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RESUMO 

LOPES, P.O. Avaliação da presença de dano inespecífico mediado por células T 
CD8 no pulmão de pacientes com COVID-19. 2022. 111f. Dissertação (Mestrado 

em Biotecnologia) – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia, UFES, Espírito 

Santo. Brasil. 

Os pacientes que desenvolvem sintomas mais graves da COVID-19 frequentemente 

apresentam quadros de lesão pulmonar inflamatória aguda. A lesão do epitélio 

pulmonar se relaciona a presença de alta atividade inflamatória mediada por citocinas 

e atividade citotóxica. Células senescentes se acumulam nos tecidos e apresentam 

distúrbios fenotípicos e funcionais, resultando na participação de processos 

patológicos, mediados pela intensa atividade inflamatória. Este último, favorecendo a 

aquisição de receptores de células natural killer (NKRs) em células T CD8, e seus 

ligantes (NKRL) e outras populações celulares. Nesse trabalho, através de técnicas 

de imunohistoquímica e imunofluorescência avaliamos a presença de p16, importante 

marcador de senescência, e a expressão de NKG2D e seu ligante (MICA/MICB) por 

células da lesão pulmonar de pacientes com COVID-19 fatal. Nossas análises 

demonstram que pacientes com COVID-19 apresentam um intenso infiltrado 

inflamatório, com acúmulo de células TCD8 e macrófagos alveolares (CD68+) 

senescentes. Além disso, observamos acentuada expressão do ligante MICA/B, que 

foi significativamente mais associado a macrófagos, enquanto que, nenhuma 

expressão diferencial foi vista em células epiteliais pulmonares (AE1AE3). Por fim, 

não observamos a presença, em pacientes, do receptor NKG2D expresso por células 

CD8+ em comparação a controles saudáveis. Isto sugere que possíveis danos 

mediados pela ativação antígeno inespecífica de células T CD8 poderiam ser 

intermediados por outros ligantes de células NK. Os resultados desse trabalho 

contribuem para melhor compreensão da participação da senescência e da atividade 

de NKRs expressos por células T senescentes na imunopatogênese da COVID-19. 

Palavras-chave: Imunopatologia. Senescência. Imunosenescência. Receptores de 
células natural killers (NKR). Células T CD8 
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ANALYSIS OF P16, NKG2D AND MICA/B EXPRESSION IN PULMONARY 
INJURY OF PATIENTS WITH LETHAL COVID-19 

ABSTRACT 

LOPES, P.O. Analysis of p16, NKG2D and MICA/B expression in pulmonary 
injury of patients with lethal COVID-19. 2022. 111f. Dissertation (Master in 
Biotechnology) – Post-Graduate Program in Biotechnology, UFES, Espírito Santo. 
Brazil. 

Patients who develop more severe symptoms of COVID-19 often present an acute 

inflammatory lung injury characterized by the presence of acute respiratory distress 

syndrome (ARDS). The lung epithelium is related to the presence of immune system 

cells with high inflammatory activity, mediated by cytokines production and cytotoxicity. 

Senescent cells accumulate in tissues during ageing, chronic stimulatory processes 

and infections. These cells present phenotypic and functional disorders, resulting in 

the inability to control pathogens, as well as tissue pathogenesis mediated through 

intense inflammatory activity. The latter favours the acquisition of natural killer cell 

receptors (NKRs) on CD8 T cells, and their ligands (NKRL) and other cell populations. 

In this work, using immunohistochemistry and immunofluorescence techniques using 

p16, we evaluated the presence of senescent cells in the lung injury of patients with 

fatal COVID-19. Our analyzes demonstrate diffuse alveolar damage (DAD) with 

intense inflammatory exudate in the intra-alveolar and interseptal regions. Compared 

to healthy controls, patients with COVID-19 showed an intense cellular inflammatory 

infiltrate, with an accumulation of CD8 T cells and senescent alveolar macrophages 

(CD68+). Complementary analyzes in patients' lungs demonstrate the presence of 

cells expressing the MICA/B ligand, which was significantly more associated with 

macrophages. Interesting, no differential expression was seen in lung epithelial cells 

(AE1AE3). The presence of cells expressing the NK cell receptor (NKG2D) was 

determined in the lung lesion, however, compared to healthy controls, we did not find 

its expression associated with infiltrating CD8 T lymphocytes. This suggests that 

possible damage mediated by nonspecific antigen activation of CD8 T cells may be 

mediated by other NK cell ligands. The results of this work contribute to a better 

understanding of the participation of senescence and the activity of NKRs expressed 

by senescent T cells in the immunopathogenesis of COVID-19. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

1.1 ASPECTOS GERAIS DA COVID-19 

 
 
A doença do coronavírus 2019 (COVID-19, sigla do inglês) é uma enfermidade 

causada por uma infecção viral e tem como característica geral a presença de 

sintomas respiratórios. Grande parte dos infectados permanecem assintomáticos ou 

apresentam sintomas leves, que frequentemente incluem, febre, tosse, dores de 

cabeça, perda momentânea dos sentidos de olfato e paladar, dores musculares e 

dores de garganta (SZABO et al., 2020). 

A transmissão da doença ocorre através da infecção por vírus pertencente ao grupo 

das coronaviroses (CoVs) (HASÖKSÜZ; KILIÇ; SARAÇ, 2020). Por apresentar 

identidade de 79.6% com o vírus SARS-CoV (sigla do inglês para, severe acute 

respiratory syndrome coronavirus) (ZHOU et al., 2020), o vírus causador da COVID-

19, foi nomeado como síndrome respiratória aguda grave do coronavírus 2 (SARS-

CoV-2, sigla do inglês) pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV, sigla 

do inglês) (WHO, 2020). 

Assim como os demais vírus da família Coronaviridae, o SARS-CoV-2 apresenta 

nucleocapsídeo, envelope e RNA fita simples de senso positivo. Estruturalmente, 

possui 4 proteínas principais, membrana (M), envelope (E), spike (S) e 

nucleocapsídeo (N) (WANG et al., 2020b). A proteína S, formada pelas duas 

subunidades S1 e S2, possui papel fundamental na entrada do vírus na célula, o 

domínio S1 apresenta o sítio de ligação RBD (do inglês, receptor binding domain) que 

interage com o receptor da célula hospedeira (JACKSON et al., 2022; YAO et al., 

2020). Esse processo de infecção, ocorre por meio da ligação com a enzima 

conversora da angiotensina 2 (ECA2), presente em diversos tipos celulares, ou de 

maneira ECA2 independente, através do receptor de integrina α5β1 (LIU et al., 2022). 

Os pacientes infectados com o SARS-CoV-2 podem manifestar diferentes quadros 

clínicos da doença, sendo que, os índices de mortalidade aumentam com a idade e a 

presença de comorbidades, como diabetes, hipertensão, doenças renais, cardíacas e 
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pulmonares (LI et al., 2021). Com o agravamento da doença, os pacientes tendem a 

apresentar manifestações sistêmicas, acarretando principalmente em complicações 

vasculares, cardíacas, pulmonares, neurológicas, hepáticas e renais (LIBBY; 

LÜSCHER, 2020). A progressão desses pacientes para quadro grave, é caracterizada 

pela presença de hipóxia, dispneia, pneumonia, falha respiratória, com presença da 

síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) e falência múltipla dos órgãos 

(RAHMAN et al., 2021). 

 
 

1.2  EPIDEMIOLOGIA 

 
 
A COVID-19 foi classificada como uma pandemia no dia 11 de março de 2020, apesar 

do primeiro caso ter sido confirmado na China, rapidamente ela se espalhou pelo 

mundo (ZHOU et al., 2020). Desde o início da doença, 528.816.317 casos e mais de 

6 milhões de mortes foram confirmadas globalmente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2022). 

