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RESUMO 
 

Introdução: A COVID-19 é uma doença respiratória de elevada transmissibilidade que, 

embora tenha se tornado menos grave na maior parte do mundo, continua a representar um 

desafio significativo para a saúde pública. Isso se deve ao fato de que ainda resulta em 

milhares de mortes e gera preocupações devido ao surgimento de novas variantes, além das 

lacunas no conhecimento sobre a complexa interação entre o vírus e o hospedeiro. As células 

natural killer (NK) têm um importante papel dentre os mecanismos de defesa contra os vírus. 

Apesar de estudos relatarem diminuição na contagem de células NK em pacientes com 

COVID-19, principalmente nos casos de maior gravidade, a contribuição de suas proteínas 

citotóxicas na patogênese da doença ainda não foi devidamente elucidada. Objetivo: Esse 

estudo do tipo coorte visou avaliar o papel de genes relacionados à ativação, ao 

desenvolvimento e aos mecanismos efetores das células NK e do potencial papel 

imunomodulador da infecção viral. Métodos: Foram incluídos no estudo 140 pacientes com 

COVID-19 atendidos em hospitais de Uberaba/MG nos anos de 2020 e 2021. A análise foi 

feita por meio da avaliação da presença do polimorfismo A91V, no gene da perforina, e do 

polimorfismo Q48R, no gene da granzima B, além da quantificação da expressão gênica de 

PRF1, GZMB, TBX21, EOMES, IL15, RUNX3 e IFNG e a consequente associação desses 

dados com o desfecho clínico e a gravidade dos pacientes infectados. Além disso, foi 

realizado um ensaio funcional das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

frente ao estímulo do plasma de pacientes infectados por meio da quantificação das proteínas 

citotóxicas perforina e granzima B e das citocinas IL-17A, IFN-γ, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e 

IL-2, além da quantificação da expressão gênica dessas células sob estímulo. Resultados e 

discussão: A presença dos polimorfismos analisados não diferiu entre os parâmetros de 

gravidade e desfecho. Além disso, pacientes que obtiveram alta apresentaram maior 

expressão dos genes da perforina, granzima B, Eomes e IL-15 em relação aos pacientes que 

foram a óbito. O mesmo foi observado naqueles pacientes de menor gravidade, seja para 

perforina, granzima B e IL-15, indicando uma maior ativação linfocitária e consequentemente 

uma maior expressão desses genes, levando a um melhor prognóstico. Adicionalmente, 

células incubadas com o plasma de indivíduos infectados mostraram uma menor expressão de 

proteínas citotóxicas e uma maior expressão de citocinas com perfil pró-inflamatório. 

Considerando esses aspectos, a presente pesquisa embasa uma melhor compreensão da 

relação vírus-hospedeiro, o que  poderá ser útil em um manejo mais adequado dos pacientes, 

 



 

identificando aqueles de maior risco, bem como no desenvolvimento ou identificação de 

drogas mais eficazes. 

Palavras-chave: COVID-19, Linfócitos T citotóxicos, células natural killer; Expressão 

gênica, Imunomodulação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 
 

Introduction: COVID-19 is a highly transmissible respiratory disease that, although it has 

become less severe in most parts of the world, continues to pose a significant challenge to 

public health. This is due to the fact that it still results in thousands of deaths and raises 

concerns because of the emergence of new variants, in addition to gaps in knowledge 

regarding the complex interaction between the virus and the host. Natural killer (NK) cells 

play a crucial role in host defense against viruses. Despite reports of decreased NK cell 

counts in COVID-19 patients, particularly in severe cases, the contribution of their cytotoxic 

proteins to the pathogenesis of the disease remains unclear. Objective: This cohort study 

aimed to evaluate the role of genes related to the activation, development, and effector 

mechanisms of NK cells, as well as the potential immunomodulatory role of viral infection. 

Methods: The study included 140 COVID-19 patients from hospitals in Uberaba, MG, 

Brazil, in 2020 and 2021. The analysis involved assessing the presence of the A91V 

polymorphism in the perforin gene, the Q48R polymorphism in the granzyme B gene, and 

quantifying the gene expression of PRF1, GZMB, TBX21, EOMES, IL15, RUNX3, and IFNG. 

The association of these data with clinical outcomes and disease severity was evaluated. 

Additionally, a functional assay was performed on peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) stimulated with plasma from infected patients, quantifying the cytotoxic proteins 

perforin and granzyme B, and the cytokines IL-17A, IFN-γ, TNF, IL-10, IL-6, IL-4, and IL-2, 

as well as gene expression under stimulation. Results and discussion: The presence of the 

analyzed polymorphisms did not differ between severity parameters and outcomes. 

Furthermore, patients who were discharged had higher expression of perforin, granzyme B, 

Eomes, and IL-15 genes compared to those who died. The same was observed in patients 

with less severe disease, for perforin, granzyme B, and IL-15, indicating greater lymphocyte 

activation and consequently higher expression of these genes, leading to a better prognosis. 

Additionally, cells incubated with plasma from infected individuals showed lower expression 

of cytotoxic proteins and higher expression of pro-inflammatory cytokines. Considering these 

aspects, the present research provides a better understanding of the virus-host relationship, 

which may be useful in more appropriate patient management, identifying those at higher 

risk, as well as in the development or identification of more effective drugs. 

 

Keywords: COVID-19, Cytotoxic T lymphocytes, Natural killer cells, Gene expression, 

Immunomodulation.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os coronavírus (CoV) constituem uma família de RNAs virais, sendo que dois dos 

seus subtipos, SARS-CoV e MERS-CoV causam infecções do trato respiratório graves e 

potencialmente fatais (Guo, 2020). Em dezembro de 2019, uma doença respiratória aguda 

desconhecida surgiu pela primeira vez em Wuhan, China. O agente etiológico foi designado 

como SARS-CoV-2, devido compartilhar quase 80% de identidade para o SARS-CoV (Zhou, 

2020). Clinicamente, a infecção pode cursar com febre, fadiga, tosse seca, falta de ar e 

síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) (Huang, 2020). No entanto, estima-se 

que mais de 80% dos indivíduos infectados sejam assintomáticos.  

A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra a infecção, sendo que as células 

natural killer (NK) desempenham um papel importante na imunidade inata antiviral (Deng, 

2022). As células NK promovem a destruição de seus alvos celulares por meio de diversos 

mecanismos, como liberação de proteínas citotóxicas, ligação a receptores de morte celular e 

produção de citocinas inflamatórias (Van Eeden, 2020). 

