO SARS-COV-2 E DA COVID-19 

 

Em janeiro de 2020, a Organização Mundial da Saúde (OMS ou WHO, sigla 

do inglês) declarou emergência global de saúde pública de uma nova doença 

causada por um coronavírus (CoV), que emergiu em 2019 na China (MAXMEN, 

2021; XINHUA, 2020). Em março de 2020, essa nova doença tornou-se uma 

pandemia (WHO, 2020a). Dados da OMS mostram que até a segunda semana de 

junho de 2022 havia mais de 530 milhões de casos confirmados, com mais de 6 

milhões mortes em todo mundo (WHO, 2022b). O Brasil chegou ao terceiro lugar no 

ranking dos países com mais casos confirmados e ao segundo com maior número 

de mortes acumuladas (WHO, 2022b).  

A OMS e o Comitê Internacional em Taxonomia de Viroses denominaram 

esse novo SARS-CoV, do inglês severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, 

(SARS-CoV-2), causador da doença que nos humanos foi classificada como 

CoronaVirus Infectious Disease, COVID-19 (WHO, 2020c). Os CoV pertencem a 

subfamília Coronavirinae, que apresenta quatro gêneros, dentre o qual o SARS-

CoV-2 pertence ao Betacoronavirus (CHEN; LIU; GUO, 2020).  

O SARS-CoV-2 é um vírus de formato esférico encapsulado tendo o material 

genético composto por um ácido ribonucleico (RNA) de fita simples e sentido 

positivo (KAUL, 2020; LIU; KUO; SHIH, 2020). O genoma do vírus codifica proteínas 

acessórias e/ou funcionais como as Open-Reading Frames (ORFs); proteínas não 

estruturais (NSPs, sigla do inglês); quatro proteínas estruturais, que são as de 

membrana (M), envelope (E), núcleo-capsídeo (N) e as proteínas spike (S) (CHAN et 

al., 2020). A proteína S é composta por duas subunidades: S1 e S2, nas quais utiliza 

para infectar as células humanas e são alvo de terapias e vacinas atualmente 

(HUANG et al., 2020a).  

Um dos mecanismos para infectar que SARS-CoV-2 utiliza é o receptor da 

enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2 ou ACE2, sigla do inglês), assim 

consegue fundir-se na membrana das células-alvo e infiltrar material genético 

(ZHOU et al., 2020a). Uma outra proteína do hospedeiro que medeia a ativação da 
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proteína S nas células-alvo e a entrada viral inicial é a transmembrane protease 

serine 2 (TMPRSS2) (HOFFMANN et al., 2020). Vários tecidos humanos 

apresentam ACE2 e TMPRSS2, dentre eles o trato respiratório superior e inferior, 

cardiovascular, tecido do trato gastrointestinal e renal (DONG et al., 2020; 

HAMMING et al., 2004; ZIEGLER et al., 2020). Por se ligar a ACE2, o vírus 

desregula a conversão da Angiotensina 2 (AT2) em AT (1-7), fazendo com que AT2 

esteja em níveis mais elevados no organismo (FOTUHI et al., 2020; JACKSON et al., 

2022). Esse aumento está associado a mecanismos pró-inflamatórios, como também 

permeabilidade e lesões vasculares, processos de pró-apoptose e ao 

envelhecimento (FOTUHI et al., 2020).  

Um outro mecanismo de infecção é pela via da Neuropilin (NRP1 ou NRP2), 

um receptor de superfície proteico transmembrana originalmente descrito em 

neurônios, mas também presente em outras células no organismo como as células 

endoteliais (CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2020; DALY et al., 2020). O NRP1 é 

capaz de clivar a proteína S em S1 e S2, pela protease furin, desse modo 

aumentando a infectividade do vírus (LI, Z.; BUCK, 2021a). A NRP1 pode ser 

também considerada como um fator de potencialização de ACE2, quando 

analisados tecidos com níveis muito baixos de ACE2, as NRP1 e NRP2 estavam 

mais expressas (CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2020).  

Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) também denominado Hepatitis A Virus 

Cellular Receptor 1 (HAVCR1) nos hepatócitos ou T-cell immunoglobulin and mucin 

domain 1 (TIM-1) seria outro receptor utilizado pelo SARS-CoV-2 (MORI et al., 

2022). KIM-1/TIM-1 pode se ligar e mediar a internalização de nanopartículas 

lipossomais através da proteína S do vírus, principalmente em tecidos como rins e 

pulmões (MORI et al., 2022). Outro receptor também associado a infecção viral, é a 

tyrosine-protein kinase receptor UFO (AXL) que em células de linhagem HEK293T 

promoveu a entrada viral através da fusão do vírus à membrana celular com a 

interação da proteína S (WANG et al., 2021a). Embora ainda existam outros 

receptores que o SARS-CoV-2 possa utilizar para infectar as células, o ACE2 é o 

mais consolidado, detalhamento descrito e estudado até o presente momento 

(JACKSON et al., 2022).  
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Há fortes indícios que a transmissão do SARS-CoV-2 se dá 

predominantemente pelo ar, quando uma pessoa infectada dispersa gotículas e/ou 

aerossóis ao alcance de outra pessoa, através da fala, tosse e/ou espirro 

(GREENHALGH et al., 2021). As primeiras células alvo do SARS-CoV-2 

provavelmente serão as células da mucosa olfativa nasal ou da mucosa nasofaringe 

ou traqueia (KHAN et al., 2021). Deste modo, o novo CoV inicialmente infecta o 

sistema respiratório superior e posteriormente desce ao longo do sistema 

respiratório inferior, atingindo os alvéolos (HOU et al., 2020; SUNGNAK et al., 2020). 

As maneiras como os CoV infectam diferentes células, tecidos e órgãos ou a reação 

inflamatória desencadeada por ele podem esclarecer algumas questões sobre a 

sintomatologia da COVID-19.  

 

1.2 – SINTOMAS, MANIFESTAÇÕES, ACHADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS 

DA COVID-19 

 

Os contaminados quando positivos para SARS-CoV-2 podem ser 

assintomáticos, apresentar um estágio leve, moderado, grave/severo ou crítico 

(BRASIL, 2022, p. 11-12). Os sintomas podem ser diversos e costumam aparecer de 

2 a 14 dias após a infecção e incluem desde tosse, febre, coriza, dor de garganta, 

dificuldade para respirar e até a perda de olfato (anosmia) e/ou paladar (disgeusia) 

(CDC, 2021b; CHEN et al., 2020). Outros sintomas que também podem surgir são a 

falta de ar, dores musculares e/ou dores de cabeça, confusão mental, dor no peito, 

diarreia e dependendo do estágio e da gravidade da doença podem levar a falência 

de vários órgãos e a morte (CHEN et al., 2020). Pacientes graves evoluem para o 

quadro de dispneia, hipoxemia e progressivamente para o quadro de síndrome 

respiratória aguda grave (SRAG ou ARDS, sigla do inglês) (CHEN et al., 2020; 

HUANG et al., 2020b; ZHOU et al., 2020b).   

A ARDS ocorre de forma aguda, dentro de 7 dias de sintomas respiratórios 

novos ou agravados, caracterizada por hipoxemia e edema pulmonar bilateral devido 

ao excesso de permeabilidade alvéolo-capilar (MEYER; GATTINONI; CALFEE, 

2021; RANIERI et al., 2012). Além de exames clínicos, sanguíneos e de imagem, 

dois critérios são analisados para determinar se ARDS é leve, moderada ou grave: a 
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pressão parcial de oxigênio no sangue arterial (PaO2) e a fração inspirada de 

oxigênio (FiO2), assim a razão PaO2/FiO2 é utilizada para classificar os acometidos 

(RANIERI et al., 2012).   

No Brasil, o Ministério da Saúde preconiza que casos suspeitos de ARDS são 

um quadro em que:  

“indivíduo com SG [síndrome gripal] que apresente: dispneia/desconforto 
respiratório OU pressão ou dor persistente no tórax OU saturação de O2 
menor que 95% em ar ambiente OU coloração azulada (cianose) dos lábios 
ou rosto” (BRASIL, 2022, p. 22).  

 

Em idosos também devem ser considerados “critérios específicos de 

agravamento, como síncope, confusão mental, sonolência excessiva, irritabilidade e 

inapetência” (BRASIL, 2022, p. 22). Assim, além da anamnese médica, exames 

auxiliares como os exames laboratoriais, exames de imagem e clínicos favorecem a 

compreensão da ARDS e se necessário o paciente precisar ser internado em 

Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (MEYER; GATTINONI; CALFEE, 2021; RANIERI 

et al., 2012). É importante saber qual o grau de acometimento pulmonar e de ARDS 

para melhor manejo hospitalar e se há necessidade de fazer suplementação de 

oxigenação. A ventilação mecânica não cura a ARDS, mas auxilia o corpo a 

normalizar as trocas gasosas e a diminuir os efeitos colaterais (MEYER; 

GATTINONI; CALFEE, 2021).  

As manifestações e a mortalidade da COVID-19 também dependem de 

fatores de risco como idade, gênero, estilo de vida e comorbidades prévias 

associadas. Assim, dois ou mais desses conjuntos de fatores em um único indivíduo 

podem determinar o agravamento dos sintomas e o desenvolvimento da forma mais 

grave/crítica da doença. 

Pessoas de qualquer idade podem ser acometidas pela COVID-19, no 

entanto, a população idosa está mais propensa a adoecer, desenvolver formas mais 

graves e a morrer (CDC, 2021a). Normalmente, esse grupo etário apresenta 

doenças crônicas e comorbidades associadas a própria idade como alterações 

cardiovasculares, renais e metabólicas; assim como alterações do sistema imune 

(FARHEEN et al., 2021).  

Em relação ao sexo biológico, o masculino está mais associado com a forma 

mais grave da COVID-19 e estão mais propensos a morrer pela doença (JIN et al., 
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2020). Quanto aos hábitos de vida, fumantes e pessoas que tiveram histórico de 

serem fumantes apresentam um risco aumentado para desenvolvimento de formas 

mais graves e a morrer (REDDY et al., 2021). Pacientes com doenças renais, 

pulmonares, hepáticas, cardiovasculares, cerebrovasculares, diabetes, sobrepeso e 

obesidade apresentam um risco aumentado para desenvolvimento de formas mais 

graves e a morrer de COVID-19 em relação a pacientes sem comorbidades (YIN et 

al., 2021).  

 No Brasil houve uma maior taxa de hospitalização para pacientes do sexo 

masculino e com idade mais avançada de ambos os sexos (SOUZA et al., 2021). A 

taxa de letalidade foi de 41,3% entre os hospitalizados, principalmente aqueles com 

mais de 60 anos (SOUZA et al., 2021). Doenças cardiovasculares, diabetes, 

obesidade, doenças renais, neurológicas e pneumopatias foram as mais prevalentes 

entre as comorbidades na população brasileira (SOUZA et al., 2021). Já no estado 

do Espírito Santo (ES), o risco de morte foi maior entre o sexo masculino e 

aumentou conforme aumentava a idade (MARTINEZ et al., 2021). As comorbidades 

estavam diretamente associadas à fatalidade, principalmente na população de meia-

idade (30 a 59 anos) e em idosos com mais de 90 anos (MARTINEZ et al., 2021).  

Os exames clínicos e laboratoriais vão além do diagnóstico direto de detecção 

e confirmação do vírus (por reação de cadeia da polimerase – PCR, ou 

imunocromatográficos como detecção de antígenos e anticorpos), como também 

auxiliam na avaliação clínica, estado de saúde geral e progressão da doença nos 

pacientes. São marcadores de danos de fisiológicos, inflamação ou alterações locais 

e/ou sistêmicas no organismo humano.  

De acordo com a International Federation of Clinical Chemistry and 

Laboratory Medicine (IFCC) os principais parâmetros laboratoriais que estão 

alterados em pacientes com COVID-19 são o hemograma (tanto a série branca 

quanto plaquetas); alterações dos exames gasométricos e aumento de diversos 

analitos bioquímicos (IFCC, 2022). A Sociedade Brasileira de Análises Clínicas 

(SBAC) também destaca alterações hematológicas e bioquímicas nos pacientes 

acometidos com COVID-19 (SBAC, 2020).  

Analisando a série vermelha do hemograma, indivíduos com COVID-19 

podem apresentar concentração diminuída de hemoglobina e hemácias, aumento 
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dos níveis de amplitude de distribuição dos glóbulos vermelhos (RDW, sigla do 

inglês), além de concentrações aumentadas de ferritina (GUANÍ-GUERRA et al., 

2022; MORENO-TORRES et al., 2022; PALLADINO, 2021).  

Os exames podem apresentar trombocitopenia ou plaquetopenia (baixa 

contagem de plaquetas) que se correlaciona com a gravidade da doença indicando 

presença de uma coagulação de consumo ou coagulação intravascular disseminada 

(CIVD) (PALLADINO, 2021; WOOL; MILLER, 2021). Além disso, diversos 

componentes dos glóbulos brancos como neutrófilos, eosinófilos, basófilos, 

leucócitos e linfócitos podem apresentar níveis mais baixos ou aumentados que os 

valores de referência para essas contagens (JERAIBY et al., 2021; PALLADINO, 

2021; ZHANG et al., 2021). Esses níveis também dependem se estão associados ou 

não a infecções secundárias (bacterianas, virais e/ou fúngicas), podendo intervir nos 

resultados das análises. Quanto aos exames gasométricos, estudos indicam 

alcalose, alcalemia (pH plasmático > 7,45) e baixa nos níveis de PaO2 em pacientes 

com COVID-19, principalmente de indivíduos internados (BEZUIDENHOUT et al., 

2021; MONDAL et al., 2021).  

Em metanálise de exames bioquímicos, pacientes com COVID-19 obtiveram 

níveis ligeiramente aumentados para dímero-D e bilirrubina total (QIU et al., 2020).  

Enquanto a lactato desidrogenase (LDH ou DHL) teve um aumento mediano, nisso a 

IFCC destaca sendo marcador indicador de dano pulmonar (IFCC, 2022; QIU et al., 

2020). Já outros exames obtiveram um aumento significativo como a proteína C 

reativa, aspartato transaminase, a creatinina sérica e a quinase, em contraste com a 

albumina plasmática que estava diminuída (QIU et al., 2020). Esses exames indicam 

danos de órgãos como fígado, rins, além de danos cardiovasculares e coagulopatias 

(IFCC, 2022). Parece não haver diferença significativa na procalcitonina e tempo de 

tromboplastina parcial ativada (QIU et al., 2020). Outra metanálise que comparou 

pacientes moderados e graves apresentou aumento na glicose sérica (VELAVAN; 

MEYER, 2020).   

 Por ser uma doença local e sistêmica, o conjunto de exames confirmatórios 

para o vírus, além dos exames clínicos, laboratoriais e de imagens devem ser 

levados em consideração para um tratamento efetivo. Não só isso, mas como o 
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sistema imune do paciente reage é uma das causas do agravamento do indivíduo 

infectado por SARS-CoV-2 (RAMOS-CASALS; BRITO-ZERÓN; MARIETE, 2021).  

 

1.3 – IMUNOLOGIA DA COVID-19  

  

O SARS-CoV-2 pode reconhecer um receptor e adentrar à célula seja por 

fusão de seu envelope viral com a membrana celular das células-alvo, seja por 

internalização e endocitose (BAYATI et al., 2021; JACKSON et al., 2022). Após a 

entrada, o genoma do SARS-CoV-2 de sentido positivo inicia diretamente a 

produção de proteínas virais, transcrição, tradução e montagem de novos vírus 

(CHEN; LIU; GUO, 2020). Desde antes da entrada do vírus na célula até sua 

replicação e disseminação, o sistema imune dos seres humanos começa a agir.  

 Um dos reconhecimentos de patógenos se dá por meio de receptores de 

reconhecimento de padrões específicos (PRRs, sigla do inglês), dentre eles os  

receptores do tipo Toll (TLR, sigla do inglês) e os sensores citosólicos (MDKHANA et 

al., 2021; PARK; IWASAKI, 2020; RICCI et al., 2021). Experimentos de cultura 

celular infectadas com SARS-CoV-2 demonstram que outros PRRs como o retinoic 

acid-inducible gene I (RIG-I); assim como a melanoma differentiation-associated 

protein 5 (MDA5) atuam na resposta antiviral (THORNE et al., 2021; YAMADA, 

Taisho et al., 2021). A detecção viral dos PRRs leva ao recrutamento de proteínas 

necessárias para uma cascata de ativação que induzem a transcrição de interferons 

(IFNs, principalmente do tipo I e III) e citocinas pró-inflamatórias (como fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucinas (ILs), IL-1β, IL-6, IL-18) (MDKHANA et 

al., 2021; PARK; IWASAKI, 2020; RICCI et al., 2021). Outro mecanismo da 

imunidade inata é a via de sinalização GMP-AMP sintase cíclica (cGAS, sigla do 

inglês) e estimuladora de genes de interferon (STING, sigla do inglês), conhecido 

como cGAS-STING; é ativada quando reconhece material genético no citoplasma 

(FRANZ et al., 2018). Esse mecanismo também desencadeia uma cascata de 

ativação que culmina na expressão de citocinas antivirais ou imunorreguladoras, 

como os IFNs (DOMIZIO et al., 2022; LI, H.; ZHOU; ZHANG, 2022).  

 A produção de citocinas (como IL-6, IL-1β), quimiocinas (CXCL1, CXCL8) e 

outros fatores das células infectadas irão promover o recrutamento, ativação e 
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diferenciação das células do sistema imune como neutrófilos, células natural killer 

(NK), células dendríticas e células T para o local da infecção (RICCI et al., 2021; 

VARDHANA; WOLCHOK, 2020). Macrófagos são ativados, recrutados devidos aos 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs, sigla do inglês) e aos padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs, sigla do inglês) (MDKHANA et al., 

2021; RICCI et al., 2021; VARDHANA; WOLCHOK, 2020).  

 Esse mecanismo antiviral de reconhecimento de PRRs, produção de 

citocinas, recrutamento e ativação de células imunes está presente em pacientes 

com sintomas leves e/ou que apresentam resolução da doença, no entanto, os CoV 

apresentam mecanismos de evasão imunológica (MDKHANA et al., 2021; PARK; 

IWASAKI, 2020; RICCI et al., 2021). Estudos indicam que respostas de IFN, 

principalmente os IFNs do tipo I e do tipo III, prejudicadas e/ou retardadas estão 

associadas ao risco de agravamento da doença (HADJADJ et al., 2020; PARK; 

IWASAKI, 2020).  

Ademais, a infecção pode levar à (super)ativação do sistema imunológico, 

induzindo uma alta liberação de citocinas pró-inflamatórias fenômeno conhecido 

como tempestade de citocinas (cytokine storm) (FAJGENBAUM; JUNE, 2020; RICCI 

et al., 2021). Geralmente começa como uma resposta inflamatória localizada, 

constituída por células do sistema inato, mas depois se espalha sistemicamente, 

contribuindo para um alto recrutamento e regulação de células imunes para os 

tecidos infectados (FAJGENBAUM; JUNE, 2020; RICCI et al., 2021).  

Células imunes como macrófagos teciduais e mastócitos, além de células 

endoteliais e epiteliais são as principais fontes iniciais da tempestade de citocinas 

durante a resposta imune inata (RAGAB et al., 2020). Com essa tempestade de 

citocinas há um desbalanço da resposta antiviral e agravamento do processo 

inflamatório (FAJGENBAUM; JUNE, 2020). Na tempestade de citocinas há um 

aumento agudo abrupto nos níveis de várias interleucinas (na COVID-19 

principalmente IL-6), TNF-α, IFN-γ e diversas quimiocinas e citocinas pró-

inflamatórias como GCSF, GMCSF, MCP1, entre outras (HUANG et al., 2020b; 

RAGAB et al., 2020).  Com isso, há influxo de várias células imunes da circulação 

(macrófagos, neutrófilos, células B e T) para o local da infecção resultando em 

danos na barreira vascular/capilar, falência múltipla de órgãos e morte 
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(FAJGENBAUM; JUNE, 2020; MANGALMURTI; HUNTER, 2020; RAGAB et al., 

2020). Na COVID-19, a tempestade de citocinas contribui para a lesão pulmonar, 

consequentemente para insuficiência respiratória e agravamento da ARDS (CHEN et 

al., 2021).  

  Embora as respostas inatas sejam capazes de contribuir significativamente 

no desenvolvimento da tempestades de citocinas (FAJGENBAUM; JUNE, 2020; 

MANGALMURTI; HUNTER, 2020); as respostas do sistema imune adaptativo com a 

ativação de células T e sua capacidade de produzir altos níveis de citocinas efetoras 

também são importantes e devem ser levadas em consideração na COVID-19 (LUO 

et al., 2021; MANGALMURTI; HUNTER, 2020). 

 Sabe-se que os seres humanos são capazes de produzir uma resposta 

específica ao SARS-CoV-2, principalmente através de linfócitos T (GRIFONI et al., 

2020; SEKINE et al., 2020). Na COVID-19 essas células são afetadas diretamente 

quanto aos seus níveis do sistema circulatório. Exames de hemograma 

demonstraram leucopenia (redução dos níveis de leucócitos) e linfopenia (redução 

dos níveis de linfócitos) nos pacientes hospitalizados (HUANG et al., 2020b; 

WEISKOPF et al., 2020). Frequências de linfócitos totais, T CD3+, T CD4+ e T CD8+ 

diminuíram, principalmente em pacientes com a forma mais grave da COVID-19 

(DIAO et al., 2020; MAZZONI et al., 2020; YAO et al., 2020). No entanto, 

dependendo da análise, a linfopenia pode estar ou não presente na COVID-19.  

Para entender o papel dos linfócitos na COVID-19, a doença pode ser  

classificada em fases aguda e convalescente: a fase aguda mais marcada pela 

infecção e multiplicação viral, enquanto a fase convalescente mais distinguida pela 

resposta imune do organismo (NIESSL; SEKINE; BUGGERT, 2021). No entanto, a 

duração em dias de cada uma das fases depende da análise, ficando a fase aguda 

logo no início dos sintomas e uma fase convalescente podendo ser de meses a anos 

após a infecção, geralmente de indivíduos recuperados da COVID-19.  

As células T já são observadas desde a fase aguda da infecção por SARS-

CoV-2 (WEISKOFF et al., 2020; SEKINE et al., 2020). As frequências relativas e os 

números absolutos de T CD4+ e T CD8+ foram mais baixos em pacientes 

moderados e graves em relação aos controles saudáveis (SEKINE et al., 2020). Em 

pacientes convalescentes de COVID-19, as frequências de T CD3+, T CD4+ e T 
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CD8+ não mudaram em relação aos controles (GRIFONI et al., 2020). A linfopenia 

na fase aguda pode estar associada ao maior deslocamento dessas células aos 

órgãos afetados pela COVID-19, enquanto a proporção dos linfócitos na fase 

convalescente pode estar ligada a resposta imune do paciente (NIESSL; SEKINE; 

BUGGERT, 2021; VABRET et al., 2020).  

Existe um fenótipo (hiper)ativado através dos receptores CD69, CD38, CD44, 

HLA-DR altamente expressos em células T CD4+ e CD8+ de pacientes em 

diferentes estágios da COVID-19 em comparação com indivíduos saudáveis sem a 

doença (SONG et al., 2020; WANG et al., 2020b; XU et al., 2020; ZHOU et al., 

2020c). Além disso, células T CD4+ co-expressando IFN-γ e GM-CSF estavam mais 

presentes em pacientes com COVID-19 internados em UTI, indicando que elas 

podem desempenhar um papel crítico nas respostas (hiper)inflamatórias da doença 

(ZHOU et al., 2020c). 

As células T CD4+ (ou T helpers, Th sigla do inglês) têm papel fundamental 

de garantir atividade a outros linfócitos, ademais possuem a capacidade de se 

diferenciar em uma ampla variedade de tipos de células auxiliares e efetoras 

(SETTE; CROTTY, 2021; SWAIN; MCKINSTRY; STRUTT, 2012). Além disso, são 

capazes de instruir as células B à produção de anticorpos, auxiliar as células T 

CD8+, recrutar células da imunidade inata, facilitar o reparo tecidual e ter atividades 

antivirais diretas no organismo (SETTE; CROTTY, 2021; SWAIN; MCKINSTRY; 

STRUTT, 2012).  

As células T CD4+ específicas aos antígenos do SARS-CoV-2 expandem-se 

durante o primeiro mês após a infecção e, em seguida, diminuem gradualmente nos 

meses subsequentes, tendo uma meia-vida estimada de 207 dias (COHEN et al., 

2021). As células apresentadoras de antígenos profissionais (APCs, sigla do inglês) 

apresentam peptídeos derivados do vírus em moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC, sigla do inglês) de classe II para células T CD4+ naïve, 

através do receptor de células T (TCR, sigla do inglês) e entregam sinais co-

estimulatórios (CD27 ou CD28), conduzindo a ativação (SWAIN; MCKINSTRY; 

STRUTT, 2012). As células T CD4+ ativadas sofrem extensa divisão e diferenciação 

celular, dando origem a subconjuntos distintos de células T efetoras (SWAIN; 

MCKINSTRY; STRUTT, 2012).  
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A resposta das células T CD4+ na fase aguda de COVID-19 consistem em 

grande parte em células auxiliares foliculares (Tfh) (MODERBACHER et al., 2020). 