Com exceção de alguns países que adotaram medidas restritivas rigorosas para 

conter as taxas de contaminação, a alta transmissibilidade do vírus propiciou a 

transmissão comunitária em vários locais, dificultando a ação das autoridades de 

saúde na contenção dos casos (KOELLE et al., 2022). 

O Brasil acumula 31.060.017 casos e 666.971 óbitos, segundo os dados das 

Secretarias Estaduais de Saúde, somente os estados Sul, Nordeste e Sudeste 

somados, representam mais de 25 mil casos. Dentre esse total, 12.227.318 casos 

correspondem apenas ao estado do Sudeste e o Espírito Santo apresenta 1.055.879 

casos e 14.417 óbitos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2022). 

A mobilização global para que o número de óbitos diminuísse resultou no 

desenvolvimento de vacinas e na aprovação de seu uso emergencial. Contudo, 

apesar dos esforços da Organização Mundial da Saúde na divulgação da importância 

da vacina, muitos países ainda não atingiram a cobertura vacinal necessária, posto 

que, quase um bilhão de pessoas permanecem não vacinadas (OMS, 2022). 
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Dessa forma, as autoridades locais possuem papel fundamental na divulgação de 

campanhas de vacinação. O Brasil, por sua vez, possui 83,13% da sua população 

vacinada com a primeira dose, entretanto, o número de doses de reforço aplicadas 

está em queda, chegando a 43,58% da população apenas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2022). Assim, com a baixa adesão às doses de reforço, a COVID-19 continua sendo 

uma enfermidade potencialmente alarmante. 

 

 

1.3 HISTOPATOLOGIA PULMONAR E COVID-19 

 
 
Os pacientes que desenvolvem sintomas mais graves da COVID-19 frequentemente 

apresentam quadros de lesão pulmonar inflamatória aguda caracterizada pela 

presença da síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) (POLIDORO et al., 

2020). De acordo com os critérios estabelecidos pela Sociedade Europeia de 

Cuidados Intensivos, o diagnóstico de SDRA é dado pela presença de início agudo de 

sintomas respiratórios, infiltrado bilateral em exame de imagem torácica e hipoxemia 

grave (BATAH; FABRO, 2021; VIANA, 2015). 

As complicações respiratórias dos pacientes com quadro clínico de SDRA geram 

lesões pulmonares que histologicamente são chamadas de dano alveolar difuso 

(DAD). Por apresentarem um padrão de lesão, ele é classificado em três estágios 

patológicos: exsudativo, proliferativo e fibrótico. Apesar de refletirem a evolução da 

doença, salienta-se que elas não ocorrem necessariamente de forma sequencial já 

que podem coexistir nos pacientes (BÖSMÜLLER et al., 2021; LOVETRO 

GALHARDO; BADDINI MARTINEZ, 2003). 

A primeira fase, também chamada fase exsudativa, ocorre aproximadamente nas 

primeiras semanas (TOMASHEFSKI, 2000). Os componentes da resposta imune inata 

são responsáveis por identificar o patógeno e amplificar a resposta a partir de 

secreção de citocinas pró-inflamatórias (WONG et al., 2019). Tais eventos, promovem 

o colapso da barreira entre epitélio e endotélio, havendo formação de membrana 

hialina, gerada pela polimerização de fibrina e debris celulares, advindos do 

extravasamento do plasma dos capilares. Como consequência da resposta 
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inflamatória, é possível observar histologicamente a presença de ductos alveolares 

dilatados, congestionamento de capilares, edema intersticial, hemorragia e infiltrado 

de células inflamatórias no espaço intra-alveolar (BATAH; FABRO, 2021).  

A fase proliferativa é o estágio secundário do DAD, nesse momento, existe a tentativa 

de conter os edemas e restabelecer o tecido necrosado. As células epiteliais, são 

capazes de promover um gradiente osmótico pela ação de proteínas de transporte, e 

por isso, possuem papel fundamental para a reabsorção do edema (LOVETRO 

GALHARDO; BADDINI MARTINEZ, 2003). Os fibroblastos por sua vez, através da 

deposição de colágeno e fibrina promovem a produção de tecido conjuntivo como 

processo de cicatrização, que culminam na formação de fibrose e destruição do 

parênquima pulmonar. Sendo assim, essa fase é marcada pela proliferação de 

pneumócitos, fibroblastos e miofibroblastos, presença de espaços intra-alveolares 

pequenos ou até mesmo ausentes, atipias nucleares de células epiteliais e fibrose 

intersticial (BATAH; FABRO, 2021; TOMASHEFSKI, 2000). 

A terceira fase, chamada fibrótica, decorre de pacientes que apresentaram a doença 

prolongada. Nela, há descaracterização do tecido pulmonar, que passa a ser 

composto por matriz extracelular de tecido conjuntivo com grande presença de fibras 

colágenas e fibrose difusa (LOVETRO GALHARDO; BADDINI MARTINEZ, 2003; 

TOMASHEFSKI, 2000). 

 
 

1.4 IMUNOPATOLOGIA NA COVID-19 

 
 

1.4.1 Resposta imune na COVID-19 
 
 
A resposta imune cumpre papel fundamental na defesa do organismo contra 

patógenos.  Em infecções virais, as partículas inaladas ou em contato com a mucosa, 

encontram o epitélio como barreira. Ao serem infectadas, as células do epitélio 

respiratório induzem a produção de muco e ativação do sistema imune (SUBBARAO; 

MAHANTY, 2020). 
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Macrófagos alveolares e células dendríticas presentes no pulmão são os primeiros 

componentes da resposta imune inata antiviral a serem ativados. A detecção do vírus, 

ou de danos causados por ele, é realizada por receptores de reconhecimento de 

padrão (PRRs, sigla do inglês) que desencadeiam a liberação de citocinas e 

quimiocinas, culminando na ativação da resposta adaptativa (BOTTINO; PONCE, 

2022). 

A resposta adaptativa, compostas pela imunidade celular e humoral, é assim, capaz 

de eliminar o vírus mais facilmente. Dessa forma, montar uma resposta imune 

complexa, envolvendo as diversas populações celulares do sistema imune é 

primordial para o sucesso da infecção (KOHLMEIER; WOODLAND, 2009). 

De modo oposto, os desbalanços na resposta imune como uma ativação prolongada 

ou exagerada dos mecanismos de defesa podem resultar no desenvolvimento de 

patogenias imuno-mediadas com extensivo dano tecidual. Em suporte a isso, 

evidências sugerem que a presença de lesão pulmonar associada a SDRA é 

consequência da resposta pró-inflamatória, mediada pela atividade de células do 

sistema imune inato e adaptativo (WONG et al., 2019). 

A presença de SARS-CoV-2 nas células epiteliais do trato respiratório geram efeitos 

citopáticos como a destruição de junções intercelulares, formação de sincício e 

principalmente, apoptose de células (ZHU et al., 2020). A presença de células 

apoptóticas, ativa a resposta de eferocitose por macrófagos, que por meio de 

receptores especializados, reconhecem a presença de fosfatidilserina na membrana 

de células infectadas (SALINA, 2020). Contudo, a fagocitose de células infectadas por 

SARS-CoV-2 viáveis desregulam os mecanismos de eferocitose continuada (SALINA 

et al., 2022). As falhas desse processo, são capazes de desencadear a presença de 

necrose secundária, ativando o reconhecimento de padrões moleculares associados 

a patógenos (PAMPs, sigla do inglês) e padrões de dano associados a patógenos 

(DAMPs, sigla do inglês) através de receptores de reconhecimento de padrão (PRRs, 

sigla do inglês) por fagócitos da imunidade inata (MORIOKA; MMAUER, 2016).  