Alterações em fatores associados ao desenvolvimento e ativação das células NK, 

assim como em suas moléculas efetoras podem impactar na resistência ou suscetibilidade à 

infecção grave por COVID-19. A linfopenia em pacientes com COVID-19, associada a uma 

redução significativa na contagem de células NK no sangue periférico, apresenta uma 

correlação inversa e significativa com a gravidade da doença, conforme demonstrado pelos 

estudos de Kramer e colaboradores (2021). Esses achados sugerem que a contagem de células 

NK pode ser um indicador prognóstico adverso na COVID-19. Além disso, evidências 

mostram que pacientes com COVID-19 têm uma desregulação da resposta imune (Huang, 

2020; Mehta, 2020), o que leva ao desenvolvimento de uma hiperinflamação cuja avaliação 

prévia ajudaria a evitar a mortalidade. 

Uma vez que as células NK possuem função chave no combate a células infectadas 

por patógenos intracelulares, infere-se que alterações em genes que codificam suas proteínas 

citotóxicas, como a perforina e a granzima B, e em moléculas associadas a esses linfócitos, 

como fatores de transcrição e citocinas, poderiam interferir na resposta imune e na 

susceptibilidade a infecções devido a uma menor reação contra os invasores (Biron, 1999; 

Vivier, 2011; Cunningham, 2021).  

Além disso, a investigação dos fatores que podem agir modificando e inibindo as 

células NK, como a expressão de fatores de transcrição, bem como o detalhamento do 
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processo de produção e ativação destas células (incluindo a análise da estrutura de genes, a 

transcrição do RNA mensageiro e a quantidade de proteínas contidas no arsenal destas 

células) são estratégias úteis que podem auxiliar na compreensão dos mecanismos 

imunológicos de resposta ao SARS-CoV-2. A melhor compreensão desses mecanismos poderá 

ser útil na abordagem mais adequada dos pacientes, identificando aqueles de maior risco, 

bem como no desenvolvimento de novas terapias para a COVID-19.  

Ademais, embora a pandemia tenha se tornado menos grave em grande parte do 

mundo e visto que mais da metade da população mundial foi imunizada com ao menos uma 

dose da vacina (OMS, 2025), a COVID-19 ainda se mostra um desafio para a saúde pública. 

O surgimento de novas variantes e subvariantes a cada ano, como a JN.1, XEC e Arcturus, 

dotadas de maior potencial transmissível e virulento, reforça a importância de mais pesquisas 

e estudos sobre a doença, considerando que essa doença ainda ocasiona milhares de mortes e 

o mundo carece de métodos e marcadores preditivos de gravidade, o que poderia levar a uma 

terapêutica mais adequada.  

Além disso, a COVID-19 longa ainda demanda mais pesquisas para entender os 

impactos e possíveis sequelas trazidas. O boletim epidemiológico do Ministério da Saúde 

também mostrou que a COVID-19 é a segunda doença infecciosa que mais mata, logo atrás 

da tuberculose (Ministério da Saúde do Brasil, 2024), o que mostra a ainda relevância da 

doença e a necessidade em aprofundar seus mecanismos e formas terapêuticas mais eficazes. 

Assim, esse estudo visa uma melhor compreensão desses mecanismos antivirais notadamente 

importantes, fornecendo conhecimento para o desenvolvimento de terapêuticas mais eficazes. 
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2 DESENVOLVIMENTO 

 

2.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1.1​ A COVID-19 (SARS-CoV-2) 

​  SARS-CoV-2 pertence ao gênero Betacoronavirus da família Coronaviridae e da 

ordem Nidovirales. Estes vírus pertencentes a esse gênero caracterizam-se por serem 

envelopados e serem RNA-vírus de sentido positivo (Ochani, 2021), que infectam humanos e 

muitas espécies de animais, como morcegos, guaxinins, macacos, porcos dentre outros. Este 

gênero também inclui os patógenos respiratórios humanos SARS-CoV-1, coronavírus da 

síndrome respiratória do oriente médio (MERS) (MERS-CoV), coronavírus humano 

HCoV-229E e HCoV-OC43 (Chan, 2015). 

​ Em 2012 o MERS-CoV emergiu, sendo identificado em amostras de escarro de 

habitantes da Arábia Saudita diagnosticados com pneumonia (Ramadan, 2019). Vários casos 

e mortes foram confirmados devido a esta infecção, principalmente no país asiático. Anos 

depois, um surto de pneumonia de etiologia desconhecida foi relatado em Wuhan, capital da 

província de Hubei, no centro da China, em dezembro de 2019. O conjunto inicial de casos 

estava relacionado ao mercado atacadista de frutos do mar de Huanan, onde também eram 

vendidos animais de caça selvagens (National Geographic, 2020). Durante a investigação 

subsequente, o coronavírus 2 da síndrome respiratória aguda grave (SARS) (SARS-CoV-2) foi 

detectado em 33 das 585 amostras ambientais retiradas do mercado (Tang, 2020).  

Casos subsequentes em outros países de diversos continentes sugeriram a 

disseminação global da enfermidade, até que em 11 de março de 2020 a Organização 

Mundial de Saúde (OMS) declarou pandemia global. O neologismo “sindemia” (sinergia + 

pandemia), termo cunhado pelo antropólogo médico americano Merrill Singer em 1990, foi 

sugerido como definição desta problemática, de modo que ele considera, além do vírus em si, 

também as condições sociais, ambientais e de saúde e como isso torna populações mais 

vulneráveis à prognósticos mais adversos da doença (CEE-FIOCRUZ, 2020). Atualmente, o 

número de total de casos ultrapassa os 750 milhões, e as mortes, mais de 7 milhões 

mundialmente (WHO, 2025). Especificamente no Brasil, o número de casos se aproxima dos 

40 milhões, e o número de óbitos já superou os 700 mil (Ministério da Saúde do Brasil, 

2025). 

O genoma desse novo coronavírus compartilha cerca de 80% de similaridade com o 

SARS-CoV e cerca de 50% com o MERS-CoV (Lu, 2020). É composto por 14 fases de leitura 
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aberta (ORFs - Open Reading Frame), a qual é uma sequência contínua de nucleotídeos que 

pode ser traduzida em uma proteína. Dentre essas, dois terços codificam 16 proteínas não 

estruturais que compõem o complexo replicase do vírus (Zhang, 2020). O restante codifica 9 

proteínas acessórias e 4 estruturais: Spike (S), Envelope (E), Membrana (M) e 

Nucleocapsídeo (N) (Figura 1). 

 

Figura 1 - Estrutura típica do SARS-CoV-2 (80-120 nm) evidenciando suas proteínas 

estruturais e sua organização genômica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Carvajal, 2024 
 

 

A proteína do envelope (E) é importante para a montagem e liberação do vírus, além 

de ser um importante fator de virulências (Mandala, 2020). A proteína de membrana (M) é 

abundantemente expressa dentro do envelope lipídico, sendo essencial para a morfologia viral 

e para a supressão do interferon (Zheng, 2020). Por último, a proteína do nucleocapsídeo (N) 

estabiliza o genoma de RNA em um complexo helicoidal (Peng, 2020), sendo um alvo chave 

para a imunidade adaptativa do hospedeiro. Além destas principais, algumas outras proteínas 

acessórias não têm suas funções muito bem elucidadas. 