Pacientes graves/críticos apresentaram frequências mais altas de subpopulações de 

células Tfh2 e Th2 e frequências mais baixas de subpopulações de células Tfh17.1, 

Tfh1, Th17.1 e Th1 (GARCIA-GASALLA et al., 2022). Enquanto na fase 

convalescente, muitas das células T CD4+ exibem uma polifuncionalidade (> 180 

dias após o início dos sintomas) (LI, Z.; BUCK, 2021b). Th2, Th17 ou subconjuntos 

que expressam perforina específicos para SARS-CoV-2 circulantes não foram 

detectados nos pacientes (COHEN et al., 2021). No entanto, após três semanas de 

sintomas, há aumento de grânulos citotóxicos como granzima B e perforina nas 

células T CD4+ de pacientes com a forma grave em relação aos pacientes 

moderados, indicando nesse caso um perfil mais citotóxico dessas células (KANG et 

al., 2020).  

Após o controle ou eliminação do patógeno, a grande maioria das células T 

ativadas sofrem apoptose, o restante cerca de 10%, formam uma população de 

células de memória de longa duração (GRAY; WESTERHOF; MACLEOD, 2018): as 

células de memória efetora (EM, sigla do inglês), as células de memória central (CM, 

sigla do inglês) e as células de memória residente (RM, sigla do inglês) (RAPHAEL; 

JOERN; FORSTHUBER, 2020). As células T de memória aumentam sua capacidade 

de vigilância imunológica, a probabilidade de um encontro mais rápido do antígeno 

no local da infecção e facilitam a geração de respostas efetoras mais rápidas e 

superiores contra os patógenos (RAPHAEL; JOERN; FORSTHUBER, 2020).  

 As células T CD8+ desempenham um papel essencial no controle da infecção 

viral, seja eliminando as células infectadas pelo vírus através da citotoxicidade, 

como também produzindo citocinas efetoras no local da infecção (RHA; SHIN, 2021; 

ZHANG, N.; BEVAN, 2011). As células T CD8+ específicas aos antígenos do SARS-

CoV-2 expandem-se durante o primeiro mês após a infecção e, em seguida, 

diminuem gradualmente nos meses subsequentes, tendo uma meia-vida estimada 

de 196 dias (COHEN et al., 2021). Estudos com modelos animais demonstram que 

as células T CD8+ contribuem para a proteção do agravamento da COVID-19 

(MCMAHAN et al., 2021; ZHUANG et al., 2021). Muito embora as células T sejam 
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extremamente necessárias ao organismo, deve-se levar em consideração o estado 

funcional dessas células, principalmente na imunopatogênese.  

 

1.4 – IMUNOSSENESCÊNCIA DE CÉLULAS T  

 

A imunossenescência é compreendida como um declínio e alterações do 

sistema imunológico, principalmente devido ao envelhecimento fisiológico, que 

podem levar um maior risco à infecções, cânceres, doenças crônicas e autoimunes 

(PAWELEC, 2018; STAHL; BROWN, 2015). A imunossenescência é composta em 

parte pela senescência celular, como também pelo acumulo à exposição de 

antígenos ao longo da vida, estressores/respostas ambientais e relações com 

patógenos agudos ou latentes/crônicos (STAHL; BROWN, 2015). 

As células senescentes são caracterizadas pela parada do ciclo celular 

associado a alterações fenotípicas e funcionais (GORGOULIS et al., 2019; MUÑOZ-

ESPÍN; SERRANO, 2014). Outros fatores são o declínio na diversidade do repertório 

de TCR, prejuízos na resposta à infecções latentes persistentes e desregulação do 

pool de células de memória conhecida como “memory inflation” (inflação de 

memória) (BUCHHOLZ; NEUENHAHN; BUSCH, 2011; KLENERMAN, 2018). 

Compreendem não apenas o sistema imune inato, como também o adaptativo 

(STAHL; BROWN, 2015).  

As células senescentes apresentam baixa capacidade proliferativa, mas ainda 

são metabolicamente ativas e secretam uma ampla gama de mediadores 

inflamatórios (COPPÉ et al., 2010; GORGOULIS et al., 2019). É esse fenótipo 

secretor associado à senescência (SASP, sigla do inglês) e/ou secretoma de 

mensagens de senescência (SMS, sigla do inglês) que desempenha papel 

importante na patologia relacionada à idade (COPPÉ et al., 2010; KUILMAN; 

PEEPER, 2009). Esse aumento de mediadores pró-inflamatórios desencadeia um 

fenômeno conhecido como “inflamm-aging” e é acompanhado por um estado de 

inflamação sistêmica crônica de baixo grau no qual indivíduos começam com um 

estado de inflamação deficitário antes da infecção/doença subjacente (FULOP et al., 

2014; HAZELDINE; LORD, 2020).  
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Deste modo, um ambiente inflamatório exacerbado pode levar a alterações no 

perfil de diferenciação e funcionalidade das células imunes, sendo que esses fatores 

promovem a expansão e/ou acúmulo de células senescentes (COVRE et al., 2020; 

NEHME et al., 2020). A qualidade e a quantidade das respostas das células T 

mudam com o envelhecimento fisiológico, trazendo consequências e alterações na 

eficácia da resposta imune o que pode levar à respostas inadequadas no organismo 

(AIELLO et al., 2019).  

As células T de memória se acumulam durante a vida e podem ser 

denominadas em T CM, T EM e células T terminalmente diferenciadas (ou efetora 

terminal, TE sigla do inglês) com base em alguns marcadores como: CD27 e 

CD45RA (AKBAR; FLETCHER, 2005; FULOP et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 

2021). CD45 é uma glicoproteína que constitui a membrana celular dos linfócitos e 

suas diferentes isoformas são geradas por splicing alternativo tendo dentre elas o 

CD45RA e CD45RO (BARASHDI et al., 2021). Outro marcador para determinar 

essas populações de memória é o receptor de quimiocina CCR7 (KOCH et al., 2008; 

RODRIGUEZ et al., 2021).  

Células T senescentes perdem a expressão dos receptores coestimuladores 

CD27 e CD28 requiridos para ativação dessas células, sendo o CD28 considerado 

um bom marcador de senescência celular (AIELLO et al., 2019; GATTINONI et al., 

2017; GORONZY; WEYAND, 2013). As células T CD4+ diferenciam-se pela perda 

primeiramente do receptor CD27- e posteriormente o CD28-, tendo os subsets 

(subconjuntos) ou subpopulações CD27+CD28+, CD27-CD28+ e CD27-CD28- 

(AMYES et al., 2003).  Enquanto as células T CD8+ à medida que se diferenciam 

para um fenótipo efetor perdem a expressão de CD28 e subsequentemente CD27, 

passando para um fenótipo senescente (APPAY et al., 2002).  

Assim, as células T naïve expressam os receptores CCR7+, CD45RA+ e 

CD27+, as células T CM expressam CCR7+, CD27+ e passam a não expressar o 

receptor CD45RA-, as células T EM não expressam os três receptores CCR7-, 

CD27- e CD45RA- (AKBAR; FLETCHER, 2005; GATTINONI et al., 2017; 

RODRIGUEZ et al., 2021). As frequências dessas células mudam conforme o 

envelhecimento fisiológico, como também na presença de infecções prévias, 
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concomitantes ou secundárias (CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2008; KOCH et al., 

2008).  

A capacidade reduzida de responder a novos antígenos está ligada ao 

número reduzido de células T naïve periféricas (KOCH et al., 2008). Essas células 

são abundantes na juventude, mas podem ir se “esgotando” por exposições a 

microrganismos ao longo da vida (além de poderem diminuir devido a involução do 

timo e de outros órgãos linfoides), diferenciando-se em subconjuntos de memória 

(AIELLO et al., 2019). 

As células terminalmente diferenciadas voltam a re-expressar CD45RA (T 

EMRA, sigla do inglês) e não expressam os receptores co-estimulatórios como 

CD27- e CD28- e também não expressam CCR7- (AKBAR; FLETCHER, 2005; 

KOCH et al., 2008). As T EMRA se acumulam com o envelhecimento fisiológico e 

após algumas infecções como por citomegalovírus (CMV) (KOCH et al., 2008; LIBRI 

et al., 2011). No mais, as T EMRA são associadas diretamente a 

imunossenescência, todavia precisam apresentar mais marcadores que condizem 

ao fenótipo senescente (HENSON; RIDDELL; AKBAR, 2012).  

Células T senescentes podem apresentar um fenótipo semelhante à células 

da imunidade inata como de células NK, tendo receptores que originalmente são 

expressos nessas células (COVRE et al., 2020). Assim é encontrado em células T 

senescentes um aumento da expressão do receptor CD57 (também conhecido por 

HNK-1, LEU-7 ou L2), originalmente descrito em células NK (KARED et al., 2016). 

Outro é o co-inhibitory receptor killer-cell lectin like receptor G1 (KLRG1), também 

originalmente descrito em células NK (HENSON; AKBAR, 2009). A expressão de 

KLRG1 não aumenta apenas com a senescência, mas também com fatores 

conhecidos por induzir a ativação e diferenciação de células T, como diante de 

patógenos e de células cancerígenas (HENSON; AKBAR, 2009; KARED et al., 

2016). CD57 e KLRG1 são comumente usados como marcadores de diferenciação 

celular para um fenótipo senescente.  

As células senescentes apresentam danos persistentes no DNA nuclear que 

podem ser denominados DNA-SCARSs (segmentos de DNA com alterações de 

cromatina reforçados pela senescência) (GORGOULIS et al., 2019; HUMPHREYS; 

ELGHAZALY; FRISAN, 2020; RODIER et al., 2011).  Uma das formas para avaliar 
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DNA-SCARS é pela expressão da fosforilação da histona H2Ax; a fosforilação da 

variante de histona H2Ax em sítios de quebras de DNA de fita dupla formam γH2Ax 

(CELESTE et al., 2003; WEITZMAN; WEITZMAN, 2014). Assim, células 

senescentes apresentam aumento da expressão de γH2Ax, sendo também 

marcador importante para demonstrar alteração no ciclo celular associado a 

imunossenescência (COVRE et al., 2020; RODRIGUEZ et al., 2021).  

Outro mecanismo envolvido com a imunossenescência são as mitogen-

activated protein kinases (proteína quinase ativada por mitógeno, MAPK sigla do 

inglês) que albergam vários sistemas complexos nos quais regulam diversas 

funções celulares tanto na imunidade inata e como da adaptativa (AIELLO et al., 

2019; MARTÍNEZ-LIMÓN et al., 2020). As MAPKs atuam fosforilando resíduos 

específicos de serina, treonina e/ou tirosina, sendo reguladoras de processos como 

expressão gênica, proliferação, diferenciação celular e apoptose (PATTERSON et 

al., 2014). As MAPKs convencionais consistem em três grandes grupos e as p38 

MAPKs estão dentre eles (MARTÍNEZ-LIMÓN et al., 2020). O p38 existe em quatro 

isoformas (α, β, γ e δ), que desempenham papéis essenciais na produção de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e TNF-α, além de mediadores inflamatórios 

(MACHADO; MACHADO; PASCUTTI, 2021). Geralmente pode estar ausente em 

células T senescentes, entretanto, o IFN-α acaba ativando a via de p38, 

desencadeando a senescência celular e levando à inibição da proliferação e da 

atividade da telomerase em células T não senescentes (LANNA et al., 2013).   

Tem sido visto que as células T CD4+ CD27-CD28- acionam a MAPK para 

estimular a via do p38, sendo que esse mecanismo pode inibir a atividade da 

telomerase, interferir na proliferação de células T e na expressão de componentes-

chave do TCR (LANNA et al., 2014). Dessa forma, as próprias células senescentes 

se autorregulam na sua manutenção e frequência. Outro ponto importante notar que 

linfócitos T CD4+ e CD8+ CD28-CD27- também apresentam altas frequências de 

NKRs (receptores de células NK), sugerindo que elas também podem mediar 

funções efetoras através desses receptores (PEREIRA et al., 2020). Por sua vez, um 

ambiente com alta produção de citocinas faz com que células de memória se 

diferenciem em T EMRA independente de estimulação por TCR (GEGINAT, 2003).  
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1.5 – IMUNOSSENESCÊNCIA E PATÔGENESE DE DOENÇAS 

 

Células T senescentes produzem concentrações significativamente mais altas 

de mediadores inflamatórios que contribuem para imunopatogênese de diversas 

enfermidades (CHOU; EFFROS, 2013). A atividade constante de células T 

senescentes ou ativadas cronicamente podem causar extensa perda óssea, 

fenômeno esse que ocorre em doenças como a artrite reumatoide e a osteoporose 

(FESSLER et al., 2018). Em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico, a 

imunosenescência parece contribuir na piora em diversas disfunções cognitivas, 

como nos domínios de atenção, recordação e visão-espacial (KALIM et al., 2020).  

No mais, as células T senescentes estão presentes em doenças infecciosas 

como a leishmaniose tegumentar e contribuem para persistência da infecção 

(COVRE et al., 2019). Além disso, a expressão de marcadores de senescência mais 

aumentada em lesões de leishmaniose cutânea se correlaciona com o tamanho da 

lesão apresentada (FANTECELLE et al., 2021).  

Tamanho e alterações telemétricas, principalmente encurtamento de 

telômero, estão também presentes em células senescentes (MUÑOZ-ESPÍN; 

SERRANO, 2014). Assim, o comprimento dos telômeros de linfócitos do sangue 

periférico parece contribuir para o desenvolvimento do carcinoma orofaríngeo 

associado ao papiloma vírus (HPV, sigla do inglês) (ZHANG et al., 2013). Desse 

modo, é importante entender o papel de células T senescentes e como contribuem 

para imunopatogênese associada.  

Na infecção por vírus da influenza em idosos houve uma diminuição de 

células T naïve e também um aumento da senescência e diferenciação terminal de 

células T CD8+ específicas do vírus (DOLFI et al., 2013). Houve aumento da 

expressão de células T senescentes, com a redução da frequência de CD28 e 

aumento das frequências de CD57 e KLRG1 em pacientes com vírus Epstein-Barr 

(VEB ou EBV sigla do inglês) associado a linfoma (LIU et al., 2020). Porcentagens 

de células CD8+ negativas para CD28 ou CD27 estavam mais aumentadas em 

pacientes com paraparesia espástica tropical/mielopatia associada ao vírus-T 

linfotrópico humano do tipo 1 (HTLV-1, sigla do inglês) (HAM/TSP, sigla do inglês) 

em comparação com portadores de vírus assintomáticos saudáveis ou controles 
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saudáveis (SABOURI et al., 2008). Infecções crônicas relacionadas ao CMV levam a 

uma expansão atípica de células T CD8+ de memória específicas do vírus que retêm 

um metabolismo ativo enquanto expressam um fenótipo senescente (PAWELEC, 

2014).  

O vírus da hepatite C (HCV sigla do inglês) e o vírus da hepatite B (HBV sigla 

do inglês), além do CMV, são frequentemente detectados em pessoas vivendo com 

HIV/AIDS tratadas com terapia antirretroviral combinada (TROY et al., 2016) 

apoiando a noção de que uma exposição constante ao antígeno pode contribuir para 

uma imunossenescência disfuncional (TEDESCHI et al., 2022).  

Sabe-se que expansões de células T de memória altamente diferenciadas 

têm sido associadas a respostas vacinais reduzidas, principalmente na população 

idosa (GORONZY, et al., 2001). KLRG1 super expresso em células T CD4+ de não 

respondedores à vacina do vírus do HBV infectados pelo HCV foi associado a piora 

na resposta vacinal (SHI et al., 2014). Não só em idosos, mas em adultos jovens 

CMV+ a expansão de células T CD4+ CD57+KLRG1+ terminalmente diferenciadas 

antes da vacinação MVA-EBO-Z foi negativamente associada a respostas de 

anticorpos específicos da vacina contra o vírus Ebola (BOWYER et al., 2020). Por 

isso, é importante entender o fenótipo das células T senescentes no contexto atual 

da COVID-19.  

A população T CD4+ CD27-CD28- estava mais aumentada em pacientes 

CMV+ (AMYES et al., 2003; BOWYER et al., 2020) e tem sido visto que as células T  

CD4+ CD27-CD28- específicas para o CMV apresentam características de células T 

reguladoras (Treg) (TOVAR-SALAZAR et al., 2010; TOVAR-SALAZAR; WEINBERG, 

2017). A infecção latente por CMV parece estar associada a um risco aumentado de 

hospitalização relacionada ao COVID-19 (ALANIO et al., 2022). Visto isso, entender 

a relação da infecção por CMV, levando em consideração que a população mais 

idosa é mais propensa a se infectar por SARS-CoV-2 e a ter esse vírus, sendo 

esses fatores contribuintes para um acúmulo de células T senescentes que 

interferem na imunopatogênese em co-infecções. Isso já é descrito em pacientes 

HIV+ co-infectados com CMV+ no qual há maior acúmulo de células T CD4+ CD28-

CD27- do que aqueles CMV-HIV- e CMV+HIV- (TOVAR-SALAZAR; WEINBERG, 

2017).  
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1.6 – IMUNOSSENESCÊNCIA E COVID-19 

 

Embora a razão CD4/CD8 esteja mais aumentada em pacientes COVID-19 

em relação aos indivíduos saudáveis, quando comparados com a gravidade da 

doença não parece haver diferença significativa (MAZZONI et al., 2020; WANG et 

al., 2020b; WEISKOPF et al., 2020). Em amostras de linfonodos torácicos e baço 

post-mortem de pacientes com COVID-19 houve perda da capacidade proliferativa 

de células T CD4+ Tfh, o que explica em parte a durabilidade limitada das respostas 

de anticorpos contra o coronavírus (KANEKO et al., 2020).  

Além do mais, houve um aumento da frequência de células T CD4+ efetora 

terminal CCR7−CD45RA+CD28−CD27+/− em pacientes com COVID-19 (BIASI et 

al., 2020). A frequência do fenótipo de células T CD4+ EMRA (CD45RA+CCR7-) foi 

significativamente maior em pacientes graves/críticos em comparação com os 

grupos de pacientes leves/moderados e de pacientes recuperados (GARCIA-

GASALLA et al., 2022). Assim como acúmulo de células T CD8+ EMRA 

(CD45RA+CD27- ou CD45RA+CD27-CCR7-) (ADAMO et al., 2021; MATHEW et al., 

2020; NEIDLEMAN et al., 2020). Ainda mais, foram encontradas frequências mais 

aumentadas de células T CD4+ CD28-CD57+ em pacientes com COVID-19 

gravemente infectados na fase aguda da doença (ARCANJO et al., 2021). Ainda na 

fase aguda houve elevação das frequências de células T CD4+ EMRA produtoras de 

GM-CSF, envolvidas na tempestade de citocinas, e essas correlacionaram-se 

positivamente com a gravidade da doença (KREUTMAIR et al., 2021). Esses 

achados são importantes para correlacionar a gravidade da doença e a entender o 

perfil fenotípico das células T com a imunossenescência na COVID-19.  

A população de T CD8+ CD27-CD28- estava mais aumentada na forma mais 

grave da COVID-19 em relação a forma moderada, demonstrando que quanto mais 

grave a apresentação clínica mais acúmulo de fenótipo senescente (SEGUNDO et 

al., 2021). Houve aumento de citotoxicidade com aumento das expressões de 

granzima B e perforina em células T CD8+ (GRIFONI et al., 2020). Os pacientes 

com COVID-19 apresentaram frequências mais altas de células T CD8+ produzindo 

moléculas citotóxicas como granzimas A e B, bem como perforina em comparação 
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aos controles saudáveis (BERGANTINI et al., 2021; WESTMEIER et al., 2020). 

Quando avaliadas, há aumento de grânulos citotóxicos (granzima B e perforina) em 

indivíduos com a forma mais grave da doença, indicando uma (hiper)ativação de 

citotoxicidade dessas células, podendo ser um agravante na doença (ADAMO et al., 

2021; KANG et al., 2020; SONG et al., 2020). No pulmão, a ativação excessiva de 

células T citotóxicas parece não ser protetora, mas causadora de danos e sequelas 

pulmonares após a infecção por SARS-CoV-2 (WU et al., 2021).  

De forma complementar, células T senescentes possuem propensão natural 

de migração para tecidos periféricos inflamados, onde se acumulam e mediam 

danos teciduais de forma inespecífica (COVRE et al., 2019; DOCK; EFFROS, 2011; 

VUKMANOVIC-STEJIC et al., 2015). Foi visto em lavado brônquio alveolar (LBA) de 

pacientes após a fase aguda de COVID-19 um aumento de frequência de células T 

CD8+; as respostas desreguladas dessas células estavam associadas a função 

pulmonar prejudicada após pneumonia viral (CHEON et al., 2021). Pacientes com 

sequela pulmonar apresentavam acúmulos de células T senescentes, principalmente 

com aumento de CD57 e KLRG1, mesmo após um ano da infecção por COVID-19 

(WU et al., 2021).  

 

JUSTIFICATIVA 

 

Visto que o acúmulo de células T senescentes estão associadas a 

imunopatogênese de diversas infecções (COVRE et al., 2019; DOLFI et al., 2013; 

LIU et al., 2020; TEDESCHI et al., 2022; TROY et al., 2016) e que pacientes com 

COVID-19 apresentam inúmeros fatores que podem estar associados a 

imunossenescência como aumento de frequência de EMRA, NKRs, SASP e 

citotoxicidade. Este estudo tem como interesse avaliar características fenotípicas de 

CD4+ e CD8+, além de analisar o estado de diferenciação e características de 

senescência dessas células na infecção pelo SARS-CoV-2, de humanos em 

diferentes estágios da COVID-19.   
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2 – OBJETIVOS: GERAL E ESPECÍFICOS 

 

2.1 – OBJETIVO GERAL:  

 

Esta proposta objetiva analisar fenotipicamente células T senescentes durante a 

COVID-19, bem como de estabelecer sua relação com a patogênese e gravidade da 

doença. 

 

2.1.1 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

 

- Avaliar o perfil clínico através dos resultados de exames laboratoriais de 

pacientes oligossintomáticos, moderados e graves, diagnosticados com 

COVID-19;  

- Avaliar a expressão fenotípica das populações de células T totais e suas 

subpopulações dos três grupos;  

- Avaliar as expressões fenotípicas de senescência nas populações de células 

T entre os três grupos.  
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3 – MÉTODOS 

 

3.1 – ASPECTOS ÉTICOS E SELEÇÃO DE PACIENTES 

 

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes e 

normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos. O projeto teve 

aprovação ética do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Cassiano 

Morais (HUCAM) – UFES, número referencial # 32171120.0.0000.5071 (APÊNDICE 

A). 

Ao todo foram selecionados pacientes entre 18 e 65 anos, positivamente 

diagnosticados com COVID-19 (diagnóstico molecular RT-PCR (swab nasofaríngeo) 

e/ou diagnóstico imunológico por ELISA para IgM/IgG) para SARS-CoV-2), 

atendidos nos serviços dos hospitais HUCAM (Vitória, ES), do Hospital Jayme dos 

Santos Neves (Serra, ES) e do Hospital Dório Silva (Serra, ES). Os pacientes e/ou 

familiares foram informados sobre os objetivos do projeto, e os que consentiram em 

participar do estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

(APÊNDICE B).  

Os pacientes foram classificados em 3 grupos de estudo (Oligossintomáticos, 

Moderados e Graves), segundo as diretrizes para diagnóstico e tratamento da 

COVID-19 preconizados pelo Ministério da Saúde do Brasil. Indivíduos com histórico 

de neoplasia, desordens imunossupressivas, que estiveram em uso crônico de 

retrovirais ou que desejaram a qualquer momento se retirar da pesquisa foram 

excluídos do estudo. 

Os pacientes oligossintomáticos foram acompanhados por 180 dias (junho de 

2020 a janeiro 2021) após a confirmação da infecção por SARS-CoV-2. Esses 

pacientes foram identificados pelos tempos de coleta: D15 (até 15 dias após a 

infecção), D30, D45, D60, D90/D120 e D180, sucessivamente. Sendo o principal 

foco o grupo D15 para as coletas de sangue com objetivo de isolar as células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC, sigla do inglês).  

Os pacientes moderados e graves foram coletados uma única vez (entre 

junho e agosto de 2020) enquanto estavam internados dentro do período da 

infecção viral, no tempo máximo de 20 dias após a confirmação do diagnóstico.  
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3.2 – ANÁLISES DOS PRONTUÁRIOS E EXAMES LABORATORIAIS 

 

Exames como hemograma, bioquímicos, gasométricos e as imunoglobulinas 

foram incluídos no estudo para fins de comparação entre os grupos e com os 

achados das experimentações fenotípicas.  

