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RESUMO 

 

Introdução: A pandemia de COVID-19, causada pelo vírus respiratório SARS-CoV-2, 
resultou em morbidade e mortalidade global generalizada. A resposta imune contra este 
patógeno tem mostrado uma linha tênue entre os efeitos protetores e as reações patológicas 
resultantes da liberação maciça de citocinas e baixa depuração viral. Esta última é 
possivelmente causada por exaustão e/ou senescência das células TCD8+ e atividade 
reduzida das células natural killer (NK). O desequilíbrio entre as respostas inatas e 
adaptativas durante os estágios iniciais da infecção causada pelo SARS-CoV-2 contribui para 
o controle ineficaz da disseminação viral. Objetivos:  O presente estudo avaliou a 
imunoexpressão tecidual dos marcadores imuno-histoquímicos Arginase-1, CCR4, CD3, 
CD4, CD8, CD20, CD57, CD68, CD138, IL-4, INF-α, INF-γ, iNOS, PD -1, Perforina e 
Esfingosina-1, a fim de compreender, sobretudo, a resposta imune celular desencadeada em 
pacientes que morreram em decorrência da COVID-19. Métodos: Foram avaliadas, com os 
marcadores imuno-histoquímicos mencionados acima, vinte e quatro amostras de tecido 
pulmonar, embebidas em parafina, de pacientes que morreram de COVID-19 (grupo 
COVID-19) e comparadas com dez amostras de tecido pulmonar de pacientes que morreram 
de H1N1pdm09 (grupo H1N1). Resultados: A imunoexpressão tecidual significativamente 
aumentada de marcadores como Arginase-1, CD4, CD68, CD138, Perforina, Esfingosina-1 
e IL-4 foi observada no grupo COVID-19 em comparação ao grupo H1N1. Uma 
imunoexpressão significativamente menor de CD8 e CD57 também foi encontrada no grupo 
COVID-19 em comparação ao grupo H1N1. Conclusão: Sugere-se que os pacientes que 
morreram de COVID-19 tiveram uma resposta celular inata menos efetiva em relação à 
depuração viral e uma resposta adaptativa tendendo ao reparo tecidual. 

 
Palavras Chaves: COVID19; SARS-CoV-2; pulmão; resposta celular; infiltrados celulares  

 
  



ABSTRACT 

 

Introduction: The COVID-19 pandemic, promoted by the SARS-CoV-2 respiratory virus, 
has resulted in widespread global morbidity and mortality. The immune response against this 
pathogen has shown a thin line between protective effects and pathological reactions 
resulting from the massive release of cytokines and poor viral clearance. The latter is possibly 
caused by exhaustion, senescence, or both of CD8+ T cells and reduced activity of natural 
killer (NK) cells. The imbalance between innate and adaptive responses during the early 
stages of infection caused by SARS-CoV-2 contributes to ineffective control of viral spread. 
Objective: In this sense, the present study evaluated the tissue immunoexpression of the 
immunohistochemistry markers Arginase-1, CCR4, CD3, CD4, CD8, CD20, CD57, CD68, 
CD138, IL-4, INF-α, INF-γ, iNOS, PD-1, Perforin and Sphingosine-1, to understand, above 
all, the cellular immune response triggered in patients who died because of COVID-19. 
Method: We evaluated twenty-four paraffin-embedded lung tissue samples from patients 
who died of COVID-19 (COVID-19 group) and compared them with ten lung tissue samples 
from patients who died of H1N1pdm09 (H1N1 group) with the immunohistochemistry 
markers mentioned above. Results: Significantly increased tissue immunoexpression of 
Arginase-1, CD4, CD68, CD138, Perforin, Sphingosine-1, and IL-4 were observed in the 
COVID-19 compared to H1N1 group. A significantly lower immunoexpression of CD8 and 
CD57 was also found in the COVID-19 compared to H1N1 group. Conclusion: It is 
suggested that patients who died from COVID-19 had a poor innate cellular response 
concerning viral clearance and an adaptive response tending to tissue repair. 

 
Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; lung; cellular response; cellular infiltrates 

 
  



RESUMO POPULAR 

 

A doença COVID-19 surgiu na China e espalhou-se pelo mundo. Milhões de pessoas 

morreram devido COVID-19. Outras pessoas tiveram sequelas graves causadas pela 

doença. A COVID-19 compromete principalmente os pulmões, mas pode também 

acometer outros órgãos. Após dois anos do seu aparecimento a ciência ainda não dispõe 

de tratamentos eficazes para combater o vírus. Por isso é fundamental estudarmos como 

o corpo, através do sistema de defesa, combate este microrganismo. Este estudo teve 

como objetivo avaliar as células de defesa, em pulmões de pacientes que faleceram de 

COVID-19, comparando com a resposta de defesa em amostras de pulmões de pacientes 

que faleceram de gripe (H1N1). Para esta avaliação utilizamos amostras teciduais de 

pulmões de pacientes que morreram em decorrência à pneumonia causada por estes dois 

vírus. Concluímos nesse estudo que aqueles indivíduos que faleceram pelo vírus causador 

da COVID-19 apresentaram uma resposta celular comprometida, com menor defesa 

contra o vírus e maior reparo do pulmão, levando à fibrose pulmonar.     
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1 INTRODUÇÃO 

 

A rápida disseminação da doença por coronavírus (COVID-19) resultou em ampla 

morbidade e mortalidade global, causando uma crise de saúde pública sem precedentes em 

todo o mundo (1). Assim como na pandemia do subtipo H1N1 do vírus Influenza A 

(H1N1pdm09), as manifestações clínicas da COVID-19 são heterogêneas. Os pacientes 

variam de doença respiratória assintomática ou leve à pneumonia viral grave, evoluindo para 

síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) e óbito (2,3). 

Evidências crescentes indicam que uma resposta hiper inflamatória ao SARS-CoV-2 

contribui para casos críticos e desfechos de óbito no COVID-19 (1). Como outras doenças 

virais respiratórias, a fase de resposta adaptativa, especialmente as respostas de células T, 

desempenha um papel relevante na infecção pelo novo coronavírus (4). 

A defesa contra patógenos é mediada pela imunidade inata e adaptativa (5). Cada uma 

consiste em diferentes tipos de células e funções distintas (6). Em um exemplo genérico de 

infecção viral, o sistema imune reconhece rapidamente a entrada de um agente extrínseco 

através de células e moléculas efetoras do sistema imune inato (5). Macrófagos, monócitos, 

células dendríticas e neutrófilos expressam receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), 

identificando as características do patógeno invasor (7). Essas estruturas moleculares 

externas são conhecidas como padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs). A 

ligação dos PAMPs aos PRRs desencadeia a resposta inflamatória contra os vírus. Essa ação 

resulta na ativação de um processo de sinalização que leva à expressão de fatores de 

transcrição, induzindo citocinas pró-inflamatórias, como o fator nuclear kappa β (NF-kβ), 

bem como a ativação de componentes cruciais da resposta antiviral imediata, como 

Interferons tipo I (alfa - α e beta - β), que são cruciais para limitar a replicação e disseminação 

viral (5,8). 

Os interferons do tipo I aumentam a citotoxicidade das células natural killer (NK), 

que matam as células infectadas através de um mecanismo semelhante ao dos linfócitos T 

citotóxicos CD8 (CTLs CD8+) (5). Essas células carregam grânulos contendo proteínas, 

como Perforina e Granzimas, que causam a morte das células-alvo. Além disso, as células 

NK produzem interferon-gama (INF-γ) que recruta macrófagos para destruir microrganismos 

fagocitados (9). Os interferons do tipo II (INF-γ) também promovem a diferenciação de 

células T imaturas para subgrupos de células T auxiliares Th1 e regulam positivamente a 

expressão de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC 
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II), aumentando a probabilidade e a visibilidade das células infectadas serem reconhecidas e 

mortas por CTLs CD8+ (10). 

As citocinas produzidas pelas células apresentadoras de antígenos (APC) contra 

infecções virais estimulam a ativação, proliferação e diferenciação de linfócitos durante a 

resposta inata, além de influenciar a natureza da resposta adaptativa (4). Uma vez ativado, o 

T CD4 naive difere em células efetoras, capazes de promover funções como ativação de 

células B (linfócitos B-efetores são plasmócitos secretores de anticorpos), auxiliando células 

T CD8+, polarizam-se no subtipo Th1 para desempenhar um papel antiviral devido à 

produção de IFN-γ, entre outras citocinas, e ativar macrófagos de fenótipo tipo I (6). A 

ativação de macrófagos é a função primária da resposta imune mediada por células T para 

eliminar microrganismos intracelulares por meio de fagocitose e induzir uma resposta 

inflamatória robusta (11). 

Além do subtipo Th1, os linfócitos T auxiliares CD4 podem se diferenciar no subtipo 

Th2. Essa diferenciação é mediada principalmente pela Interleucina 4 (IL-4), que também 

induz a ativação de macrófagos do fenótipo M2, cruciais para o processo de reparo tecidual 

(12). O processo de polarização das células T CD4+ é mediado por fatores de transcrição, 

quimiocinas e citocinas, onde a regulação de moléculas inflamatórias associadas às células 

pode levar ao aparecimento e aumento de doenças inflamatórias pulmonares como a SDRA 

(13). 