 



17 

A proteína Spike (S) contém os principais epítopos imunogênicos, presentes no 

domínio N-terminal e no domínio de ligação ao receptor, sendo alvos ideais de anticorpos 

neutralizantes. Ela também colabora com a entrada do vírus na célula, através da sua ligação 

com o receptor de angiotensina 2 (ACE-2), presente nas células humanas. A protease 

TMPRRS2 (Serina protease transmembrana 2) medeia a fusão do vírus com a membrana 

celular por meio da clivagem da proteína S. Uma vez dentro da célula hospedeira, o vírus 

libera seu genoma no citosol, após a remoção do nucleocapsídeo viral, onde é submetido à 

replicação e tradução. Em vesículas derivadas do retículo endoplasmático, o genoma de fita 

negativa serve como molde para gerar todo o genoma de fita positiva e o RNA subgenômico 

(sgRNA). A tradução deste resulta na síntese das proteínas estruturais do vírus. Quanto ao 

genoma de fita positiva, ele é encapsulado em vírions recém-sintetizados, que são liberados 

da célula por exocitose (Carvajal, 2024) (Figura 2). 

 

Figura 2 - O ciclo de vida do SARS-CoV-2 na célula hospedeira. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Carvajal, 2024 
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O tropismo viral irá depender da susceptibilidade e permissibilidade de uma célula 

hospedeira específica. Rememorando à epidemia de SARS, os indivíduos infectados 

frequentemente apresentavam doenças respiratórias que evoluíram para pneumonia grave, 

assim como na COVID-19,  sugerindo que o pulmão era o tropismo primário do vírus (Peiris, 

2003). Isso pode ser evidenciado pela ampla distribuição de receptores ACE2 nas células 

epiteliais da traqueia, brônquios e alvéolos (Liu, 2011), bem como em macrófagos alveolares 

(Kuba, 2005). Porém, com o avanço da pandemia, evidencia-se que a COVID-19 não abrange 

apenas doenças respiratórias, como o SARS, mas também pode afetar outros sistemas, como 

contribuir para a inflamação do miocárdio. Isso se dá visto a expressão difusa do receptor 

ACE2 também em células cardíacas, além de células renais, da mucosa intestinal e células 

imunes (Guo, 2007), o que deu ao SARS-CoV-2 uma grande variedade de alvos suscetíveis à 

infecção.  

A alta transmissibilidade da COVID-19 pode ser explicada pela diversidade de vias de 

infecção. Embora a transmissão por gotículas maiores que 5 µm seja a mais frequentemente 

relatada, outras formas de contágio também desempenham um papel importante. O contato 

direto com indivíduos infectados, a contaminação por meio de objetos e superfícies (fômites) 

e a dispersão de partículas virais menores no ar (aerossóis) constituem rotas relevantes de 

transmissão.  (Chan, 2020; Doremalen, 2020; Ferrett, 2020). 

Quanto à visão diagnóstica, já foram observados alguns índices marcadores da 

infecção no qual, segundo a Sociedade Brasileira de Análises Clínicas (2020), se destaca a 

linfocitopenia, presente em 83,2% dos casos e o aumento da proteína C reativa, presente em 

60,7% dos casos (Figura 3). 

 

Figura 3 - Alterações em parâmetros hematológicos e bioquímicos em pacientes com 

COVID-19 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Sociedade Brasileira de Análises Clínicas, 2020. 
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​  

O genoma viral, já presente no citoplasma da célula hospedeira, gera Padrões 

Moleculares Associados ao Patógeno (PAMPs) e Padrões Moleculares Associados ao Dano 

(DAMPs), que são posteriormente detectados pelos Receptores de Reconhecimento Padrão 

(PRRs) da célula, tais como Gene I indutível por ácido retinoico (RIG-I) e Receptores do tipo 

Toll (TLRs). A ativação desses receptores direciona à ativação de fatores de transcrição como 

o Fator Regulatório de Interferon 3 (IRF3) e o Fator Nuclear Kappa B (NF-KB), que levam a 

expressão de interferons dos tipos 1 e 3, juntamente com agentes pró-inflamatórios assim 

como Fator de Necrose Tumoral  (TNF), Interleucinas dos tipos 6, 8, 12 e 18 e quimiocinas 

tais como CCL2, CCL3 e CXCL10 (Birra, 2020). Os interferons produzidos ligam-se à 

superfície de células vizinhas objetivando aumentar a expressão dos Genes Estimulados por 

Interferon (ISGs), via Sinal de Transdução e Ativação para Transcrição (STAT), levando a um 

estado antiviral (Cheemarla, 2021). 

​ Um dos principais quadros que caracteriza um maior dano tecidual e consequente 

maior gravidade na COVID-19 é a ocorrência da hiperinflamação ou tempestade de citocinas 

(Land, 2021). Ocorre devido ao recrutamento de células imunes pelas citocinas 

pró-inflamatórias liberadas, o que ocasiona secreção de outras citocinas, assim como IL-6, 

IL-8, TNF e IL-1B, contribuindo para um acúmulo de espécies reativas de oxigênio e 

consequente dano tecidual, gerando um “looping” inflamatório, onde mais e mais citocinas e 

quimiocinas são liberadas (Tay, 2020). 

​ A contínua replicação do vírus exacerba ainda mais a resposta imune, influenciando a 

atividade das células NK, macrófagos e neutrófilos. Isso faz com que haja uma crescente 

liberação de TGF-β, o que eleva o dano e a permeabilidade tecidual, permitindo a invasão de 

mais células imunes, tais como os neutrófilos, levando a formação das Armadilhas 

Extracelulares de Neutrófilos (NETs), responsáveis por aumentar o dano no tecido (Wong, 

2021). 

​ Em relação à resposta imune adaptativa, o SARS-CoV-2 pode induzir uma resposta de 

células T helper 1 (Th1), por meio do aumento de sinais de transdução como o T-bet, e uma 

ativação precoce de macrófagos, células B, células natural killer e linfócitos T CD8+ que, 

inicialmente, ajudam a eliminar o vírus por meio da liberação de grânulos citotóxicos. Esse 

padrão imune é caracterizado pela produção de citocinas como IL-2, IFN-γ e TNF, por 

exemplo (Luckheeram, 2012). No entanto, com a estimulação contínua, essa resposta pode 

levar a um quadro de hiperinflação (McMahan, 2021). Quanto aos padrões de resposta Th2 

(citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) e Th17 (citocinas IL-17A, IL-21 e IL-22) foram 
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associados a lesão pulmonar e contribuição para a síndrome respiratória aguda grave (SARS) 

devido facilitação do recrutamento de neutrófilos (Neidleman, 2020). Em contraste, as células 

Treg são essenciais em inibir a resposta imune por meio da produção de citocinas 

anti-inflamatórias como TGF-β e IL-10 (Lee, 2018).  