Os valores de referência de cada exame foram extraídos dos laboratórios de 

análises clínicas dos hospitais e clínicas em que foram realizados. 

 

3.3 – COLETA DE AMOSTRAS E ISOLAMENTO DE CÉLULAS 

 

As amostras de sangue foram coletadas por profissionais treinados seguindo 

os protocolos de segurança e utilização de equipamentos de proteção individual, 

utilizando o método de coleta à vácuo em tubo de coleta com heparina sódica. As 

PBMC foram obtidas do tubo de coleta com heparina, separadas por meio de 

gradiente de concentração utilizando Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) e 

posteriormente armazenadas em meio de congelamento celular (10% 

Dimetilsulfóxido (DMSO) em Soro Fetal Bovino (SFB)) até o uso. 

Para a realização dos experimentos, as células foram descongeladas em 

banho-maria a 37ºC e diluído na proporção 1:10 em RPMI completo (contendo RPMI 

base com antibióticos, SFB, L-glutamina). Posteriormente foram centrifugadas e 

resuspendidas novamente em RPMI completo (aproximadamente 5 ml), realizada a 

contagem de células viáveis em câmara de Neubauer e postas em estufa de CO2 

por no mínimo 4h.   

 

3.4 – CITOMETRIA DE FLUXO  

 

Uma parte das PBMC foram utilizadas para os experimentos de 

imunofenotipagem celular para populações de células T. Para a análise, por 

citometria de fluxo, cerca de 1 x 106 células/ml foram transferidas para uma placa de 

96 poços de fundo cônico e centrifugadas. Após o processo, as células foram 

ressuspendidas em solução tampão fosfato-salino (PBS) e novamente 

centrifugadas. Posteriormente, as células foram incubadas com marcação para 
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viabilidade celular Live/Dead (Zombie NIR) por 15 min em temperatura ambiente. 

Após isso, as células foram ressuspendidas em PBS, centrifugadas e 

resusspendidas PBS com 2% de soro fetal bovino, contendo os anticorpos para 

marcação de superfície extracelular por cerca de 15min em temperatura ambiente. 

Os anticorpos usados na marcação estão descritos na TABELA 1. Depois esses 

anticorpos foram fixados com PBS + 1% paraformaldeído por cerca de 15 min, logo 

após lavados com tampão FACS 2% SFB e as células resuspendidas nesse mesmo 

tampão (aproximadamente 500 μl) para aquisição no citômetro.  

Para outra marcação extracelular foram fixadas com PBS + 2% 

paraformaldeído por 10min a 37ºC. As células foram lavadas duas vezes com FACS 

2% SFB, após isso foram permeabilizadas com BD PhosflowTM Perm Buffer III [BD 

Biosciences cat# 558050] por 30min no gelo (freezer –20ºC). Depois as células 

foram incubadas para anticorpos p-p38 (PE) e p-γH2Ax (FITC) por 30min em 

temperatura ambiente (TABELA 1). Lavadas novamente com FACS 2% SFB e 

ressuspendidas nesse mesmo tampão para aquisição no citômetro.  

Essas células foram adquiridas de 100.000 a 150.000 células/eventos por 

amostra dentro do gate single cells no equipamento CytoFLEX LX [Beckman Coulter 

Life Sciences, USA] e analisadas no software FlowJo versão 10.8.1 para Mac OS X. 

Foram utilizados os métodos de Fluorescence Minus One (FMO) ou a população 

positiva do grupo oligo. Os dados de citometria estão expressos em frequência (%) e 

intensidade média de fluorescência (MFI, sigla do inglês).   

 

TABELA 1. Descrição dos anticorpos usados para marcação da PBMC na citometria de fluxo 
classificados por fluoróforo conjugado, clone, isotipo, catálogo, marca e diluição. 
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3.4.1 - DETERMINAÇÃO DAS POPULAÇÕES DE CÉLULAS T 

 

Estratégia de análise geral para determinação das populações de linfócitos se 

deu primeiramente por tamanho (FSC-H) e granulosidade (SSC-H), singles cells 

(FSC-H x FSC-A) para exclusão de eventos duplicados, células viáveis (DEAD-, 

FSC-H x NIR), população de células T CD3+ (CD56 PE/Dazzle 594 x CD3 BV510) e 

determinação das populações T CD4+ e T CD8+ totais (CD4 PerCP-Cy5.5 ou PE-

Cy5 x CD8 Alexa Fluor 700) (FIGURA 1). 

 

 
 

FIGURA 1. Estratégia de análise para definição das populações de células T. 

 

 

3.5 – ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism versão 

9.1.1 para Mac OS X. Os dados foram representados por média ± erro padrão da 

média em tabelas e/ou gráficos. Os valores considerados significativos quando p < 

0,05.  
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Foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk para analisar se os dados 

apresentavam distribuição normal. Para retirada/exclusão de outliers foi utilizado o 

método de ROUT (Q = 1%).  

O teste de Mann-Whitney para dados não pareados e o Teste Wilcoxon para 

dados pareados foram realizados para todas as variáveis contínuas não 

paramétricas. Para mais de três variáveis não paramétricas foram realizados o Teste 

de Kruskal-Wallis para dados não pareados, Teste de Friedman para dados 

pareados e post-hoc "Original FDR method of Benjamini and Hochberg". 
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4 – RESULTADOS  

 

4.1 – DADOS GERAIS DOS PACIENTES  

 

 Foram arrolados ao todo para análises clínicas e laboratoriais cerca de 108 

pacientes, classificados conforme apresentação dos sintomas entre 42 pacientes 

oligossintomáticos, aqueles indivíduos que apresentavam sintomas leves e diversos 

que não precisaram de internação hospitalar, 40 pacientes moderados que 

necessitaram de internação hospitalar e acompanhamento médico e 26 pacientes 

graves que além de internação em UTI, ainda precisaram de suporte de ventilação 

mecânica.  

 A TABELA 2 resume as características gerais dos pacientes, sexo biológico e 

a idade cronológica média dos grupos arrolados na pesquisa.  

 

TABELA 2. Características gerais como sexo biológico e idade dos pacientes do grupo oligo (n = 42) 
arrolados do HUCAM e dos pacientes dos grupos moderado (n = 40) e grave (n = 26) arrolados do 
Hospital Dr. Jayme dos Santos Neves e do Hospital Dório Silva.  

 

 OLIGO MODERADO GRAVE 

MASCULINO 12 20 16 

FEMININO 30 20 10 

IDADE 39,74 ± 1,61 51,15 ± 2,16 48,08 ± 1,65 

 

4.2 – DADOS DE INTERNAÇÃO 

 

A porcentagem dos pacientes que obtiveram alta médica durante o período do 

estudo foi de 73,53% (25 de 34) no grupo moderado e 30,77% (8 de 26) no grupo 

grave. Já a porcentagem dos pacientes que foram à óbito durante o período do 

estudo no grupo moderado foi de 11,76% (4 de 34) e no grave foi de 62,54% (16 de 

26). O restante dos pacientes que ou foram transferidos ou não tiveram informações 

sobre a internação foi de 14,71% (5 de 34) no grupo moderado e 7,36% (2 de 26) no 

grupo grave (FIGURA 2A).  

O tempo médio em dias de internação do grupo moderado e grave foi de 7,72 

± 0,83 (n = 29) e 15,33 ± 1,45 (n = 21), respectivamente. Ainda, o tempo médio de 
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internação do grupo grave foi significativamente maior do que os observados no 

grupo moderado (**** p < 0,0001, FIGURA 2B).  

 

 

 
FIGURA 2. A) Dados de alta, óbitos e outros dos grupos moderado e grave. B) Tempo médio de 
internação do grupo moderado e grave do Hospital Dr. Jayme dos Santos Neves. Moderado (n = 29) 
e grave (n = 21). Teste de Mann-Whitney, ****p < 0,0001. 

 

 

4.3 – EXAMES LABORATORIAIS 

 

4.3.1 – HEMOGRAMA E COMPONENTES 

  

 Os exames sanguíneos como hemograma demonstram os valores de 

diversos componentes da corrente sanguínea e são auxiliares no acompanhamento 

e controle da COVID-19. Os dados de hemograma e componentes estão resumidos 

na TABELA 3. Houve diminuição dos níveis de Concentração de Hemoglobina 

Corpuscular Média (CHCM), de linfócito e de monócito no grupo grave em relação 

ao moderado (TABELA 3, linhas 6, 13 e 15). Em contrapartida, houve um aumento 

dos níveis de RDW, leucócito, neutrófilo bastão, segmentado, bastão global e 

segmentado global no grupo grave em relação ao moderado (TABELA 3, linhas 7, 

9, 10, 11, 14 e 15).  

Quando observados os valores de hemoglobina estavam ligeiramente 

diminuídos nos dois grupos em relação aos valores de referência para esse analito 

(TABELA 3, linha 2). Enquanto para leucócitos e monócitos, esses apresentaram 

níveis aumentados em relação aos valores de referência, principalmente no grupo 

grave (TABELA 3, linhas 9 e 14). Os valores de neutrófilo segmentado estavam 

aumentados no grupo grave em relação aos valores de referência (TABELA 3, linha 
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11). Já os níveis de linfócitos estavam diminuídos em relação aos valores de 

referência nos dois grupos (TABELA 3, linha 12).  

 
 
TABELA 3. Dados laboratoriais de hemograma e componentes dos pacientes moderados e graves 
do Hospital Estadual Dr. Jayme Santos Neves. VCM = Volume Corpuscular Médio, HCM = 
Hemoglobina Corpuscular Média. Teste de Mann-Whitney. 

 

 
MODERADO GRAVE p 

VALORES DE 
REFERÊNCIA 

HEMÁCIAS 
3,97 ± 0,13  

(n = 34) 
3,85 ± 0,13  

(n = 26) 
0,3795 3,90 ~ 5,72 

HEMOGLOBINA 
11,56 ± 0,38  

(n = 34) 
11,04 ± 0,38  

(n = 26) 
0,3039 12,00 ~ 17,50 

HEMATÓCRITO 
34,58 ± 1,07  

(n = 34) 
33,48 ± 1,07  

(n = 26) 
0,4084 34,90 ~ 50,00 

VCM 
87,61 ± 1,00  

(n = 34) 
88,67 ± 0,72  

(n = 23) 
0,4403 81,20 ~ 98,30 

HCM 
29,26 ± 0,38  

(n = 34) 
29,27 ± 0,33  

(n = 23) 
0,5856 26,00 ~ 34,00 

CHCM 
33,51 ± 0,19  

(n = 33) 
32,95 ± 0,24  

(n = 26) 
< 0,05* 32,00 ~ 34,90 

RDW 
14,00 ± 0,24  

(n = 32) 
14,58 ± 0,23  

(n = 24) 
< 0,05* 11,80 ~ 15,60 

PLAQUETAS 
286.559 ± 20.152  

(n = 34) 

279.192 ± 
17.422  
(n = 26) 

0,8969 150.000 ~ 450.000 

LEUCÓCITOS 
10.869 ± 938,2  

(n = 32) 
12.204 ± 434,0  

(n = 24) 
< 0,05* 4.000 ~ 10.500 

NEUTRÓFILO 
BASTÃO 

2,00 ± 0,00  
(n = 27) 

2,36 ± 0,13  
(n = 25) 

0,0013** 0,00 ~ 4,00 

NEUTRÓFILO 
SEGMENTADO 

74,64 ± 1,85  
(n = 33) 

83,87 ± 0,90  
(n = 26) 

< 0,0001**** 45,00 ~ 75,00 

LINFÓCITOS 
14,56 ± 1,40  

(n = 33) 
8,03 ± 0,57  

(n = 26) 
0,0012  

*** 
22,00 ~ 45,00 

EOSINÓFILOS 
1,36 ± 0,24  

(n = 34) 
0,69 ± 0,13  

(n = 26) 
0,0574 1,00 ~ 5,00 

MONÓCITOS 
6,61 ± 0,55  

(n = 34) 
4,80 ± 0,39  

(n = 26) 
< 0,05* 1,00 ~ 3,00 
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BASTÃO 
GLOBAL 

230,2 ± 20,93  
(n = 31) 

286,7 ± 21,27  
(n = 24) 

< 0,05* ~ 

SEGMENTADO 
GLOBAL 

7.551 ± 800,6  
(n = 31) 

10.985 ± 606,7  
(n = 26) 

0,0001*** ~ 

LINFÓCITO 
GLOBAL 

1.452 ± 152,9  
(n = 33) 

1.030 ± 83,46  
(n = 26) 

0,0745 ~ 

EOSINÓFILO 
GLOBAL 

79,99 ± 16,22  
(n = 27) 

76,97 ± 14,87  
(n = 25) 

0,8853 ~ 

MONÓCITO 
GLOBAL 

639,4 ± 59,11  
(n = 33) 

579,2 ± 48,51  
(n = 25) 

0,6043 ~ 

 

4.3.2 – BIOQUÍMICOS E GASOMETRIA 

 

Da mesma forma que o hemograma, os exames bioquímicos auxiliam no 

acompanhamento dos pacientes internados e apresentam diversos indicadores de 

danos em tecidos e sistemas. Os dados estão resumidos na TABELA 4. Destacam-

se o aumento dos níveis de DHL, bilirrubina direta, proteína C reativa, ureia e 

creatinina no grupo grave em relação ao moderado (TABELA 4, linhas 1, 4, 9, 11 e 

12).  

Os valores de DHL, TAP, ureia, creatinina e triglicerídeos estavam 

aumentados em relação aos valores de referência nos grupos moderado e grave 

(TABELA 4, linhas 1, 6, 11, 12 e 13).  

 
TABELA 4. Exames bioquímicos dos pacientes moderados e graves do Hospital Estadual Dr. Jayme 
Santos Neves. TAP = Tempo de Protrombina, INR = Razão Normalizada Internacional, PTTK = 
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada. Teste de Mann-Whitney. 

 

 
MODERADO GRAVE p 

VALORES DE 
REFERÊNCIA 

DHL 
446,2 ± 43,15  

(n = 29) 
749,2 ± 66,48  

(n = 21) 
0,0002*** 110,00 ~ 248,00 

FERRITINA 
1.284 ± 337,8  

(n = 11) 
1.897 ± 453,6  

(n = 14) 
0,4668 ~ 

BILIRRUBINA 
TOTAL 

0,45 ± 0,04  
(n = 29) 

0,58 ± 0,08  
(n = 20) 

0,3249 ~  

BILIRRUBINA 
DIRETA 

0,087 ± 0,01  
(n = 23) 

0,18 ± 0,03  
(n = 19) 

< 0,05*  ~  
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BILIRRUBINA 
INDIRETA 

0,33 ± 0,02  
(n = 30) 

0,34 ± 0,031  
(n = 19) 

0,7720  ~  

TAP 
16,48 ± 0,72  

(n = 12) 
15,14 ± 0,30  

(n = 12) 
0,0773 12,00 ~ 14,00 

TAP – INR 
1,15 ± 0,03  

(n = 12) 
1,28 ± 0,07  

(n =12) 
0,1438 1,00 ~ 1,2 

TROPONINA I 
0,05 ± 0,02  

(n = 4) 
4,33 ± 3,49  

(n = 4) 
0,3143 > 0,04 

PROTEÍNA C 
REATIVA 

95,34 ± 11,73  
(n = 32) 

162,6 ± 21,29  
(n = 20) 

0,0083** ~ 

DÍMERO D 
1,22 ± 0,26  

(n = 9) 
10,08 ± 3,43  

(n = 8) 
0,0927 ~ 

UREIA 
53,97 ± 5,54  

(n = 32) 
85,80 ± 10,60  

(n = 25) 
0,0077** 17,00 ~ 43,00 

CREATININA 
0,86 ± 0,07  

(n = 31) 
2,43 ± 0,42  

(n = 26) 
< 0,05* 0,66 ~ 1,09 

TRIGLICERÍDEOS 
234,2 ± 48,86  

(n = 10) 
192,9 ± 27,36  

(n = 15) 
0,8488 0,10 ~ 175,00 

PTTK – TEMPO 
34,99 ± 1,68  

(n = 8) 
38,01 ± 1,45  

(n = 10) 
0,1395 22,00 ~ 40,00 

 

 

Os dados de gasometria avaliam equilíbrio ácido-base demonstrando o 

estado do sistema cardiorrespiratório e são muito importantes para monitorar os 

pacientes internados por COVID-19. As performances pulmonar e metabólica do 

grupo grave parecem estar mais prejudicadas com a diminuição do pH e aumento da 

Pressão Parcial de Gás Carbônico (PCO2), inclusive em relação aos valores de 

referência desses analitos (TABELA 5, linhas 1 e 3).  A saturação de ambos os 

grupos estava ligeiramente diminuída em relação aos valores de referência para 

esse analito (TABELA 5, linha 6).  

 
TABELA 5. Gasometria arterial dos pacientes moderados e graves do Hospital Estadual Dr. Jayme 
Santos Neves. PO2 = Pressão Parcial de Oxigênio. Teste de Mann-Whitney. 

 

 
MODERADO GRAVE p 

VALORES DE 
REFERÊNCIA 
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pH 
7,38 ± 0,02  

(n = 33) 
7,29 ± 0,02  

(n = 26) 
0,0002*** 7,35 ~ 7,45 

PO2 
86,85 ± 4,69  

(n = 33) 
94,08 ± 5,39  

(n = 26) 
0,2495 83,00 ~ 108,00 

PCO2 
42,03 ± 0,92  

(n = 32) 
55,82 ± 2,97  

(n = 26) 
< 0,0001**** 35,00 ~ 45,00 

BICARBONATO 
23,82 ± 0,42  

(n = 32) 
25,08 ± 0,78  

(n = 25) 
0,5255 21,00 ~ 28,00 

BASE 
-0,56 ± 0,57  

(n = 33) 
-1,72 ± 1,08  

(n = 26) 
0,1816 -3,00 ~ 3,00 

SATURAÇÃO 
94,48 ± 0,73  

(n = 34) 
95,06 ± 0,58  

(n = 25) 
0,9363 96,00 ~ 110,00 

 

 

4.3.3 – IMUNOGLOBULINAS 

 

Para avaliar a titulação das classes de anticorpos envolvidos na COVID-19, 

IgM e IgG foram mensurados nos tempos D15, D30, D45, D60, D90/120 e D180 

após a infecção por SARS-CoV-2 (FIGURA 3A e B).  

O teste da marca Abbot para IgG que utilizou amostras coletadas no D15 

apresentou uma média de 1,51 ± 0,35 (n = 18), D30 2,39 ± 0,48 (n = 18), D45 1,65 ± 

0,30 (n = 18), D60 1,63 ± 0,31 (n = 18), D90/120 1,13 ± 0,22 (n =18) e D180 0,35 ± 

0,08 (n = 18) (FIGURA 3A). Enquanto o IgM apresentou valores médios para D15 

2,59 ± 0,67 (n = 15), D30 1,66 ± 0,36 (n = 15), D45 1,16 ± 0,25 (n = 15), D60 0,94 ± 

0,23 (n = 15), D90/120 0,67 ± 0,19 (n = 15) e D180 0,46 ± 0,11 (n = 15) (FIGURA 

3B). Houve, portanto, uma diminuição dos níveis de IgG e IgM conforme passaram 

os dias, as diferenças estatísticas estão representadas na FIGURA 3A e B.  
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FIGURA 3. Níveis de A) IgG e B) IgM marca Abbot dos pacientes oligossintomáticos do HUCAM nos 
tempos D15, D30, D45, D60, D90/D120 e D180. Teste de Friedman, post-hoc de FDR Benjamini e 
Hochberg. * p < 0,05, ** p < 0,02, **** p < 0,0001. 

 

 

4.4 – ESCOLHA DA AMOSTRA PARA EXPERIMENTOS DE CARACTERIZAÇÃO 

FENOTÍPICA  

 

 Dos 108 pacientes arrolados na pesquisa, foram escolhidos 36 indivíduos 

divididos nos grupos oligo, moderado e grave (n = 12, cada). Foram equiparados por 

idade e tempo de infecção viral (>10 dias de sintomas). A TABELA 6 resume os 

dados de identificação (ID), idade (anos), sexo biológico e origem hospitalar dos 

pacientes dos grupos oligo, moderado e grave escolhidos para as análises de 

citometria de fluxo ex vivo.  

 
TABELA 6. Dados clínicos dos pacientes dos grupos oligo, moderado e grave (n = 12, cada) para as 
análises de citometria. † = veio a óbito. 
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4.4.1 – DIMINUIÇÃO DE CÉLULAS VIÁVEIS NOS GRUPOS MODERADO E 

GRAVE  

 

A primeira análise foi a comparação da viabilidade celular de linfócitos totais 

entre os grupos oligo, moderado e grave. Destacou-se uma diminuição de 

frequência de células viáveis nos grupos moderado e grave (< 90%) em relação ao 

grupo oligo (FIGURAS 4A e B). Não foi observado diferenças entre o grupo 

moderado e severo (FIGURA 4A). 

 

 

 
 
FIGURA 4. Comparação das frequências de células viáveis entre os grupos oligo, moderado e grave. 
A) Frequência em porcentagem nos três grupos (n = 12, cada). Teste de Kruskal-Wallis, post-hoc 
FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, *** p < 0,0005. B) Estratégia de análise de células viáveis dos 
três grupos. 

 

 

4.4.2 – CÉLULAS T DOS GRUPOS OLIGO, MODERADO E GRAVE 

 

A frequência e proporção de células T são indicadores de fenótipo 

senescente, dessa forma foram analisadas as frequências dessas células entre os 
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três grupos. A análise das frequências de células T CD3+ não demonstrou diferença 

entre eles (FIGURA 5A). Enquanto a frequência de células T CD4+ do grupo 

moderado foi maior em relação aos grupos oligo e grave (FIGURAS 5A e B). Já a 

frequência de células T CD8+ foi menor no grupo moderado em relação ao oligo 

(FIGURAS 5A e C).   

 

 

 
 
FIGURA 5. A) Gráfico das frequências totais das células T CD3+, T CD4+ e T CD8+ dos grupos oligo, 
moderado e grave (n = 12, cada). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 
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0,05, ** p < 0,0098.  Estratégia de análise e comparação das frequências de células B) T CD4+ e C) 
T CD8+ nos três grupos. 

 

4.4.3 – RECEPTORES DE IMUNOSSENESCÊNCIA CD57 E KLRG1 EM CÉLULAS 

T 

 

Posteriormente foram realizadas as análises do perfil de senescência em 

células T. Para tanto, utilizamos os marcadores CD57 e KLRG1 que são altamente 

expressos em células terminalmente diferenciadas. Os resultados demonstram que 

não houve diferença de frequência e MFI de células T CD4+ CD57+ nos grupos 

oligo, moderado e grave (FIGURAS 6B e C), assim como não houve diferença de 

frequência e MFI de células T CD4+ KLRG1+ nos três grupos (FIGURAS 7B e C).  

 

 
 
FIGURA 6. A) Estratégia de análise de células T CD4+ CD57+. B) Gráfico das frequências de células 
T CD4+ CD57+ nos grupos oligo (n = 12), moderado (n = 11) e grave (n = 12) e C) gráfico do MFI das 
células T CD4+ CD57+ nos grupos oligo (n = 11), moderado (n = 11) e grave (n = 12). Teste Kruskal-
Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. 
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FIGURA 7. A) Estratégia de análise de células T CD4+ KLRG1+. B) Gráfico da frequência de células 
T CD4+ KLRG1+ nos grupos oligo, moderado e grave (n = 12, cada) e C) gráfico do MFI das células 
T CD4+ KLRG1+ nos três grupos (n = 12, cada). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
Hochberg. 

 

Da mesma forma que também não houve diferença de frequência e MFI de 

células T CD8+ CD57+ nos três grupos (FIGURAS 8B e C), assim como também 

não houve diferença de frequência e MFI de células T CD8+ KLRG1+ nos três 

grupos (FIGURAS 9B e C). 
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FIGURA 8. A) Estratégia de análise de células T CD8+ CD57+. B) Gráfico da frequência de células T 
CD8+ CD57+ nos três grupos (n = 12, cada) e C) gráfico do MFI das células T CD8+ CD57+ nos 
grupos oligo (n = 11), moderado (n = 11) e grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR 
Benjamini e Hochberg. 