Na persistência ou exposição crônica a antígenos, como infecções virais crônicas, as 

respostas das células T CD8+ podem ser gradualmente suprimidas pela expressão e 

acoplamento de receptores inibitórios, como a Proteína de Morte Celular Programada 1 (PD-

1) (5). As células T CD8+ esgotadas expressam PD-1, que bloqueia a ativação de CLTS e 

induz a diminuição da produção de citocinas, como INF-γ (14). Além disso, a idade avançada 

contribui para uma questão de senescência imunológica, implicando na redução da 

plasticidade de T CD4+ e T CD8+, além de uma resposta adaptativa comprometida contra 

infecções virais (15). 

Especificamente, em eventos de infecção por SARS-CoV-2, sua imunopatologia 

ainda é subjetiva. Embora a comunidade científica tenha elucidado várias questões em 

relação ao COVID-19, questões sobre imunidade celular ainda precisam de esclarecimento.   

O presente estudo analisou vinte e quatro amostras pulmonares post-mortem de pacientes 

acometidos pela COVID-19, através de uma análise histopatológica e imuno-histoquímica, 

visando compreender melhor o comportamento da resposta imune celular no estágio de maior 

gravidade da doença.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

- As infecções respiratórias agudas representam uma causa mundialmente importante 

de morbidade e mortalidade. Atualmente vivemos uma pandemia causada pela infecção de 

um vírus respiratório. 

- As pneumonias virais são comumente não pandêmicas, isto é, sazonais, porém, 

muitas vezes, nos deparamos com epidemias e pandemias causadas pelos vírus respiratórios.   

- O padrão de resposta imunológica pode variar de paciente para paciente, e entre os 

tipos virais, pandêmicos ou não. 

- Conhecer a resposta do sistema imunológico perante infecções virais podem auxiliar 

na definição do quadro clínico e proporcionar tratamento mais direcionado à doença, 

evitando agravamentos, diminuindo morbimortalidade e tempo de internação e 

consequentemente custos sociais e econômicos. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Infecções de vias aéreas inferiores foram responsáveis por aproximadamente quatro 

milhões de mortes no mundo em 2019, sendo a quarta causa de morte entre todas as idades, 

e a segunda causa de morte entre as crianças abaixo de cinco anos, segundo The Global 

Burden of Diseases, Injuries and Risk Factors Study (GBD) 2019. Os quatro principais 

agentes causadores das infecções e das mortes por infecções respiratórias inferiores são: 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Vírus Influenza, e Vírus Sincicial 

Respiratório (16). 

Em quase um terço das pneumonias comunitárias os vírus respiratórios são 

considerados o agente etiológico prevalente, em particular os vírus influenza (A e B), 

rinovírus, vírus parainfluenza 1, 2 e 3 e coronavírus. Globalmente, estima-se que 100 milhões 

de casos de pneumonia viral ocorram anualmente (17).  

Os vírus influenza está entre as causas mais comuns de infecções respiratórias em 

humanos, e está associados a alta morbidade e mortalidade (18). Em 2009 houve surgimento 

de um novo subtipo do vírus influenza A, subtipo H1N1 pandêmico (H1N1pdm09), o qual 

foi identificado no México neste mesmo ano, e espalhou-se por praticamente todos os países 

do mundo (19). 

Em junho de 2009, a Organização Mundial de Saúde (OMS) comunicou a ocorrência 

de uma nova pandemia causada pelo vírus da Influenza A, subtipo H1N1 (H1N1pdm09) após 

um intervalo de 40 anos. No mês de julho do mesmo ano, mais de 94.000 casos foram 

confirmados e reportados por 100 países diferentes. Desde então o vírus da Influenza A, 

subtipo H1N1 na sua forma sazonal continua a circular (18).  

Os principais sinais e sintomas apresentados pelos pacientes infectados pelo vírus 

H1N1pdm09 são: febre (38°C), tosse e dispnéia sendo que, até 20% dos pacientes podem 

evoluir com a forma mais grave, desenvolvendo pneumonia severa, necessitando de 

internação em UTI (20). 

Em dezembro de 2019 uma pneumonia de causa desconhecida surgiu no Mercado 

atacadista de frutos do mar de Huanan, Wuhan, província de Hubei. Em 3 de janeiro de 2020 

o genoma completo do novo gênero β coronavírus foi identificado em amostras de fluido de 

lavado broncoalveolar (21). Essa doença foi nomeada como COVID-19. Até início de 2022 

a Covid-19 foi responsável por quase seis milhões de óbitos (22).  

Diferente dos coronavírus já conhecidos este foi chamado 2019 - coronavírus (2019-

nCoV) pela OMS (23). Posteriormente verificou-se que o novo vírus compartilhava de mais 
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de 79% da sequência genética do SARS-CoV (coronavírus da síndrome respiratória aguda 

grave) (24). O vírus então é formalmente designado como coronavírus 2 de síndrome 

respiratória aguda grave (SARS-CoV-2) pelo Coronavirus Study Group (CSG) do Comitê 

Internacional de Taxonomia Viral (25). A doença causada pelo vírus é denominada doença 

coronavírus 2019 (COVID-19). O tempo entre a exposição ao SARS-CoV-2 e o momento 

em que os sintomas começam (período de incubação) é geralmente de cinco a seis dias, mas 

pode variar de 1 a 14 dias (26). O vírus SARS-CoV-2 afeta principalmente o sistema 

respiratório, embora outros sistemas e órgãos possam estar envolvidos. Infecção do trato 

respiratório inferior e sintomas relacionados, incluindo febre, tosse seca e dispneia, foram 

relatados na série de casos iniciais de Wuhan, China (27). Além disso, dor de cabeça, tontura, 

fraqueza generalizada, vômito e diarreia também foram relatados (28).  Atualmente é 

reconhecido que os sintomas respiratórios da COVID-19 são extremamente heterogêneos, 

variando de sintomas mínimos a hipóxia significativa com SDRA (29).  

Os sintomas clínicos da infecção pela COVID-19 podem ser observados após 5 a 14 

dias do contágio (período de incubação). O tempo de incubação difere principalmente devido 

idade e resposta imunológica do indivíduo. Os homens são mais suscetíveis ao SARS-CoV-

2 em comparação as mulheres. Aparentemente pessoas com mais de 60 anos são mais 

sensíveis ao SARS-CoV-2 (30). 

 

3.1 SISTEMA IMUNOLÓGICO - RESPOSTAS IMUNES INATAS E 

ADAPTATIVAS 

O sistema imunológico tem como função: 

- Reconhecimento molecular dos agentes agressores  

- Ativação de vias bioquímicas intracelulares que resultam em modificações 

vasculares e teciduais  

- Produção de mediadores com efeitos locais e sistêmicos com ativação e proliferação 

celular 

- Quimio atração de células que realizarão destruição e remoção do agente agressor  

Respostas imunes inatas e adaptativas tem como objetivo bloquear a infecção e 

eliminar células infectadas (5).  

A imunidade inata representa uma resposta rápida e representa primeira linha de 

defesa do organismo. Os principais componentes da imunidade inata são:  

- Barreiras físicas e químicas;  
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-Células fagocíticas (neutrófilos e macrófagos), células dendríticas, células natural 

killer (células NK) e outras células linfoides (plasmócitos);  

- Ativação complemento, liberação mediadores inflamatórios, proteínas de fase 

aguda, citocinas e quimiocinas (31).  

O sistema imunológico inato é uma estratégia de defesa conservada e é crucial na 

detecção inicial e restrição de patógenos com posterior ativação da resposta imune adaptativa. 

Ativação efetiva da imunidade inata depende do reconhecimento de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), por receptores de reconhecimento de padrão (PRRs), como 

receptores do tipo Toll (TLRs) e receptores do tipo RIG-I (RLRs) (32). 

A resposta imune adaptativa depende da ativação de linfócitos e caracteriza-se por:  

- Especificidade e diversidade de reconhecimento;  

- Memória; 

- Resposta especializada;  

- Autolimitação;  

- Tolerância aos componentes próprios do organismo (5,31). 