A sinalização via PRRs é um importante mecanismo de ativação da resposta inicial, 

medida pela imunidade inata. Sua ativação promove a liberação de IFNs do tipo I, 

importantes para gerar uma forte resposta antiviral (IVASHKIV; DONLIN, 2008). Na 
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COVID-19, a expressão de IFN e de genes estimulados por interferon (ISGs, sigla do 

inglês) demonstram um desbalanço, muitas vezes marcado pela ausência, e por 

outras, pela forte expressão de IFN tipo I em pacientes severos (AKAMATSU et al., 

2021; BLANCO-MELO et al., 2020). Estudo em modelo animal da infecção pelo vírus 

SARS-CoV demonstra que a regulação da resposta mediada por IFN I resulta em 

diferentes desfechos clínicos da doença. A alta presença de carga viral unida a uma 

resposta tardia de IFN I tem como consequência uma pneumonia possivelmente letal 

(CHANNAPPANAVAR; PERLMAN, 2017). Dessa forma, é possível que a 

desregulação da expressão de IFN na COVID-19, afete igualmente na progressão da 

doença. 

O aumento da presença de DAMPs e PAMPs, gerado pela falha da resposta antiviral 

ou pela presença de necrose no tecido pode induzir a formação de inflamassomas. 

Os inflamassomas são complexos multiprotéicos, presentes no citoplasma de células, 

capazes de desencadear resposta pró-inflamatória com liberação de IL-1b e IL-18 

(VORA; LIEBERMAN; WU, 2021). Análises de autópsias de pulmão evidenciaram a 

presença de monócitos infectados por SARS-CoV-2 expressando NLRP3, uma 

importante proteína na formação de inflamassomas (RODRIGUES et al., 2020). A 

atividade de inflamassomas em macrófagos e monócitos, induz a formação de um 

processo de morte celular programada denominado piroptose. A morte celular, busca 

evitar a multiplicação do vírus, porém, gera resposta altamente inflamatória, podendo 

contribuir para o desbalanço da resposta imune (JUNQUEIRA et al., 2022). 

A ação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, recruta a presença de mais 

células do sistema imune ao sítio da lesão. Pacientes com quadro grave da COVID-

19 apresentam grande frequência de macrófagos, monócitos e neutrófilos ativados no 

pulmão (HE et al., 2020; MELMS et al., 2021). A presença de macrófagos está 

associada a liberação de citocinas IL-6 e TNF-a, entretanto, macrófagos alveolares 

infectados demonstram grande liberação de IL-10, indicando um possível distúrbio na 

resposta (WANG et al., 2020a). Já neutrófilos, secretam armadilhas extracelulares dos 

neutrófilos (NETs, sigla do inglês) induzidos pela presença de SARS-CoV-2, 

promovendo o aumento do dano epitelial e contribuindo para o acúmulo de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) (LAFORGE et al., 2020; VERAS et al., 2020). 
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O perfil altamente pró-inflamatório adquirido pela COVID-19 foi caracterizado como 

uma síndrome de tempestade de citocinas. A síndrome, já descrita anteriormente, 

pode ser desencadeada por diversos fatores, que incluem, infecções virais, 

bacterianas e fúngicas, além de doenças não infecciosas como condições autoimunes 

e câncer (CHOUSTERMAN; SWIRSKI; WEBER, 2017). Nos pacientes com 

complicações da COVID-19, há a presença de altos níveis de diversas citocinas como, 

IL-6, IL-1β, MIP1, TNF-a, VEGF e IP-10 (FAJGENBAUM; JUNE, 2020), e assim, como 

visto em outras coronaviroses, a tempestade de citocinas está correlacionada com o 

aumento da mortalidade (POLIDORO et al., 2020). 

Ainda que o perfil inflamatório na COVID-19 seja alto, alguns pacientes gravemente 

hospitalizados apresentam carga viral persistente (FAJNZYLBER et al., 2020). 

Entretanto, a contribuição da carga viral para o desfecho da doença ainda permanece 

incerta uma vez que estudo de autópsias do pulmão demonstram a existência de perfis 

distintos, onde há casos fatais com alta ou baixa carga viral (NIENHOLD et al., 2020). 

Em muitas infecções a presença de células dendríticas é essencial para montar uma 

resposta robusta. Casos graves de infecção por SARS-CoV-2 demonstram uma 

diminuição na frequência de células dendríticas no sangue, assim como de células 

dendríticas mielóides (mDC) e plasmocitóides (pDC) no pulmão, (LIAO et al., 2020; 

SÁNCHEZ-CERRILLO et al., 2020). A redução na frequência de células pode estar 

relacionada ao processo de envelhecimento, ou mesmo, ser consequência direta da 

infecção pelo vírus. Dessa forma, os efeitos citopáticos causados pelo vírus 

resultariam na diminuição da contagem de células, ou em prejuízos no processo de 

maturação (BORGES; HOHMANN; BORGHI, 2021). 

A resposta adaptativa, composta pela imunidade celular e humoral, é fundamental 

para eliminação do vírus por produzir resposta antígeno específica. A reposta humoral 

contribui para a eliminação de patógenos em geral uma vez que, células B produzem 

anticorpos vírus específicos capazes de neutralizar partículas virais (NEWTON; 

CARDANI; BRACIALE, 2016). Apesar disso, alguns pacientes podem apresentar 

produção de auto anticorpos anti-IFN, prejudicando na resposta antiviral (MERAD et 

al., 2022). 
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A ativação da imunidade celular, por sua vez, pode ser observada em casos leves da 

doença. Alguns pacientes apresentaram ativação de células T CD4 e CD8 mediada 

por proteínas estruturais e não estruturais de SARS-CoV-2 (PENG et al., 2020). De 

maneira geral, infecções virais apresentam ativação da resposta de células CD4 do 

tipo Th1, com liberação de IFN-γ, TNF-α e IL-2. Em infecção por SARS-CoV, a 

resposta de Th1 foi relacionada com a melhora progressiva da doença (TAY et al., 

2020). Entretanto, pacientes que evoluem para casos graves de COVID-19, passam 

a apresentar desbalanços entre as respostas de Th1 e Th2 (MERAD et al., 2022). 

Alguns pacientes graves podem apresentar um estado hiperativado de células T 

(KANG et al., 2020; MATHEW et al., 2020), apesar de nesse contexto ser prejudicial, 

a ativação de citotoxicidade por células T, é fundamental para eliminação de células 

infectadas. Algumas células CD4 são capazes de adquirir características citotóxicas 

no contexto de algumas doenças (TAKEUCHI; SAITO, 2017), porém, a atividade de 

indução específica de morte é comumente mediada por células CD8. Pacientes com 

COVID-19 demonstram uma atividade citotóxica de CD8+ evidenciada pela presença 

de moléculas efetoras como granzima A, B e perforina (WESTMEIER et al., 2020). 

Apesar das especificidades de cada resposta, uma característica comum a linfócitos, 

e marcante na COVID-19 é a linfopenia. Grande parte dos pacientes com caso grave 

demonstram acentuada linfocitopenia na contagem total de células do sangue. Há 

estudos que sugerem uma diminuição generalizada de células T CD4, T CD8, B e NK, 

enquanto outros, evidenciam a diminuição específica de células T CD8 (CHEN; JOHN 

WHERRY, 2020; FRAGA-SILVA et al., 2021; TAN et al., 2020). 