 

 
 
FIGURA 9. A) Estratégia de análise de células T CD8+ KLRG1+. B) Gráfico da frequência de células 
T CD8+ KLRG1+ nos grupos oligo, moderado e grave (n = 12, cada) e C) gráfico do MFI das células 
T CD8+ KLRG1+ nos três grupos (n = 12, cada). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
Hochberg. 
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4.4.4 – AVALIAÇÃO DE DANOS NO DNA E EXPRESSÃO DE P38 EM CÉLULAS 

T  

 

A expressão da p38 MAPK, bem como o acúmulo de dano no DNA tem sido 

explorado como marcadores de características de imunossenescência (FREUND; 

PATIL; CAMPISI, 2011; RODIER et al., 2011). Deste modo, nossas análises 

demonstram um aumento da frequência de T CD4+ γH2Ax+ no grupo moderado em 

relação ao grupo oligo, no grupo grave em relação ao oligo e ao moderado 

(FIGURAS 10A e B). Enquanto o MFI de células T CD4+ γH2Ax+ estava aumentado 

no grupo grave em relação ao oligo e moderado (FIGURAS 10C e D), mas não 

houve diferença entre os grupos oligo e moderado (FIGURA 10C). Evidenciado 

então que no grupo grave houve um maior aumento da expressão de γH2Ax, ou 

seja, uma maior expressão de danos ao DNA em células T CD4+.  
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FIGURA 10. A) Gráfico das frequências de células T CD4+ γH2Ax+ nos grupos oligo (n = 9), 
moderado (n = 12) e grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. * p < 
0,05, **** p < 0,0001. B) Estratégia de análise para células T CD4+ γH2Ax nos três grupos. C) Gráfico 
do MFI de células T CD4+ γH2Ax+ dos grupos oligo (n = 11), moderado (n = 12) e grave (n = 11). 
Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. ** p = 0,0053 e 0,0062. D) Comparação 
do MFI de células T CD4+ γH2Ax+ nos três grupos.   

 

Em relação ao p38 em células T CD4+ totais, houve aumento das frequências 

de T CD4+ p-p38+ nos grupos moderado e grave em relação ao grupo oligo 

(FIGURAS 11A e C). Não houve diferença de frequência de p38 entre os grupos 
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moderado e grave (FIGURA 11A). Quanto ao MFI, não se observou diferença nas 

células T CD4+ p-p38+ entre os três grupos (FIGURA 11B).  

 

 
 
FIGURA 11. A) Gráfico das frequências de células T CD4+ p-p38+ dos grupos oligo (n = 5), 
moderado (n = 12) e grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. * p < 
0,05. B) Gráfico do MFI de células T CD4+ p-p38+ dos grupos oligo (n = 10), moderado (n = 12) e 
grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. C) Estratégia de análise 
de células T CD4+ p-p38+ em relação ao FMO de Alexa Fluor 647 (AF647) dos três grupos. 

 

 Em relação as células T CD8+, observou-se um aumento da frequência de T 

CD8+ γH2Ax+ nos grupos moderado e grave em relação ao oligo (FIGURAS 12A e 

B). Não houve diferença na frequência de T CD8+ γH2Ax+ entre os grupos 

moderado e grave (FIGURA 12A). Já o MFI de células T CD8+ γH2Ax+ estava 

aumentado no grupo moderado e grave em relação ao oligo (FIGURAS 12C e D), 

mas não houve diferença entre os grupos moderado e grave (FIGURA 12C). Dessa 

forma, também houve aumento de danos ao DNA em células T CD8+ de pacientes 

com a forma mais grave da COVID-19.  
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FIGURA 12. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ γH2Ax+ dos grupos oligo (n = 10), 
moderado (n = 12) e grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. *** p 
= 0,0008, **** p < 0,0001. B) Estratégia de análise das frequências de células T CD8+ γH2Ax+ nos 
três grupos. C) Gráfico do MFI de células T CD8+ γH2Ax+ dos grupos oligo (n = 10), moderado (n = 
12) e grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. ** p = 0,0051, **** p 
< 0,0001. D) Comparação dos MFI de células T CD8+ γH2Ax+ dos três grupos. 

 

Em relação ao p38 em células T CD8+ totais, não foram observadas 

diferenças entre frequências de T CD8+ p-p38+ nos grupos oligo, moderado e grave 
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(FIGURA 13A). Quanto ao MFI, houve um aumento em células T CD4+ p-p38+ no 

grupo oligo em relação ao grupo grave (FIGURA 13B e C).  

 

 
 
FIGURA 13. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ p-p38+ dos grupos oligo (n = 9), 
moderado (n = 12) e grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. B) 
Gráfico do MFI de células T CD8+ p-p38+ dos grupos oligo (n = 10), moderado (n = 12) e grave (n = 
12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. * p < 0,05.  C) Comparação do MFI 
de células T CD8+ p-p38+ nos três grupos. 

 

4.4.5 – ANÁLISE DO PERFIL DE DIFERENCIAÇÃO DOS COMPARTIMENTOS DE 

MEMÓRIA IMUNOLÓGICA NOS DIFERENTES GRUPOS COM COVID-19 

 

Para avaliação do perfil de diferenciação das populações das células T de 

memória, realizou-se a marcação utilizando CD45RA (BV605) e CD27 (PE-Cy7), que 

permite identificar as populações conforme demonstrado na FIGURA 14. Deste 

modo, foram classificados como naïve (NAIVE CD45RA+CD27+), memória central 

(CM CD45RA-CD27+), memória efetora (EM (CD45RA-CD27-) e memória efetora 
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que re-expressa CD45RA (EMRA CD45RA+CD27-). Sendo as EMRA o grupo de 

células T altamente diferenciadas.  

 

 

 
FIGURA 14. Estratégia de análise para determinação das populações de memória NAIVE, CM, EM e 
EMRA de células T CD4+ e T CD8+. 

 

Assim, não houve diferença nas frequências de T CD4+ NAIVE, CM e EM 

entre os grupos oligo, moderado e grave (FIGURA 15A). Houve diminuição das 

frequências conforme havia a perda do receptor CD27 e a re-expressão do receptor 

CD45RA de NAIVE, CM, EM até EMRA como observado na FIGURA 15A. Já no 

compartimento das células mais terminalmente diferenciadas destacou-se aumento 

das frequências de células T CD4+ EMRA no grupo grave em relação aos grupos 

oligo e moderado (FIGURAS 15A e B), mas não houve diferença entre os grupos 

oligo e moderado (FIGURA 15A). 
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FIGURA 15. A) Gráfico das frequências de T CD4+ NAIVE (n = 12, cada), CM (n = 12, cada), EM (n = 
12, cada) e EMRA (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave) nos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, 
post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, ** p = 0,002. B) Comparação das populações de 
memória, principalmente EMRA, de T CD4+ entre os três grupos.      

 

No subgrupo de células T CD8+ não houve diferença de frequências de T 

CD8+ NAIVE, EM e EMRA entre os três grupos (FIGURA 16A). Todavia, destacou-

se uma diminuição da frequência de T CD8+ CM no grupo grave em relação aos 

grupos oligo e moderado (FIGURAS 16A e B), sem diferença entre os grupos oligo e 

moderado (FIGURA 16A).  
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FIGURA 16. A) Gráfico das frequências de T CD8+ NAIVE (n = 12, cada), CM (n = 12 oligo e 
moderado, n = 11 grave), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 12, cada) nos três grupos. Teste Kruskal-
Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, ** p < 0,005, *** p = 0,0004. B) Comparação das 
populações de memória de T CD8+ CM entre os três grupos. 

 

4.4.6 – RECEPTORES CO-ESTIMULADORES CD27 E CD28 EM CÉLULAS T 

 

Em complemento as análises de características de senescência, avaliamos 

em seguida a expressão dos receptores CD28 e CD27 uma vez que células T 

senescentes expressam menores frequências (COVRE et al., 2020). Para avaliar as 

frequências desses receptores co-estimuladores foram feitas análises para definição 

das populações CD28+CD27+, CD28+CD27-, CD28-CD27+ e CD28-CD27- 

(FIGURAS 17A e 18A).  

Dentro do compartimento de células T CD4+ houve uma diminuição das 

frequências de CD28+CD27+ no grupo grave em relação aos grupos oligo e 

moderado (FIGURAS 17B e C). Houve um aumento das frequências de células T 

CD4+ CD28-CD27- no grupo grave em relação ao moderado (FIGURA 17B e C). 
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Também se destacou um aumento da frequência da população "transitória" CD28-

CD27+ no grupo grave em relação ao grupo moderado (FIGURAS 17B e C).    

 

 
 
FIGURA 17. Estratégia de análise para A) determinação das populações CD28+CD27-, 
CD28+CD27+, CD28-CD27+, CD28-CD27- dentro da população de células T CD4+. B) Gráfico das 
frequências de T CD4+ CD28+CD27+ (n = 12, cada), CD28+CD27- (n = 12, cada), CD28-CD27- (n = 
9 oligo, n = 12 moderado e grave) e CD28-CD27+ (n = 12 oligo e grave, n = 9 moderado) nos três 
grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, ** p = 0,0054. C) 
Comparação das populações de células T CD4+ CD28+CD27-, CD28+CD27+, CD28-CD27+, CD28-
CD27- entre os três grupos. 
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No compartimento de células T CD8+ não houve diferença entre as 

frequências de CD28+CD27+, CD28-CD27+ e CD28-CD27- nos três grupos 

(FIGURAS 18B e C). Mas foi observada a população "transitória" CD28+CD27- com 

diminuição da frequência no grupo grave em relação aos grupos oligo e moderado 

(FIGURAS 18B e C).   

 

 
 
FIGURA 18. Estratégia de análise para A) determinação das populações CD28+CD27-, 
CD28+CD27+, CD28-CD27+, CD28-CD27- dentro da população de células T CD8+. B) Gráfico das 
frequências de T CD8+ CD28+CD27+ (n = 12, cada), CD28-CD27+ (n = 12 oligo e moderado, n = 11 
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grave), CD28-CD27- (n = 12, cada), CD28+CD27- (n = 12 oligo e moderado, n = 11 grave). Teste 
Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, ** p = 0,0017. C) Comparação das 
populações de células T CD8+ CD28+CD27-, CD28+CD27+, CD28-CD27+, CD28-CD27- entre os 
três grupos. 

 

 

4.4.7 – RECEPTORES DE IMUNOSSENESCÊNCIA CD57 E KLRG1 NOS 

SUBGRUPOS DE CD28CD27 DE CÉLULAS T 

 

Demos seguimento as análises dos receptores ligados a imunossenescência 

CD57 e KLRG1 nos subgrupos de CD28CD27. Assim não houve diferença nas 

frequências e MFI de T CD4+ CD28+CD27+ CD57+ entre os três grupos, assim 

como das populações de células T CD4+ CD28+CD27- CD57+ e células T CD4+ 

CD28-CD27- CD57+ (FIGURAS 19B e C). Mas foram observados um aumento 

gradual das frequências e MFI de CD57+ conforme havia perda dos receptores 

CD27 e CD28 (FIGURAS 19A, B e C).  

 

 
 
FIGURA 19. Estratégia de análise de A) células T CD4+ CD28+CD27+ CD57+, CD28+CD27- CD57+ 
e CD28-CD27- CD57+. B) Gráfico das frequências de células T CD4+ CD28+CD27+ CD57+ (n = 12 
oligo e grave, n = 11 moderado), CD28+CD27- CD57+ (n = 12 oligo e grave, n = 11 moderado), 
CD28-CD27- CD57+ (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR 
Benjamini e Hochberg. C) Gráfico do MFI das células T CD4+ CD28+CD27+ CD57+ (n = 12, cada), 



70 
 

   
 

CD28+CD27- CD57+ (n = 12 oligo e grave, n = 10 moderado), CD28-CD27- CD57+ (n = 12 oligo e 
grave, n = 9 moderado). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. 

 

As analises não evidenciaram diferenças nas frequências e MFI de T CD4+ 

CD28+CD27+ KLRG1+ entre os três grupos, assim como das populações de células 

T CD4+ CD28+CD27- KLRG1+ e células T CD4+ CD28-CD27- KLRG1+ (FIGURAS 

20B e C). Como anteriormente visto com CD57, também foram observados um 

aumento gradual das frequências e MFI de KLRG1+ conforme havia perda dos 

receptores CD27 e CD28 (FIGURAS 20A, B e C).  

 

 

 
FIGURA 20. Estratégia de análise de A) células T CD4+ CD28+CD27+ KLRG1+, CD28+CD27- 
KLRG1+ e CD28-CD27- KLRG1+. B) Gráfico das frequências de células T CD4+ CD28+CD27+ 
KLRG1+ (n = 10 oligo, n = 12 moderado e grave), CD28+CD27- KLRG1+ (n = 12, cada), CD28-CD27- 
KLRG1+ (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
Hochberg. C) Gráfico do MFI das células T CD4+ CD28+CD27+ KLRG1+ (n = 11 oligo, n = 12 
moderado e grave), CD28+CD27- KLRG1+ (n = 12, cada), CD28-CD27- KLRG1+ (n = 12, cada). 
Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. 

 

Assim como observado nas populações de células T CD4+, não houve 

diferença nas frequências de T CD8+ CD28+CD27+ CD57+ entre os três grupos, 

assim como das populações de células T CD8+ CD28+CD27- CD57+ e células T 

CD8+ CD28-CD27- CD57+ (FIGURA 21B). Também foram observados um aumento 

gradual das frequências de CD57+ conforme havia perda dos receptores CD28 e 
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CD27 (FIGURAS 21A e B). O MFI T CD8+ CD28+CD27- CD57+ houve uma 

diminuição no grupo grave em relação ao moderado (FIGURAS 21C e D), mas não 

houve diferença entre os dois grupos oligo e moderado (FIGURA 21C). Os demais 

MFI T CD8+ CD28+CD27+ CD57+ e CD28-CD27- CD57+ não apresentaram 

diferença entre os grupos, mas apresentaram aumento gradual conforme havia 

perda dos receptores CD28 e CD27 (FIGURA 21C).  

 

 
 
FIGURA 21. Estratégia de análise de A) células T CD8+ CD28+CD27+ CD57+, CD28-CD27+ CD57+ 
e CD28-CD27- CD57+. B) Gráfico das frequências de células T CD8+ CD28+CD27+ CD57+ (n = 12 
oligo e grave, n = 11 moderado), CD28-CD27+ CD57+ (n = 12 oligo e moderado, n = 11 grave), 
CD28-CD27- CD57+ (n = 12, cada) nos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
Hochberg. C) Gráfico do MFI das células T CD8+ CD28+CD27+ CD57+ (n = 12, cada), CD28-CD27+ 
CD57+ (n = 10 oligo e grave, n = 12 moderado), CD28-CD27- CD57+ (n = 12, cada) nos três grupos. 
Teste Kruskal-Wallis, post-hoc Benjamini e Hochberg, * p < 0,05. D) Comparação de MFI das células 
T CD8+ CD28-CD27+ CD57+ nos três grupos. 

 



72 
 

   
 

Com KLRG1 houve diminuição das frequências de células T CD8+ 

CD28+CD27+ KLRG1+ no grupo grave em relação ao oligo (FIGURAS 22A e B). 

Houve diminuição das frequências de células T CD8+ CD28-CD27+ KLRG1+ no 

grupo grave em relação ao grupo oligo e moderado (FIGURAS 22A e C). Também 

se destacou uma diminuição das frequências de células T CD8+ CD28-CD27- 

KLRG1+ no grupo grave em relação ao oligo (FIGURAS 22A e D). Os resultados 

então sugerem que houve um aumento de KLRG1 no grupo oligo nos diferentes 

subgrupos de CD28CD27 de células T CD8+.  
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FIGURA 22. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ CD28+CD27+ KLRG1+ (n = 12, cada), 
CD28-CD27+ KLRG1+ (n = 12 oligo e moderado, n = 11 grave), CD28-CD27- KLRG1+ (n = 11 oligo, 
n = 10 moderado, n = 12 grave) nos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
Hochberg. * p < 0,05. Comparação das frequências de células B) T CD8+ CD28+CD27+ KLRG1+; C) 
T CD8+ CD28-CD27+ KLRG1+ e D) T CD8+ CD28-CD27- KLRG1+ nos três grupos.   
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Quanto ao MFI, não houve diferença nas populações de células T CD8+ 

CD28+CD27+ KLRG1+ e T CD8+ CD28-CD27- KLRG1+ entre os três grupos 

(FIGURA 23B). Entretanto houve uma diminuição do MFI da população de células T 

CD8+ CD28-CD27+ KLRG1+ no grupo grave em relação aos grupos oligo e 

moderado (FIGURAS 23A e B).  

 

 

 

 
FIGURA 23. A) Comparação do MFI de células T CD8+ CD28-CD27+ KLRG1+ nos três grupos. B) 
Gráfico de MFI de células T CD8+ CD28+CD27+ (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave), CD28-
CD27+ (n = 12 oligo e moderado, n = 11 grave) e CD28-CD27- KLRG1+ (n = 12, cada) nos três 
grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. * p < 0,05. 

 

 

4.4.8 – RECEPTORES DE IMUNOSSENESCÊNCIA CD57 E KLRG1 NOS 

COMPARTIMENTOS DE MEMÓRIA IMUNOLÓGICA DE CÉLULAS T CD4+ 

 

O receptor CD57 nos compartimentos de memória de células T de memória 

não apresentou diferença das frequências de células T CD4+ NAIVE, CM e EM 

CD57+ entre os três grupos (FIGURA 24A). Enquanto as frequências de células T 

CD4+ EMRA CD57+ apresentou um aumento no grupo oligo em relação ao 

moderado, no grupo grave em relação ao moderado (FIGURAS 24A e B). Em 

relação ao MFI não houve diferença dos valores de células T CD4+ NAIVE, CM e 

EM CD57+ entre os três grupos (FIGURA 24D). Já na população T CD4+ EMRA 



75 
 

   
 

CD57+ apresentou um aumento no grupo grave em relação ao moderado (FIGURAS 

24C e D).  

 

 
 
FIGURA 24. A) Gráfico das frequências de T CD4+ NAIVE (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave), 
CM (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 12 oligo e grave, n = 9 
moderado) CD57+. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, ** p = 
0,0077. B) Estratégia de análise de células T CD4+ EMRA CD57+ em comparação com FMO BV421. 
C) Comparação de MFI de células T CD4+ EMRA CD57+ nos três grupos. D) Gráfico da MFI de 
células T CD4+ NAIVE (n = 12, cada), CM (n = 12, cada), EM (n = 11 oligo e moderado, n = 12 grave) 
e EMRA (n = 8 oligo, n = 9 moderado, n = 12 grave) CD57+. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc Benjamini 
e Hochberg, * p < 0,05. 

 

Quanto ao KLRG1, não houve diferença das frequências de células T CD4+ 

NAIVE, CM e EM KLRG1+ entre os três grupos (FIGURA 25A). A frequência de 

células T CD4+ EMRA KLRG1+ apresentou um aumento no grupo oligo em relação 
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ao moderado (FIGURAS 25A e B). Em relação ao MFI não houve diferença dos 

valores de MFI de células T CD4+ NAIVE, CM e EM KLRG1+ entre os três grupos 

(FIGURA 25D). Já na população T CD4+ KLRG1+ EMRA houve um aumento no 

grupo oligo em relação ao moderado (FIGURAS 25C e D). Dessa forma houve uma 

maior expressão de KLRG1 no grupo oligo em células T CD4+ EMRA.  

 

 
 

FIGURA 25. A) Gráfico das frequências de células T CD4+ NAIVE (n = 10 oligo, n = 12 moderado, n 
= 11 grave), CM (n = 12, cada), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 12 oligo e grave, n = 11 moderado) 
KLRG1+. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, ** p = 0,0038. B) Comparação 
das frequências de células T CD4+ EMRA KLRG1+ em relação ao FMO de APC nos três grupos. C) 
Comparação de MFI de células T CD4+ EMRA KLRG1+ nos três grupos. D) Gráfico do MFI de 
células T CD4+ NAIVE (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave), CM (n = 12, cada), EM (n = 11 oligo, 
n = 12 moderado e grave) e EMRA (n = 12 oligo e grave, n = 11 moderado) KLRG1+. Teste Kruskal-
Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, ** p = 0,0042. 
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4.4.9 – DANOS AO DNA E EXPRESSÃO DE P38 DOS COMPARTIMENTOS DE 

MEMÓRIA IMUNOLÓGICA DE CÉLULAS T CD4+ 

 

Visto que houve aumento da expressão de γH2Ax em células T totais, foram 

analisados danos ao DNA nos compartimentos de memória de células T. Assim 

houve aumento das frequências de γH2Ax+ em todas as subpopulações de células 

T CD4+ NAIVE, CM, EM e EMRA no grupo grave em relação ao grupo oligo 

(FIGURAS 26A, B, C, D e E). Destacam-se também aumento das frequências de 

células T CD4+ NAIVE γH2Ax+ e de T CD4+ CM γH2Ax+ no grupo grave em relação 

ao moderado (FIGURAS 26A, B e C). Mais uma vez evidenciando que no grupo 

grave houve aumento de danos ao DNA em diferentes populações celulares de T 

CD4+.  
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FIGURA 26. A) Gráfico das frequências das populações de células T CD4+ NAIVE (n = 9 oligo, n = 
12 moderado e grave), CM (n = 9 oligo, n = 11 moderado, n = 12 grave), EM (n = 11 oligo, n = 12 
moderado e grave) e EMRA (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave) γH2Ax+ dos três grupos. Teste 
Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. * p < 0,05, ** p < 0,009, **** p < 0,0001. 
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Comparação das frequências de células B) T CD4+ NAIVE γH2Ax+; C) T CD4+ CM γH2Ax+; D) T 
CD4+ EM γH2Ax+ e E) T CD4+ EMRA γH2Ax+ entre os três grupos.   

 

Quanto ao MFI, houve aumento de γH2Ax em todas as subpopulações de T 

CD4+ NAIVE, CM, EM e EMRA no grupo grave em relação aos grupos oligo e 

moderado (FIGURAS 27A, B, C, 28A, B e C). Corroborando com os dados de 

frequência anteriormente mostrados para esse marcador.  

 

 
 
FIGURA 27. A) Gráfico do MFI de células T CD4+ NAIVE (n = 10 oligo, n = 12 moderado, n = 11 
grave), CM (n = 11 oligo e grave, n = 12 moderado), EM (n = 9 oligo, n = 10 moderado e n = 12 grave) 
e EMRA (n = 8 oligo, n = 11 moderado, n = 12 grave) γH2Ax+ dos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, 
post-hoc Benjamini e Hochberg. * p < 0,05, ** p < 0,009, *** p < 0,0003. Comparação do MFI de 
células B) T CD4+ NAIVE γH2Ax+ e C) T CD4+ CM γH2Ax+ dos grupos oligo, moderado e grave. 
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FIGURA 28. A) Gráfico do MFI de células T CD4+ NAIVE (n = 10 oligo, n = 12 moderado, n = 11 
grave), CM (n = 11 oligo e grave, n = 12 moderado), EM (n = 9 oligo, n = 10 moderado, n = 12 grave) 
e EMRA (n = 10 oligo, n = 11 moderado, n = 12 grave) γH2Ax+ dos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, 
post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. * p < 0,05, ** p < 0,009, *** p < 0,003. Comparação de MFI de 
células B) T CD4+ EM γH2Ax+ e C) T CD4+ EMRA γH2Ax+ dos grupos oligo, moderado e grave. 

 
Quanto a avaliação de MAPK, o MFI de p-p38 em nas populações de 

memória de células T CD4+ NAIVE, CM, EM e EMRA não apresentou diferenças 

entre os três grupos (FIGURA 29).  
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FIGURA 29. Gráfico do MFI de células T CD4+ NAIVE, CM, EM e EMRA p-p38+ dos grupos oligo (n 
= 10, cada), moderado (n = 12, cada) e grave (n = 12, cada). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR 
Benjamini e Hochberg. 

 

 

4.4.10 – RECEPTORES DE IMUNOSSENESCÊNCIA CD57 E KLRG1 NOS 

COMPARTIMENTOS DE MEMÓRIA IMUNOLÓGICA DE CÉLULAS T CD8+ 

 

No compartimento de células T CD8+ não houve diferença das frequências e 

MFI de células T CD8+ NAIVE, CM, EM e EMRA CD57+ entre os grupos (FIGURAS 

30A e B). Foram observados aumento das frequências CD57+ nos três grupos 

conforme havia perda do receptor CD27 e re-expressão do receptor CD45RA de 

NAIVE, CM, EM até EMRA (FIGURAS 30A e C).  

 

 
 
FIGURA 30. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ NAIVE (n = 11 oligo e grave, n = 10 
moderado), CM (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 11 oligo e 
moderado, n = 12 grave) CD57+ dos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
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Hochberg. B) Gráfico do MFI de células T CD8+ NAIVE (n = 10 oligo e moderado, n = 11 grave), CM 
(n = 11 oligo, n = 12 moderado, n = 9 grave), EM (n = 12 oligo, n = 10 moderado, n = 11 grave) e 
EMRA (n = 12, cada) CD57+ dos grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. 
C) Comparação das populações de células T CD8+ NAIVE, CM, EM e EMRA CD57+. 
 