 

3.2      RESPOSTAS IMUNES NO CONTROLE DAS INFECÇÕES VIRAIS 

As principais vias de controle da infecção viral, pela imunidade inata, ocorrem através 

da produção de interferons do tipo I, cuja ação mais importante é a inibição da replicação 

viral e a destruição das células infectadas pelos Macrófagos e as células NK (33). Os 

Interferons do tipo I (IFN tipo I) são glicoproteínas produzidos por células em resposta direta 

à infecção por vírus, e compreendem um grande número de subespécies de Interferons - alfa 

(IFN-α) e um único Interferon – beta (IFN-β). A forma alfa é produzida principalmente por 

células dendríticas plasmocitóides e a forma beta por muitos tipos celulares, mas 

principalmente por fibroblastos, quando invadidos por vírus. Interferons (IFNs) induzem a 

própria célula infectada e células próximas a produzirem proteínas que impedem a replicação 

viral. O estímulo à produção de Interferons do tipo I se dá através das células infectadas pelo 

vírus e ao interagir com uma célula não infectada tem propriedade de protegê-la contra 

infecção (estado antiviral). O IFN tipo I também aumenta a citotoxidade das células NK e 

Linfócitos T CD8+, e promovem diferenciação de células T imaturas em células T auxiliares 

Th1. Eles também regulam positivamente a expressão de moléculas de MHC de classe I e 

aumentam as chances de as células infectadas serem reconhecidas e destruídas pelos LT CD8 

+ (5).  
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O Interferon do tipo II – gama (IFN- Y), também conhecido por interferon imune, é 

produzido por linfócitos T e células NK quando estimulados por IL-12 e IL-18. O interferon 

gama é responsável por ativar macrófagos, estimular a expressão do complexo maior de 

histocompatibilidade, além de atuar no crescimento, maturação e diferenciação de muitos 

tipos celulares. Ele também aumenta a atividade das células NK, regula atividade 

inflamatória, potencializa outros interferons e modula atividade dos linfócitos B (5).  

Macrófagos e células apresentadoras de antígenos também produzem Interleucina 12 

(IL-12) na fase inicial da infecção, estimulando as células NK a exercer citotoxidade e a 

produzir mais IFN-Y. Este, por sua vez, aumenta o potencial microbicida dos macrófagos 

através da estimulação da via Th1 (31).  

As células dendríticas são as principais células apresentadoras de antígenos em 

infecções virais. Encontram-se abaixo da barreira do epitélio das vias aéreas e acima da 

membrana basal. Elas são capazes de processar os antígenos e associá-los às moléculas do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Os antígenos virais capturados no 

exterior das células são processados e unidos ao MHC-II e apresentados aos linfócitos T 

auxiliadores (T CD4+), enquanto os antígenos virais produzidos dentro das células 

dendríticas são unidos ao MHC-I e apresentados aos linfócitos T citotóxicos (T CD8+). 

Assim, as células dendríticas constituem o principal elo entre o sistema imune inato e o 

sistema imune adaptativo (34).  

 Além das respostas imunes inespecíficas, existe o desenvolvimento de respostas 

imunológicas específicas, capazes de reagir a um grande número de substâncias microbianas, 

e distinguir microrganismos, proporcionando uma atuação mais eficaz contra esses agentes. 

Esse tipo de resposta é denominado de resposta imune adaptativa. Nela estão presentes 

células apresentadoras de antígenos e linfócitos, os quais vão atuar na ativação de outras 

células, produção de citocinas e anticorpos. Deste modo respostas imune inespecíficas e 

específicas atuam em cooperação para intensificar os mecanismos protetores capazes de 

combater com maior eficácia microrganismos patogênicos (5). A resposta inata inicial coloca 

em movimento a resposta imune adaptativa celular e humoral.  

A imunidade mediada por célula, também denominada imunidade celular, é mediada 

por linfócitos T (5). A resposta mediada por células T é extremamente efetiva no mecanismo 

de defesa contra agentes intracelulares tais como vírus, protozoários, fungos e bactérias 

intracelulares (35).  

Os linfócitos T auxiliares (Linfócitos T CD4+) são células do sistema imune 

adaptativo e desempenham papéis centrais na função do sistema imunológico como: auxiliar 
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as células B na produção de anticorpos, regulação da função de macrófagos, organização e 

regulação das respostas contra uma grande variedade de microrganismos patogênicos, 

controlando a autoimunidade e ajustando a magnitude e persistência de respostas imunes 

(31). 

A imunidade celular é mediada por células T e serve como um mecanismo de defesa 

contra microrganismos intracelulares e fagocitados. As células T CD4 + efetoras são geradas 

pelo reconhecimento de antígenos nos órgãos linfoides secundários, entretanto a maioria 

delas migram para locais da infecção, onde atuam, juntamente com os macrófagos, na 

eliminação do patógeno.  Três grandes grupos de células T CD4+ efetoras chamados de Th1, 

Th2 e Th17 atuam na defesa do hospedeiro contra diferentes tipos de microrganismos. As 

principais citocinas produzidas pelos principais subgrupos de células T CD4+ são IFN- y 

para Th1, Interleucina - 4 (IL- 4) e Interleucina -13 (IL-13) para Th2 e Interleucina-17 (IL-

17) e Interleucina-22 (IL22) para Th17 (5). 

As células da resposta Th1 expressam níveis elevados de receptores de quimiocinas 

CXCR3 e CCR5 e tendem a ser abundantes em locais de infecção onde os agentes infecciosos 

desencadeiam fortes reações imunológicas inatas; esses agentes incluem bactérias e vírus. 

Por outro lado, células da resposta Th2 expressam receptores de quimiocinas CCR3, CCR4 

e CCR8. Uma vez que uma resposta imunológica se desenvolve ao longo de uma via efetora 

ela torna-se cada vez mais polarizado nesta direção (5).  

Os vírus utilizam várias moléculas da superfície celular para obter a entrada na célula 

e para utilizar a maquinaria genética e de síntese proteica das células do hospedeiro para se 

replicar e disseminar de uma célula para outra. Os vírus não podem ser destruídos se as 

células infectadas não possuírem mecanismos microbicidas intrínsecos, ou se os vírus 

estiverem no citosol. Nestas situações a única maneira de erradicar a infecção é matando a 

célula infectada, liberando o vírus para o meio extracelular, paralisando sua capacidade de 

sobreviver e de se replicar. A imunidade adaptativa contra os vírus ocorre com ativação de 

células T CD8+ que vão exercer citotoxicidade pelo reconhecimento dos antígenos virais via 

MHC classe I nas células alvo (31).  Além disso os linfócitos T citotóxicos são capazes de 

secretar citocinas, principalmente IFN-y que tem a função de ativar fagócitos (5). Os 

linfócitos T CD8+ ativados liberam grânulos perto das células alvos contendo proteínas 

denominadas Perforinas. Essa proteína facilita a entrada de outra proteína granular 

denominada Granzima. As Granzimas são enzimas que iniciam uma sequência de eventos de 

sinalização que causam morte das células alvo por apoptose. A diferenciação completa das 

células T CD8+ muitas vezes depende de citocina produzidas pelas células T CD4+   ou os 
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coestimuladores expressos nas células infectadas (5). Em algumas infecções virais crônicas 

as respostas das células T CD8 + podem ser iniciadas, mas gradualmente extintas, um 

fenômeno que é chamado de exaustão. O termo exaustão tem sido utilizado para atribuir uma 

resposta efetora que se desenvolve, mas está ativamente suprimida. As células TCD8 + 

exaustas mostram numerosas alterações funcionais e fenotípicas incluindo diminuição da 

produção de IFN-y (36).  

Uma molécula co-estimulatória com função negativa, a molécula PD-1 (programmed 

cell death 1), é expressa pelas células do sistema imunológico (37). Quando PD-1 está 

associada a seus ligantes PD-L1 (CD274) ou PD-L2 (CD273), uma sequência inibitória 

contendo tirosina fosfatase-2 (SHP-2) na cauda de PD-1 recruta fosfatases para 

desfosforilização das tirosinas na região citoplasmática, processo que pode induzir a 

desativação das células T ou à indução de apoptose (38). Recentemente foi relatado que, em 

casos graves e críticos de pacientes com COVID-19, as células T apresentam uma expressão 

aumentada de PD-1, levando à uma mudança de um estado de hiperativação à uma exaustão 

destas células (39). 

Os monócitos e macrófagos são fagócitos eficientes, englobam patógenos e restos 

celulares. Além de seu papel na imunidade inata, processam e apresentam antígenos via 

moléculas de MHC, estimulando a resposta mediada por Linfócitos T (31). 

Os macrófagos são células amplamente distribuídas nos órgãos e tecido conjuntivo e 

têm papel central na imunidade inata e adaptativa. Muitos tecidos são povoados com 

macrófagos residentes com vida longa. Exemplos são as células de Kupffer que recobrem 

sinusoides do fígado, macrófagos sinusoides no baço, macrófagos alveolares nos pulmões e 

células na micróglia do cérebro. Nos adultos as células da linhagem de macrófagos surgem 

a partir de células precursoras na medula óssea direcionadas por uma proteína denominada 

fator estimulador de colônia de monócitos (ou macrófagos). Esses precursores evoluem para 

monócitos que entram e circulam no sangue e, então, migram para os tecidos, especialmente 

durante as reações inflamatórias onde então eles maturam em macrófagos.  A principal 

função dos macrófagos na defesa do hospedeiro é ingerir e matar microrganismos. Os 

mecanismos de morte incluem geração enzimática de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

nitrogênio (NOS) que são tóxicas aos microrganismos além de realizarem digestão 

proteolíticas. Macrófagos também participam da limpeza após infecção ou lesão tecidual e 

reparo de tecidos danificados.  Os macrófagos podem adquirir capacidades funcionais 

distintas dependendo dos tipos de estímulos ativadores aos quais estão expostos. Quando 

ativados pelas células T algumas citocinas os direcionam para se tornarem eficientes em 
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matar microrganismos o que é chamada de ativação clássica. Outras citocinas ativam os 

macrófagos para promover o remodelamento e reparo tecidual o que se denomina ativação 

alternativa (5). A ativação dos macrófagos pode ocorrer no foco inflamatório pela ação de 

toxinas bacterianas e por citocinas da resposta Th1, sendo estes denominados “macrófagos 

de ativação clássica” ou macrófagos M1. Outra forma de ativação dos macrófagos, a 