​ Como mencionado anteriormente, o vírus SARS-CoV-2 afeta notadamente o trato 

respiratório e pode levar o acometido à SARS (15% dos casos), a qual é uma das principais 

causas de morte em pacientes com COVID-19. A SARS é desencadeada, em sua maioria, 

pela elevação dos níveis de citocinas pró-inflamatórias, condição chamada de tempestade de 

citocinas (Montazersaheb, 2022). 

​ Citocinas como IL-6, TNF, IL-6, IL-2 e IL-10 desempenham um papel significativo 

na patogênese da COVID-19 visto o aumento nos danos ao epitélio respiratório e a 

consequente lesão pulmonar (Hirano, 2020), enquanto que Liu e colaboradores (2020) 

mostraram que as citocinas IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17A dentre outras tiveram forte 

associação com um grave dano pulmonar.  

​ A produção de citocinas pelas células NK é importante para o desempenho de sua 

função. IL-2, IFN-γ e TNF aumentam ainda mais a citotoxicidade dessas células e modulam o 

sistema imunológico, direcionando as respostas imunes para o fenótipo Th1 (Chalifour, 

2004). 

​ Nesse contexto, as células NK, que fazem parte da resposta imune inata e também 

regulam a resposta imune adaptativa (Waggoner, 2011), desempenham um papel crucial na 

imunovigilância contra patógenos virais (Deng, 2021), assim como na COVID-19, uma vez 

que desregulações dessas células foram associadas com a gravidade dessa infecção (Kramer, 

2021).  

 

2.1.2​ Células natural killer 

As células NK se originam de um progenitor linfoide comum e pertencem à família 

das Células Linfoides Inatas (ILCs). Elas desempenham uma função fundamental na defesa 

contra infecções virais e malignidades, atuando tanto por meio de mecanismos diretos contra 

antígenos quanto auxiliando na regulação das respostas imunes inata e adaptativa (Vivier, 

2018). Seu desenvolvimento ocorre principalmente via estímulo da citocina IL-15, produzida 

por monócitos, macrófagos e células dendríticas, se ligando ao CD122, cuja função é 

transduzir seu sinal para o meio intracelular (Kennedy, 2000). Estudos apontam o papel de 

fatores de transcrição que se ligam diretamente à região promotora do gene que induz a 

expressão de CD122, tais como RUNX3, TBX21 e EOMES, funcionando em diferentes 
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estágios do desenvolvimento das células NK (Ohno, 2008). Além disso, a quimiocina 

CXCL12 e o receptor de quimiocina CXCR4 são essenciais para a sua maturação e 

proliferação (Sugiyama, 2006).  

​ Notadamente, essas células são marcadas pela presença da proteína de superfície 

Cluster of Differentiation 56 (CD56) e pela ausência do CD3. São divididas em dois subtipos 

principais: CD56brightCD16- e CD56dimCD16+. O primeiro subtipo é caracterizado por 

apresentar uma menor citotoxicidade e uma maior capacidade de produção de citocinas, 

associado com funções regulatórias; já o segundo apresenta alta citotoxicidade e capacidade 

de induzir citotoxicidade celular mediada por anticorpo (ADCC) (Pauken, 2016; Zhao, 2018). 

​ Células NK possuem uma grande variedade de receptores que podem induzir a 

ativação, inibição ou ambos. Por exemplo, membros da família 2 da proteína D (NKG2D) e 

receptores citotóxicos (NKp30, NKp46 e NKp44) estão envolvidos na ativação das células 

NK;  já os membros da família 2 da proteína A (NKG2A) proteína de morte celular 

programada (PD-1), por exemplo, estão envolvidos na inibição dessas células (Fernández, 

2019).  Além disso, seu desfecho funcional será determinado pela integração e balanço entre 

esses receptores que ditarão características de tolerância ou ativação da citotoxicidade 

(Myers, 2020).  

À medida em que o nível de sinais inibitórios sobressaem sobre os sinais de ativação, 

a ativação da célula NK é inibida, levando à tolerância da célula; em uma situação de 

infecção ou malignidade, essas células superexpressam ligantes dos receptores de ativação 

das células NK, resultando na liberação de citocinas e citotoxicidade contra a célula-alvo; e 

quando há uma subexpressão de ligantes do complexo de histocompatibilidade principal 

(MHC) I de receptores inibitórios, comumente ocorrido em células tumorais, também leva à 

ativação das células NK (Figura 4). 
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Figura 4 - Resposta das células natural killer por balanceamento de sinais de ativação e 

inibição 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Myers, 2020. 
 
 
 
​ Normalmente, a presença de moléculas do complexo de histocompatibilidade 

principal (MHC)-1 nas células inibe a atividade das células NK. No entanto, quando uma 

célula está infectada por um vírus, ela perde a expressão dessas moléculas, permitindo que as 

células NK sejam ativadas decorrentes da diminuição da frequência de sinais inibitórios 

(Wiertz, 1997). Além disso, as células infectadas expressam moléculas sinalizadoras que 

ligam-se a receptores específicos nas células NK, como os receptores de citotoxicidade 

natural, a citar NKp30 e NKG2D (Duev-Cohen, 2016), estimulando ainda mais a sua 

atividade. Outro mecanismo de ativação das células NK envolve o reconhecimento direto de 

moléculas virais (PAMPs - Padrões Moleculares Associados a Patógeno) (Adib-Conquy, 

2014) ou por receptores de ativação transmembrana, como o NKG2C (Herrera, 2022). 

Ademais, essas células podem ser ativadas por interleucinas (IL), tais como IL-2, IL-12, 

IL-15, IL-18 e interferons do tipo 1, que podem ser produzidas pelas células virais infectadas 

ou pelas células apresentadoras de antígeno (Nguyen, 2002). 

As células NK dispõem de vários mecanismos para destruir as células-alvo: lise direta 

por meio da degranulação de proteínas citotóxicas (perforina e granzima) ou por receptores 

de morte celular, como o FAS/FAS ligante; produção de citocinas inflamatórias, levando à 

eliminação indireta das células-alvo, como por meio da produção de citocinas da família do 

TNF; ADCC via CD16; e interagindo com outras células imunológicas, induzindo a produção 

de IFN-𝛾 (Van Eeden, 2020) (Figura 5). 
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Figura 5 - Mecanismos efetores das células Natural Killer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Nawen, 2021 

 

 

2.1.2.1 Resposta imune mediada por grânulos contra vírus 

​ O principal mecanismo utilizado pelas células NK para eliminar células infectadas por 

vírus envolve a liberação de grânulos contendo proteínas citotóxicas (Lopes-Verges, 2011), 

expressando como marcador o CD107a (Aktas, 2008). Toxinas granulares citoplasmáticas - 

principalmente uma proteína de ruptura de membrana conhecida como perforina - e um grupo 

de serino-proteases (granzimas) estruturalmente relacionadas com várias especificidades de 

substrato são secretadas por exocitose e induzem a apoptose da célula-alvo (Smyth;Trapani, 

1995).  