 

Não houve diferença das frequências de células T CD8+ NAIVE KLRG1+ 

entre os três grupos (FIGURA 31A). Houve diminuição das frequências de células T 

CD8+ CM KLRG1+ nos grupos moderado e grave em relação ao oligo (FIGURAS 

31A e B). Assim como, nas populações de células T CD8+ EM KLRG1+ 

apresentaram esse mesmo perfil (FIGURAS 31A e C). Destacou-se também uma 

diminuição das frequências de células T CD8+ EMRA KLRG1+ no grupo grave em 

relação ao oligo (FIGURAS 30A e D). Dessa forma, houve aumento da expressão 

de KLRG1 em diferentes populações de memória de células T CD8+ no grupo oligo.  
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FIGURA 31. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ NAIVE (n = 9 oligo, n = 10 moderado, n = 
12 grave), CM (n = 12, cada), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 11 oligo e moderado, n = 12 grave) 
KLRG1+ dos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc Benjamini e Hochberg. * p < 0,05, ** p < 
0,005. Comparação das frequências de células B) T CD8+ CM KLRG1+ C) T CD8+ EM KLRG1+ D) T 
CD8+ EMRA KLRG1+ com FMO de APC nos três grupos. 

 

Quanto ao MFI, não houve diferença em células T CD8+ NAIVE KLRG1+ e 

células T CD8 EMRA KLRG1+ entre os três grupos (FIGURA 32A). Entretanto, 
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houve uma diminuição de MFI de células T CD8+ CM KLRG1+ e de células T CD8+ 

EM KLRG1+ nos grupos moderado e grave em relação ao oligo (FIGURAS 32A, B e 

C). Assim, evidenciando que populações de memória como CM e EM apresentam 

aumento da expressão de KLRG1 no grupo oligo.  

 

 
 
FIGURA 32. A) Gráfico de MFI das células T CD8+ NAIVE (n = 9 oligo, n = 10 moderado, n = 12 
grave), CM (n = 12 oligo e grave, n = 11 moderado), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 12, cada) 
KLRG1+ dos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. ** p < 0,005.  
Comparação de MFI B) de células T CD8+ CM KLRG1+ e C) de células T CD8+ EM KLRG1+ dos 
três grupos. 
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4.4.11 – DANOS AO DNA E EXPRESSÃO DE P38 DOS COMPARTIMENTOS DE 

MEMÓRIA IMUNOLÓGICA DE CÉLULAS T CD8+ 

 

Assim como nos compartimentos de células T CD4+, houve aumento das 

frequências de γH2Ax+ em todos compartimentos de memória de T CD8+ no grupo 

grave em relação ao oligo (FIGURAS 33A, B, C, D e E). Evidenciaram-se também 

aumento da frequência de células T CD8+ NAIVE γH2Ax+ no grupo grave em 

relação ao grupo moderado (FIGURAS 33A e B). Assim como um aumento das 

frequências de células T CD8+ CM γH2Ax+ no grupo moderado em relação ao 

grupo oligo e no grupo grave em relação ao moderado (FIGURAS 33A e C). Com 

especial destaque do aumento das frequências de células T CD8+ EM γH2Ax+ e de 

células T CD8+ EMRA γH2Ax+ no grupo moderado em relação ao oligo (FIGURAS 

33A, D e E).  

Deste modo, os resultados de citometria destacam que EMRA de células T 

CD4+ e T CD8+ no grupo grave apresentam aumento significativo de danos ao DNA 

por aumento da expressão de γH2Ax.  
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FIGURA 33. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ NAIVE (n = 10 oligo, n = 12 moderado e 
grave), CM (n = 10 oligo, n = 12 moderado e grave), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 10 oligo, n = 12 
moderado e grave) γH2Ax+ dos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc Benjamini e Hochberg. * 
p < 0,05, ** p < 0,005, **** p < 0,0001. B) Comparação das frequências de células T CD8+ NAIVE; C) 
CM; D) EM e E) EMRA γH2Ax+ nos três grupos. 

 

Da mesma forma, houve aumento de MFI de γH2Ax+ em todos os 

compartimentos de memória de células T CD8+ no grupo grave em relação ao oligo 

(FIGURAS 34A, B, C, 35A, B e C). Houve aumento de MFI nas populações de 

memória de células T CD8+ NAIVE γH2Ax+ e de células T CD8+ CM γH2Ax+ no 

grupo grave em relação ao moderado (FIGURAS 34A, B e C). Também houve 

aumento de MFI nas populações de memória T CD8+ EM γH2Ax+ e T CD8+ EMRA 

γH2Ax+ no grupo moderado em relação ao oligo (FIGURAS 35A, B e C). Aqui o MFI 

corroborando com os dados de frequência desse marcador anteriormente 

mostrados.  
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FIGURA 34. A) Gráfico de MFI de células T CD8+ NAIVE (n = 12, cada), CM (n = 10 oligo, n = 11 
moderado, n = 12 grave), EM (n = 10 oligo, n = 12 moderado e grave) e EMRA (n = 10 oligo, n = 12 
moderado e grave) γH2Ax+ nos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
Hochberg. * p < 0,05, ** p < 0,005, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Comparação de MFI B) de células T 
CD8+ NAIVE γH2Ax+ e C) de células T CD8+ CM γH2Ax nos três grupos. 
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FIGURA 35. A) Gráfico de MFI de células T CD8+ NAIVE (n = 12, cada), CM (n = 10 oligo, n = 11 
moderado, n = 12 grave), EM (n = 10 oligo, n = 12 moderado e grave) e EMRA (n = 10 oligo, n = 12 
moderado e grave) yH2Ax nos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
Hochberg. * p < 0,05, ** p < 0,005, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Comparação de MFI B) de células T 
CD8+ EM γH2Ax+ e C) de células T CD8+ EMRA γH2Ax nos três grupos. 

 

Assim como nas células T CD4 para p38, os resultados demonstram que não 

houve diferença de MFI de células T CD8+ NAIVE, CM, EM e EMRA p-p38+ entre os 

três grupos (FIGURA 36). 
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FIGURA 36. Gráfico de MFI de células T CD8+ NAIVE (n = 9 oligo, n = 12 moderado e grave), CM, 
EM e EMRA p-p38+ nos grupos oligo (n = 10, cada), moderado (n = 12, cada) e grave (n = 12, cada). 
Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. 
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5 – DISCUSSÃO 

 

5.1 – DADOS GERAIS DOS PACIENTES E DE INTERNAÇÃO 

 

Dados epidemiológicos de fevereiro a agosto de 2020 sobre COVID-19 no 

Brasil demonstraram maior predomínio de casos na região sudeste do país, com a 

taxa de letalidade maior em idosos de ambos os sexos (SOUZA et al., 2021). A taxa 

de internação na UTI no geral foi de 39,37% (n = 145.053), sendo que 24,41% (n = 

138.962) necessitaram de ventilação mecânica invasiva, e destes 82,98% vieram a 

óbito (SOUZA et al., 2021). Esses dados trazem o retrato nacional do panorama que 

a COVID-19 causou no início da pandemia.  

No estado do Espírito Santo, entre o período de março de 2020 a junho de 

2021 houve 524.496 casos com 11.516 óbitos acumulados (DE SOUSA et al., 2021). 

Embora o sexo feminino tivesse maior percentual de casos confirmados, foi o sexo 

masculino que obteve maior percentual de óbitos (DE SOUSA et al., 2021). Ainda, 

maior percentual de casos confirmados foi entre as pessoas de 30 a 39 anos, 

enquanto os óbitos foram mais prevalentes entre os idosos (DE SOUSA et al., 

2021). Essas informações devem ser levadas em consideração quando analisados 

as amostras coletadas para o estudo. Dos 108 indivíduos arrolados para pesquisa, 

grande parte foi composta pelo sexo feminino (60 de 108), tendo a idade média 

entre os grupos composta por indivíduos maiores de 38 anos (TABELA 2). Embora 

no grupo oligo não houve mortes, quando analisados os indivíduos hospitalizados a 

porcentagem dos pacientes que foram à óbito no grupo grave foi de 62,54% (16 de 

26), ou seja, mais da metade desse grupo morreu devido a gravidade e/ou as 

complicações da COVID-19 (FIGURA 2A).   

Um estudo de coorte retrospectivo sobre hospitalizações de COVID-19 no 

Brasil demonstrou que pacientes que se recuperaram da COVID-19 permaneceram 

na UTI por 10,69 ± 12,36 dias, enquanto os que vieram a óbito foi de 12,84 ± 13,37 

(SOBRAL et al., 2022). Ainda, a probabilidade de sobrevivência média diária 

diminuiu 3,27% por dia durante os 15 primeiros dias, sendo que aqueles que ficaram 

mais de 14 dias na UTI tiveram menos de 50% de probabilidade de sobrevida 

(SOBRAL et al., 2022). Isso corrobora que conforme a gravidade da doença se 
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intensifica, maior tempo de internação e óbito associados encontrados no grupo 

grave (FIGURAS 2A e B).  

Importante salientar que o período que o presente estudo coletou as amostras 

(junho de 2020 a janeiro de 2021) no país havia apenas uma cepa circulante do 

SARS-CoV-2 originada da China sem variantes registradas até o momento (ALEEM; 

SAMAD; SLENKER, 2022). No país não se tinha vacinas aprovadas pela Anvisa e 

todos os participantes da pesquisa não haviam sido vacinados até então para esse 

novo CoV (SABÓIA et al., 2021). Ainda durante o período do estudo, o Espírito 

Santo passou por duas grandes ondas onde a primeira compreendeu de março a 

outubro de 2020 e a segunda onda de novembro de 2020 a junho de 2021 (DE 

SOUSA et al., 2021). Dessa forma, os grupos foram homogêneos quanto ao vírus 

infectado e diferiram apenas quanto ao grau de acometimento da COVID-19, sem 

interferentes imunológicos causadas pela vacinação, indo desde sintomas leves, 

perpassando a necessidade de hospitalização do grupo moderado até indivíduos 

com a forma grave da doença que precisaram de aporte de ventilação mecânica.  

 

5.2 – EXAMES LABORATORIAIS: HEMOGRAMA  

 

As primeiras confirmações de COVID-19 (na época 2019-nCOV) na China 

evidenciaram alterações de exames laboratoriais de rotina como exames 

hematológicos e bioquímicos (CHEN et al., 2020; HUANG et al., 2020b; ZHOU et al., 

2020b). Houve anemia (26%, 14 de 54) naqueles pacientes que não sobreviveram a 

COVID-19 (ZHOU et al., 2020b). A hemoglobina estava abaixo dos valores de 

referência em muitos pacientes (51%, 50 de 99) (CHEN et al., 2020). Por outro lado, 

pareceu não haver diferença estatística e nem alterações fora dos valores de 

referência nas dosagens de hemoglobina e plaquetas entre os grupos internados e 

não internados por COVID-19 (HUANG et al., 2020b).  

Um estudo transversal realizado na cidade de Barash no Iraque, de outubro 

de 2020 a agosto de 2021, com diversos exames laboratoriais de rotina em 

diferentes formas clinicas da COVID-19 demonstrou significativas alterações nos 

parâmetros hematológicos (ALI et al., 2022). O valor médio de glóbulos vermelhos 

apresentou um declínio significativo no grupo grave em comparação aos grupos com 
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sintomas leves e grupos saudáveis (3,12 ± 0,78 vs. 4,67 ± 1,23 1012/L e 4,86 ± 0,48 

1012/L, respectivamente, p > 0,05) (ALI et al., 2022). O mesmo perfil foi encontrado 

em relação à hemoglobina, sendo que o valor médio diminuiu no grupo grave em 

relação aos demais grupos (10,68 ± 2,05 vs. 11,84 ± 2,61 e 13,04 ± 1,34 g/dl, 

respectivamente, p > 0,05) (ALI et al., 2022).  

Ainda sobre a hemoglobina, uma metanálise encontrou que pacientes graves 

apresentaram valores de hemoglobina significativamente reduzidos em relação aos 

não graves (HENRY et al., 2020). No entanto, a mesma tendência não foi observada 

nos não sobreviventes em relação aos sobreviventes, não havendo diferença 

significativa na média entre os grupos (HENRY et al., 2020; QIU et al., 2020).  

Diferentemente dos descritos acima, não foram encontrados valores alterados 

de hemácias (glóbulos vermelhos, eritrócitos) entre os grupos moderado e grave, 

como também esse analito estava dentro dos valores de referência em ambos os 

grupos (TABELA 3, linha 1). Quanto a hemoglobina, não houve diferença estatística 

entre os grupos, mas apresentaram níveis ligeiramente mais baixos nos dois grupos 

em relação aos valores de referência para esse analito (TABELA 3, linha 2).  

Um estudo demonstrou que o SARS-CoV-2 pode ser capaz de infectar as 

células progenitoras dos glóbulos vermelhos levando uma síntese prejudicada da 

hemoglobina (KRONSTEIN-WIEDEMANN et al., 2022). Pacientes com COVID-19 

apresentavam níveis mais baixos de hemoglobina em relação aos pacientes 

saudáveis e aos pacientes convalescentes (KRONSTEIN-WIEDEMANN et al., 2022). 

Outro estudo defendeu que o SARS-CoV-2 parece codificar proteínas não-

estruturais capazes de atuar diretamente nas cadeias beta-globínicas da 

hemoglobina (WENZHONG; HUALAN, 2022). A baixa nos níveis de hemoglobina e 

consequente alterações na capacidade de transporte de oxigênio influenciam a 

gravidade da COVID-19.  

Em contraposição, pacientes com sequela pulmonar apresentavam níveis 

mais aumentados de hemoglobina, sugerindo que lesões pulmonares residuais 

podem influenciar a capacidade de difusão e induzir um aumento compensatório da 

hemoglobina (WU et al., 2021). Apesar disso, Dr. Cançado da Associação Brasileira 

de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular (ABHH) alegou que “não é possível 
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afirmar [até o momento junho de 2022] [...], [que a] COVID-19 seja uma doença 

hematológica com complicações pulmonares” (CANÇADO, 2022). 

 Nossos achados não apresentaram diferenças entre os grupos moderado e 

grave como também não fugiram aos valores de referência os parâmetros como 

hematócrito, VCM e HCM (TABELA 3, linhas 3, 4 e 5). Quando observado o CHCM, 

houve um aumento nos valores do grupo moderado em relação ao grave, no 

entanto, ambos os grupos exibiram níveis dentro dos valores de referência (TABELA 

3, linha 6). Um estudo sobre parâmetros laboratoriais associados ao tempo de 

permanência hospitalar por COVID-19 demonstrou que CHCM era um preditor 

negativo (JERAIBY et al., 2021). O que deve ser levado em consideração que esse 

estudo de Jeraiby et al. (2021) não utilizou valores de referência para determinar se 

esse analito estava alterado dentro de uma normalidade entre os pacientes 

estudados.  

 Os níveis de RDW nos pacientes graves estavam mais aumentados que no 

grupo moderado, mas ambos os grupos não apresentaram parâmetros fora dos 

valores de referência (TABELA 3, linha 7). O RDW é calculado através do desvio 

padrão do volume de glóbulos vermelhos dividido pelo volume corpuscular médio, 

sendo o parâmetro que mede a variabilidade de tamanho dos eritrócitos circulantes 

(MORENO-TORRES et al., 2022). Os valores de RDW parecem exibir maior 

significância na admissão e hospitalização na UTI e podem indicar mortalidade de 

pacientes com COVID-19, como também podem ser considerados um marcador 

associado a (hiper)inflamação sistêmica (BILGIR et al., 2021; GUANÍ-GUERRA et 

al., 2022; MORENO-TORRES et al., 2022).  

Os níveis de plaquetas não apresentaram diferença entre os grupos 

moderado e grave assim também não diferindo dos valores de referência (TABELA 

3, linha 8). A IFCC e a SBAC destacam a diminuição de plaquetas (plaquetopenia 

ou trombocitopenia) como um dos principais achados em pacientes com COVID-19 

(IFCC, 2022; SBAC, 2020). No entanto, em diversos estudos não apresentaram 

diferença desse analito entre os grupos com COVID-19, como também não 

estiveram fora dos valores de referência consultados (BALNIS et al., 2021; BALUSHI 

et al., 2021; HUANG et al., 2020b; JIN et al., 2020; KANG et al., 2020; MANN et al., 

2020; MAZZONI et al., 2020; MORENO-TORRES et al., 2022; SONG et al., 2020; 
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URRA et al., 2020; WU et al., 2021). Entretanto, pacientes com COVID-19 

apresentam anormalidades na coagulação que são percebidos em outros exames 

laboratoriais como dímero-D e TAP (WOOL; MILLER, 2021).  

 Outros achados de alterações laboratoriais estão na série de glóbulos 

brancos (TABELA 3, linhas 9 a 19). Pacientes dos grupos moderado e grave 

apresentaram aumento dos níveis de leucócitos (leucocitose) em relação aos 

valores de referência, enquanto o grupo grave estava mais aumentado em relação 

ao moderado (TABELA 3, linha 9). Uma metanálise sobre níveis de leucócitos 

descreveu que a leucocitose estava associada a desfechos ruins enquanto a 

leucopenia foi associada a um melhor prognóstico para doença (YAMADA et al., 

2020).  

Os níveis de neutrófilo bastão se encontraram dentro dos valores de 

referência nos dois grupos, no entanto, no grupo grave apresentavam mais elevados 

em relação ao grupo moderado (TABELA 3, linha 10). Já os neutrófilos 

segmentados estavam dentro dos valores de referência apenas no grupo moderado, 

enquanto no grupo grave estavam mais aumentos tanto em relação ao moderado 

quanto em relação aos valores de referência, assim indicando uma neutrofilia no 

grupo grave (TABELA 3, linha 11). Quando visto global, os níveis de neutrófilo 

bastão e segmentado estavam aumentados no grupo grave em relação ao 

moderado (neutrofilia global) (TABELA 3, linhas 15 e 16). A IFCC e a SBAC 

também destacam aumento dos níveis de neutrófilos como um dos achados 

esperados de alterações no hemograma nos pacientes acometidos com COVID-19 

(IFCC, 2022; SBAC, 2020).  

 Nossos dados demonstram que houve alteração dos níveis de linfócitos 

(linfopenia ou linfocitopenia) de ambos os grupos, sendo que os parâmetros se 

encontraram abaixo dos valores de referência para esse analito, e no grupo grave 

houve diminuição dos linfócitos em relação ao grupo moderado (TABELA 3, linha 

12). No entanto, quanto ao global os níveis de linfócitos não apresentaram diferença 

entre os grupos (TABELA 3, linha 17). Houve uma tendencia de diminuição dos 

valores de eosinófilos (eosinopenia) nos pacientes graves que se encontrou abaixo 

dos valores de referência e estavam diminuídos em relação ao grupo moderado 

(TABELA 3, linha 13). Enquanto o eosinófilo global não apresentou diferença entre 
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os grupos (TABELA 3, linha 18). A leucocitose, eosinopenia e linfopenia parecem 

estar associadas à progressão do estado inflamatório, no mais, a eosinopenia 

persistente pode ser um preditor de gravidade da doença como também de desfecho 

clínico adverso durante a hospitalização (ZHANG et al., 2021). 

 Houve aumento dos valores de monócitos (monocitose) em ambos os grupos 

em relação aos valores de referência, destacando o grupo moderado com níveis 

mais elevados em relação ao grupo grave (TABELA 3, linha 14). Enquanto os 

valores de monócito global não houve diferença entre os grupos (TABELA 3, linha 

19). O aumento do número de monócitos GM-CSF+ e monócitos IL-6+ sugerem um 

risco potencialmente alto de tempestades de citocinas pro-inflamatórias, migração e 

acúmulo dessas células em tecidos afetados pela doença (ZHOU et al., 2020c).   

  

5.3 – EXAMES LABORATORIAIS: BIOQUÍMICOS 

 

Houve aumento dos níveis de DHL nos grupos moderado e grave em relação 

aos valores de referência, enquanto o grupo grave apresentou níveis mais elevados 

em relação ao moderado (TABELA 4, linha 1). Estudos preliminares já destacaram 

alterações de DHL, principalmente níveis mais aumentados em pacientes internados 

e naqueles que não sobreviveram a COVID-19 (CHEN et al., 2020; HUANG et al., 

2020b; ZHOU et al., 2020b). A DHL é uma enzima presente em praticamente em 

todas as células do organismo, envolvida nos processos de metabolismo celular, 

responsável por catalisar o piruvato à lactato (GUPTA, 2022). Quando há dano 

celular e/ou tecidual, essa enzima é liberada na corrente sanguínea sendo detectada 

através do exame laboratorial bioquímico, todavia, é um marcador inespecífico de 

morte celular e tecidual, por isso unicamente esse exame não traz muitos 

informações clínicas dos pacientes (GUPTA, 2022). Por isso as análises de exames 

clínicos precisam de um conjunto de resultados.  

Nós não observamos diferença entre os grupos moderado e grave quanto aos 

valores de ferritina, bilirrubina total, bilirrubina indireta e dímero-D (TABELA 4, 

linhas 2, 3, 5 e 10). Também não houve diferença entre os grupos e não fugiram 

aos valores de referência os resultados de TAP (INR), troponina I e PTTK (tempo) 

(TABELA 4, linhas 7, 8 e 14). Houve aumento de bilirrubina direta no grupo grave 
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em relação ao grupo moderado (TABELA 4, linha 4). A bilirrubina é um dos 

marcadores que indicam lesão hepática (CAI et al., 2021). Acredita-se que a lesão 

hepática em pacientes com COVID-19 seja multifatorial: de danos diretos da 

infecção do SARS-CoV-2 nas células hepáticas, da tempestade de citocinas, das 

disfunções de coagulação e endoteliais, como também dos danos causados pelas 

drogas utilizadas no tratamento (CAI et al., 2021). Para mais, pacientes com níveis 

elevados de bilirrubina direta tiveram uma proporção maior de serem pacientes 

críticos, tiveram maiores chances de admissão em UTI, apresentaram maiores 

incidências de complicações clínicas e tiveram maiores chances de mortalidade 

(CHEN et al., 2022).  

Observamos aumento de triglicerídeos em ambos os grupos em relação aos 

valores de referência (TABELA 4, linha 13). Aparentemente a COVID-19 influencia 

no metabolismo de lipídios de forma indireta causando prejuízos da função de HDL 

refletindo em concentrações aumentadas de triglicerídeos na corrente sanguínea 

(SURMA; BANACH; LEWEK, 2021). No entanto, apenas o valor de triglicerídeos 

unicamente não estaria implicada nessa hipótese, precisariam ser avaliados outros 

lipídeos como VLDL, LDL e HDL que não estão presentes nesse estudo.  

Embora os valores de TAP não diferiram entre os grupos moderado e grave, 

esse analito estava ligeiramente aumentado em relação aos valores de referência 

para ambos os grupos (TABELA 4, linha 6). TAP é o tempo de coagulação do 

sangue plasmático induzido pelo fator tecidual e associado ao INR são geralmente 

usados para avaliar vários distúrbios tromboembólicos e hemorrágicos (SAHA et al., 

2021). Como os valores de TAP podem variar dependendo da quantidade e tipo de 

agente coagulante usado para desencadear a coagulação, o TAP (INR) é a medida 

mais adequada para comparação (SAHA et al., 2021). O TAP (INR) nesse caso não 

estava alterado entre os grupos (TABELA 4, linha 7), assim o valor alterado de TAP 

pode não ser adequado para avaliação hospitalar dos grupos moderado e grave 

nesse caso.  

 Os valores de proteína C reativa foram maiores no grupo grave em relação ao 

moderado (TABELA 4, linha 9). Proteína C reativa é uma proteína originalmente 

produzida pelo fígado e fica aumentada quando há um estado inflamatório, como no 

caso de pacientes mais graves com COVID-19 (VELAVAN; MEYER, 2020). Os 
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resultados corroboram com os achados clínicos demonstrando que quanto mais 

grave a doença, maiores são os níveis de proteína C reativa. Os valores de ureia 

foram maiores no grupo grave e ambos os grupos apresentaram níveis acima dos 

valores de referência (TABELA 4, linha 11). O mesmo perfil foi encontrado para 

creatinina (TABELA 4, linha 12). Ureia e creatinina, biomarcadores de danos nos 

rins, geralmente estando mais aumentados em pacientes que tiveram desfecho fatal 

para COVID-19 (BOSS et al., 2022). A COVID-19 também é uma doença que 

acomete os rins e está associada à lesões renais agudas, tanto por conta do vírus 

quanto por conta do tratamento da doença e do agravamento da infecção (NADIM et 

al., 2020).   

  

5.4 – EXAMES LABORATORIAIS: GASOMÉTRICOS 

  

 Quanto aos exames gasométricos, houve diminuição do pH no grupo grave 

em relação ao moderado, resultado também está abaixo dos valores de referência 

para o grupo grave (TABELA 5, linha 1). Houve aumento de PCO2 no grupo grave 

em relação ao moderado, esse valor também se encontra aumentado em relação 

aos valores de referência (TABELA 5, linha 3). O PCO2 e o pH são inversamente 

proporcionais, assim quando há aumento das concentrações de PCO2 o pH tende a 

diminuir, que é o que foi encontrado no grupo grave.  