Assim como na contagem de células circulante, amostras de pulmão também 

evidenciam uma escassez na presença de linfócitos (CHEN; JOHN WHERRY, 2020; 

MENTER et al., 2020), contrariando a expectativa de que as células ausentes na 

circulação estariam presentes nos sítios de lesão. Nesse caso, é possível que 

macrófagos e células dendríticas infectadas afetem o baço e linfonodos promovendo 

a diminuição de linfócitos, (XIANG et al., 2021) ou que a presença de citocinas 

inflamatórias como IL-6, IL10 e TNF-a, geradas no processo de infecção, contribuam 

para redução na frequências dessas células (CHEN; JOHN WHERRY, 2020).  
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1.4.2 Imunosenescência  
 
 
Células imunes senescentes se acumulam nos tecidos durante o envelhecimento, 

processos estimulatórios crônicos ou infecções (VAN DE BERG et al., 2010). Estas 

células apresentam distúrbios fenotípicos e funcionais, resultando em uma 

incapacidade de controlar patógenos, ou mesmo se associando a processos de 

imunopatogênese, semelhantes aos observados na progressão da COVID-19. Assim, 

é possível que a imunosenescência esteja relacionada com a resposta imune 

disfuncional e severidade da COVID-19 (CUNHA et al., 2020). O excesso de atividade 

proliferativa resultantes da ativação de linfócitos ou dos sucessivos ciclos celulares 

que ocorrem na vida de um indivíduo, culminam no encurtamento dos telômeros. De 

maneira semelhante, a atividade mitocondrial disfuncional é capaz danificar 

importantes macromoléculas celulares através da síntese de espécies reativas de 

oxigênio (EROs). Os danos recorrentes ao DNA, gerados em ambos os processos 

desencadeiam o interrompimento do ciclo celular, característica marcante de células 

senescentes (CAMPISI; D’ADDA DI FAGAGNA, 2007). 

Assim como o acúmulo de EROs e dano ao DNA, a baixa de nutrientes e energia 

também desencadeiam mecanismos de ativação da via de senescência. A presença 

da proteína quinase ativada por mitógenos p38 cumpre importante papel nesse 

processo (LANNA et al., 2014), desencadeando a ativação de demais proteínas como 

p21 e p53 (ITAHANA; CAMPISI; DIMRI, 2004). Entretanto, é a ativação da proteína 

p16 da família INK4 de inibidores de cinases dependentes de ciclinas que promove a 

manutenção do interrompimento do ciclo celular (figura 1) (BAPTISTA, 2013; 

FREUND; PATIL; CAMPISI, 2011). Por esse motivo, o p16 tem sido utilizado como 

um importante marcador de células senescentes (LIU et al., 2019). 
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A subpopulação de linfócitos T CD8 de memória efetora que reexpressa o receptor 

CD45RA (MERA) é considerada uma população senescente dentro do compartimento 

de células T. Além de reexpressar CD45RA essa população de células terminalmente 

diferenciadas perdem a expressão de moléculas co-estimulatórias CD27 e CD28, bem 

como a capacidade de sinalização via receptor de ativação de célula T (TCR, sigla do 

inglês) (PEREIRA et al., 2020). Também demonstram além da baixa capacidade 

proliferativa, um perfil secretor associado a senescência (SASP) e alta capacidade 

citotóxica (AKBAR; HENSON; LANNA, 2016; CALLENDER et al., 2018). O SASP é 

composto por diversas citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, proteases e 

lipídeos bioativos com ação pró-inflamatória (LOPES-PACIENCIA et al., 2019). Sua 

Figura 1. Via de inibição do ciclo celular mediada por p16. 
Via de inibição do ciclo celular mediada por p16. A presença 
de p16 inibe a interação entre ciclina e CDK4/6 ao se ligar ao 
sítio de ativação da quinase. A ausência de fosforilação da 
proteína do retinoblastoma (Rb) faz com que o fator de 
transcrição E2F não esteja livre para regular a síntese de 
DNA. 
 



27 
 

 

composição difere de acordo com o tipo celular, porém, comumente expressam IL-6, 

IL-1, IL-8, CXCL-1/2, CCL-7/8, CXCL-6, GM-CSF, IGFBPs e entre outras biomoléculas 

(COPPÉ et al., 2010). A presença de SASP desencadeia a produção de um processo 

inflamatório crônico, e inflamações prolongadas já demonstraram serem prejudiciais 

para resposta antígeno específica. Em infecções por SARS-CoV e MERS-CoV, a 

resposta inflamatória resultou na ativação subótima de células T impedindo a 

inativação viral culminando na piora do caso clínico (LIGOTTI et al., 2021). Além disso, 

o acúmulo de células senescentes nos tecidos com grande caracterização de SASP 

têm demonstrado estar associado a doenças hiperplásicas e degenerativas como 

Alzheimer, aterosclerose e osteoporose (COPPÉ et al., 2010; OVADYA; 

KRIZHANOVSKY, 2014). 

Outro mecanismo de imunopatogênese importante, associado a células senescentes 

é o de morte inespecífica de células nos sítios de inflamação através da atividade 

citotóxica independente de antígeno (bystander) (COVRE et al., 2020). A ativação de 

células por esse mecanismo ocorre através da presença de citocinas pró-

inflamatórias, principalmente IL-15 e IFN I (NELSON et al., 2012). A ativação de 

células T CD8 antígeno independente é comum em infecções virais, como por 

exemplo, as causadas pelo vírus da hepatite A, B e influenza A, onde é possível 

observar uma extensa ativação bystander de células T (KIM; SHIN, 2019). Neste 

contexto, as células T podem adquirir a expressão de receptores estimulatórios e 

inibitórios de células natural killers (NK), como NKG2A, NKG2C e NKG2D (PEREIRA; 

AKBAR, 2016). Dentre eles, o receptor de superfície celular NKG2D é altamente 

expresso em condições de estresse. Seus ligantes de ativação em humanos 

compreendem as ULBPs, um grupo de proteínas de superfície celular, e a classe de 

receptores do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I, codificadas 

pelos genes MICA e MICB (SCHMIEDEL; MANDELBOIM, 2018). A presença de 

inflamação e proliferação é capaz de induzir a expressão de MICA e modular a 

atividade de NKG2D gerando resposta citotóxica (CHAUVEAU et al., 2014; 

WENSVEEN; JELENČIĆ; POLIĆ, 2018). 

A ativação de resposta de células T CD8 via NKG2D e TCR independente é um 

processo desencadeado pela presença de sestrin 2. A ativação dessa proteína, 

garante a estabilização de complexo formado por NKG2D e DAP12. A presença de 
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DAP12, por sua vez, contribui para a liberação de citocinas e ativação de resposta 

citotóxica, semelhante a medida por células NK, com ativação de granzima B, 

perforina e CD107a (PEREIRA et al., 2020).  

Durante a COVID-19, alguns dados já evidenciam que células infectadas por SARS-

CoV-2 podem apresentar perfil de senescência com expressão de moléculas pró-

inflamatórias (EVANGELOU et al., 2022), que através de indução parácrina 

desencadeiam senescência em células não infectadas (TSUJI et al., 2022). Sendo 

assim, a senescência poderia compor um importante mecanismo de 

imunopatogênese durante a doença, e células T CD8 senescentes naturalmente 

acumuladas em indivíduos idosos, ou resultantes do processo de infecção, poderiam 

amplificar a inflamação e o dano no pulmão por meio da atividade antígeno 

inespecífica mediada por receptores NK. 
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2  OBJETIVOS 
 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a presença de lesão pulmonar inespecífica através da análise da expressão 

de moléculas associadas a senescência, no pulmão de pacientes que vieram a óbito 

pela infecção por SARS-CoV-2. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
• Analisar a expressão pulmonar de MICA/MICB nos pacientes, tanto em epitélio 

quanto em macrófagos lesionais; 

• Avaliar a expressão de p16 em células T CD8 e macrófagos alveolares; 

• Analisar a frequência de linfócitos T CD8 na lesão pulmonar; 

• Analisar a expressão do receptor NKG2D em células CD8+ presentes no 

pulmão. 
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3  MÉTODOS  
 
 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS E AMOSTRAS 

 
 
Para o desenvolvimento desse estudo foram coletadas amostras de tecido pulmonar 

de 8 pacientes que estiveram internados no Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (HC FMUSP).  A coleta das autópsias seguiu 

o protocolo de autópsias minimamente invasiva guiada por ultrassom (DUARTE-

NETO et al., 2020). Os casos foram confirmados através da detecção da presença de 

SARS-CoV-2 por exame de PCR e os dados laboratoriais e clínicos obtidos da rotina 

hospitalar. 