​ O processo de liberação dos grânulos citotóxicos inicia-se após o reconhecimento dos  

peptídeos associados ao MHC na célula-alvo pelos receptores de antígenos dos linfócitos 

citotóxicos. Após essa ligação, os grânulos polarizam-se próximo ao local da sinapse 

imunológica, tendo migrado ao longo do aparato microtubular da célula. A ruptura da 

membrana da célula-alvo pela perforina é um requisito para o acesso das granzimas a 

substratos no citosol da célula-alvo, levando direta ou indiretamente à ativação das caspases 

(Trapani, 2012).  
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​ Há diferentes mecanismos conhecidos pelos quais a perforina pode ser capaz de levar 

a célula-alvo à morte celular, sendo que, na maioria deles, há a participação da granzima B 

(Trapani, 2002). O primeiro mecanismo conhecido (Figura 6a) destacou a perforina como 

sendo uma molécula lítica que destrói a célula-alvo devido a perda da homeostase da 

membrana plasmática, com captação excessiva de água e perda conteúdo celular; o segundo 

mecanismo (Figura 6b) envolve o papel das granzimas que, de forma cooperativa à perforina, 

se difunde passivamente para o citosol, onde podem acessar seus substratos, as caspases, 

levando a célula-alvo à apoptose; o terceiro mecanismo conhecido cita a capacidade das 

granzimas entrar nas células-alvo por endocitose sem necessariamente a atuação da perforina, 

mas atuando de forma sinérgica na indução da apoptose com a presença desta (Figura 6c); 

por fim, o mecanismo mais recente descoberto diz que o receptor de manose-6-fosfato (MPR) 

atuaria como um receptor de superfície para a granzima B e que, complexos 

macromoleculares que contenham perforina, granzimas e moléculas como a serglicina, 

podem ser endocitados pela célula-alvo sem necessariamente a formação significante do poro 

de perforina (Figura 6d). 

 

Figura 6 - Mecanismos de morte celular direcionados pela perforina e pela granzima B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Fonte: Adaptado de Trapani, 2002 
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​  

​ Já no interior da célula-alvo, a granzima B induz a apoptose por meio das vias 

caspase-dependente e independente (Hengartner, 2000). Quanto à via dependente, a granzima 

B cliva as pró-caspases, ativando-as. Assim, elas agora são capazes de clivar uma série de 

proteínas que irão levar à fragmentação do DNA e consequente apoptose da célula-alvo. Já na 

via independente, as granzimas ativam o BID, membro pró-apoptótico da família BLC2, que 

leva à liberação do citocromo C das mitocôndrias, fazendo com que haja a formação de um 

complexo de alto peso molecular constituído pelo citocromo, APAF-1 e caspase-9, cuja 

função é ativar caspases que também levarão à fragmentação do DNA e apoptose (Stassi; De 

Maria, 2002) (Figura 7). 

 

Figura 7 - Indução da apoptose via caspase-dependente e independente, mediada pela 

granzima B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Stassi, 2002 

 

Quanto ao papel da perforina na resposta imune do hospedeiro contra vírus com 

tropismo pelo sistema respiratório, esta proteína é conhecida como um componente 

importante da resposta imune humana a infecções virais respiratórias. Em camundongos 

nocaute para a perforina, foi observado que os animais não foram capazes de se defender 
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contra os vírus (Voskoboinik, 2018). Liu e colaboradores (2003) também demonstraram que 

camundongos nocaute para o gene PRF1 infectados pelo vírus da gripe eram mais suscetíveis 

à infecção, evidenciando o importante papel dessa proteína na indução da morte de células 

infectadas. As granzimas também exibem um papel muito importante no combate às 

infecções virais, como observado na infecção pelo vírus Influenza, na qual os linfócitos 

citotóxicos com especificidade para o vírus regulam positivamente a expressão da granzima, 

que interfere na replicação viral por meio da clivagem de proteínas importantes nesse 

processo (Jenkins, 2008). 

​  

 

2.1.2.2 Células natural killer em pacientes com COVID-19 

​ As células NK mostram-se importantes na defesa antiviral contra o SARS-CoV-2, 

expressando marcadores de ativação (HLA-DR, CD69 e CD38) e moléculas inibitórias 

(TIM3 e PD-1) (Bjorkstrom, 2022). A redução da contagem de células NK no sangue 

periférico poderia ser devida à mobilização dessas células para os tecidos infectados ou por 

causa de sua morte procedente da ativação pelo SARS-CoV-2 (Khawar, 2021).  

Deficiências associadas ao interferon do tipo 1 (Hadjadj, 2020) ou elevados níveis de 

IL-6, podem causar uma hiperinflamação o que resulta numa deficiência das células NK 

(Kramer, 2021). Em relação às citocinas secretadas pelas NK, foi visto que na COVID-19 

elas estão reduzidas, diminuindo sua funcionalidade perante as células infectadas (Zheng, 

2020). Isso pode ser devido a fatores solúveis presentes no plasma de indivíduos infectados 

que ocasionam essa produção defeituosa (Bi, 2022). A exposição prolongada das células NK 

a altos níveis de IL-15 circulantes em pacientes com COVID-19 também pode levar a uma 

disfunção dessas células (Liu, 2021). Além disso, estudos indicam que o marcador de 

degranulação dos linfócitos, o CD107a, aparece diminuído e correlacionado negativamente 

com a proteína-C-reativa, indicativo de serem disfuncionais em condições de inflamação 

sistêmica (Varchetta, 2020).  

Aumentos ou diminuições na expressão de perforina e granzima, provavelmente terão 

impacto na resistência ou suscetibilidade à infecção grave por COVID-19 (Cunningham, 

2021). Os dados da literatura ainda são conflitantes em relação à alteração na expressão 

dessas proteínas, o que pode ser causado pela diferença no período de amostragem durante o 

curso da doença e sua gravidade (Petrov, 2024). Além da alteração na expressão dessas 

proteínas, também deve ser dada uma atenção especial aos polimorfismos de nucleotídeo 

único (SNPs).  
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Os SNPs podem influenciar a regulação gênica, a estrutura, estabilidade e expressão 

de RNAs ou proteínas e a conformação e função de proteínas. O polimorfismo A91V 

(rs35947132) compromete a função da perforina e reduz em pelo menos 35% o potencial 

citotóxico das células efetoras (Schulert, 2016).  