“ativação alternativa”, ocorre pela ação de citocinas pertencentes à resposta Th2. Estes 

macrófagos são denominados de macrófagos M2 e desempenham papeis importantes no 

processo de reparo tecidual. Em resposta a estímulos derivados do ambiente local ou do tipo 

de patógenos, os macrófagos podem polarizar-se em dois tipos fenotípicos: M1, induzido por 

ligantes do receptor Toll-like (TLR) e IFN-γ e, a via alternativa - M2, induzido por IL4 / IL13 

(M2a), complexo imune (M2b), e as citocinas anti-inflamatórias interleucina – 10 (IL-10) ou 

fator de crescimento transformador-β (M2c) (40). Macrófagos ativados matam os 

microrganismos fagocitados pela ação de moléculas microbicidas nos fagolisossomas. Os 

macrófagos ativados convergem oxigênio molecular em espécies reativas de oxigênio (ROS) 

que são agentes oxidantes altamente reativos e que destroem microrganismos e outras células. 

Em adição às ROS, os macrófagos produzem espécies reativas de nitrogênio principalmente 

óxido nítrico (NO) pela ação da enzima chamada óxido nítrico sintetase induzida (iNOS) (5). 

A IL-4 e IL13 ativam os macrófagos para expressar as enzimas que promovem a síntese de 

colágeno e fibrose. A resposta dos macrófagos às citocinas Th2 tem sido chamada de ativação 

alternativa de macrófagos, para distingui-la da ativação induzida por IFN-y que foi 

caracterizada primeiro (via clássica). As citocinas Th2 também suprimem a via clássica e 

interferem na proteção imunológica mediada pelas respostas Th1 às infecções intracelulares 

(31).  
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Figura 1: Respostas imunes no controle das infecções virais 

O vírus inicia invasão celular e estimula produção de interferons do tipo I que inibem 

a replicação viral e estimulam macrófagos e células NK na destruição das células 

infectadas. Vários receptores reconhecem as partículas virais e iniciam as vias de 

sinalização. Os antígenos virais capturados no exterior das células são processados e 

unidos ao MHC-II e apresentados aos LTCD4+ auxiliadores. Os linfócitos LTCD4+ 

auxiliam as células B (CD20) na produção de anticorpos, regulam a função de 

macrófagos (vias Th1 e Th2), organizam e regulam a resposta imune, controlando a 

autoimunidade, ajustando a magnitude e a persistência da resposta.  A ativação dos 

linfócitos T CD8+ ocorre pelo reconhecimento dos antígenos virais via MHC classe 

I nas células alvo. Os linfócitos T citotóxicos ativados vão secretar citocinas, 

principalmente IFN-y, que irá ativar fagócitos e também liberam grânulos  contendo 

proteínas denominadas Perforinas, as quais irão destruir células infectadas. Desenho 

esquemático desenvolvido pela autora através Software Biorender, 2022. 
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Ao contrário, uma resposta disfuncional, incapaz de inibir a replicação viral e a 

eliminação de células infectadas, poderá resultar em uma resposta inflamatória exagerada 

levando, possivelmente, a uma tempestade de citocinas, manifestada clinicamente pela 

síndrome da angústia respiratória aguda grave (SDRA) e consequências sistêmicas como 

coagulação intravascular disseminada (CIVD) (41). 

  

3.3    SISTEMA IMUNOLÓGICO - RESPOSTA IMUNOLÓGICA NA COVID - 19 

O vírus SARS-CoV-2 afeta principalmente o sistema respiratório, embora outros 

sistemas e órgãos possam estar envolvidos. Infecção do trato respiratório inferior e sintomas 

relacionados, incluindo febre, tosse seca e dispneia, foram relatados na série de casos iniciais 

de Wuhan, China (27). Além disso, dor de cabeça, tontura, fraqueza generalizada, vômito e 

diarreia também foram relatados (29). Sabe-se atualmente que os sintomas respiratórios da 

COVID-19 são extremamente heterogêneos, variando de sintomas mínimos a hipóxia 

significativa com SDRA (42). Enquanto a maioria dos indivíduos infectados permanece 

assintomática ou apresenta sintomas leves do trato respiratório superior, outros desenvolvem 

quadros graves de pneumonia, que pode progredir para a síndrome respiratória aguda (43). 

 A disseminação do vírus inicia-se, em média, no quinto dia após a exposição ao vírus 

e a infectividade parece reduzir significativamente após dez dias do início dos sintomas. 

Apesar disso, partículas virais ainda podem ser detectadas na orofaringe, em média, entre 20 

e 37 dias nos indivíduos infectados (44). Os sintomas iniciais são limitados ao trato 

respiratório superior – alteração de olfato e paladar, tosse e dor de garganta –, acompanhados 

de febre, fadiga e dor muscular. SARS-CoV-2 infecta principalmente pneumócitos, 

enterócitos e macrófagos, mas também pode infectar outras células que expressam o receptor 

enzima de conversora da angiotensina 2 (ECA2) e a enzima proteolítica Serina Protease 

Transmembrana 2 (TMPRSS2). No entanto, alguns estudos sugerem que o vírus pode 

infectar muitos outros tipos celulares, tais como células endoteliais (45,73) 

No início da infecção o SARS-CoV-2 tem como alvo células epiteliais nasais, células 

brônquicas e pneumócitos. Ele se liga a essas células por meio da proteína de pico estrutural 

viral Spike (proteína S) que se liga ao receptor da enzima de conversora da angiotensina 2 

(ECA2). A serina protease transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), presente na célula hospedeira, 

promove a absorção viral por clivar ECA2 e ativar a proteína S do SARS-CoV-2, permitindo 

a entrada do coronavírus nas células hospedeiras (35).  



25 
 

Após a ativação por PAMPs, os PRRs recrutam proteínas adaptadoras, que iniciam 

vias de sinalização envolvendo múltiplas citocinas. Isso leva à ativação de fatores de 

transcrição cruciais, incluindo o fator regulador do interferon 3 (IRF3), o fator nuclear 

intensificador de cadeia leve kappa de células B ativadas (NF-κB) e proteína ativadora I (AP-

1). Sinergicamente esses fatores promovem a produção de interferons do tipo I (IFN-I), que 

são liberados e atuam sobre células por ligação ao receptor de IFN-α/β (IFNAR) (46).  

Essas quimiocinas atraem células da resposta inata [leucócitos polimorfonucleares, 

monócitos, células NK, células dendríticas], que também produzem quimiocinas, como MIG, 

IP-10 e MCP-1, capazes de recrutar linfócitos, que por sua vez, reconhecerão os antígenos 

virais apresentados pelas DCs (47). 

Alguns vírus, incluindo SARS-CoV -2, são citopáticos, ou seja, induzem dano celular 

e morte em tecidos infectados por piroptose. Aumento dos níveis de IL-1, uma das citocinas 

pró-inflamatórias características liberadas durante a piroptose, foram recentemente relatados 

em pacientes com infecção por SARS-CoV-2. Os componentes liberados pela lise do epitélio 

respiratório, tais como ATP, DNA entre outros podem então ser detectadas como DAMPs 

(padrões moleculares associados a danos) pelos PRRs de outras células epiteliais e 

macrófagos alveolares, resultando em sua ativação. Em uma situação fisiológica essa 

resposta favoreceria a eliminação do microrganismo, devido à atividade de depuração dos 

macrófagos alveolares. No entanto, alguns pacientes, seja pela alta carga viral e/ou fatores 

de risco imunogenéticos individuais, podem apresentar uma resposta imune disfuncional, 

resultando em e/ou hiperinflamação pulmonar difusa, desencadeada por superprodução de 

citocinas (síndrome da tempestade de citocinas) ou síndrome de ativação de macrófagos 

(MAS) (48).  

Embora tenhamos ampliado muito nossos conhecimentos sobre quadro clinico da 

doença, pouco se sabe sobre sua imunofisiopatologia nos seus diversos estágios: leve, 

moderada, grave e crítica. Diversos estudos deverão ser realizados para elucidar os diversos 

cursos clínicos da doença, concentrando-se nas áreas do trato respiratório que estão 

envolvidas (49). 
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4 OBJETIVO GERAL 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar infiltrados celulares inflamatórios em 

amostras de biópsias pulmonares, a fim de compreender a resposta imune celular 

desencadeada em pacientes que faleceram em decorrência da COVID-19, e comparar os 

resultados obtidos com amostras de tecido pulmonar de pacientes que foram à óbito por 

Influenza A, subtipo H1N1pdm09.  