Após obtenção, os tecidos foram fixados em solução de 10% de formalina, embebidos 

em parafina e corados por eosina e hematoxilina. Todo processo de obtenção, 

preparação e coloração das lâminas foi realizado em colaboração com a Profª Dra. 

Marisa Dolhnikoff do Departamento de Patologia da Universidade de São Paulo 

(USP). 

 
 

3.2 IMUNOHISTOQUÍMICA 

 
 

As amostras fixadas e embebidas em parafina passaram por processo de 

desparafinização. Para facilitar a remoção da parafina as lâminas foram aclimatadas 

em estufa a 60 °C por 1 hora. Em seguida, passaram por banhos de xilol (I-III) por 10 

minutos cada para dissolução completa da parafina. Após remoção da parafina, os 

cortes precisam ser hidratados e por isso, passaram por concentrações graduais de 

álcool (100%; 95%; 70%) até imersão completa em água destilada por 2 minutos. Em 

seguida, foi realizada etapa de recuperação antigênica em banho-maria a 90-100 °C 

por 20 minutos.  

Em seguida, após esfriarem, as lâminas foram lavadas em tampão de TBS, 

submetidas a solução de bloqueio de proteína (Protein Block kit Novolink™ Polymer 
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Detection System - Leica Biosystem) e incubadas com anticorpo primário anti-NKG2D 

(diluição 1:600; #PA5-97904) ou anti-MICA/MICB (diluição 1:200; #ab203679) a 4 °C 

por 18 horas. 

Após esse período, as lâminas foram lavadas novamente em TBS, incubadas com 

peróxido de hidrogênio para bloqueio de peroxidase endógena e tratadas 

subsequentemente com solução Post Primary e Polymer do kit Novolink™ Polymer 

Detection System. 

Por fim, os cortes foram submetidos ao cromógeno 3,3’-Diaminobenzidina (DAB), 

contra corados com hematoxilina de Harris e lavados em água corrente por 10 

minutos. A montagem das lâminas foi realizada com Entellan após desidratação das 

amostras com álcool e xilol. 

 
 

3.3 IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA 

 
 
Após passarem por processo de desparafinização e recuperação antigênica, as 

amostras foram lavadas em solução, a depender do anticorpo, de PBS 1x ou PBST 

(PBS 1x contendo 0,05% Tween 20) e incubadas com solução de bloqueio (PBS 1x 

contendo 1% de albumina ou PBST contendo 2% de albumina) por 20 minutos, a fim 

de evitar interações inespecíficas. 

Os anticorpos primários (anexo) foram diluídos em solução (PBS 1x ou PBST + 1% 

de albumina) e incubados em câmara úmida escura por 18 horas a 4 °C. Passado 

esse tempo, as lâminas foram lavadas com PBS 1x ou PBST por 5 minutos e 

submetidas a solução contendo anticorpos secundários, durante 1 hora. Em seguida, 

as amostras foram lavadas novamente e o núcleo foi corado com Fluoroshield 

Mounting Medium with DAPI (4′,6-diamino-2-fenilindol) (ABCAM®). 

 
 

3.4 AQUISIÇÃO E ANÁLISE DE IMAGENS  
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As imagens dos cortes foram obtidas com o uso do microscópio Nikon ECLIPSE 80i. 

Com auxílio do software Motic Image Plus 3.0, os valores de ganho e exposição foram 

padronizados para cada experimento, bem como a objetiva utilizada durante a captura 

das fotos. Para análise das marcações, as imagens foram compiladas no software 

ImageJ,Fiji 1.0, no qual o limiar para visualização dos marcadores foi otimizado e 

igualmente aplicado as imagens. Para garantir a confiança das análises, as 

marcações contaram com controles negativos e positivos. 

A quantificação da expressão dos receptores foi feita por métodos diferentes. As 

amostras tiveram sua frequência estabelecida pela contagem de células positivas em 

relação ao total de células, e pelo número de células positivas por 𝑚𝑚!. Além disso, 

para alguns marcadores, a expressão de células positivas foi mensurada pelo valor 

da intensidade média de fluorescência, obtida pela média de fluorescência de 5 

células positivas por amostra subtraídas pelo valor da intensidade média de 

fluorescência do brilho de fundo das marcações. 

 
 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 
As análises de estatística foram realizadas com uso do software GraphPad Prism 

9.1.1. Os dados obtidos passaram pelo teste de Shapiro-Wilk para verificação da 

curva de distribuição. As amostras que não violaram os valores de normalidade, 

tiveram sua significância analisada pelo teste paramétrico de amostras não pareadas 

de Student (teste t) com correção de Welch. Para os casos em que os dados 

apresentaram distribuição não-paramétrica, os valores foram analisados por teste de 

Mann-Whitney. O intervalo de confiança foi de 95% e o nível de significância para p < 

0,05.  
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4  RESULTADOS 
 
 

4.1 PERFIL CLÍNICO E DEMOGRÁFICO DOS PACIENTES 

 
 
Os pacientes arrolados nesse estudo corresponderam a 8 casos fatais de COVID-19, 

e as suas características clínico demográficas estão incluídas na tabela 1. Os 

pacientes foram divididos igualmente entre o sexo (4:4) e apresentaram uma média 

de idade de 59 (±16,88) anos. Do início dos sintomas clínicos até o dia da internação, 

os pacientes apresentaram uma média de 14,5 (±16,20) dias. O período que 

compreendeu a internação até o óbito foi de 1 a 46 dias. 

Todos os indivíduos desenvolveram um quadro de síndrome respiratória aguda grave 

(SRAG)/ou pneumonia e necessitaram de ventilação mecânica apresentando em 

média 83,10% (±0,125) de saturação de oxigênio. Dentre a presença de 

comorbidades, a mais prevalente foi hipertensão arterial sistêmica (HAS). Além disso, 

os resultados laboratoriais indicaram uma média de leucócitos de 14,472 mil/mm³. Os 

dados de neutrófilos, monócitos e linfócitos foram detalhados na tabela 1. O exame 

que mensurou os níveis séricos de proteína C reativa (PCR) indicou uma média de 

148,88 (±88,29) mg/L. 