​ Hipóteses sobre a relação entre o polimorfismo A91V e a COVID-19 já foram 

levantadas. Em estudo conduzido por Cabrera-Marante e colaboradores (2020), foram 

avaliados vinte e dois pacientes sem histórico de comorbidades, com idades entre 24 e 52 

anos, internados em terapia intensiva devido à infecção por COVID-19, os quais foram 

testados para o polimorfismo A91V do gene da perforina. Dentre esses pacientes, dois 

apresentaram a variante A91V em homozigose e ambos faleceram, enquanto apenas um dos 

pacientes sem essa variante também foi a óbito. Entretanto, a amostra estudada é insuficiente 

para permitir qualquer conclusão robusta. 

​ Sabendo da importância das granzimas na indução da morte celular, variantes nos 

genes que a codificam poderiam contribuir para uma resposta imune deficiente. Oboshi e 

colaboradores (2018) avaliaram a citotoxicidade das células natural killer frente a células 

K562 e viram que aquelas portadoras da variação genética Q48R (rs8192917) apresentaram 

menor citotoxicidade comparados com aqueles sem mutação. 

​ Essa desregulação nas células NK resulta não só na falha em eliminar células 

infectadas, mas também impacta na interação com outras células do sistema imunológico 

(Molgora, 2018). Isso permite a persistente replicação e disseminação do vírus, levando ao 

recrutamento acelerado de monócitos e granulócitos, resultando em uma alta estimulação da 

imunidade, levando a uma produção aumentada de citocinas inflamatórias, que contribuem 

para a formação da tempestade de citocinas, um dos principais fatores que podem levar a 

COVID-19 até sua forma grave (Schultze, 2021). 

A investigação de fatores que possam agir modificando as células efetoras, bem como 

o detalhamento do processo de produção e ativação destas células, são estratégias úteis que 

podem auxiliar na compreensão dos mecanismos imunológicos de resposta ao SARS-CoV-2 e 

na influência de fatores genéticos envolvidos na patobiologia da COVID-19. Assim, este 

estudo buscou avaliar o papel de genes importantes para a resposta imune antiviral e também 

o impacto do estímulo do plasma de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 em células de 

indivíduos saudáveis.  
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2.2 OBJETIVOS 

 

2.2.1 Objetivo geral 

Avaliar a associação entre os fatores envolvidos no desenvolvimento e ativação das 

células natural killer, bem como de seus mecanismos efetores, com o desfecho e gravidade 

em amostras de indivíduos com COVID-19.  

2.2.2 Objetivos específicos 

●​ Investigar a presença das variantes genéticas A91V (rs35947132), no gene PRF1, e 

Q48R (rs8192917) no gene GZMB, em pacientes com COVID-19;  

●​ Quantificar a expressão dos genes PRF1, GZMB,  IL15, RUNX3, TBX21, EOMES e 

IFNG em pacientes com COVID-19; 

●​ Quantificar a produção de perforina e granzima B nas células citotóxicas de pacientes 

com COVID-19 após estímulo com o plasma de indivíduos infectados com 

COVID-19; 

●​ Quantificar a expressão do genes PRF1, GZMB,  IL15, RUNX3, TBX21, EOMES e 

IFNG após estímulo com o plasma de indivíduos infectados com COVID-19; 

●​ Quantificar as citocinas IL-17A, IFN-γ, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 em pacientes 

com COVID-19; 

●​ Associar os dados de expressão gênica, variantes genéticas, expressão de marcadores 

e dosagem de citocinas e compará-los com o desfecho e a gravidade de indivíduos 

com COVID-19. 
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3 HIPÓTESE 

Os fatores envolvidos no desenvolvimento e ativação das células natural killer, bem 

como de seus mecanismos efetores, estarão alterados em amostras de pacientes com 

COVID-19 grave e/ou que foram a óbito. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 CASUÍSTICA 

Foi realizado um cálculo amostral para determinar um número mínimo representativo 

para a pesquisa. Considerando que foram atendidos 655 pacientes em período determinado e 

utilizando-se de um grau de confiança de 95% e margem de erro de 5%, obteve-se um 

número de 243 indivíduos. Contudo, devido a intercorrências na coleta, em procedimentos 

e/ou em técnicas, este estudo foi capaz de incluir 140 pacientes. Assim, este estudo incluiu 

amostras de sangue de 140 indivíduos diagnosticados com COVID-19, de acordo com as 

diretrizes estabelecidas pelo Ministério da Saúde brasileiro, atendidos em hospitais da cidade 

de Uberaba, Minas Gerais, Brasil, cujo período de coleta das amostras ocorreu de maio de 

2020 até junho de 2021.  

Dos indivíduos, 56% eram do sexo masculino, com mediana de idade de 63 anos 

(26-100 anos). Os 140 pacientes foram classificados, quanto à gravidade, naqueles 

considerados leves que procuraram o serviço hospitalar ou moderados (61 pacientes) e graves 

(79 pacientes) e também foram caracterizados quanto ao desfecho em alta (69) e óbito (71), 

quanto a presença (96) ou não (44) de comorbidades, idade e sexo. A gravidade foi definida 

segundo os seguintes critérios preconizados pela OMS (2021): leve - sinais clínicos de 

síndrome gripal, como febre, tosse, dor de garganta, dispneia, frequência respiratória entre 20 

e 30, saturação de oxigênio ≥90% ou grave - sinais clínicos de pneumonia, como febre, tosse, 

dispneia, taquipneia (maior que 30 rpm), saturação de oxigênio <90%, ventilação mecânica, 

complicações pulmonares e óbito. Pacientes com menos de 18 anos, com imunodeficiências, 

doenças autoimunes ou neoplasias foram excluídos do estudo.  

As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos de coleta estéril com 

EDTA, após assinatura do TCLE pelo paciente ou responsável. Dados clínicos e laboratoriais 

foram obtidos por meio de levantamento dos prontuários médicos. Esta pesquisa foi aprovada 

pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do 

Triângulo Mineiro (protocolo: CAAE: 31328220.8.0000.8667).  

 

4.2 EXTRAÇÃO DE DNA E GENOTIPAGEM 

A genotipagem do polimorfismo A91V (rs35947132), do gene PRF1, e do 

polimorfismo Q48R (rs8192917) do gene GZMB, foi realizada por meio da técnica de 

discriminação alélica por PCR em tempo real. A escolha dos polimorfismos foi baseada na 

estratégia do gene candidato, em que estudos anteriores destacavam suas alterações 
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associadas a condições patológicas, muitas vezes relacionadas com a tempestade de citocinas, 

fator de risco para a COVID-19 grave. Além disso, esses polimorfismos já foram relatados 

como capazes de alterar a estrutura da proteína e, potencialmente, alterar sua função. 