 

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

● Caracterizar as amostras estudadas de acordo com o gênero e faixa etária; 

● Avaliar a imunoexpressão tecidual dos seguintes biomarcadores: Arginase-1, 

CCR4, CD3, CD4, CD8, CD20, CD57, CD68, CD138, IL-4, INF-α, INF-γ, iNOS, PD -1, 

Perforina e Esfingosina-1.  

● Comparar os resultados obtidos acima com amostras de pacientes que foram 

a óbito por influenza A, subtipo H1N1 pandêmico (H1N1pdm09). 
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5 MÉTODOS 

 

5.1 APROVAÇÃO ÉTICA 

A realização do estudo retrospectivo foi aprovada pelo Comitê Nacional de Ética em 

Pesquisa (CONEP) sob os protocolos 3.944.734/2020 e 2.550.445/2018. A metodologia foi 

realizada de acordo com as diretrizes e regulamentação vigente.  As famílias permitiram a 

biópsia post mortem dos casos de COVID-19 e H1N1pdm09 e assinaram os termos de 

consentimento informado. 

 

5.2 AMOSTRAS 

Grupo COVID-19 (n = 24): Amostras pulmonares post mortem de pacientes que 

morreram de infecção por SARS-CoV-2 de março a agosto de 2020. Após a constatação da 

morte, os representantes legais dos pacientes que se adequavam aos critérios de inclusão para 

comporem o grupo COVID-19 eram comunicados. Um Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) (Anexo 3) foi submetido à sua assinatura com a finalidade de 

esclarecimentos gerais a respeito do estudo, assim como dos protocolos da coleta e permissão 

da utilização da amostra pulmonar.  

Uma biópsia pulmonar minimamente invasiva foi realizada através de uma 

minitoracotomia anterior esquerda com ressecção de um segmento do lobo superior 

esquerdo. As peças ressecadas mediam 3 × 3 cm. O tempo de obtenção da amostra pulmonar 

após a morte foi inferior a 2 horas. As amostras foram acondicionadas em um frasco contendo 

solução de formalina a 10%, onde posteriormente foram embebidas e emblocadas em 

parafina, para fins histológicos. 

Os dados clínicos (tempo de ventilação mecânica e tempo do internamento até óbito) 

e os dados demográficos (sexo e idade) foram obtidos dos prontuários durante a permanência 

destes pacientes na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital Marcelino Champagnat 

em Curitiba, Brasil.  

O teste para COVID-19 foi realizado através de swabs nasofaríngeos colhidos durante 

a internação na UTI e realizado Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-

qPCR). A amplificação do genoma viral foi realizada com o kit Invitrogen SuperScript™III 

Platinum® One-Step qRT-PCR (Número de catálogo: 11732020, Waltham, MA, EUA), foi 

positivo para SARS-CoV-2.  
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5.2.1 Critérios de inclusão dos pacientes COVID-19: 

● Idade maior de 18 anos; 

● Admissão hospitalar por quadro clínico compatível com COVID-19: febre, 

dispneia (SaO2<92%) e/ou tosse; 

● Testes imunológicos ou moleculares confirmando a infecção pelo SARS- 

CoV-2; 

● Tempo da coleta após a morte menor do que 4 horas. 

5.2.2 Critérios de exclusão dos pacientes COVID-19: 

● Sorologia negativa para COVID-19; 

● Diagnóstico de outras infecções virais como HIV, Hepatite C e B ou outro 

vírus respiratório comum, além de tuberculose*; 

● Negação da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por 

parte de um representante legal. 

 

O grupo H1N1 (n = 10) foi composto por amostras post mortem de pulmões de 

pacientes cuja causa de morte foi infecção respiratória aguda grave por Influenza A subtipo 

H1N1 pandêmico de 2009 (H1N1pdm09). Os fragmentos de pulmão são provenientes do 

banco de amostras teciduais parafinadas de necropsias do Hospital das Clínicas (HC) de 

Curitiba, Brasil. 

Os pacientes foram testados por meio da técnica de RT-qPCR (técnica similar à do 

grupo COVID-19), sendo possível a caracterização positiva para H1N1pdm09. As amostras 

foram fixadas em formalina a 10%, onde posteriormente foram embebidas e emblocadas em 

parafina, para fins histológicos.   

Dados como sexo e idade dos pacientes foram obtidos por meio de uma pesquisa 

direta nos laudos de necropsias, além do tempo entre o internamento/diagnóstico e o óbito. 

 

 

5.3 ANÁLISES HISTOLÓGICAS 

As amostras pulmonares parafinadas foram submetidas a cortes histológicos com a 

finalidade de atender às necessidades das colorações histoquímicas e ensaios imuno-

histoquímicos utilizados no presente estudo. Cortes histológicos corados com Hematoxilina 

e Eosina - H&E (Hematoxilina de Harris: NewProv, Cód. PA203, Paraná, BR; Eosina: 

BIOTEC Reagentes Analíticos, Cód. 4371, Paraná, BR), foram realizados com o objetivo de 

analisar as características anatomopatológicas.  
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5.4 ANÁLISES IMUNOHISTOQUÍMICAS 

O ensaio imunohistoquímico foi precedido pela preparação de blocos de tecido 

parafinado multiamostrais, TMA (Tissue Microarray) (71). As áreas representativas do 

pulmão foram previamente demarcadas e identificadas. Em seguida, três fragmentos 

cilíndricos medindo 0,3 cm de diâmetro foram extraídos dos blocos originais fixados em 

formalina e embebidos em parafina (blocos doadores) e compilados em novos blocos de 

TMA. 

A técnica de imuno-histoquímica foi aplicada para identificar a imunoexpressão dos 

seguintes biomarcadores: Arginase-1, CCR4, CD3 (Linfócito TCD3+), CD4 (Linfócito 

TCD4+), CD8 (Linfócito TCD8+), CD20 (Linfócitos B), CD57 ( Células NK), CD68 

(Macrófagos) , CD138 (Plasmócitos), IL-4, INF-α, INF-γ, iNOS, PD-1, Perforina-1 e 

Esfingosina-1. 

 

 

Tabela 1. Dados dos anticorpos utilizados no estudo 

 

Anticorpo Tipo Clone/Cod Diluição Marca Espécies reativas 

CD3 Policlonal/Coelho IR503 Pronto para  uso Dako Humano 

CD4 Monoclonal/Camundongo IS649 Pronto para  uso Dako Humano 

CD8 Monoclonal/Camundongo IS623 Pronto para  uso Dako Humano 

CD20 Monoclonal/Camundongo IR604 Pronto para  uso Dako Humano 

CD57 Monoclonal/Camundongo IR647 Pronto para  uso Dako Humano 

CD68 Monoclonal/Camundongo KP-1 1:400 BioSB Humano 

CD138 Monoclonal/Camundongo IR642 Pronto para  uso Dako Humano 

Arginase-1 Monoclonal/Coelho E-P261 1:200 BioSB Humano 

Anti-IL-4 Policlonal/Coelho PA5-25165 1:200 Thermo Fisher 
Humano, 

Camundongo 

Anti - INF-α Policlonal/Coelho A0285 1:200 ABclonal 
Humano, Rato, 
Camundongo 

Anti -INF-γ Policlonal/Coelho Ab218426 1:100 Abcam Humano 

Anti - iNOS Monoclonal/Coelho E-P261 1:100 BioSB Humano 

Anti – PD1 Monoclonal/Camundongo J116 1:100 Thermo Fisher Humano 

Perforina-1 Monoclonal/Camundongo SB10 1:100 BioSB Humano 

CCR4 Policlonal/Coelho Ab216560 1:400 Abcam Camundongo, Rato 

Anti-
Efingosina-1 

Policlonal/Coelho Ab71700 1:200 Abcam 
Humano, Rato, 
Camundongo 

 

 

 
 
A técnica recomendou um protocolo de incubação durante a noite para anticorpos 

primários. O polímero secundário (Mouse/Rabbit PolyDetector DAB HRP Brown, 
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BSB0205, BioSB, Santa Barbara, CA) foi aplicado ao material testado por 40 minutos em 

temperatura ambiente. A revelação ocorreu com a adição do complexo 2, 3 diaminobenzeno 

para um tempo de coloração marrom e, posteriormente, foi realizada a contracoloração com 

Hematoxilina de Harris. Os resultados foram confirmados pela reatividade de um controle 

positivo, onde uma amostra de tecido de imunoexpressão conhecida como positiva para o 

anticorpo em questão foi alocada juntamente com as amostras estudadas. 

 

5.4.1 Morfometria: 

 

As lâminas imunocoradas pelos marcadores de Arginase-1, CCR4, IL-4, INF-α, INF-

γ e iNOS foram escaneadas com o Axio Scan.Z1 Scanner (ZEISS, Jena, Germany), e em 

seguida o software ZEN Blue Editions (ZEISS, Jena, Alemanha) foi utilizado para a geração 

de 30 campos de grande aumento (ampliação de 40X) (grupo COVID-19) e 20 campos de 

grande aumento (ampliação de 40X) (grupo H1N1), aleatoriamente, das amostras elegíveis. 