Histologicamente, as imagens dos cortes de pulmão corados com H&E demonstraram 

a presença majoritária de dano alveolar difuso (DAD) com intenso exsudato 

inflamatório nas regiões intra-alveolares e interseptais. Sendo frequente a presença 

de DAD exsudativo e proliferativo, evidenciados pela intensa produção de membrana 

hialina (figura 2 A e B) e proliferação de pneumócitos (figura 2 F) . Além disso, também 

foi possível observar a presença de formação de fibrose em algumas amostras (figura 

2 E). Outra característica observada foi a formação de coágulos e diversos pontos de 

hemorragia (figura 2 C e D). 
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Figura 2. Presença de dano alveolar difuso dos pacientes de COVID-19. As 
imagens coradas com eosina e hematoxilina representam os indícios de dano 
alveolar difuso presentes no pulmão dos pacientes arrolados neste estudo (n=8). 
Indicado pela seta preta a presença de membrana hialina (A e B). As figuras C e D 
apontam para ocorrência de coágulos sanguíneos (C) e extravasamento de 
hemácias (D). Alguns pacientes demonstraram áreas de fibrose no pulmão 
apontado na figura pela seta preta (E) e em F a ocorrência de proliferação de 
pneumócitos. Magnificação: 40X (D, E e F); 20X (B); 10X(A e C). 
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Tabela 1. Características de pacientes COVID-19 

Características  Valores Faixa 
Sexo       

Feminino 50% NA 
Masculino 50% NA 

Idade  59 (±16,88) 42 - 89 
Dias de 
internação até 
óbito 

15,125 (±19,27) 1 - 46 

Início de 
sintomas até 
internação 

14,571 (±16,20) 7 - 51 

Comorbidades     
HAS 62,50% NA 

DIABETES 37,50% NA 
OBESIDADE 25% NA 

Exames 
sanguíneos     

Leucócitos 14,472 mil/mm³ (±14,396)  4,05 - 49,30 mil/mm³ 
Linfócitos  1,78 mil/mm³ (±2,30) 0,44 - 7,39 mil/mm³ 
Monócitos 0,45 mil/mm³ (±0,31) 0,08 - 0,98 mil/mm³ 
Neutrófilo 7,62mil/mm³ (±2,96) 3,08 - 13,28 mil/mm³ 

Gasometria       
Saturação de O2 83,10% (±0,125) 68,40 - 99,40 % 

Bioquímicos       
PCR 148,88 (±88,29) mg/L 24,10 - 287,6 mg/L 

Os valores estão representados de acordo com a frequência (%) ou média e 

desvio padrão (±). NA: Não se aplica. 

 
 

4.2 PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA DE IMUNOHISTOQUÍMICA E 

IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 
 
Para realizar a marcação de proteínas utilizando anticorpos, os tecidos fixados 

precisaram passar por processo de recuperação antigênica. Esse passo é 

fundamental para obtenção de uma marcação evidente. Por isso, são utilizados 

diferentes processos de recuperação antigênica. 
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Considerando que nem todos os anticorpos utilizados aqui foram validados 

previamente para utilização em tecido fixados por formalina, iniciamos nosso trabalho 

com a otimização da recuperação antigênica. Para isso, os tampões de Tris EDTA, 

citrato e proteinase K foram testados para realização das marcações com anticorpos 

anti-MICA/MICB (ab203679 Abcam), anti-NKG2D (PA597904 Thermo Fisher) e anti-

p16(CDKN2A/p16INK4a) (550834 BD Pharmingen).  

Nos experimentos realizados para o anticorpo anti-MICA/MICB, a visualização das 

marcações foi mais evidente com uso da solução de tris EDTA pH 9. Ao passo que, 

com emprego das soluções de citrato e proteinase K, obtivemos uma marcação 

exagerada da matriz extracelular e intenso brilho de fundo. (figura 3).  

De maneira oposta, a alteração das soluções de recuperação antigênica não 

demonstrou afetar a visualização do anticorpo anti-p16, visto que, tanto no tampão de 

citrato quanto no de tris EDTA as amostras exibiram bom resultado. (figura 4). Para a 

marcação do anticorpo anti-NKG2D, o experimento de imunohistoquímica demonstrou 

que a recuperação antigênica realizada com tris EDTA pH 9 resultou em melhora da 

visualização do receptor, enquanto a exposição do antígeno por citrato resultou em 

positividade excessiva e inespecífica (figura 5).  
 

 

 

Figura 3. Padronização da marcação do anticorpo anti-MICA/MICB. 
Fotomicrografia representativa de imunofluorescência indireta. Os cortes foram 
marcados com DAPI (azul), anticorpo anti-MICA/MICB (vermelho). Recuperação 
antigênica realizada em solução de citrato pH 6 (A), tris EDTA pH 9 (B) e proteinase 
K (C). Marcação positiva para MICA/MICB demonstrada em B (seta branca). 
Magnificação: 40X (A e B) 20X (C). 
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Figura 4. Padronização da marcação do anticorpo anti-
p16(CDKN2A/p16INK4a). Fotomicrografia representativa de 
imunofluorescência indireta. Os cortes foram marcados com DAPI (azul), 
anticorpo anti-p16 (vermelho). Recuperação antigênica realizada em 
solução de citrato pH 6 (A) e tris EDTA pH 9 (B). Marcação positiva para 
p16 demonstrada por seta branca. Magnificação: 40X (A e B). 

Figura 5. Padronização da marcação do anticorpo anti-NKG2D. 
Fotomicrografia representativa de imunohistoquímica indireta. 
Recuperação antigênica realizada em solução de citrato pH 6 (A) e tris 
EDTA pH 9 (B). Marcação positiva para NKG2D demonstrada por seta 
preta. Magnificação: 40X (A e B). 
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4.3 EXPRESSÃO DE p16 EM MACRÓFAGOS ALVEOLARES E CÉLULAS CD8+ NA 

LESÃO PULMONAR 

 
 
A presença de p16, um importante marcador de senescência celular foi avaliada em 

células CD8 e macrófagos da lesão pulmonar por experimentos de 

imunofluorescência indireta. O resultado da análise de intensidade média de 

fluorescência de células, destaca que considerando a totalidade das células há uma 

expressão mais intensa de p16 em pacientes com COVID-19 do que em controles 

(figura 6). 

Nossas análises evidenciam o acumulo de células CD8+ na lesão pulmonar dos 

pacientes, evidenciada pelo aumento da frequência/mm² em relação ao controle 

(figura 7 B). No que se refere a expressão de p16 dentro do compartimento de células 

T CD8, nossos dados apontam uma maior frequência nos pacientes quando 

comparado com controles. Isso é evidenciado tanto pela frequência (dados não 

incluídos) quanto pelo número absoluto/mm² (figura 7 C).  

De modo similar, nossos resultados demonstram um aumento de macrófagos na lesão 

dos pacientes, apontado pelo número de células CD68+/mm² (figura 7 D). Juntamente 

com um aumento na frequência, observamos que as análises de células CD68+ 

também ressaltam um aumento na expressão de p16. O que foi indicado pela 

frequência (dados não incluídos) e pela contagem de células duplo positivas por mm². 

(figura 7 E). 
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Figura 6. Fotomicrografia representativa da expressão de p16. Imagem 
representativa de fotomicrografia de imunofluorescência indireta (A). Os cortes foram 
marcados com DAPI (azul), anticorpo anti-p16 (vermelho). A seta indica célula com 
marcação positiva para p16. A análise estatística foi realizada de acordo com teste de 
normalidade, e assim em B o teste paramétrico t com correção de Welch foi 
aplicado. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001. CS: controle saudável. 
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Figura 7. Expressão de p16 em células CD68+ e CD8+ na lesão pulmonar de 
pacientes com COVID-19. Imagem representativa de fotomicrografia de 
imunofluorescência indireta (A). Os cortes foram marcados com DAPI (azul), anticorpo 
anti-p16 (vermelho), anti-CD68 (verde) e anti-CD8 (branco). Célula CD8+ está 
indicada com a seta branca, a seta amarela indica célula p16+. A presença de dupla 
positividade está indicada com a seta marrom para p16+ e CD68+ e a seta cinza para 
p16+ e CD8+. As análises estatísticas foram realizadas de acordo com teste de 
normalidade, em B e C o teste paramétrico t com correção de Welch foi aplicado e em 
D e E foi performado o teste de Mann-Whitney. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; 
****p < 0.0001. CS: controle saudável. 
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4.4 EXPRESSÃO DO RECEPTOR NKG2D E SEU LIGANTE (MICA/MICB) EM CÉLULAS 

EPITELIAIS E MACRÓFAGOS DO INFILTRADO INFLAMATÓRIO 

  
 
Com o objetivo de avaliar o potencial de morte inespecífica mediada por células CD8, 

identificamos a expressão de NKG2D e seu ligante (MICA/B) em células pulmonares 

de pacientes com COVID-19. 