Para isso, o DNA genômico dos pacientes foi obtido a partir da camada 

leucoplaquetária, após centrifugação do sangue total, utilizando-se o kit Wizard® Genomic 

DNA Purification Kit (PROMEGA, EUA), segundo as recomendações do fabricante. As 

sondas e os iniciadores utilizados na genotipagem foram confeccionados pela Applied 

Biosystems (ABI, EUA), cujos IDs dos ensaios são: C_1799201_10; C_25600964_20; 

C_2815152_20). A discriminação alélica foi feita utilizando o kit TaqMan™ Genotyping 

Master Mix, conforme orientação do fabricante, utilizando o equipamento 7500 Real Time 

PCR System (AppliedBiosystems™, EUA). 

 

4.3 EXTRAÇÃO DE RNA E EXPRESSÃO GÊNICA 

O RNA dos pacientes foi obtido a partir da camada leucoplaquetária, após 

centrifugação do sangue total, utilizando-se o kit SV Total RNA Isolation System 

(PROMEGA, EUA), segundo as recomendações do fabricante. Para a obtenção do cDNA foi 

realizada a reação de transcrição reversa com kit High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit (Applied Biosystems™, EUA), também seguindo as recomendações do fabricante.  

A quantificação relativa dos genes PRF1 (perforina), GZMB (granzima B), EOMES 

(eomesodermina), IL15 (interleucina-15), RUNX3, TBX21 (T-bet) e IFNG (IFN-𝛾)  foi 

avaliada por PCR em tempo real, com o kit Gotaq® qPCR Master Mix (PROMEGA), no 

equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems™). O gene de referência 

ACTB foi utilizado como controle endógeno e os ensaios contendo primers e sondas 

específicas para cada gene foram confeccionados pela Applied Biosystems (ABI, EUA) (ID 

dos ensaios: PRF1 (Hs00169473_ml), GZMB (Hs01554355_ml), TBX21 (Hs00203436), IL15 

(Hs01003716_ml), RUNX3 (Hs01091094_ml), EOMES (Hs00172872), IFNG 

(Hs00989291_ml) e ACTB (Hs99999903_ml)). A quantificação relativa dos genes foi 

realizada pelo método 2- ΔCt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 
 

4.4 ANÁLISES FUNCIONAIS DAS CÉLULAS NATURAL KILLER 

​ Foram coletadas amostras de sangue periférico de 12 indivíduos saudáveis, com sexos 

e idades pareadas (média=35 anos ), das quais foram separadas as células mononucleares  ±6

do sangue periférico por centrifugação em gradiente de concentração com Ficoll-Paque™ 

PLUS (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Posteriormente, as células foram incubadas em 

 

https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___2815152_20
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diferentes condições, sendo em um pool de plasma de seis pacientes com COVID-19 grave 

que foram a óbito, em um pool de plasma de seis indivíduos saudáveis e em uma solução 

salina (0,9%), a qual foi submetida aos mesmos procedimentos, exceto exposição ao plasma, 

ambas em diluição 1:20. Estas células foram mantidas em cultura por 72 horas em meio 

RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino em incubadora de CO2 a 37°C. Todos os 

tratamentos foram realizados em triplicatas.  

Foram analisadas a expressão da perforina, em suas formas total e ativa, e da 

granzima B, em células mononucleadas CD56+ e em células CD8+ por citometria de fluxo. 

Foram utilizados os anticorpos anti-CD3 APC, anti-CD56 PE-Cy7, anti-granzima B FITC, 

anti-perforina clone DG9 PE, anti-perforina total/ clone B-D48 PerCP e anti-CD8 PE-Cy5. 

As células NK foram identificadas como CD3-CD56+ e os linfócitos citotóxicos como 

CD3+CD8+.  

A quantificação de citocinas também foi determinada pela citometria de fluxo usando 

a técnica CBA (Cytometric Bead Array) utilizando o kit Cytometric Bead Array (CBA) 

Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences™), segundo as orientações do 

fabricante. O kit foi utilizado para quantificar, no sobrenadante das células em cultura, as 

concentrações de IL-17A, IFN-γ, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 das quais foram determinadas 

baseadas em uma curva padrão. As amostras foram processadas segundo as instruções do 

fabricante. 

As amostras foram adquiridas e analisadas em citômetro de fluxo FACSCanto II™, 

por meio do software Diva 6.0 (BD Biosciences™). 
 

4.5 ANÁLISE DE DADOS 

As variáveis contínuas foram descritas por média ± desvio padrão e pelas medianas, e 

as variáveis categóricas através de porcentagem. Os dados quantitativos foram submetidos 

aos testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk e as comparações 

estatísticas entre dois grupos realizadas com emprego do teste de t Student (para dados 

paramétricos) ou Mann-Whitney ou Wilcoxon (para dados não paramétricos). Para análises 

com mais de dois grupos, foi utilizado o teste ANOVA one-way com pós-teste de Tukey, para 

dados paramétricos, ou o teste de Friedman com pós-teste de Dunn, para dados 

não-paramétricos. Para variáveis qualitativas, as comparações estatísticas foram realizadas 

através do teste de Qui-Quadrado. A associação das frequências genotípicas dos 

polimorfismos avaliados e o risco e/ou gravidade para o desenvolvimento da COVID-19 foi 

realizada utilizando-se o teste exato de Fisher ou o qui-quadrado. As análises foram 

 



33 

consideradas estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor que 0,05, para 

análises entre dois grupos, e significantes quando p<0,01 em análises com mais de três 

grupos. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 POLIMORFISMOS NOS GENES PRF1 E GZMB 

A análise dos polimorfismos dos genes PRF1 e GZMB mostrou não haver associação 

entre desfecho ou gravidade, indicando que essas variantes parecem não influenciar 

diretamente esses parâmetros (Tabela 1).  

A Tabela 1 mostra que a maior parte das amostras para o polimorfismo A91V era 

homozigoto CC em ambos os grupos quanto ao desfecho e gravidade. O genótipo AA do 

polimorfismo Q48R do gene GZMB foram os mais prevalentes em todos os grupos.  