A diferença no número de campos de grande aumento deveu-se à melhor qualidade nas 

lâminas das amostras da COVID-19 (menor quantidade de amostras em branco, rasuradas ou 

com artefatos). Após realização de uma máscara, as áreas de imunopositividade foram 

medidas pelo software Image-Pro Plus 4.5 (micrômeros quadrados) (Media Cybernetics, 

Rockville, MD). Posteriormente, essas áreas foram convertidas em porcentagens. 
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Figura12: Segmentação semiautomatizada por cores da análise morfométrica. 

Composição de imagens demonstrando os processos da segmentação 

semiautomatizada por cores. A: Imagem de uma lâmina imunomarcada com anti-IL-4 

digitalizada. B: Imagem da área imunopositiva delimitada com o auxílio do Programa 

Image Pro Plus. C: Imagem cuja área total foi delimitada artificialmente, com o intuito 

da quantificação do seu valor. Imagens de Seigo Nagashima, 2021.v 

 

5.4.2 Contagem de Células: 

 

Para marcadores CD3, CD4, CD8, CD20, CD57, CD68, CD138, PD-1 e Perforina-1 

foi realizado contagem celular. Apenas as células imunoexpressas foram contadas em 20 

campos de grande aumento (CGA), nos septos alveolares e espaços perivasculares, com o 

microscópio óptico BX 50 (OLYMPUS, Tóquio, Japão). Em seguida, foram calculados os 

valores médios aritméticos dos 20 CGA de cada paciente, seus resultados organizados e 

posteriormente submetidos à análise estatística. 
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Figura13: Contagem de células. Imagens demonstrando a contagem de células 

imunocoradas pelo marcador CD3 (setas vermelhas) 

 

5.4.3 Allred Score: 

 

As lâminas imunocoradas pela Esfingosina-1 foram observadas ao microscópio 

óptico e analisadas em 10 campos de grande aumento, utilizando o método de pontuação 

conhecido como Allred Score. Este método avalia a proporção e intensidade da 

imunopositividade de macrófagos M2 e pneumócitos tipo II. A análise semiquantitativa foi 

obtida pela soma de dois escores (proporção e intensidade de positividade), variando de 0 a 

8. O escore de proporção foi subdividido de acordo com a porcentagem de imunoexpressão 

celular, em que o escore celular poderia ser 0-0% de células coradas, pontuação 1: < 1%, 

pontuação 2: 1–10%, pontuação 3: 11–33%, pontuação 4: 34–66% e pontuação 5: >66%. 

Enquanto a intensidade da positividade foi avaliada: negativa: escore 0, fraca: escore 1, 

moderada: escore 2 e forte: escore 3. 
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Figura14: Esquema representado a metodologia do escore de Allred . A cor verde indica 

as células negativas para imunoexpressão de determinado anticorpo, enquanto as cores, 

amarela, cinza, cinza escuro e preto identificam células coradas em diferentes 

intensidades. A: pontuação proporcional; 0: ausência de expressão da proteína 

analisada; 1: 1% das células com expressão positiva para a proteína analisada; 2: 1-10% 

das células com expressão positiva para a proteína analisada; 3: 11-33% das células com 

expressão positiva para a proteína analisada; 4: 24-66% das células com expressão 

positiva para a proteína analisada; 5: >66% das células com expressão positiva para a 

proteína analisada; B: proporção de intensidade; negativo: ausência de expressão da 

proteína; fraco: expressão fraca da proteína; moderado: expressão moderada da proteína; 

forte: expressão forte da proteína. Fonte: adaptado de Choudhury et al., 2010 (50). 
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Figura15: lâminas imunocoradas pela Esfingosina-1 demonstrando score proporcional 

= 5 e de intensidade = 3 a esquerda; e score proporcional = 4 e intensidade = 2 a direita. 
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6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As variáveis contínuas são expressas pela mediana/intervalo interquartil (mínimo-

máximo). Variáveis categóricas expressas por número absoluto (frequência). Para variáveis 

categóricas expressa em números absolutos foi utilizado Teste exato de Fisher (gênero). Para 

variáveis demográficas (idade) e variáveis clínicas (tempo de hospitalização até óbito, tempo 

de ventilação mecânica) expresso pela média ± desvio padrão foi utilizado Teste t de Student. 

Para expressão tecidual em porcentagem por campos de grande aumento (Arginase-1, CCR4, 

CD68, IL-4, INF-α, INF-γ, iNOS), média do número de células por 20 campos de grande 

aumento (CD3, CD4, CD8, CD20, CD57, CD68, CD138, Perforina -1) e média pontuação 

Allred foi utilizado Teste de Mann-Whitney.  Para avaliação de PD-1 utilizado Teste exato 

de Fisher. Valores de p<0,05 indicaram significância estatística. Os dados foram analisados 

por meio do software JPM Pro 14.0.0 (SAS 483 Institute, Cary, NC, USA). 
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7 RESULTADOS 

 

As análises demográficas, clínicas, histopatológicas os achados dos grupos estão 

resumidos na Tabela 2: 

 
Tabela 2. Dados gerais dos pacientes do estudo 

 

COVID-19 H1N1

(n = 24) (n  = 10)

Masculino 15 (62.5%)
Masculino 8 

(80%)

Feminino 9 (37.5%)
Feminino 2 

(20%)

Asma Brônquica (4/24)

Fibrose Pulmonar Intersticial (1/24)

Doença arterial sistêmica 15/24

Hipertensão 15/24

Dislipidemia 7/24

Obesidade Grau II e III 5/24

Diabetes Melitus  Tipo 2  7/24

Achados Histopatológicos 
Pneumonite intersticial com escassos 

neutrófilos septais , membrana 
hialina, hyperplasia pneumócitos 

Pneumonite 
intersticial com 

grande 

43.5 ± 14

4.70 ± 6.13

Ventilação  Mecânica (dias) b 

Doença pulmonar prévia  

Comorbidades (número de casos )

12 ± 9.2

-----

-----

4.7 ± 6.13

Tempo entre hospitalização e 

óbito (dias) b 

Sexo a

Idade (anos) b 71.96 ± 12.5

15.87 ± 10.2

0.028**

<0.001**

0.003** 

VALOR p

0.437*

 

As variáveis contínuas são expressas pela mediana/intervalo interquartil (mínimo-máximo). 

a Variáveis categóricas expressas por número absoluto (frequência). b Variável demográfica 

IDADE (anos) e variáveis clínicas Tempo de internação até o óbito (dias) e Tempo de 
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ventilação mecânica (dias) expressos por média ± desvio padrão. *Teste exato de Fisher. 

**Teste t de Student. 

 

A análise demográfica relacionada ao gênero não revelou resultados estatisticamente 

significativos. No entanto há um envolvimento considerável das infecções em pacientes do 

sexo masculino em ambos os grupos. Com relação aos dados relacionados à idade há 

resultado estatisticamente significativo para o grupo COVID-19 em relação ao H1N1 

(p<0,001), considerando a predominância de óbitos em pacientes mais velhos no primeiro 

grupo. Também é perceptível que os dados referentes ao tempo de internação até o óbito e o 

uso de ventilação mecânica demonstraram resultados significativamente maiores no grupo 

COVID-19 (p=0,003 e p=0,028, respectivamente). Em relação às doenças pulmonares pré-

existentes, 4 dos 24 pacientes do grupo COVID-19 apresentavam asma brônquica e 1 

apresentava fibrose pulmonar intersticial. Os achados histopatológicos mostram pneumonite 

intersticial com pouca presença neutrofílica no grupo COVID-19 e presença de membrana 

hialina, hiperplasia de pneumócitos tipo II, fibrose e microtrombose. Em relação ao grupo 

H1N1, observa-se pneumonite intersticial com alta infiltração de neutrófilos septais e 

ausência de microtrombos. 
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 Tabela 3. Resultados da expressão tecidual dos biomarcadores do estudo. 

COVID-19 H1N1
(n = 24) (n  = 10)

VALOR p

0.06***5/1 (4-6)

0.002***

0.845***

0.533***

0.009***

0.03***

0.416***

0.001***

0.013***

<0.0001***

<0.0001***

0.637***

0.806***

0.610***

0.07*

0.009***

6/1 (5-7)

3.81/ 8.60 (1.1-24)

6.14/8.06 (1.19-11.86)

48.55/38.92 (29-112.45)

2.8/2.32 (1.55-5.65)

35.7/82.84 (7.5-81.05)

6.3/9.51 (1.85-17.05)

2.58/1.92 (1.35-5.45)

46.7/35.54 (17.8-67.15)

0.58/1.75 (0-4.1)

1.36/1.41 (0.36-3.41)

10.35/7.54 (1.36-20)

8.66/9.5 (1.5717.34)

13.14/8.08 (3.43-19.36)

9 (27.3 %)

0.95/0.44 (0.5-2.35)

Allred  de Esfingosina-1  e

14.98/9.36 (5.32-37)

4.77/10.34 (0.19-18.18)

45/52.8 (9.3-168)

5.9/6.14 (1.45-56.4)

18.8/20.77 (1.9-52.65)

4.02/4.4 (0.6-24.95)

1.08/1.15 (0.3-4.3)

71.52/42.53 (25.75-
118.05)

5.78/12.75 (1.45-57.85)

17.5/9.72 (1.02-32.4)

10.14/14.5 (0.52-32.75)

8.5/4.39 (4.36-16.62)

10.88/11.81 (1.78-23.35)

24 (72.7 %)

1.98/3.89 (0.55-12)

Àreas marcadas Arginase-1 c

Àreas marcadas  CCR4 c

Número de  CD3 d

Número de  CD4 d

Número de CD8  d

Número de CD20  d

Número de  CD57  d

Número de CD68  d

Número de CD138  d

Àreas marcadas  IL-4  c

Àreas marcadas  INF-α  c

Àreas marcadas  INF-γ  c

Àreas marcadas  iNOS  c

Número de PD-1  a,d

Número de  Perforina-1  d

As variáveis contínuas são expressas pela mediana/intervalo interquartil (mínimo-

máximo). c Expressão tecidual em porcentagem por CGA. dNúmero de células por 20 

CGA (média). Pontuação eAllred (média). *Teste exato de Fisher. ***Teste de Mann-

Whitney.  