Nossas análises iniciais, utilizando imunohistoquímica e imunofluorescência, 

demonstram uma acentuada expressão de MICA/MICB em células do infiltrado 

inflamatório alveolar de pacientes (figura 8). Semelhante ao resultado obtido, os 

experimentos de imunofluorescência confirmaram o aumento na expressão do ligante, 

demonstrado pela ampliação no número absoluto de células positivas para o marcador 

(MICA/MICB+) por mm² (figura 9 B). Interessantemente, células epiteliais, apontadas 

pela expressão de AE1AE3, não apresentaram nenhuma diferença na expressão de 

MICA/MICB quando comparados pacientes e controles (figura 9 C e D). De maneira 

oposta, os resultados obtidos na análise da expressão de MICA/MICB por macrófagos 

alveolares, determinado pela expressão de CD68, indicaram que em comparação a 

controles saudáveis, os pacientes fatais apresentam um aumento significativo na 

expressão do receptor.(figura 10 B).  

Complementarmente, análises por imunohistoquímica e imunofluorescência apontam 

uma robusta expressão de NKG2D no tecido pulmonar de pacientes, mas não de 

controles saudáveis (figura 11). Dada presença de NKG2D na lesão pulmonar, 

investigamos a expressão deste marcador em células CD8. Curiosamente, apesar do 

acúmulo de células CD8 no infiltrado pulmonar, nossas análises não demonstraram 

diferenças na expressão de NKG2D por essas células, quando comparados pacientes 

e controles.(figura 12 B e C). 
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Figura 8. Expressão de MICA/MICB no tecido pulmonar. As imagens 
representativas de imunohistoquímica correspondem a marcação do 
tecido do pulmão com anticorpo anti-MICA/MICB, as células positivas 
para MICA/MICB estão indicadas com seta preta. Amostra controle 
negativa marcada na ausência de anticorpo primário (A); controle 
saudável (B); pacientes (C, D, E e F). Magnificação: 10X (A, B, C e D); 
40X (E, F). 
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Figura 9. Expressão de MICA/MICB em células AE1AE3+ na lesão pulmonar de 
pacientes com COVID-19. Imagem representativa de fotomicrografia de 
imunofluorescência indireta (A). Os cortes foram marcados com DAPI (azul), anticorpo 
anti-MICA/MICB (vermelho) e anti-AE1AE3 (verde) e utilizadas para contagem de 
células. As análises estatísticas foram realizadas de acordo com teste de normalidade, 
em B o teste paramétrico t com correção de Welch foi aplicado e em C e D foi 
performado o teste de Mann-Whitney. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 
0.0001. CS: controle saudável. 
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Figura 10. Expressão de MICA/MICB em macrófagos lesionais do pulmão. Imagem 
representativa de fotomicrografia de imunofluorescência indireta (A). Os cortes foram 
marcados com DAPI (azul), anticorpo anti-CD68 (vermelho) e anti-MICA/MICB (verde) e 
utilizadas para contagem de células. A dupla positividade para os marcadores está indicada 
com a seta branca. A seta amarela indica célula positiva apenas para MICA/MICB. As 
análises estatísticas foram realizadas de acordo com teste de normalidade, e com isso, em 
B foi realizado test t com correção de Welch. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 
0.0001. CS: controle saudável. 
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Figura 11. Expressão de NKG2D no tecido pulmonar. As imagens 
representativas de imunohistoquímica correspondem a marcação do tecido do 
pulmão com anticorpo anti-NKG2D, as células positivas para NKG2D estão 
indicadas com seta preta. Controle saudável (B e D); paciente (A e C). 
Magnificação: 10X (A e B); 40X (C e D). 
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Figura 12. Análise da expressão de NKG2D no tecido pulmonar. Fotomicrografia 
representativa da expressão de NKG2D. Imagem representativa de fotomicrografia de 
imunofluorescência indireta (A). Os cortes foram marcados com DAPI (azul), anticorpo 
anti-CD8 (vermelho) e anticorpo anti-NKG2D (verde). Célula CD8+ e NKG2D+ está 
indicada com a seta branca. As análises estatísticas foram realizadas de acordo com 
teste de normalidade, em B o teste não paramétrico de Mann-Whitney foi realizado e 
em C foi empregado o test t com correção de Welch. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 
0.001; ****p < 0.0001. CS: controle saudável. 
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5  DISCUSSÃO 
 
 
A resposta do sistema imune na infecção ao SARS-CoV-2 tem sido associada a 

patologia e gravidade da COVID-19. A falha na imunorregulação da resposta 

inflamatória resulta em uma síndrome hiperinflamatória que acarreta na progressão 

da doença ocasionando quadros severos de pneumonia (GUSTINE; JONES, 2021). 

Nesse contexto, propusemos avaliar a contribuição de células CD8+ através da 

atividade citotóxica por meio do receptor de ativação de células NK (NKG2D) na 

imunopatologia da lesão pulmonar. 

Nossas análises histopatológicas no tecido pulmonar apontam para um acúmulo de 

intenso exsudato inflamatório no espaço intra-alveolar e interseptal nos pacientes de 

COVID-19. Ao analisarmos por imunohistoquímica e imunofluorescência as 

populações de células alí presentes, observamos alta incidência de macrófagos e 

células CD8 na lesão. Consoante com nossos resultados, estudos tem apontado para 

a presença de monócitos, macrófagos e células T inflamatórias  na lesão pulmonar de 

pacientes severos (MELMS et al., 2021). 

A alta prevalência de macrófagos no pulmão pode estar relacionada a mecanismos 

de regulação positiva de sua ativação gerados pela presença de SARS-CoV-2. A 

ativação da resposta de macrófagos induzida pelo vírus promove a liberação de CCL7, 

CCL8 e CCL13, citocinas e quimiocinas inflamatórias, que  induzem a secreção de 

IFN- γ por linfócitos e promovem o recrutamento celular (LI et al., 2022). Ainda, esses 

mediadores inflamatórios tem o potencial de induzir um estado de hiperativação de 

fagócitos, levando a síndrome de ativação de macrófagos (MAS, sigla do inglês), o 

que estaria associado a tempestade de citocinas  e a promoção dos danos teciduais 

(KOSYREVA et al., 2021), conforme observado aqui. Adicionalmente, há evidências 

de que macrófagos acumulados no pulmão adotam um fenótipo pró fibrótico 

contribuindo para o dano pulmonar e manifestação de SDRA (WENDISCH et al., 

2021).  

Estudos têm apontado evoluções distintas para a COVID-19 marcadas pela presença 

de 2 perfis imunopatológicos e mesmo desfecho fatal. Nesse contexto, a variação da 

carga viral e do tempo de duração da doença estão aliados a mudanças no perfil de 

células T no pulmão. Pacientes que apresentam tempos de internação mais longos 
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apresentam menor carga viral, extenso dano pulmonar e frequência aumentada de 

células T CD8 (MELMS et al., 2021; NIENHOLD et al., 2020; RUSSELL et al., 2022). 

Adicionalmente, tem sido apontado  que formas mais longas da doença apresentam 

perfis inflamatórios mais acentuados e maior citotoxicidade de células e que isso 

ocorre independente da incidência de ventilação mecânica (RUSSELL et al., 2022). 

Em acordo com esses dados, demonstramos que os pacientes arrolados neste 

estudo, além de apresentarem características de dano alveolar difuso (DAD) 

apresentam um acúmulo de células T CD8 no pulmão. Este acúmulo sugere que os 

mesmos possam apresentar maiores danos teciduais direcionados pela atividade de 

célula T CD8.  