Não houve diferença entre os grupos moderado e grave nos níveis de 

saturação, entretanto, se encontravam abaixo dos valores de referência para ambos 

os grupos de acordo com esse analito (TABELA 5, linha 6). A baixa saturação de 

oxigênio é indicativo de lesão pulmonar que pode evoluir para ARDS (RANIERI et 

al., 2012). Assim eram esperados que apresentassem níveis baixos de saturação já 

que os grupos moderado e grave foram constituídos de pacientes internados para 

tratamento hospitalar.  

 

5.5 – EXAMES LABORATORIAIS: IMUNOGLOBULINAS 

  

 Os resultados de IgM e IgG demonstram que houve uma diminuição gradual 

dos títulos dessas imunoglobulinas de D15 a D180 no grupo oligo (FIGURA 3A e B). 
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Geralmente na COVID-19 IgM e IgG diminuem com tempo, enquanto a proporção de 

anticorpos neutralizantes são produzidos de forma estável por pelo menos 5 a 7 

meses após a infecção por SARS-CoV-2 (RIPPERGER et al., 2020; YANG et al., 

2022), mas sendo questionável quanto ao papel protetor duradouro. Contudo, como 

outros coronavírus, os indivíduos podem ser re-infectados e contrair COVID-19 

novamente, ainda mais por outra variante do SARS-CoV-2 (IWASAKI, 2021). Dessa 

forma, a vacina continua sendo a principal forma de prevenção para doença.  

 

5.6 – RESULTADOS DE CITOMETRIA DE CÉLULAS T  

  

 Dado que os exames clínicos e laboratoriais indicavam que pacientes com 

COVID-19, principalmente das formas mais graves, apresentavam aumentos de 

marcadores inflamatórios (aumento de proteína C reativa, DHL), danos sistêmicos, 

alterações das células imunes, principalmente leucocitose e linfopenia, o presente 

estudo foi avaliar o perfil fenotípico e funcional das células T de diferentes estágios 

da infecção por SARS-CoV-2. Assim, as primeiras análises dos resultados de 

citometria demonstram uma diminuição das frequências de viabilidade celular (< 

90%) de linfócitos totais nos grupos moderado e grave em relação ao grupo oligo 

(FIGURA 4A e B).  

Há uma hipótese de que depleção de Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo 

(NAD+) causada pela superexpressão de CD38 em células T estaria associada na 

regulação de distúrbios metabólicos e viabilidade celular (RAHIMMANESH et al., 

2022). Existe um fenótipo (hiper) ativado já descrito através dos receptores CD69, 

CD38, CD44, HLA-DR altamente expressos em células T de pacientes em diferentes 

estágios da COVID-19 em comparação com indivíduos saudáveis sem a doença 

(SONG et al., 2020; WANG et al., 2020b; XU et al., 2020; ZHOU et al., 2020c). A 

depleção de NAD+ interferiria em vias celulares vitais refletindo numa menor 

viabilidade celular na COVID-19 (RAHIMMANESH et al., 2022).  

Outros fatores podem estar envolvidos nessa diminuição da viabilidade celular 

nos grupos moderado e grave referentes a inflamação exacerbada e linfopenia. Altos 

níveis de IL-6 podem promover a morte de linfócitos, além do SARS-CoV-2 atuar 

diretamente nos linfonodos e baço contribuindo para redução dessas células no 
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sangue periférico (FENG et al., 2020). A diminuição da viabilidade celular também 

pode estar relacionada a imunossenescência, mas para caracterizar esse fenótipo 

foi preciso avaliar outras características como frequência de células T, marcadores 

CD57 e KLRG1, perda de receptores CD28 e CD27, danos ao DNA e alterações na 

atividade de MAPK p38. 

Especificamente em relação as células T, não houve diferença entre as 

frequências de células T CD3+ nos grupos oligo, moderado e grave (FIGURA 5A). 

As contagens de linfócitos T CD3+ totais podem diminuir se comparados aos 

indivíduos saudáveis e/ou com formas menos graves da COVID-19, no entanto, as 

frequências parecem não diferir entre os acometidos pela doença (LÖHR et al., 

2021; MANN et al., 2020; SONG et al., 2020).  

 Nossos dados apontaram que a frequência de células T CD4+ totais foi maior 

no grupo moderado em relação aos grupos oligo e grave (FIGURA 5A e B). 

Enquanto a frequência de células T CD8+ totais foi menor nesse grupo em relação 

ao grupo oligo (FIGURA 5A e C). As frequências de T CD4+ totais das formas leve e 

grave da COVID-19 parecem não se distinguir dependendo da análise (SONG et al., 

2020). No entanto, quando comparados entre estágios leves/moderados com 

estágios graves/críticos, há um aumento das frequências de T CD3+CD4+ nas 

formas de menor gravidade da COVID-19 (GARCIA-GASALLA et al., 2022). 

Geralmente, as frequências de células T CD4+ são maiores que de T CD8+ na 

circulação, enquanto cada população celular, CD4 e CD8, vão variar conforme o 

recrutamento desses linfócitos para os locais de lesão tecidual (KARLSSON; 

HUMBERT; BUGGERT, 2020). Aparentemente parece haver uma descompensação 

de recrutamento de células T no grupo moderado. Outro indício de indicativo de 

imunossenescência já que pode ser caracterizada pelo prejuízo nas proporções de 

CD4/CD8.     

Outra característica para determinação do perfil de senescência é a avaliação 

das frequências de células T de memória (FIGURA 14). Além disso pela 

caracterização dos receptores co-estimuladores CD27 e CD28. As populações de 

células T apresentam um estágio menos diferenciado expressando os dois 

receptores CD28+CD27+, um estágio intermediário com a perda de um dos 

receptores até um estágio mais terminalmente diferenciado com a perda de ambos 
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receptores (PEREIRA et al., 2019). Assim, foram analisados essas (sub)populações 

em diferentes apresentações clínicas da COVID-19.  

 Houve aumento da frequência de células T CD4+ EMRA no grupo grave em 

relação aos grupos oligo e moderado (FIGURA 15A e B). Essa população celular 

carrega características de células terminalmente diferenciadas, perdem a expressão 

de receptor co-estimulador, se acumulam com a idade como também perante a 

infecções como visto na COVID-19 (GARCIA-GASALLA et al., 2022; HENSON; 

RIDDELL; AKBAR, 2012). Os resultados corroboram que pacientes com a forma 

grave da COVID-19 apresentam aumento da expressão de células T CD4+ EMRA.  

 Nossos dados demonstraram que houve diminuição da frequência de células 

T CD8+ CM no grupo grave em relação aos grupos oligo e moderado (FIGURA 16A 

e B). As células T CM normalmente têm pouca ou nenhuma função efetora e baixa 

capacidade citotóxica, mas essa população é a responsável por se proliferar e se 

diferenciar em células efetoras em resposta à estimulação antigênica 

(CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2008; KAECH; CUI, 2012; SALLUSTO; GEGINAT; 

LANZAVECCHIA, 2004). Pacientes com COVID-19 tendem a apresentar baixas 

frequências de células T CD8+ CM em relação a indivíduos saudáveis sem a doença 

(BERGANTINI et al., 2021; BIASI et al., 2020; MAZZONI et al., 2020). Quando 

analisados os diferentes graus de acometimento da doença, pacientes com a forma 

mais grave apresentavam frequências mais baixas que os da forma moderada 

(BERGANTINI et al., 2021). Por conta da baixa frequência de T CM no grupo grave 

era de se esperar que diminuíssem as outras populações como T EM e T EMRA, 

mas isso não foi encontrado nos resultados (FIGURA 16A). Mas não descarta que a 

longo prazo essas células CM possam prejudicar manutenção celular de células 

efetoras. 

 Quando avaliados as frequências dos receptores CD28 e CD27 em células T 

CD4+ houve uma diminuição da frequência de CD28+CD27+ no grupo grave em 

relação aos grupos oligo e moderado, enquanto a frequência de CD28-CD27- no 

grupo grave aumentou em relação ao grupo moderado, o mesmo perfil foi 

encontrado para CD28-CD27+ (FIGURA 17A, B e C). Na fase aguda, pelo menos 5 

primeiros dias de admissão hospitalar, não foram encontradas diferenças de 

frequências dessas populações em células T CD4+ (SEGUNDO et al., 2021). Aqui, 
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com mais de 10 dias de sintomas, houve acúmulo de células T CD4+ CD28-CD27- 

no grupo grave. Essas células podem estar promovendo prejuízos diretos e indiretos 

com aumento de atividade inflamatória e citotóxica, além de poder regular e manter 

a imunossenescência nesses indivíduos (LANNA et al., 2014).  

Em células T CD8+ houve diminuição da frequência de CD28+CD27- no 

grupo grave em relação aos grupos oligo e moderado (FIGURA 18A, B e C). Na fase 

aguda da doença (pelo menos 5 primeiros dias de admissão hospitalar), pacientes 

moderados/graves apresentavam menor frequência de CD8+ CD28+CD27- e 

acúmulo de CD8+ CD28-CD27- em relação à pacientes leves com COVID-29 

(SEGUNDO et al., 2021). No entanto com mais de 10 dias de sintomas, esses perfis 

não foram encontrados nos resultados do nosso estudo.  

Quando avaliados os receptores de imunossenescência em células T, não 

houve diferenças na frequência e MFI dos receptores CD57 e KLRG1 em células T 

CD4+ e T CD8+ totais (FIGURAS 6A, B, C, 7A, B, C, 8A, B, C, 9A, B e C). Visto 

que as células T totais abarcam diversas subpopulações de células naïve, efetoras e 

de memória pode-se observar que em um todo não há um perfil de aumento destes 

receptores.  

 Populações de células T CD28-CD27- e EMRA apresentam aumento de 

receptores de imunossenescência, por isso foram avaliados dentro de cada 

população a expressão de CD57 e KLRG1 mediante aos diferentes estágios da 

COVID-19. Foi visto um aumento de MFI de CD57 em células T CD8+ CD28-CD27+ 

no grupo moderado em relação ao grupo grave, mas não houve alteração de 

frequência nessa e nas demais populações (FIGURA 21A, B, C e D).  

 Quando observado o receptor KLRG1, houve aumento de frequência em 

células T CD8+ CD28+CD27+ no grupo oligo em relação ao grave, aumento de 

frequência em células T CD8+ CD28+CD27- nos grupos oligo e moderado em 

relação ao grave e aumento de frequência em células T CD8+ CD28-CD27- no 

grupo oligo em relação ao grave (FIGURA 22A, B, C e D). Com destaque na 

população de células T CD8+ CD28-CD27+ aumento de MFI de KLRG1 nos grupos 

oligo e moderado em relação ao grave (FIGURA 23A e B).  

 Houve aumento da frequência de CD57 em células T CD4+ EMRA nos grupos 

oligo e grave em relação ao grupo moderado (FIGURA 24A e B). Com destaque do 
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aumento de MFI de CD57 no grupo grave em relação ao grupo moderado (FIGURA 

24C e D). Sendo assim CD57 mais aumentado na forma mais grave da COVID-19.  

 Em relação ao outro receptor, houve aumento de KLRG1 tanto em frequência 

e MFI em células T CD4+ EMRA no grupo oligo em relação ao grupo moderado 

(FIGURA 25A, B, C e D). Assim como houve aumento de KLRG1 tanto em 

frequência e MFI em células T CD8+ CM e EM (FIGURAS 31A, B e C, 32A, B e C) 

no grupo oligo em relação aos grupos moderado e grave, houve também aumento 

de frequência de KLRG1 em células T CD8+ EMRA no grupo oligo em relação ao 

grupo grave (FIGURA 31A e D).  

 Em modelo animal, células T CD8+ KLRG1+ efetoras são capazes de regular 

negativamente seu próprio receptor em condições pró-inflamatórias, sendo essencial 

para o desenvolvimento de células de memória periféricas com capacidade 

proliferativa aumentada (HERNDLER-BRANDSTETTER et al., 2018). Dessa forma o 

aumento de KLRG1 no grupo oligo pode não estar diretamente relacionado a 

imunossenescência, pelo menos em células T CD8+. Enquanto em células T CD4+ 

EMRA de pacientes oligo apresentam aumento dos CD57 e KLRG1 caracterizando 

que nesse grupo possa haver um princípio de fenótipo senescente, mas ainda 

carecendo de mais estudos para determinação do papel desses receptores em 

indivíduos menos acometidos pela doença.  

 No mais, aumento desses receptores CD57 e KLRG1 estão relacionados à 

prejuízos na resposta vacinal (BOWYER et al., 2020; SHI et al., 2014). Dessa forma, 

importante caracterizar o perfil de células T senescentes perante a esses receptores 

e como elas podem estar prejudicando na resposta vacinal em estudos futuros de 

pacientes vacinados pela COVID-19.  

Em células T CD4+ totais houve aumento da frequência de γH2Ax+ no grupo 

moderado em relação ao oligo, no grupo grave em relação aos grupos oligo e 

moderado (FIGURA 10A e B) e MFI houve aumento no grupo grave em relação aos 

grupos oligo e moderado (FIGURA 10C e D). Em células T CD8+ houve aumento de 

frequência e MFI de γH2Ax nos grupos moderado e grave em relação ao grupo oligo 

(FIGURA 12A, B, C e D). Os resultados demonstram então que houve um aumento 

de danos no DNA, principalmente nos grupos mais afetados pela COVID-19.  
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 Quando observado p38+ de células T CD4+ totais houve aumento da 

frequência nos grupos moderado e grave em relação ao grupo oligo (FIGURA 11A e 

C). Em células T CD8+ não houve diferença de frequência entre os grupos, mas MFI 

do grupo grave foi menor em relação ao grupo oligo (FIGURA 13A, B e C). Os 

coronavírus são capazes de ativar a via da MAP-quinase p38 (LEE et al., 2004), que 

é uma das responsáveis pela SASP (FREUND; PATIL; CAMPISI, 2011) e em 

linfócitos mantém e regula características de senescência celular (LANNA et al., 

2014). Mesmo que o vírus não esteja diretamente regulando essa via, a inflamação 

provocada pela COVID-19 pode estar envolvida direta e/ou indiretamente nesse 

processo (GRIMES; GRIMES, 2020).   

 Nossos resultados também evidenciaram aumento de frequência e MFI de 

γH2Ax em populações de memória de células T CD4+ e T CD8+ NAIVE, CM, EM e 

EMRA no grupo grave (FIGURAS 26A, B, C, D e E, 27A, B e C, 28A, B e C, 33A, B, 

C, D e E, 34A, B e C, 35A, B, C).  

 O aumento de γH2Ax indica aumento de danos ao DNA e que de alguma 

forma as células T de pacientes no grupo grave com COVID-19 apresentam 

prejuízos no reparo do seu material genético (CELESTE et al., 2003).  

 Era esperado que os níveis de p38 estivessem aumentados nos grupos mais 

acometidos pela COVID-19, mas não foram encontradas diferenças entre os grupos 

nas células T NAIVE, CM, EM e EMRA (FIGURAS 29 e 36). Necessitam-se assim 

de mais estudados e outras análises para aprofundar como a via das MAPKs 

estariam envolvidas na COVID-19.  
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6 – CONCLUSÕES  

 

  Pacientes com COVID-19 apresentam sintomas e graus de acometimento 

que vão desde sintomas leves, moderados à graves e críticos. Os resultados 

demonstram que pacientes moderados e graves apresentam diversas alterações 

clínicas e laboratoriais hematológicas, gasométricas e bioquímicas. Esses dados 

evidenciam aumento inflamatório e danos sistêmicos como danos pulmonares, 

hepáticos, cardiovasculares e renais. No mais, os títulos de IgM e IgG decaíram ao 

longo do tempo em pacientes oligossintomáticos, podendo ser indicativo de 

prejuízos da resposta imune em pacientes convalescentes.       

Por conta dessas alterações que podem levar a uma resposta imune 

prejudicada, foram avaliados como estavam fenotipicamente as células T de 

pacientes oligo, moderado e grave. Assim de acordo com os resultados da 

citometria, pacientes com COVID-19, principalmente do grupo grave, apresentaram 

uma série de características que condizem com fenótipo de células T senescentes 

como menor viabilidade celular, aumento de danos ao DNA visto pelo aumento de 

γH2Ax em diferentes populações celulares, acúmulo de células com perdas de 

receptores co-estimuladores CD28 e CD27, aumento de p38, alterações nas 

frequências de populações de células T de memória, aumento da frequência de 

EMRA e aumento de CD57+ EMRA. Essas características foram mais evidenciadas 

em células T CD4+ do grupo grave em relação aos grupos oligo e moderado.    

Além disso, pacientes do grupo oligo apresentaram aumento de KLRG1 e 

CD57, um indicativo que a COVID-19 possa estar modulando um perfil de 

imunossenescência desde graus mais leves da doença. Assim esse trabalho 

contribui para caracterização fenotípica de células T senescentes em indivíduos de 

diferentes graus de acometimento da COVID-19.  
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APÊNDICE B – MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE 

ESCLARECIDO  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 
Programa de Pós-Graduação em Doenças Infecciosas – UFES 

Núcleo de Doenças Infecciosas 
Laboratório de Imunobiologia 

 
Projeto de Pesquisa: Avaliação do papel de células T citotóxicas terminalmente diferenciadas na 

imunopatogênese da COVID-19 

Pesquisadores e suas funções: 
Dr. Daniel Cláudio de O. Gomes – Coordenador – UFES 
                                                    – Pesquisador executor 
 

 
Nome do(a) voluntário(a) ou responsável: ____________________________________________ 
Data de Nascimento:_____________________________________________________________ 
 

O(a) Sr.(a) está sendo convidado(a) a participar, como voluntário(a), de uma pesquisa 
científica conduzida pelo Laboratório de Imunobiologia – UFES, que tem como objetivo 
compreender o papel de respostas imunológicas na COVID-19, uma importante doença que está 
afetando pessoas no mundo todo, incluindo o Brasil, e a qual ainda não se tem tratamento ou 
vacina. 

Este documento procura fornecer ao(a) Sr.(a) as informações necessárias sobre todos os 
procedimentos a serem realizados e os benefícios. O(a) Sr.(a) poderá se recusar a participar da 
pesquisa ou dela se afastar a qualquer momento, sem que isso lhe venha causar 
constrangimento, prejuízo ou penalidade. 

Antes de assinar este termo, o(a) Sr.(a) deve informar-se plenamente com o seu médico 
acompanhante e com os pesquisadores, perguntando sobre quaisquer dúvidas que achar 
importante.  
 

INFORMAÇÕES IMPORTANTES 
 

1- Procedimentos a serem realizados: coleta de amostra de sangue. As amostras destinadas 

à pesquisa serão processadas no Laboratório de Imunologia da UFES (Av. Mal. Campos, 
1468 – Santa Cecília, Vitória) e serão utilizadas apenas para a pesquisa. 
 

2- Benefícios: os resultados encontrados pelo laboratório serão encaminhados ao seu médico 

na forma de um relato e contribuirão para um melhor entendimento da doença e para 
desenvolvimento futuro de novos tratamentos e vacinas. 
 

3- Riscos potenciais: tontura, dor e manchas arroxeadas no braço podem ocorrer devido ao 

processo de coleta de sangue. 
 

4- Despesas e compensação financeira: todos os procedimentos realizados na pesquisa não 

implicam em custo algum para você. Os procedimentos realizados também não envolverão 
nenhuma compensação financeira. 
 

5- Utilização de registros médicos e confidencialidade: sua identidade será transformada em 

código. Todas as informações obtidas serão mantidas sob total anonimato e confidencialidade 
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(segredo), a menos que seja exigido por lei. Os registros médicos que trazem a sua 
identificação e esse termo de consentimento assinado poderão ser inspecionados pelo 
Comitê de Ética. Os resultados desta pesquisa poderão ser apresentados em reuniões ou 
publicações, contudo, sua identidade não será revelada nessas apresentações.  

 

6- Dúvidas: uma cópia deste termo será entregue ao (à) Sr.(a) e em caso de dúvidas, no fim do 
documento encontra-se o contato do CEP e dos pesquisadores envolvidos no projeto que 
podem esclarecer qualquer assunto que achar pertinente. 

 

DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO 
 

 
Eu, ________________________________________________, declaro estar ciente do 

inteiro teor deste Termo de Consentimento Livre Esclarecido e que decido participar, como 
paciente, da investigação proposta intitulada “Avaliação do papel de células T citotóxicas 
terminalmente diferenciadas na imunopatogênese da COVID-19”.  

Declaro ainda que tive oportunidade de perguntar sobre a pesquisa e todas as minhas 
dúvidas foram esclarecidas. Entendo que estou livre para decidir não participar desta pesquisa ou 
dela abandonar a qualquer momento e autorizo a utilização dos meus registros médicos 
(prontuários) pelos pesquisadores, autoridades regulatórias e pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
do Hospital. Os pesquisadores declaram ainda que cumprirão todo o conteúdo aqui apresentado. 

 
 
 
Assinatura do participante:   Assinatura do investigador responsável: 
 
____________________________            ________________________________ 
 
RG:_________________________   ________________________________  
       
  

Vitória – ES, ____ de _________ de 20____ 
 
 

Contatos 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas 
Av. Marechal Campos, 1469, Maruípe, Vitoria 
E-mail: cep@hucam.edu.br 

 
Prof. Daniel Cláudio de Oliveira Gomes 
Núcleo de Doenças Infecciosas - UFES 
Telefones: 
E-mail: 
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APÊNDICE C – ARTIGO DA DISSERTAÇÃO  

 
ANÁLISE DO PERFIL DE IMUNOSSENESCÊNCIA EM CÉLULAS T DE 
PACIENTES EM DIFERENTES ESTÁGIOS DA INFECÇÃO POR SARS-COV-2 

 
ISABELA VALIM SARMENTO*, DANIEL CLAUDIO DE OLIVEIRA GOMES* 

 
*PROGRAMA DE POS GRADUAÇÃO EM DOENÇAS INFECCIOSAS DA UNIVERSIDADE 

FEDERAL DO ESPÍRITO SANTO (PPGDI/UFES) 

 
INTRODUÇÃO  
 

A COVID-19, doença da atual pandemia, causada pelo SARS-CoV-2 já fez mais de 
bilhões de mortes e ainda continua um problema mundial. Os contaminados ser 
assintomáticos, apresentar um estágio leve, moderado, grave/severo ou crítico 
(BRASIL, 2022, p. 11-12). Os sintomas costumam aparecer de 2 a 14 dias após a 
infecção e incluem desde tosse, febre, coriza, dor de garganta, dificuldade para 
respirar, anosmia e/ou disgeusia (CDC, 2021; CHEN et al., 2020). Também podem 
surgir falta de ar, dores musculares, confusão mental, dores no peito, diarreia e 
dependendo do estágio e da gravidade da doença podem levar a falência de vários 
órgãos e a morte (CHEN et al., 2020). Pacientes graves evoluem para o quadro de 
dispneia, hipoxemia e progressivamente para o quadro de síndrome respiratória 
aguda grave (ARDS).  
As células T são observadas desde a fase aguda da infecção (WEISKOFF et al., 
2020; SEKINE et al., 2020). As frequências relativas e os números absolutos de T 
CD4+ e T CD8+ foram mais baixos em pacientes moderados e graves em relação 
aos controles saudáveis (SEKINE et al., 2020). A linfopenia na fase aguda pode 
estar associada ao maior deslocamento dessas células aos órgãos afetados pela 
COVID-19 (NIESSL; SEKINE; BUGGERT, 2021; VABRET et al., 2020).  
Existe um fenótipo (hiper)ativado através dos receptores CD69, CD38, CD44, HLA-
DR altamente expressos em células T CD4+ e CD8+ de pacientes em diferentes 
estágios da COVID-19. Além disso, células T CD4+ co-expressando IFN-γ e GM-
CSF estavam mais presentes em pacientes com COVID-19 internados em UTI, 
indicando que elas podem desempenhar um papel crítico nas respostas 
(hiper)inflamatórias da doença (ZHOU et al., 2020). 
Pacientes acometidos com as formas mais graves da COVID-19 apresentam 
aumento de receptores inibitórios como PD-1/PDL1 e TIM-3 (BIASI et al., 2020; 
DIAO et al., 2020; SEKINE et al., 2020; SONG et al., 2020; WANG et al., 2020). 
Esses receptores estão associados na redução das capacidades efetoras das 
células T (MURAKAMI; RIELLA, 2014). Além disso, há acúmulo de células T 
altamente diferenciadas que re-expressam CD45RA (EMRA) e células efetoras 
terminalmente diferenciadas (TE) (ADAMO et al., 2021; BIASI et al., 2020; GARCIA-
GASALLA et al., 2022; MATHEW et al., 2020); aumento de NKRs em células T e 
receptores de células altamente diferenciadas, como CD57, KLRG1 e NKG2A 
(GANGAEV et al., 2021; SCHULIEN et al., 2021); aumento de citotoxicidade 
(BERGANTINI et al., 2021; KANG et al., 2020; SONG et al., 2020; WESTMEIER et 
al., 2020); e presença de danos no DNA nuclear e alterações no tamanho telomérico 
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(BALNIS et al., 2021; BENETOS et al., 2021). Características encontradas em um 
fenótipo de senescência celular.  
Outros fatores envolvidos no fenótipo senescente são a perda progressiva de 
receptores co-estimuladores CD27 e CD28 (AIELLO et al., 2019; GATTINONI et al., 
2017; GORONZY, Jörg J.; WEYAND, 2013); redução no tamanho de telômeros e 
alterações na atividade da enzima telomerase (MUÑOZ-ESPÍN; SERRANO, 2014); 
bem como aquisição do fenótipo secretório associado a senescência (SASP) 
(COPPÉ et al., 2010). O SASP é caracterizado pelo aumento na produção de 
citocinas pro-inflamatórias (interleucinas (ILs) como IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α), 
quimiocinas (CXCL-1 e CXCL-2) e mediadores inflamatórios (GM-CSE) (COPPÉ et 
al., 2010). Um dos mecanismos envolvidos no SASP é através da fosforilação da 
MAPK p38, que ativa o fator de transcrição NF-kB (FREUND; PATIL; CAMPISI, 
2011). Acredita-se também que alguns vírus como SARS-CoV-2 podem ativar a via 
da MAPK p38, liberando algumas citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF-α, IL-1β), 
que aumentam a regulação da via NF-kB (HARIHARAN et al., 2021).  
Desse modo, este estudo tem como interesse avaliar como estão os diferentes 
fenótipos e atividade funcional das células T, CD4+ e CD8+, além de analisar a 
diferenciação e senescência dessas células na infecção pelo SARS-CoV-2 de 
humanos em diferentes estágios da COVID-19. Visto que o acúmulo de células T 
senescentes estão associadas a imunopatogênese de diversas infecções (COVRE 
et al., 2019; DOLFI et al., 2013; LIU, H. et al., 2020; TEDESCHI et al., 2022; TROY 
et al., 2016) e os acometidos pela COVID-19 apresentam inúmeros fatores que 
podem estar associados a imunossenescência como aumento de frequência de 
EMRA, NKRs, SASP e citotoxicidade. 
 