 

Em relação aos achados da técnica de imunohistoquímica, observa-se que o grupo 

COVID-19 demonstrou imunoexpressão tecidual significativamente aumentada de Arginase-

1 (p=0,002), CD4 (p=0,009), CD68 (p=0,013), CD138 (p< 0,0001) IL-4 (p<0,0001) e 

Perforina-1 (p=0,009) em comparação ao grupo H1N1. 
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Figura16: Áreas marcadas por Arginase-1 por campo de grande aumento. 
Fonte: Autor 2022   

 

P=0,002 
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Figura17: Número de células marcadas por CD68 por campo de grande 
aumento. Fonte: Autor 2022   
 

 

 

 

p=0,013 
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Figura18: Número de células marcadas por CD4 por campo de grande 
aumento. Fonte: Autor 2022   

p=0,009 
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Figura19:Número de células marcadas por CD138 por campo de grande 
aumento. Fonte: Autor 2022   

 

p< 0,0001 
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Figura110: Número de células marcadas por Perforina por campo de grande 
aumento. Fonte: Autor 2022   
 

 

 

 

 

 

 

p=0,009 
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A imunoexpressão significativamente diminuída de CD8 e CD57 (p=0,030 e 

p=0,001) foi observada no grupo COVID-19 quando comparado ao grupo H1N1.  

 

Figura111: Número de células marcadas por CD8 por campo de grande 
aumento.        Fonte: Autor 2022   

p=0,030 
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Figura112: Número de células marcadas por CD57 por campo de grande 
aumento.        Fonte: Autor 2022   

 

 

Não foram observadas diferenças estatísticas na imunoexpressão tecidual de CCR4 

(p=0,845), CD3 (p=0,533), CD20 (p=0,416), INF-α (p=0,637), INF-γ (p=0,806), iNOS ( 

p=0,610) e Esfingosina-1 (p=0,06) e PD-1 (p=0,07) no grupo COVID-19 quando comparado  

com o H1N1. 

 

p=0,001 
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Figura113: Área marcada por CCR4 por campo de grande aumento.         
Fonte: Autor 2022   

  

 

p=0,845 



47 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura114: Número de células marcadas por CD3 por campo de grande aumento.        

Fonte: Autor 2022   

 

 

p=0,533 
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Figura115: Número de células marcadas por CD20 por campo de grande aumento.        

Fonte: Autor 2022   

p=0,416 
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   Figura116: Área marcada por INF-α por campo de grande aumento.         

   Fonte: Autor 2022   

 

p=0,637 
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   Figura117: Área marcada por INF-γ   por campo de grande aumento.         

   Fonte: Autor 2022   

 

 

p=0,806 
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   Figura118: Área marcada por iNOS por campo de grande aumento.        

   Fonte: Autor 2022   

 

p=0,610 
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  Figura119: Allred score para marcador Esfingosina -1 por campo de grande  

  aumento. Fonte: Autor 2022   

 

 

 

p=0,06 
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  Figura120: Número de células marcadas por PD-1 por campo de grande  

  aumento. Fonte: Autor 2022   

 

 

 

p=0,07 
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8 DISCUSSÃO 

 

8.1 ACHADOS DEMOGRÁFICOS E HISTOLÓGICOS 

Os achados demográficos referentes aos grupos COVID-19 e H1N1 corroboram aos 

encontrados na literatura (51), considerando que o grupo COVID-19 foi composto 

principalmente por pacientes mais velhos (média de 71,96). Vale ressaltar que as amostras 

que compõem este estudo foram obtidas em março e agosto de 2020, quando as mortes por 

COVID-19 afetaram principalmente idosos. Esses pacientes também apresentavam 

comorbidades relevantes e permaneciam internados por longos períodos e em ventilação 

mecânica. Por outro lado, a idade dos pacientes do grupo H1N1 (média de 43,5), o tempo de 

internação e a exposição à ventilação mecânica foram menores, conforme descrito na 

literatura (52). Tabela 2. 

Dano Alveolar Difuso (DAD) com membrana hialina interalveolar foi observado em 

ambos os grupos na avaliação dos aspectos histopatológicos. Estudos que descreveram os 

padrões histopatológicos de lesão pulmonar em pacientes acometidos por COVID-19 e 

H1N1pdm09 relatam a existência de DAD (53). Além disso, os pacientes do grupo COVID-

19 também apresentaram fibrose terminal, microtrombos e hiperplasia de pneumócitos tipo 

II. Estudos indicam que a fibrose pulmonar terminal está comumente associada à desfechos 

fatais da COVID-19, referindo-se a ela como um aspecto histopatológico patognomônico do 

processo de reparo na SDRA (54). 

Em relação à microtrombose observada no grupo COVID-19, evidências sugerem que 

o envolvimento da piroptose na ativação/disfunção endotelial induzida pela infecção por 

SARS-CoV-2 contribui para os eventos trombogênicos observados, ao contrário do 

H1N1pdm09 (55). Diferentemente do grupo COVID-19, há recrutamento de infiltrado 

neutrofílico septal nos casos do grupo H1N1. A infecção por influenza aumenta a 

suscetibilidade do hospedeiro às bactérias, principalmente devido à falha na resposta imune 

antibacteriana e à sinergia de patógenos (56). 

 

8.2 RESPOSTA CELULAR 

O SARS-CoV-2, assim como outros vírus que infectam os humanos, possui 

mecanismos de evasão do sistema imunológico (6). Estudos demonstraram que esse vírus 

atrasa efetivamente o processo de disparo das respostas do sistema imunológico inato (6,57). 
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Devido à infecção do hospedeiro, as células associadas ao sistema imune inato 

reconhecem o padrão molecular viral, os PAMPs. Fagócitos, como macrófagos e células 

epiteliais, expressam PRRs e se ligam a PAMPs, ativando vias de transdução de sinal que 

promovem funções anti-inflamatórias, entre outras funções (5). 

Avaliando a imunoexpressão de CD68 no presente estudo, observa-se que este 

imunomarcador de macrófagos estava significativamente aumentado no grupo COVID-19 

(p=0,013). A depleção de macrófagos alveolares residentes e um aumento concomitante de 

macrófagos inflamatórios derivados de monócitos foram previamente demonstrados em 

pacientes acometidos por COVID-19 (58). 

Os fagócitos mononucleares estimulam a expressão de interferons tipo I, entre outras 

citocinas pró-inflamatórias, sendo o INF-α o mais importante na defesa viral (5). Quando 

infectadas por agentes virais, outras linhagens celulares também secretam INF-α para 

sinalizar células adjacentes, cuja função é produzir proteínas virais que realizam o 

reconhecimento e degradação de material genético exógeno (59). Não foi observada 

diferença estatística na imunoexpressão tecidual do INF-α entre os dois grupos neste estudo.  

Sabe-se que os interferons do tipo I aumentam a citotoxicidade de células NK e CTLs 

CD8+ e promovem a diferenciação de células T imaturas em subgrupos de células T 

auxiliares TH1. No presente estudo, foi observada uma diminuição no número de células NK 

(CD57) no grupo COVID-19. Witrowski et al. (60) evidenciaram altos níveis séricos de fator 

de crescimento transformador β (TGF-β) em pacientes críticos com COVID-19, que 

atingiram picos durante as duas primeiras semanas de infecção. Essa produção prematura de 

TGF-β pode inibir a função das células NK e o controle viral. Além disso, o tempo médio de 

sobrevida dos pacientes do grupo H1N1 no presente estudo foi de 4,7 dias. Em comparação, 

o tempo médio de sobrevida do grupo COVID-19 foi de 15,87 dias, o que significa que os 

pacientes do grupo H1N1 apresentavam-se na fase aguda da doença no momento do óbito. 