Células senescentes acumulam durante o envelhecimento fisiológico e infecções. Do 

ponto de vista funcional, essas populações podem ser caracterizadas por uma baixa 

capacidade proliferativa e uma grande capacidade inflamatória. Diversos marcadores 

têm sido utilizados para indicar a presença de tal população em células da resposta 

imune inata e adaptativa. E entre as proteínas características do processo, destaca-

se a expressão de p16, proteína fundamental para o bloqueio do ciclo celular 

(ITAHANA; CAMPISI; DIMRI, 2004). Em nossos dados, mostramos uma ampla 

expressão de p16 na lesão pulmonar, que foi associada a células T CD8+ e CD68+. A 

presença desta molécula em associação com outros marcadores poderia fornecer 

mais informações sobre a presença de senescência durante a COVID-19. 

Efetivamente, a aquisição de características de senescência estão associadas ao 

intenso ambiente inflamatório, direcionado por componentes secretados por células 

senescentes denominado SASP (perfil secretor associado a senescência). Neste 

sentido, componentes como IL-1β, IL-6, IL-32, CXCL14 e MMP10 estão sendo 

amplamente associados a promoção de características de senescência de forma 

autócrina ou parácrina durante a COVID-19 (EVANGELOU et al., 2022; TSUJI et al., 

2022). 

Células T CD8 senescentes são caracterizadas por exibirem um perfil secretor 

inflamatório e aquisição de receptores de imunidade inata como os expressos em 

células NK (PEREIRA; AKBAR, 2016). A presença de citocinas pró-inflamatórias como 

IL-15, TNF-α, IFN-γ e IL-1B, membros do SAPS, são capazes de induzir a expressão 

de NKG2D e de seus ligantes (MICA/B, ULBP1 e HLA-E) em populações celulares 

(ABBAS; AKBAR, 2021). Como resultado, demonstramos em nossos dados a 
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expressão de MICA/MICB por parte de macrófagos lesionais durante a COVID-19. 

Curiosamente, a expressão de MICA/B  por células do epitélio pulmonar foi contrária 

ao esperado visto que, células do epitélio respiratório em geral expressam MICA e 

MICB em contexto de estresse (BORCHERS et al., 2006). Infecções por CMV são 

capazes de modular negativamente a expressão de MICA na superfície celular como 

forma de escapar do reconhecimento e da atividade citotóxica de células do sistema 

imune (CHALUPNY et al., 2006). Além disso, já foi demonstrado que a presença de 

hipóxia também pode modular a expressão de MICA, impedindo sua expressão em 

células tumorais (YAMADA et al., 2012). Não há evidências de que algo parecido 

possa estar acontecendo na COVID-19 e para isso, novos estudos precisam ser feitos 

para elucidar os mecanismos de expressão desse receptor na doença. 

Em nossa hipótese, levantamos a possibilidade de que parte do dano tecidual 

pulmonar pudesse ser ocasionado pela atividade citotóxica de células T, de forma 

antígeno inespecífica, através do receptor ativador NKG2D. Como mencionado 

anteriormente, citocinas inflamatórias, em especial IL-15, possuem capacidade de 

induzir a expressão de NKR como o NKG2D em células NK e células T, o que não 

observamos aqui. A maioria das amostras analisadas apresentaram níveis de 

expressão semelhantes aos do controle. A presença de formas solúveis de MICA e 

MICB são capazes de criar mecanismos de escape da atividade mediada por NKG2D. 

Suas formas solúveis promovem a regulação negativa de NKG2D ao se ligarem ao 

receptor, promovendo sua internalização por endocitose e posterior degradação 

(CHITADZE et al., 2013). Experimentos in vitro já demonstraram que células 

endoteliais são capazes de modular a expressão de MICA na presença das citocinas 

TNF-α e IFN-γ. A presença dessas citocinas estimula a regulação dos mecanismos 

pós-transcricionais e a liberação de formas solúveis desse receptor (CHAUVEAU et 

al., 2014). Para além de diminuir a presença do receptor em células NK e células T 

CD8, esse mecanismo de interação inviabiliza a agregação dos dímeros de NKG2D e 

a fosforilação de DAP12, ações necessárias para ativação da reposta citotóxica (LUO 

et al., 2020). Dessa forma, além de diminuir a expressão de NKG2D a presença de 

MICA solúvel já demonstrou impedir a ativação de citotoxicidade. 

 Outra possibilidade, é que o dano possa ainda estar associado a atividade citotóxica 

antígeno inespecífica de células T CD8, porém, mediado por outros receptores 

ativadores como o NKG2D, amplamente expresso durante a senescência (ABBAS; 
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AKBAR, 2021). O NKG2C é um receptor comumente expresso na superfície de 

células NK e células T CD8 terminalmente diferenciadas. Semelhante aos demais 

NKRs presentes em células T senescentes, a expressão de NKG2C parece estar 

relacionada a presença de sestrin e inflamação. Além disso, a ativação desse receptor 

ocorre na ausência de TCR e sua função consiste na realização de resposta citotóxica 

e indução de lise celular (PEREIRA et al., 2020). Diferente do receptor NKG2D, a 

atividade de ativação via NKG2C ocorre por meio da interação com receptor do 

sistema de histocompatibilidade humano HLA-E. Assim como o MICA/MICB, a 

expressão desse receptor ocorre mediante situações de estresse. Adicionalmente, 

experimentos in vitro demonstram que a infecção de células epiteliais pelo antígeno 

S1 da proteína Spike do vírus SARS-CoV-2, foi capaz de induzir um aumento 

significativo de HLA-E no tecido (BORTOLOTTI et al., 2020). Juntas essas evidências 

sugerem que células T CD8 senescentes possam contribuir para o aumento do dano 

pulmonar por meio da atividade de demais NKRs.  

Em conclusão, nossos dados apontam para um fenótipo potencialmente senescente 

de células lesionais pulmonares durante a COVID-19. A alta expressão de MICA/B na 

lesão pulmonar poderia estar associada a morte inespecífica de células via receptor 

NKG2D, expresso por outras populações celulares como célula NK por exemplo. O 

potencial imunopatológico de células T senescentes via NKRs precisa ser melhor 

elucidado e por isso, pretendemos futuramente ampliar o conhecimento a respeito da 

contribuição dessas células para lesão no pulmão de pacientes com COVID-19. 
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6  CONCLUSÕES 
 
 
Neste trabalho demonstramos um acúmulo de células CD8+ e CD68+ no infiltrado 

pulmonar. Ambas populações apresentaram inclusive um aumento da expressão do 

marcador de células senescentes p16.  

Além disso, observamos que os pacientes fatais de COVID-19 apresentam altos níveis 

de expressão pulmonar de MICA/MICB e que macrófagos, particularmente, 

apresentam maiores níveis de expressão desse receptor do que em pulmões 

saudáveis. Em contrapartida, vimos que as células do epitélio pulmonar não 

demonstram expressão elevada de MICA/B.  

Por fim, demonstramos não haver um aumento de células CD8 expressando NKG2D 

na lesão pulmonar. O que nos leva a propor que novos estudos devem ser feitos para 

investigar a contribuição da atividade de NKRs expressos por células T CD8 

senescentes na lesão pulmonar durante a COVID-19. 
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ANEXO 
 
 
 
 

Anticorpo primário 
CD68 Ms α Hum IgG2a # MA1-80133                       
CD8 Ms α Hum CD8a [AMC908] IgG2a #14-0008-82 

Cytokeratin 
Ms α Hum AE1/AE3 [AE1/AE3] IgG1 #M3515 (Dako-
Agilent) 

MICA/MICB Rb α Hum MICA/MICB IgG #ab203679 
NKG2D Rb α Hum NKG2D IgG #PA5-97904 
p16 
(CDKN2A/p16INK4a) Ms α Hum p16 [G175-405] IgG1 #550834 (BD) 
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