MÉTODOS 
ASPECTOS ÉTICOS E SELEÇÃO DE PACIENTES 

O projeto teve aprovação ética do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 
Universitário Cassiano Morais (HUCAM) – UFES, número referencial # 
32171120.0.0000.5071. Foram selecionados pacientes entre 18 e 65 anos, 
positivamente diagnosticados com COVID-19 (diagnóstico molecular RT-PCR (swab 
nasofaríngeo) e/ou diagnóstico imunológico por ELISA para IgM/IgG) para SARS-
CoV-2), atendidos nos serviços dos hospitais HUCAM (Vitória, ES), do Hospital 
Jayme dos Santos Neves (Serra, ES) e do Hospital Dório Silva (Serra, ES). Os 
pacientes e/ou familiares que consentiram em participar do estudo assinaram o 
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Classificados em 3 grupos de 
estudo (Oligossintomáticos, Moderados e Graves), segundo as diretrizes para 
diagnóstico e tratamento da COVID-19 do Ministério da Saúde do Brasil. Indivíduos 
com histórico de neoplasia, desordens imunossupressivas e/ou que estiveram em 
uso crônico de retrovirais foram excluídos do estudo.  
ANÁLISES DOS PRONTUÁRIOS E EXAMES LABORATORIAIS 
Exames como hemograma, bioquímicos, gasométricos e as imunoglobulinas foram 
incluídos no estudo e os valores de referência de cada exame foram extraídos dos 
laboratórios de análises clínicas dos hospitais e clínicas em que foram realizados. 
COLETA DE AMOSTRAS E ISOLAMENTO DE CÉLULAS 
As PBMC foram obtidas do tubo de coleta com heparina, separadas por meio de 
gradiente de concentração utilizando Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) e 
posteriormente armazenadas em meio de congelamento celular (10% 
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Dimetilsulfóxido (DMSO) em Soro Fetal Bovino (SFB) até o uso. Para a realização 
dos experimentos, as células foram descongeladas, feito a contagem de células 
viáveis em câmara de Neubauer e posto em estufa de CO2 com RPMI completo por 
no mínimo 4h.  CITOMETRIA DE FLUXO E FENOTIPAGEM 
Cerca de 1 x 106 células/ml foram transferidas para uma placa de 96 poços de fundo 
cônico e centrifugadas. Após o processo, as células foram ressuspendidas e 
incubadas com marcação para viabilidade celular Live/Dead (Zombie NIR) por 15 
min (para mais detalhes ver TABELA 1). Após isso, foram incubadas com os 
anticorpos para marcação de superfície extracelular por cerca de 15min (TABELA 
1). Depois esses anticorpos foram fixados e as células adquiridas no citômetro. Para 
outra marcação extracelular foi fixada com PBS + 2% paraformaldeído por 10min a 
37ºC e permeabilizadas com BD PhosflowTM Perm Buffer III [BD Biosciences cat# 
558050] por 30min no gelo (freezer –20ºC) para anticorpos p-p38 (PE) e p-yH2Ax 
(FITC) por 30min (TABELA 1), após isso foram adquiridas no citômetro. A aquisição 
se deu de 100.000 a 150.000 células/eventos por amostra dentro do gate single cells 
no equipamento CytoFLEX LX [Beckman Coulter Life Sciences, USA] e analisadas 
no software FlowJo versão 10.8.1 para Mac OS X.  
 
TABELA 7. Descrição dos anticorpos usados para marcação da PBMC para citometria. 

 
 
DETERMINAÇÃO DAS POPULAÇÕES DE CÉLULAS T 

Estratégia de análise geral para determinação das populações de linfócitos se deu 
primeiramente por tamanho (FSC-H) e granulosidade (SSC-H), singles cells (FSC-H 
x FSC-A), células viáveis (DEAD-, FSC-H x NIR), população de células T CD3+ 
(CD56 PE/Dazzle 594 x CD3 BV510) e determinação das populações T CD4+ e T 
CD8+ totais (CD4 PerCP-Cy5.5 ou PE-Cy5 x CD8 Alexa Fluor 700) (FIGURA 1). 
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FIGURA 37. Estratégia de análise para definição das populações de células T. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism versão 9.1.1 
para Mac OS X. Os dados foram representados por média ± erro padrão da média 
em tabelas e/ou gráficos. Os valores considerados significativos quando p < 0,05. 
Para retirada/exclusão de outliers foi utilizado o método de ROUT (Q = 1%). O teste 
de Mann-Whitney para dados não pareados e o Teste Wilcoxon para dados 
pareados foram realizados para todas as variáveis contínuas não paramétricas. Para 
mais de três variáveis não paramétricas foram realizados o Teste de Kruskal-Wallis 
para dados não pareados, Teste de Friedman para dados pareados e post-hoc 
"Original FDR method of Benjamini and Hochberg". 
 
RESULTADOS  
DADOS GERAIS DOS PACIENTES  

Foram arrolados ao todo cerca de 108 pacientes para análises de exames 
laboratoriais, a TABELA 2 resume as características gerais dos pacientes, sexo 

biológico e a idade cronológica média dos grupos arrolados na pesquisa.  
 
TABELA 8. Características gerais dos pacientes do grupo oligo (n = 42) arrolados do HUCAM e dos 
pacientes dos grupos moderado (n = 40) e grave (n = 26) arrolados do Hospital Dr. Jayme dos Santos 
Neves e do Hospital Dório Silva.  

 
 
DADOS DE INTERNAÇÃO 
A porcentagem dos pacientes que obtiveram alta médica durante o período do 
estudo foi de 73,53% (25 de 34) no grupo moderado e 30,77% (8 de 26) no grupo 
grave. Já a porcentagem dos pacientes que foram à óbito durante o período do 
estudo no grupo moderado foi de 11,76% (4 de 34) e no grave foi de 62,54% (16 de 
26). O restante dos pacientes que ou foram transferidos ou não tiveram informações 
sobre a internação foi de 14,71% (5 de 34) no grupo moderado e 7,36% (2 de 26) no 
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grupo grave (FIGURA 2A). O tempo médio em dias de internação do grupo 

moderado e grave foi de 7,72 ± 0,83 (n = 29) e 15,33 ± 1,45 (n = 21), 
respectivamente. Ainda, o tempo médio de internação do grupo grave foi 
significativamente maior do que os observados no grupo moderado (**** p < 0,0001, 
FIGURA 2B).  

 

 
FIGURA 38. A) Dados de alta, óbitos e outros dos grupos moderado e grave. B) Tempo médio de 
internação do grupo moderado e grave do Hospital Dr. Jayme dos Santos Neves. Moderado (n = 29) 
e grave (n = 21). Teste de Mann-Whitney, ****p < 0,0001. 

 
EXAMES LABORATORIAIS 
HEMOGRAMA E COMPONENTES 
Os dados de hemograma e componentes estão resumidos na TABELA 3. Houve 
diminuição dos níveis de CHCM, de linfócito e de monócito no grupo grave em 
relação ao moderado. Em contrapartida, houve um aumento dos níveis de RDW, 
leucócito, neutrófilo bastão, segmentado, bastão global e segmentado global no 
grupo grave em relação ao moderado. Quando observados os valores de 
hemoglobina estavam ligeiramente diminuídos nos dois grupos em relação aos 
valores de referência para esse analito. Enquanto para leucócitos e monócitos, 
esses apresentaram níveis aumentados em relação aos valores de referência, 
principalmente no grupo grave. Os valores de neutrófilo segmentado estavam 
aumentados no grupo grave em relação aos valores de referência. Já os níveis de 
linfócitos estavam diminuídos em relação aos valores de referência nos dois grupos.  
 
TABELA 9. Dados laboratoriais de hemograma e componentes dos pacientes moderados e graves 
do Hospital Estadual Dr. Jayme Santos Neves. Teste de Mann-Whitney. 
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BIOQUÍMICOS E GASOMETRIA 
Os dados estão resumidos na TABELA 4. Destacam-se o aumento dos níveis de 
DHL, bilirrubina direta, proteína C reativa, ureia e creatinina no grupo grave em 
relação ao moderado. Os valores de DHL, TAP, ureia, creatinina e triglicerídeos 
estavam aumentados em relação aos valores de referência nos grupos moderado e 
grave. 
 
TABELA 10. Exames bioquímicos dos pacientes moderados e graves do Hospital Estadual Dr. Jayme 
Santos Neves. TAP = Tempo de Protrombina, INR = Razão Normalizada Internacional, PTTK = 
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada. Teste de Mann-Whitney. 
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As performances pulmonar e metabólica do grupo grave parecem estar mais 
prejudicadas com a diminuição do pH e aumento da Pressão Parcial de Gás 
Carbônico (PCO2), inclusive em relação aos valores de referência desses analitos. A 
saturação de ambos os grupos estava ligeiramente diminuída em relação aos 
valores de referência para esse analito (TABELA 5).  

 
TABELA 11. Gasometria arterial dos pacientes moderados e graves do Hospital Estadual Dr. Jayme 
Santos Neves. PO2 = Pressão Parcial de Oxigênio. Teste de Mann-Whitney. 

 
 
IMUNOGLOBULINAS 

Para avaliar a titulação das classes de anticorpos envolvidos na COVID-19, IgM e 
IgG foram mensurados nos tempos D15, D30, D45, D60, D90/120 e D180 após a 
infecção por SARS-CoV-2 (FIGURA 3A e B). Houve uma diminuição dos níveis de 
IgG e IgM conforme passaram os dias, as diferenças estatísticas estão 
representadas na FIGURA 3A e B.  

 

 
FIGURA 39. Níveis de A) IgG e B) IgM marca Abbot dos pacientes oligossintomáticos do HUCAM nos 
tempos D15, D30, D45, D60, D90/D120 e D180. Teste de Friedman, post-hoc de FDR Benjamini e 
Hochberg. * p < 0,05, ** p < 0,02, **** p < 0,0001. 

 
ESCOLHA DA AMOSTRA PARA EXPERIMENTOS DE CARACTERIZAÇÃO 

FENOTÍPICA  
Dos 108 pacientes arrolados na pesquisa, foram escolhidos 36 indivíduos divididos 
nos três grupos de estudo (n = 12, cada). Foram equiparados por idade e tempo de 
infecção viral (>10 dias de sintomas). A TABELA 6 resume os dados de 

identificação (ID), idade (anos), sexo biológico e origem hospitalar dos pacientes dos 
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grupos oligo, moderado e grave escolhidos para as análises de citometria de fluxo 
ex vivo.  
 
TABELA 12. Dados clínicos dos pacientes dos grupos oligo, moderado e grave (n = 12, cada) para as 
análises de citometria. † = veio a óbito. 

 

 
 
DIMINUIÇÃO DE CÉLULAS VIÁVEIS NOS GRUPOS MODERADO E GRAVE  

Destacou-se uma diminuição de frequência de células viáveis nos grupos moderado 
e grave em relação ao grupo oligo, mas não foi observado diferenças entre o grupo 
moderado e severo (FIGURA 4A e B). 
 

 

 
 
FIGURA 40. Comparação das frequências de células viáveis entre os grupos oligo, moderado e 
grave. A) Frequência em porcentagem nos três grupos (n = 12, cada). Teste de Kruskal-Wallis, post-
hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, *** p < 0,0005. B) Estratégia de análise de células viáveis 
dos três grupos. 

 
CÉLULAS T DOS GRUPOS OLIGO, MODERADO E GRAVE 
A análise das frequências de células T CD3+ não demonstrou diferença entre eles. 
Enquanto a frequência de células T CD4+ do grupo moderado foi maior em relação 
aos grupos oligo e grave, no entanto entre os grupos oligo e grave não houve 
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diferença. Já a frequência de células T CD8+ foi menor no grupo moderado em 
relação ao oligo, mas não apresentaram diferença entre os grupos oligo e grave, 
também entre os grupos moderado e grave (FIGURAS 5A, B e C).  
 

 
 
FIGURA 41. A) Gráfico das frequências totais das células T CD3+, T CD4+ e T CD8+ dos grupos 
oligo, moderado e grave (n = 12, cada). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * 
p < 0,05, ** p < 0,0098.  Estratégia de análise e comparação das frequências de células B) T CD4+ e 
C) T CD8+ nos três grupos. 

 
AVALIAÇÃO DE DANOS NO DNA E EXPRESSÃO DE P38 EM CÉLULAS T  
A imunossenescência também caracterizada fenotipicamente pelo aumento de 
danos ao DNA e expressão de p38. Deste modo, os resultados demonstram um 
aumento da frequência de T CD4+ γH2Ax+ no grupo moderado em relação ao grupo 
oligo, no grupo grave em relação ao oligo e ao moderado (FIGURAS 6A e B). 
Evidenciado então que no grupo grave houve um maior aumento da expressão de 
γH2Ax, ou seja, uma maior expressão de danos ao DNA em células T CD4+.  
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FIGURA 42. A) Gráfico das frequências de células T CD4+ γH2Ax+ nos grupos oligo (n = 9), 
moderado (n = 12) e grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. * p < 
0,05, **** p < 0,0001. B) Estratégia de análise para células T CD4+ γH2Ax nos três grupos.  

 
Em relação ao p38 em células T CD4+ totais, houve aumento das frequências de T 
CD4+ p-p38+ nos grupos moderado e grave em relação ao grupo oligo (FIGURAS 
7).  

 

 
FIGURA 43. Gráfico das frequências de células T CD4+ p-p38+ dos grupos oligo (n = 5), moderado (n 
= 12) e grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. * p < 0,05.  

 
Em relação as células T CD8+, observou-se um aumento da frequência de T CD8+ 
γH2Ax+ nos grupos moderado e grave em relação ao oligo, mas não houve 
diferença na frequência de T CD8+ γH2Ax+ entre os grupos moderado e grave 
(FIGURAS 8A e B).  
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FIGURA 44. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ γH2Ax+ dos grupos oligo (n = 10), 
moderado (n = 12) e grave (n = 12). Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. *** p 
= 0,0008, **** p < 0,0001. B) Estratégia de análise das frequências de células T CD8+ γH2Ax+ nos 
três grupos.  

 
ANÁLISE DO PERFIL DE DIFERENCIAÇÃO DOS COMPARTIMENTOS DE 
MEMÓRIA IMUNOLÓGICA NOS DIFERENTES GRUPOS COM COVID-19 

Para avaliação do perfil de diferenciação das populações das células T de memória, 
realizou-se a marcação utilizando CD45RA (BV605) e CD27 (PE-Cy7), que permite 
identificar as populações conforme demonstrado na FIGURA 9.  
 

 
 
FIGURA 45. Estratégia de análise para determinação das populações de memória NAIVE, CM, EM e 
EMRA de linfócitos T CD4+ e T CD8+. 

 
Assim não houve diferença nas frequências de T CD4+ NAIVE, CM e EM entre os 
grupos oligo, moderado e grave (FIGURA 10A). Houve diminuição das frequências 

conforme havia a perda do receptor CD27 e a re-expressão do receptor CD45RA de 
NAIVE, CM, EM até EMRA como observado na FIGURA 10A. Já no compartimento 
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das células mais terminalmente diferenciadas destacou-se aumento das frequências 
de células T CD4+ EMRA no grupo grave em relação aos grupos oligo e moderado 
(FIGURAS 10A e B), mas não houve diferença entre os grupos oligo e moderado 
(FIGURA 10A). 

 

 
 
FIGURA 10. A) Gráfico das frequências de T CD4+ NAIVE (n = 12, cada), CM (n = 12, cada), EM (n = 
12, cada) e EMRA (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave) nos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, 
post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, ** p = 0,002. B) Comparação das populações de 
memória, principalmente EMRA, de T CD4+ entre os três grupos.      

 
Em células T CD8+ não houve diferença de frequências de T CD8+ NAIVE, EM e 
EMRA entre os três grupos (FIGURA 11A). Todavia destacou-se uma diminuição da 

frequência de T CD8+ CM no grupo grave em relação aos grupos oligo e moderado 
(FIGURAS 11A e B), sem diferença entre os grupos oligo e moderado (FIGURA 
11A).  
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FIGURA 11. A) Gráfico das frequências de T CD8+ NAIVE (n = 12, cada), CM (n = 12 oligo e 
moderado, n = 11 grave), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 12, cada) nos três grupos. Teste Kruskal-
Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, ** p < 0,005, *** p = 0,0004. B) Comparação das 
populações de memória de T CD8+ CM entre os três grupos. 

 
RECEPTORES CO-ESTIMULADORES CD27 E CD28 EM CÉLULAS T 

Células T senescentes perdem receptores CD28 e CD27. Para avaliar as 
frequências desses receptores co-estimuladores foram feitas análises para definição 
das populações CD28+CD27+, CD28+CD27-, CD28-CD27+ e CD28-CD27- 
(FIGURAS 12A e 13A). Dentro das populações de linfócitos T CD4+ houve uma 

diminuição das frequências de CD28+CD27+ no grupo grave em relação aos grupos 
oligo e moderado (FIGURAS 12B e C). Houve um aumento das frequências de 
células T CD4+ CD28-CD27- no grupo grave em relação ao moderado (FIGURA 
12B e C). Também se destacou um aumento da frequência de CD28-CD27+ no 
grupo grave em relação ao grupo moderado (FIGURAS 12B e C).    
 

 
 
FIGURA 12. Estratégia de análise para A) determinação das populações CD28+CD27-, 
CD28+CD27+, CD28-CD27+, CD28-CD27- dentro da população de células T CD4+. B) Gráfico das 
frequências de T CD4+ CD28+CD27+ (n = 12, cada), CD28+CD27- (n = 12, cada), CD28-CD27- (n = 
9 oligo, n = 12 moderado e grave) e CD28-CD27+ (n = 12 oligo e grave, n = 9 moderado) nos três 
grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, ** p = 0,0054. C) 
Comparação das populações de células T CD4+ CD28+CD27-, CD28+CD27+, CD28-CD27+, CD28-
CD27- entre os três grupos. 
 

Em linfócitos T CD8+ não houve diferença entre as frequências de CD28+CD27+, 
CD28-CD27+ e CD28-CD27- nos três grupos (FIGURAS 13B e C). Mas foi 
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observada CD28+CD27- com diminuição da frequência no grupo grave em relação 
aos grupos oligo e moderado (FIGURAS 13B e C).   
 

 
 
FIGURA 13. Estratégia de análise para A) determinação das populações CD28+CD27-, 
CD28+CD27+, CD28-CD27+, CD28-CD27- dentro da população de células T CD8+. B) Gráfico das 
frequências de T CD8+ CD28+CD27+ (n = 12, cada), CD28-CD27+ (n = 12 oligo e moderado, n = 11 
grave), CD28-CD27- (n = 12, cada), CD28+CD27- (n = 12 oligo e moderado, n = 11 grave). Teste 
Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, ** p = 0,0017. C) Comparação das 
populações de células T CD8+ CD28+CD27-, CD28+CD27+, CD28-CD27+, CD28-CD27- entre os 
três grupos. 

 
 

RECEPTORES DE IMUNOSSENESCÊNCIA CD57 E KLRG1 NOS SUBSETS DE 
CD28CD27 DE CÉLULAS T 
Visto que células T apresentam alterações no subsets CD28CD27, foram analisados 
os receptores ligados a imunossenescência CD57 e KLRG1 nessas populações.  
Não houve diferença nas frequências de T CD8+ CD28+CD27+ CD57+ entre os três 
grupos, assim como das populações de células T CD8+ CD28+CD27- CD57+ e 
células T CD8+ CD28-CD27- CD57+ (FIGURA 14B). Também foram observados um 

aumento gradual das frequências de CD57+ conforme havia perda dos receptores 
CD28 e CD27 (FIGURAS 14A e B). Já quando analisado o MFI T CD8+ 

CD28+CD27- CD57+ houve uma diminuição no grupo grave em relação ao 
moderado (FIGURAS 14C e D), mas não houve diferença entre os dois grupos oligo 
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e moderado (FIGURA 14C). Os demais MFI T CD8+ CD28+CD27+ CD57+ e CD28-

CD27- CD57+ não apresentaram diferença entre os grupos, mas apresentaram 
aumento gradual conforme havia perda dos receptores CD28 e CD27 (FIGURA 
14C).  
 

 
 
FIGURA 14. Estratégia de análise de A) células T CD8+ CD28+CD27+ CD57+, CD28-CD27+ CD57+ 
e CD28-CD27- CD57+. B) Gráfico das frequências de células T CD8+ CD28+CD27+ CD57+ (n = 12 
oligo e grave, n = 11 moderado), CD28-CD27+ CD57+ (n = 12 oligo e moderado, n = 11 grave), 
CD28-CD27- CD57+ (n = 12, cada) nos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
Hochberg. C) Gráfico do MFI das células T CD8+ CD28+CD27+ CD57+ (n = 12, cada), CD28-CD27+ 
CD57+ (n = 10 oligo e grave, n = 12 moderado), CD28-CD27- CD57+ (n = 12, cada) nos três grupos. 
Teste Kruskal-Wallis, post-hoc Benjamini e Hochberg, * p < 0,05. D) Comparação de MFI das células 
T CD8+ CD28-CD27+ CD57+ nos três grupos. 

 
Com KLRG1 houve diminuição das frequências de células T CD8+ CD28+CD27+ 
KLRG1+ no grupo grave em relação ao oligo (FIGURAS 15A e B). Houve diminuição 

das frequências de células T CD8+ CD28-CD27+ KLRG1+ no grupo grave em 
relação ao grupo oligo e moderado (FIGURAS 15A e C). Também se destacou uma 

diminuição das frequências de células T CD8+ CD28-CD27- KLRG1+ no grupo 
grave em relação ao oligo (FIGURAS 15A e D). Os resultados então sugerem que 
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houve um aumento de KLRG1 no grupo oligo nos diferentes subsets de CD28CD27 
de células T CD8+.  
 

 
 

FIGURA 15. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ CD28+CD27+ KLRG1+ (n = 12, cada), 
CD28-CD27+ KLRG1+ (n = 12 oligo e moderado, n = 11 grave), CD28-CD27- KLRG1+ (n = 11 oligo, 
n = 10 moderado, n = 12 grave) nos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e 
Hochberg. * p < 0,05. Comparação das frequências de células B) T CD8+ CD28+CD27+ KLRG1+; C) 
T CD8+ CD28-CD27+ KLRG1+ e D) T CD8+ CD28-CD27- KLRG1+ nos três grupos.   