Ao avaliar a imunoexpressão de CD3, não foi observada diferença significativa entre 

os grupos COVID-19 e H1N1. No entanto, a avaliação da imunoexpressão de CD4 observou 

uma diferença significativamente aumentada no grupo COVID-19. Há evidências de que os 

CTLs CD4+ se infiltram/expandem no parênquima pulmonar de pacientes com COVID-19 

criticamente enfermos, e essa infiltração/expansão é mais proeminente na fase de resolução 

da doença. O aumento da inflamação que acompanha esses aumentos na infiltração/expansão 

dos CTLs CD4+ tardios pode contribuir positivamente para o clearence viral. No entanto, em 

alguns contextos da doença, pode contribuir negativamente, possivelmente por fornecer um 

gatilho imunológico para o desenvolvimento de fibrose (61). Esse dado também corrobora 
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com o estudo, pois, nos critérios histopatológicos, foi identificada fibrose terminal em 

pacientes com COVID-19. 

Nos vírus, as células T CD4+ geralmente se diferenciam no subtipo Th1, que possui 

atividade antiviral através da produção de INF-γ, sendo, portanto, capaz de recrutar 

macrófagos do fenótipo M1 (6). Esses macrófagos, quando ativados pelo INF-γ, produzem 

espécies reativas de nitrogênio, principalmente óxido nítrico (NO), por meio da ação da 

enzima óxido nítrico sintase (iNOS), que tem papel relevante na destruição de 

microrganismos (15). Em relação à imunoexpressão tecidual de INF-γ e iNOS, não foi 

observada diferença estatisticamente significante na comparação dos grupos. No entanto, 

avaliando a imunoexpressão de CCR4, IL-4, Esfingosina-1 e Arginase, deduz-se que o grupo 

COVID-19 teve a via Th2 ativada. Este grupo apresentou valores significativamente 

aumentados de IL-4 e Arginase-1 (Tabela 3), além da tendência de aumento do valor da 

Esfingosina-1. Além disso, esse achado corrobora com a literatura, uma vez que as funções 

das células Th2 são mediadas principalmente pela IL-4, cuja associação é compatível com 

piores prognósticos (62). Citocinas que estimulam a via Th2 interferem na resposta Th1 ao 

suprimir a ativação de macrófagos com fenótipo M1 estimulam a produção de TGF-β, que é 

ineficiente na depuração viral (51). A Esfingosina- 1 contribui para respostas fibróticas 

dependentes de macrófagos, moldando a a ativação destas células, particularmente pela 

liberação de citocinas/quimiocinas pró-fibróticas, como TGF-ß, IL-13 ou CCL2 (75).  

As células T CD4+ efetoras respondem aos antígenos produzindo citocinas com 

funções de recrutamento e ativação de leucócitos e linfócitos B. Além de visar a produção de 

anticorpos neutralizantes específicos, os linfócitos B desempenham um papel essencial nas 

APCs, uma vez que expressam MCH classe II (15). Embora a imunoquantificação de 

linfócitos B (CD20) não tenha apresentado resultado estatisticamente significativo, sua forma 

diferenciada, plasmócitos (CD138), apresentou resultado estatisticamente aumentado no 

grupo COVID-19 em relação ao H1N1 (Tabela 3). Deve-se levar em consideração que, 

embora a quantificação de linfócitos B diferenciados seja alta, o vírus, após infectar uma 

célula, torna-se inacessível ao anticorpo, e sua erradicação exigirá linfócitos T CD8+ (CTLs) 

para matar as células infectadas e eliminar o reservatório de infecção (53). 

A resposta celular ao SARS-CoV-2 é a mais importante para combate ao vírus, 

especialmente em relação às células T CD8+. Os CTLs CD8+ reconhecem peptídeos 

derivados de antígenos proteicos associados ao MHC de classe I e eventualmente matam 

células infectadas por vírus através da produção de moléculas de Perforinas e granzimas (63). 

Em relação à avaliação de linfócitos CD8+ e quantificação de Perforina, a imunoexpressão 
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tecidual de CD8+ está estatisticamente reduzida no grupo COVID-19, embora a Perforina 

esteja estatisticamente aumentada neste grupo. Além disso, nota-se uma tendência estatística 

de PD-1 no grupo COVID-19 (Tabela 3). Alguns pontos principais devem ser relatados e 

discutidos. Primeiro, como mencionado anteriormente, a idade média dos pacientes do grupo 

COVID-19 é de 71,96 anos, o que explicaria a baixa imunoquantificação celular de CD8+. 

A idade avançada é uma condição comum em relação à gravidade das doenças virais 

respiratórias, e essa gravidade pode estar associada a respostas alteradas das células T. A 

senescência celular também pode estar associada à idade, contribuindo para respostas 

ineficazes a uma infecção viral (4). Como as células T se replicam inúmeras vezes em 

detrimento da estimulação do patógeno durante toda a vida do hospedeiro, elas podem perder 

a capacidade de proliferar e atingir o estágio de senescência replicativa, de acordo com a 

perda da atividade da telomerase (64). 

Associada à senescência, a exaustão celular também deve ser considerada. Embora 

não tenha sido observada significância estatística do PD-1, esse marcador apresentou uma 

tendência estatística para o grupo COVID-19. Enquanto as células T efetoras funcionais 

expressam transitoriamente receptores inibitórios, a estimulação persistente do patógeno 

pode induzir a redução e exaustão da função das células T durante a infecção crônica (65). 

As células T CD8+ esgotadas mostram alterações funcionais e fenotípicas, incluindo 

aumento da expressão de receptores inibitórios, como PD-1 (53,66). Recentemente foi 

relatado que pacientes criticamente doentes com COVID-19 apresentaram um estado que 

passou de hiperativação para exaustão de células T CD8+, com altas expressões de PD-1 (4). 

Além disso, o TGF-β também pode estar associado à exaustão das células T. O TGF-β parece 

promover disfunção ou exaustão das células T durante a infecção viral crônica (67). Os 

achados do presente trabalho predizem que a via TH2 é ativada no grupo COVID-19; como 

resultado dessa ativação, ocorre a secreção de TGF-β, com o intuito de promover a 

remodelação tecidual. No entanto são necessários mais estudos para determinar a associação 

de exaustão celular e expressão elevada de TGF-β no COVID-19. 

Se por um lado as células T CD8+ estão senescentes, esgotadas ou ambas, por outro 

lado, neste estudo, elas parecem estar hiperativadas. A quantificação de Perforina no grupo 

COVID-19 foi significativamente aumentada em comparação com o grupo H1N1. A 

apoptose induzida por Perforina (e granzima) é a principal via para os linfócitos citotóxicos 

(incluindo células NK) erradicarem células hospedeiras infectadas por vírus (68). A Perforina 

é uma proteína que forma poros na membrana das células-alvo, permitindo a entrada de 

moléculas efetoras e posterior morte celular (69). Sugere-se que essa proteína, embora 
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presente, seja disfuncional, o que significa que o estado não funcional pode estar associado 

ao polimorfismo. O polimorfismo A91V foi testado em um estudo de vinte e dois pacientes 

previamente saudáveis, internados em uma unidade de terapia intensiva, com COVID-19. 

Dois dos pacientes, que apresentavam esse polimorfismo, faleceram. No entanto, há 

necessidade de mais estudos para atestar a associação dessa mutação com a alteração 

funcional da Perforina (70). Zanchettin e col. investigaram a função citolítica das células 

responsáveis pela primeira linha da resposta imune viral, através de um estudo 

himunoistoquimico e genético,  e verificaram que alguns polimorfismos poderiam produzir 

proteínas disfuncionais , levando uma diminuição do processo de apoptose e, 

consequentemente maior  expressão de perforina como mecanismo de compensação (72). 

Evidências científicas sugerem que o SARS-CoV-2 pode desencadear uma resposta 

imunológica deficiente, especialmente em pacientes com idade avançada. O presente estudo 

enfatiza que a infecção por SARS-CoV-2 pode comprometer a resposta celular e uma baixa 

depuração viral devido a um estado de senescência, exaustão celular ou ambos. A resposta 

adaptativa tende ao reparo tecidual.  
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9 CONCLUSÃO 

 

• O presente estudo enfatiza que a infecção por SARS-CoV-2 pode comprometer a 

resposta celular, levando a uma baixa depuração viral, devido a um estado de 

senescência, exaustão celular ou ambos, e que a resposta adaptativa tende ao processo 

de reparo tecidual, com desvio para via Th2. 

• Comprometimento da resposta celular realizada pelos linfócitos TCD8.  
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10 LIMITAÇÕES  

 

Este estudo é uma análise retrospectiva, em que amostras foram obtidas de biópsias 

post mortem de pacientes graves acometidos pela COVID-19; assim, as informações deste 

coorte não podem reconstruir os eventos na evolução cronológica da doença em relação aos 

dados prévios relativos aos aspectos clínicos ou fisiopatológicos. 
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11 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A infecção causada pelo SARS-CoV-2 impactou em alta morbidade e mortalidade na 

população mundial. Evoluímos com muitos conhecimentos acerca do quadro clínico, porém 

pouco sabemos sobre a resposta imunológica nos diversos estágios da doença.  

Apesar das limitações do nosso estudo pudemos ter uma ideia do comportamento da 

resposta celular pulmonar nos indivíduos que faleceram pela COVID-19, entendendo um 

pouco mais sobre a resposta imunológica neste estágio da doença. Atualmente a compreensão 

da resposta imunológica é fundamental para tratamentos clínicos eficazes 
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12 PRODUÇÃO CIENTÍFICA 
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