 
RECEPTORES DE IMUNOSSENESCÊNCIA CD57, KLRG1 E DANOS AO DNA 
DOS COMPARTIMENTOS DE MEMÓRIA IMUNOLÓGICA DE CÉLULAS T CD4+ 

O receptor CD57 nas populações de células T de memória não apresentou diferença 
das frequências de linfócitos T CD4+ NAIVE, CM e EM CD57+ entre os três grupos 
(FIGURA 16A). Enquanto as frequências de células T CD4+ EMRA CD57+ 
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apresentou um aumento no grupo oligo em relação ao moderado, no grupo grave 
em relação ao moderado (FIGURAS 16A e B).  
 

 
 
FIGURA 16. A) Gráfico das frequências de T CD4+ NAIVE (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave), 
CM (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 12 oligo e grave, n = 9 
moderado) CD57+. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, * p < 0,05, ** p = 
0,0077. B) Estratégia de análise de células T CD4+ EMRA CD57+ em comparação com FMO BV421.  

 
Quanto ao KLRG1, não houve diferença das frequências de linfócitos T CD4+ 
NAIVE, CM e EM KLRG1+ entre os três grupos (FIGURA 17A). A frequência de 

células T CD4+ EMRA KLRG1+ apresentou um aumento no grupo oligo em relação 
ao moderado (FIGURAS 17A e B). Dessa forma houve uma maior expressão de 

KLRG1 no grupo oligo em células T CD4+ EMRA.  
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FIGURA 17. A) Gráfico das frequências de células T CD4+ NAIVE (n = 10 oligo, n = 12 moderado, n 
= 11 grave), CM (n = 12, cada), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 12 oligo e grave, n = 11 moderado) 
KLRG1+. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg, ** p = 0,0038. B) Comparação 
das frequências de células T CD4+ EMRA KLRG1+ em relação ao FMO de APC nos três grupos.  

 
Visto que houve aumento da expressão de γH2Ax em células T totais, foram 
analisados danos ao DNA nos compartimentos de memória de células T. Assim 
houve aumento das frequências de γH2Ax+ em todas as subpopulações de células 
T CD4+ NAIVE, CM, EM e EMRA no grupo grave em relação ao grupo oligo 
(FIGURAS 18A, B, C, D e E). Destacam-se também aumento das frequências de 
células T CD4+ NAIVE γH2Ax+ e de T CD4+ CM γH2Ax+ no grupo grave em relação 
ao moderado (FIGURAS 18A, B e C). Mais uma vez evidenciando que no grupo 
grave houve aumento de danos ao DNA em diferentes populações celulares de T 
CD4+.  
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FIGURA 18. A) Gráfico das frequências das populações de células T CD4+ NAIVE (n = 9 oligo, n = 
12 moderado e grave), CM (n = 9 oligo, n = 11 moderado, n = 12 grave), EM (n = 11 oligo, n = 12 
moderado e grave) e EMRA (n = 11 oligo, n = 12 moderado e grave) γH2Ax+ dos três grupos. Teste 
Kruskal-Wallis, post-hoc FDR Benjamini e Hochberg. * p < 0,05, ** p < 0,009, **** p < 0,0001. 
Comparação das frequências de células B) T CD4+ NAIVE γH2Ax+; C) T CD4+ CM γH2Ax+; D) T 
CD4+ EM γH2Ax+ e E) T CD4+ EMRA γH2Ax+ entre os três grupos.   

 
 
RECEPTORES DE IMUNOSSENESCÊNCIA KLRG1 E DANOS AO DNA DOS 
COMPARTIMENTOS DE MEMÓRIA IMUNOLÓGICA DE CÉLULAS T CD8+ 

Não houve diferença das frequências de células T CD8+ NAIVE KLRG1+ entre os 
três grupos (FIGURA 19A). Houve diminuição das frequências de células T CD8+ 
CM KLRG1+ nos grupos moderado e grave em relação ao oligo (FIGURAS 19A e 
B). Assim como, nas populações de células T CD8+ EM KLRG1+ apresentaram 
esse mesmo perfil (FIGURAS 19A e C). Destacou-se também uma diminuição das 
frequências de células T CD8+ EMRA KLRG1+ no grupo grave em relação ao oligo 
(FIGURAS 19A e D). Dessa forma, houve aumento da expressão de KLRG1 em 
diferentes populações de memória de células T CD8+ no grupo oligo.  
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FIGURA 19. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ NAIVE (n = 9 oligo, n = 10 moderado, n = 
12 grave), CM (n = 12, cada), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 11 oligo e moderado, n = 12 grave) 
KLRG1+ dos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc Benjamini e Hochberg. * p < 0,05, ** p < 
0,005. Comparação das frequências de células B) T CD8+ CM KLRG1+ C) T CD8+ EM KLRG1+ D) T 
CD8+ EMRA KLRG1+ com FMO de APC nos três grupos. 

 
Assim como em linfócitos CD4, houve aumento das frequências de γH2Ax+ em 
todas as populações de memória de T CD8+ no grupo grave em relação ao oligo 
(FIGURAS 20A, B, C, D e E). Evidenciaram-se também aumento da frequência de 
células T CD8+ NAIVE γH2Ax+ no grupo grave em relação ao grupo moderado 
(FIGURAS 20A e B). Assim como um aumento das frequências de células T CD8+ 
CM γH2Ax+ no grupo moderado em relação ao grupo oligo e no grupo grave em 
relação ao moderado (FIGURAS 20A e C). Com especial destaque do aumento das 
frequências de células T CD8+ EM γH2Ax+ e de células T CD8+ EMRA γH2Ax+ no 
grupo moderado em relação ao oligo (FIGURAS 20A, D e E).  
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FIGURA 20. A) Gráfico das frequências de células T CD8+ NAIVE (n = 10 oligo, n = 12 moderado e 
grave), CM (n = 10 oligo, n = 12 moderado e grave), EM (n = 12, cada) e EMRA (n = 10 oligo, n = 12 
moderado e grave) γH2Ax+ dos três grupos. Teste Kruskal-Wallis, post-hoc Benjamini e Hochberg. * 
p < 0,05, ** p < 0,005, **** p < 0,0001. B) Comparação das frequências de células T CD8+ NAIVE; C) 
CM; D) EM e E) EMRA γH2Ax+ nos três grupos. 

 
DISCUSSÃO 
 

No estado do Espírito Santo, entre o período de março de 2020 a junho de 2021 
houve 524.496 casos com 11.516 óbitos acumulados (DE SOUSA et al., 2021). 
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Houve maior percentual de casos confirmados entre as pessoas de 30 a 39 anos, 
enquanto os óbitos foram mais prevalentes entre os idosos (DE SOUSA et al., 
2021). Dos 108 indivíduos arrolados para pesquisa, grande parte foi composta pelo 
sexo feminino, tendo a idade média entre os grupos composta por indivíduos 
maiores de 38 anos (TABELA 2). Entre os indivíduos hospitalizados a porcentagem 
dos pacientes que foram à óbito no grupo grave foi de 62,54% (FIGURA 2A).   
Um estudo de coorte retrospectivo sobre hospitalizações de COVID-19 no Brasil 
demonstrou que pacientes que se recuperaram da COVID-19 permaneceram na UTI 
por 10,69 ± 12,36 dias, enquanto os que vieram a óbito foi de 12,84 ± 13,37 
(SOBRAL et al., 2022). Ainda, a probabilidade de sobrevivência média diária 
diminuiu 3,27% por dia durante os 15 primeiros dias, sendo que aqueles que ficaram 
mais de 14 dias na UTI tiveram menos de 50% de probabilidade de sobrevida 
(SOBRAL et al., 2022). Isso corrobora que conforme a gravidade da doença se 
intensifica, maior tempo de internação e óbito associados encontrados no grupo 
grave (FIGURAS 2A e B).  
As primeiras confirmações de COVID-19 na China evidenciaram alterações de 
exames laboratoriais de rotina como exames hematológicos e bioquímicos (CHEN et 
al, 2020; HUANG et al, 2020; ZHOU et al, 2020). Quanto aos resultados para 
hemoglobina, não houve diferença estatística entre os grupos, mas apresentaram 
níveis ligeiramente mais baixos nos dois grupos em relação aos valores de 
referência para esse analito (TABELA 3). Um estudo demonstrou que o SARS-CoV-
2 pode ser capaz de infectar as células progenitoras dos glóbulos vermelhos levando 
uma síntese prejudicada da hemoglobina (KRONSTEIN-WIEDEMANN et al, 2022). 
Outro estudo defendeu que o SARS-CoV-2 parece codificar proteínas não-
estruturais capazes de atuar diretamente nas cadeias beta-globínicas da 
hemoglobina (WENZHONG; HUALAN, 2022). CHCM apresentou um aumento nos 
valores do grupo moderado em relação ao grave, no entanto, ambos os grupos 
exibiram níveis dentro dos valores de referência (TABELA 3). Um estudo sobre 
parâmetros laboratoriais associados ao tempo de permanência hospitalar por 
COVID-19 demonstrou que CHCM era um preditor negativo (JERAIBY et al., 2021). 
Os níveis de RDW nos pacientes graves estavam mais aumentados que no grupo 
moderado, mas ambos os grupos não apresentaram parâmetros fora dos valores de 
referência (TABELA 3). Os valores de RDW parecem exibir maior significância na 
admissão e hospitalização na UTI e podem indicar mortalidade de pacientes com 
COVID-19, como também podem ser considerados um marcador associado a 
(hiper)inflamação sistêmica (BILGIR et al., 2021; GUANÍ-GUERRA et al., 2022; 
MORENO-TORRES et al., 2022).  
Pacientes dos grupos moderado e grave apresentaram aumento dos níveis de 
leucócitos (leucocitose) em relação aos valores de referência, enquanto o grupo 
grave estava mais aumentado em relação ao moderado (TABELA 3). Uma 
metanálise sobre níveis de leucócitos descreveu que a leucocitose estava associada 
a desfechos ruins enquanto a leucopenia foi associada a um melhor prognóstico 
para doença (YAMADA, Takayuki et al., 2020). Os níveis de neutrófilo bastão se 
encontraram dentro dos valores de referência nos dois grupos, no entanto, no grupo 
grave apresentavam mais elevados em relação ao grupo moderado. Já os 
neutrófilos segmentados estavam dentro dos valores de referência apenas no grupo 
moderado, enquanto no grupo grave estavam mais aumentos tanto em relação ao 
moderado quanto em relação aos valores de referência, assim indicando uma 
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neutrofilia no grupo grave. Quando visto global, os níveis de neutrófilo bastão e 
segmentado estavam aumentados no grupo grave em relação ao moderado 
(TABELA 3).  
Nossos dados demonstram que houve alteração dos níveis de linfócitos de ambos 
os grupos, sendo que os parâmetros se encontraram abaixo dos valores de 
referência para esse analito, e no grupo grave houve diminuição dos linfócitos em 
relação ao grupo moderado. No entanto, quanto ao global os níveis de linfócitos não 
apresentaram diferença entre os grupos. Houve uma tendencia de diminuição dos 
valores de eosinófilos nos pacientes graves que se encontrou abaixo dos valores de 
referência e estavam diminuídos em relação ao grupo moderado. Enquanto o 
eosinófilo global não apresentou diferença entre os grupos (TABELA 3). A 
leucocitose, eosinopenia e linfopenia parecem estar associadas à progressão do 
estado inflamatório, no mais, a eosinopenia persistente pode ser um preditor de 
gravidade da doença como também de desfecho clínico adverso durante a 
hospitalização (ZHANG, J. et al., 2021). Houve aumento dos valores de monócitos 
em ambos os grupos em relação aos valores de referência, destacando o grupo 
moderado com níveis mais elevados em relação ao grupo grave. Enquanto os 
valores de monócito global não houve diferença entre os grupos (TABELA 3). O 
aumento do número de monócitos GM-CSF+ e monócitos IL-6+ sugerem um risco 
potencialmente alto de tempestades de citocinas pro-inflamatórias, migração e 
acúmulo dessas células em tecidos afetados pela doença (ZHOU et al., 2020).   
Houve aumento dos níveis de DHL nos grupos moderado e grave em relação aos 
valores de referência, enquanto o grupo grave apresentou níveis mais elevados em 
relação ao moderado (TABELA 4). Quando há dano celular e/ou tecidual, essa 
enzima é liberada na corrente sanguínea, todavia, é um marcador inespecífico de 
morte celular e tecidual, por isso unicamente esse exame não traz muitas 
informações clínicas (GUPTA, 2022). Houve aumento de bilirrubina direta no grupo 
grave em relação ao grupo moderado (TABELA 4). Acredita-se que a lesão hepática 
em pacientes com COVID-19 seja multifatorial (CAI et al., 2021). Para mais, 
pacientes com níveis elevados de bilirrubina direta tiveram uma proporção maior de 
serem pacientes críticos, tiveram maiores chances de admissão em UTI, 
apresentaram maiores incidências de complicações clínicas e tiveram maiores 
chances de mortalidade (CHEN et al., 2022). Observamos aumento de triglicerídeos 
em ambos os grupos em relação aos valores de referência (TABELA 4). 
Aparentemente a COVID-19 influencia no metabolismo de lipídios de forma indireta 
causando prejuízos da função de HDL refletindo em concentrações aumentadas de 
triglicerídeos na corrente sanguínea (SURMA; BANACH; LEWEK, 2021).  
Embora os valores de TAP não diferiram entre os grupos moderado e grave, esse 
analito estava ligeiramente aumentado em relação aos valores de referência para 
ambos os grupos (TABELA 4). Como os valores de TAP podem variar dependendo 
da quantidade e tipo de agente coagulante usado para desencadear a coagulação, o 
TAP (INR) é a medida mais adequada para comparação (SAHA et al., 2021). O TAP 
(INR) nesse caso não estava alterado entre os grupos (TABELA 4).   
Os valores de proteína C reativa foram maiores no grupo grave em relação ao 
moderado (TABELA 4). Proteína C reativa é uma proteína originalmente produzida 
pelo fígado e fica aumentada quando há um estado inflamatório, como no caso de 
pacientes mais graves com COVID-19 (VELAVAN; MEYER, 2020). Os valores de 
ureia foram maiores no grupo grave e ambos os grupos apresentaram níveis acima 
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dos valores de referência. O mesmo perfil foi encontrado para creatinina (TABELA 
4). Assim, a COVID-19 também é uma doença que acomete os rins e está associada 
à lesões renais agudas, tanto por conta do vírus quanto por conta do tratamento da 
doença e do agravamento da infecção (NADIM et al., 2020).  
Quanto aos exames gasométricos, houve diminuição do pH no grupo grave em 
relação ao moderado, resultado também está abaixo dos valores de referência para 
o grupo grave. Houve aumento de PCO2 no grupo grave em relação ao moderado, 
esse valor também se encontra aumentado em relação aos valores de referência 
(TABELA 5). O PCO2 e o pH são inversamente proporcionais, assim quando há 
aumento das concentrações de PCO2 o pH tende a diminuir, que é o que foi 
encontrado no grupo grave. Não houve diferença entre os grupos moderado e grave 
nos níveis de saturação, entretanto, se encontravam abaixo dos valores de 
referência para ambos os grupos de acordo com esse analito (TABELA 5). A baixa 
saturação de oxigênio é indicativo de lesão pulmonar que pode evoluir para ARDS 
(RANIERI et al., 2012).  
Por fim, os resultados de IgM e IgG demonstram que houve uma diminuição gradual 
dos títulos dessas imunoglobulinas de D15 a D180 no grupo oligo (FIGURA 3A e B). 
Geralmente na COVID-19 IgM e IgG diminuem com tempo, enquanto a proporção de 
anticorpos neutralizantes produzidos de forma estável por pelo menos 5 a 7 meses 
após a infecção por SARS-CoV-2 (RIPPERGER et al., 2020; YANG et al., 2022). 
Contudo, como outros coronavírus, os indivíduos podem ser re-infectados e contrair 
COVID-19 novamente, ainda mais por outra variante do SARS-CoV-2 (IWASAKI, 
2021).   
As primeiras análises dos resultados de citometria demonstram uma diminuição das 
frequências de viabilidade celular de linfócitos totais nos grupos moderado e grave 
em relação ao grupo oligo (FIGURAS 4A e B). Há uma hipótese de que depleção de 
Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo (NAD+) causada pela superexpressão de CD38 
em células T estaria associada na regulação de distúrbios metabólicos e viabilidade 
celular (RAHIMMANESH et al., 2022). Altos níveis de IL-6 podem promover a morte 
de linfócitos, além do SARS-CoV-2 atuar diretamente nos linfonodos e baço 
contribuindo para redução dessas células no sangue periférico (FENG et al., 2020).  
Especificamente em relação as células T, não houve diferença entre as frequências 
de células T CD3+ nos grupos oligo, moderado e grave (FIGURA 5A). As contagens 
de linfócitos T CD3+ totais podem diminuir se comparados aos indivíduos saudáveis 
e/ou com formas menos graves da COVID-19, no entanto, as frequências parecem 
não diferir entre os acometidos pela doença (LÖHR et al., 2021; MANN et al., 2020; 
SONG et al., 2020). Nossos dados apontaram que a frequência de células T CD4+ 
totais foi maior no grupo moderado em relação aos grupos oligo e grave. Enquanto a 
frequência de células T CD8+ totais foi menor nesse grupo em relação ao grupo 
oligo (FIGURAS 5A e C). Comparações entre estágios leves/moderados com 
estágios graves/críticos, houve um aumento das frequências de T CD3+CD4+ nas 
formas de menor gravidade da COVID-19 (GARCIA-GASALLA et al., 2022). 
Geralmente, as frequências de células T CD4+ são maiores que de T CD8+ na 
circulação, enquanto cada população celular, CD4 e CD8, vão variar conforme o 
recrutamento desses linfócitos para os locais de lesão tecidual (KARLSSON; 
HUMBERT; BUGGERT, 2020).  
Houve aumento da frequência de células T CD4+ EMRA no grupo grave em relação 
aos grupos oligo e moderado (FIGURAS 10A e B). Essa população celular carrega 
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características de células terminalmente diferenciadas, perdem a expressão de 
receptor co-estimulador, se acumulam com a idade como também perante a 
infecções como visto na COVID-19 (GARCIA-GASALLA et al., 2022; HENSON; 
RIDDELL; AKBAR, 2012).  
Nossos dados demonstraram que houve diminuição da frequência de células T 
CD8+ CM no grupo grave em relação aos grupos oligo e moderado (FIGURA 11A e 
B). As células T CM normalmente têm pouca ou nenhuma função efetora e baixa 
capacidade citotóxica, mas essa população é a responsável por se proliferar e se 
diferenciar em células efetoras em resposta à estimulação antigênica 
(CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2008; KAECH; CUI, 2012; SALLUSTO; GEGINAT; 
LANZAVECCHIA, 2004). Pacientes com COVID-19 tendem a apresentar baixas 
frequências de células T CD8+ CM em relação a indivíduos saudáveis sem a doença 
(BERGANTINI et al., 2021; BIASI et al., 2020; MAZZONI et al., 2020).  
As frequências dos receptores CD28 e CD27 em células T CD4+ apresentaram uma 
diminuição da frequência de CD28+CD27+ no grupo grave em relação aos grupos 
oligo e moderado, enquanto a frequência de CD28-CD27- no grupo grave aumentou 
em relação ao grupo moderado, o mesmo perfil foi encontrado para CD28-CD27+ 
(FIGURAS 12A, B e C). Essas células podem estar promovendo prejuízos diretos e 
indiretos com aumento de atividade inflamatória e citotóxica, além de poder regular e 
manter a imunossenescência nesses indivíduos (LANNA et al., 2014)  
Populações de células T CD28-CD27- e EMRA apresentaram aumento de 
receptores de imunossenescência, por isso foram avaliados dentro de cada 
população a expressão de CD57 e KLRG1 mediante aos diferentes estágios da 
COVID-19. Foi visto um aumento de MFI de CD57 em células T CD8+ CD28-CD27+ 
no grupo moderado em relação ao grupo grave, mas não houve alteração de 
frequência nessa e nas demais populações (FIGURAS 14A, B, C e D). Quando 
observado o receptor KLRG1, houve aumento de frequência em células T CD8+ 
CD28+CD27+ no grupo oligo em relação ao grave, aumento de frequência em 
células T CD8+ CD28+CD27- nos grupos oligo e moderado em relação ao grave e 
aumento de frequência em células T CD8+ CD28-CD27- no grupo oligo em relação 
ao grave (FIGURA 15A, B, C e D).  
Houve aumento da frequência de CD57 em células T CD4+ EMRA nos grupos oligo 
e grave em relação ao grupo moderado (FIGURAS 16A e B). Sendo assim CD57 
mais aumentado na forma mais grave da COVID-19. Em relação ao outro receptor, 
houve aumento de KLRG1 em frequência células T CD4+ EMRA no grupo oligo em 
relação ao grupo moderado (FIGURAS 17A, B, C e D). Assim como houve aumento 
de KLRG1 em células T CD8+ CM e EM (FIGURAS 19A, B e C, 32A, B e C) no 
grupo oligo em relação aos grupos moderado e grave, houve também aumento de 
frequência de KLRG1 em células T CD8+ EMRA no grupo oligo em relação ao grupo 
grave (FIGURA 19A e D). Em modelo animal, células T CD8+ KLRG1+ efetoras são 
capazes de regular negativamente seu próprio receptor em condições pró-
inflamatórias, sendo essencial para o desenvolvimento de células de memória 
periféricas com capacidade proliferativa aumentada (HERNDLER-BRANDSTETTER 
et al., 2018). Dessa forma o aumento de KLRG1 no grupo oligo pode não estar 
diretamente relacionado a imunossenescência, pelo menos em células T CD8+. 
Enquanto em células T CD4+ EMRA de pacientes oligo apresentam aumento dos 
CD57 e KLRG1 caracterizando que nesse grupo possa haver um princípio de 
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fenótipo senescente. No mais, aumento desses receptores estão relacionados à 
prejuízos na resposta vacinal (BOWYER et al., 2020; SHI et al., 2014).  
Em células T CD4+ totais houve aumento da frequência de γH2Ax+ no grupo 
moderado em relação ao oligo, no grupo grave em relação aos grupos oligo e 
moderado (FIGURA 6A e B). Em células T CD8+ houve aumento de frequência de 
γH2Ax nos grupos moderado e grave em relação ao grupo oligo (FIGURA 8A e B). 
Nossos resultados também evidenciaram aumento de frequência de γH2Ax em 
populações de memória de células T CD4+ e T CD8+ NAIVE, CM, EM e EMRA no 
grupo grave (FIGURAS 18A, B, C, D e E, 20A, B, C, D). O aumento de γH2Ax indica 
aumento de danos ao DNA e que de alguma forma as células T de pacientes no 
grupo grave com COVID-19 apresentam prejuízos no reparo do seu material 
genético (CELESTE et al., 2003).   
Quando observado p38+ de células T CD4+ totais houve aumento da frequência nos 
grupos moderado e grave em relação ao grupo oligo (FIGURA 7). Os coronavírus 
são capazes de ativar a via da MAPK p38 (LEE et al., 2004), que é uma das 
responsáveis pela SASP (FREUND; PATIL; CAMPISI, 2011) e em linfócitos mantém 
e regula características de senescência celular (LANNA et al., 2014). Mesmo que o 
vírus não esteja diretamente regulando essa via, a inflamação provocada pela 
COVID-19 pode estar envolvida direta e/ou indiretamente nesse processo (GRIMES; 
GRIMES, 2020).   
 
Os resultados demonstram que pacientes moderados e graves apresentam diversas 
alterações clínicas e laboratoriais hematológicas, gasométricas e bioquímicas. Esses 
dados evidenciam aumento inflamatório e danos sistêmicos como danos 
pulmonares, hepáticos, cardiovasculares e renais. No mais, os títulos de IgM e IgG 
decaíram ao longo do tempo em pacientes oligossintomáticos, podendo ser 
indicativo de prejuízos da resposta imune em pacientes convalescentes. Por conta 
dessas alterações que podem levar a uma resposta imune prejudicada, foram 
avaliados como estavam fenotipicamente as células T de pacientes oligo, moderado 
e grave. Assim de acordo com os resultados da citometria, pacientes com COVID-
19, principalmente do grupo grave, apresentaram uma série de características que 
condizem com fenótipo de células T senescentes como menor viabilidade celular, 
aumento de danos ao DNA visto pelo aumento de γH2Ax em diferentes populações 
celulares, acúmulo de células com perdas de receptores co-estimuladores CD28 e 
CD27, aumento de p38, alterações nas frequências de populações de células T de 
memória, aumento da frequência de EMRA e aumento de CD57+ EMRA. Essas 
características foram mais evidenciadas em linfócitos T CD4 do grupo grave em 
relação aos grupos oligo e moderado. Além disso, pacientes do grupo oligo 
apresentaram aumento de KLRG1 e CD57, um indicativo que a COVID-19 possa 
estar modulando um perfil de imunossenescência desde graus mais leves da 
doença. Assim esse trabalho contribui para caracterização fenotípica de células T 
senescentes em indivíduos de diferentes graus de acometimento da COVID-19.  
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