Já em relação a frequência alélica, o alelo selvagem foi o mais frequente nos 

polimorfismos A91V e Q48R em todos os grupos analisados (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Genotipagem dos genes PRF1 e GZMB quanto ao desfecho e quanto à gravidade 

 

Polimorfismo Grave n(%) Leve n(%) Valor p Alta n(%) Óbito n(%) Valor p 

A91V       

CC 60 (86,9) 49 (90,7)  53 (88,3) 56 (88,8)  

CT 9 (13,0) 4 (7,4) 0,326 6 (10,0) 7 (11,1) 0,580 

TT 0  1 (1,8)  1 (1,6)  0   

       

Q48R       

GG 6 (9,2) 7 (14,0)  7 (12,5) 6 (10,2)  

GA 23 (35,4) 15 (30,0) 0,664 17 (30,4) 21 (35,6) 0,810 

AA 36 (55,4) 28 (56,0)  32 (57,1) 32 (54,2)  

Frequência 
Alélica 

      

A91V       

C 129 (93,5) 102 (92,10) 0,753 112 (93,3) 119 (94,4) 0,715 

T 9 (6,5) 6 (7,89)  8 (6,7) 7 (5,6)  

       

Q48R       

G 35 (27,0) 29 (29,0) 0,727 31 (27,7) 33 (28,0) 0,961 

A 95 (73,1) 71 (71,0)  81 (72,3) 85 (72,0)  
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024 
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5.2 EXPRESSÃO GÊNICA DE PRF1, GZMB, TBX21, EOMES, RUNX3, IL15 E IFNG 

​ Para avaliar se alterações na expressão relativa de genes relacionados com as células 

NK estavam associadas com o desfecho ou gravidade em indivíduos com COVID-19, foi 

realizada a quantificação por qPCR.  

Em relação aos genes relacionados com os mecanismos efetores das células NK, os 

resultados obtidos mostraram que pacientes que receberam alta expressaram mais os genes 

PRF1 (p=0,01) e GZMB (p=0,04) do que aqueles que foram a óbito (Figura 8).  

Quanto aos genes que codificam fatores de transcrição importantes para o 

desenvolvimento e maturação das células, os resultados mostraram que pacientes que 

receberam alta expressaram mais o gene EOMES (p=0,04) do que indivíduos que foram a 

óbito, o que não foi observado para TBX21 (p=0,42) e RUNX3 (p=0,23) (Figura 8). 

Por fim, considerando aqueles responsáveis por codificar citocinas, indivíduos que 

receberam alta tiveram uma maior expressão do gene IL15 (p=0,01) do que aqueles que 

foram a óbito, mas isso não foi observado em relação ao gene IFNG (p=0,27) (Figura 8). 
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Figura 8 - Expressão relativa de genes quanto ao desfecho de indivíduos com COVID-19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024 
Nota1: A - Expressão relativa do gene PRF1 (n=140) (Teste Mann-Whitney: p=0,01); B - ​Expressão relativa do 
gene GZMB (n=88) (Teste Mann-Whitney: p=0,04); C - Expressão relativa do gene EOMES (n=48) (Teste 
Mann-Whitney: p=0,04); D - Expressão relativa do gene IL15 (n=34) (Teste Mann Whitney: p=0,01); E - 
Expressão relativa do gene TBX21 (n=48) (Teste Mann-Whitney: p=0,42); F - Expressão relativa do gene 
RUNX3 (n=73) (Teste Mann-Whitney: p=0,23); G - Expressão relativa do gene IFNG (n=84) (Teste 
Mann-Whitney: p=0,27). 
Nota2: A linha central contínua representa os valores de mediana; as linhas pontilhadas acima e abaixo da linha 
central representam os intervalos interquartil; * - p<0,05; ns - sem diferença significativa.  
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​ Com o objetivo de sumarizar o resultado da expressão relativa dos sete genes 

analisados, foi construído um gráfico do tipo mapa de calor (HeatMap) para uma 

diferenciação visual da expressão dos genes divididos entre os grupos “alta” e “óbito”, em 

que se percebe a maior expressão dos genes por indivíduos com melhor prognóstico (Figura 

9). 
 

Figura 9 - Mapa de calor da expressão relativa dos genes analisados quanto ao desfecho. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024 
Nota1: No eixo horizontal estão nomeados os genes investigados e no eixo vertical, os indivíduos considerados 
para a análise, sendo que do 1 ao 22 são indivíduos que receberam alta e do 23 ao 42, indivíduos que foram a 
óbito 
Nota2: As amostras consideradas no heatmap levaram em conta apenas aquelas em que foi observada 
amplificação para todos os genes sob análise para fins de comparação. 
 

Já em relação à gravidade, os resultados mostraram que pacientes com quadro clínico  

de maior gravidade apresentaram menor expressão dos genes que codificam proteínas 

efetoras, sendo PRF1 (p=0,04) e GZMB (p=0,04), do que aqueles com  quadro  mais leve 

Quanto aos genes que codificam fatores de transcrição, não foram observadas diferenças 

significativas: TBX21 (p=0,42), EOMES (p=0,10), RUNX3 (p=0,75). Por fim, considerando 

aqueles responsáveis por codificar citocinas, indivíduos com um quadro mais grave 

expressaram menos IL15 (p=0,02) comparados àqueles com um quadro mais grave, o que não 

foi visto para IFNG (p=0,26) (Figura 10). 
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Figura 10 - Expressão relativa do genes quanto a gravidade de indivíduos com COVID-19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024 
Nota1: A - Expressão relativa do gene PRF1 (n=140) (Teste Mann-Whitney: p=0,04); B - Expressão relativa do 
gene GZMB (n=88) (Teste Mann-Whitney: p=0,04); C - Expressão relativa do gene IL15 (n=34) (Teste 
Mann-Whitney: p=0,02); D - Expressão relativa do gene TBX21 (n=48) (Teste Mann Whitney: p=0,42); E - 
Expressão relativa do gene EOMES (n=48) (Teste Mann-Whitney: p=0,10); F - Expressão relativa do gene 
RUNX3 (n=73) (Teste Mann-Whitney: p=0,75); G - Expressão relativa do gene IFNG (n=84) (Teste 
Mann-Whitney: p=0,26). 
Nota2: A linha central contínua representa os valores de mediana; as linhas pontilhadas acima e abaixo da linha 
central representam os intervalos interquartil; * - p<0,05; ns - sem diferença significativa.  
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​ Um mapa de calor também foi construído em relação à gravidade dos indivíduos com 

COVID-19, sendo divididos naqueles considerados com o quadro leve ou moderado e grave 

(Figura 11). 
 
 
Figura 11 - Mapa de calor da expressão relativa dos genes analisados quanto à gravidade 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024 
Nota1: No eixo horizontal estão nomeados os genes investigados e no eixo vertical, os indivíduos considerados 
para a análise, sendo que do 1 ao 18 são indivíduos com o quadro leve e do 19 ao 42, indivíduos com um pior 
quadro. 
Nota2: As amostras consideradas no heatmap levaram em conta apenas aquelas em que foi observada 
amplificação para todos os genes sob análise para fins de comparação. 
 

5.3 EFEITO IMUNOMODULATÓRIO DO PLASMA DE PACIENTES COM COVID-19 

​ Buscando investigar se haveria algum componente presente no plasma de indivíduos 

infectados pelo SARS-CoV-2, potencialmente induzidos por este, que levaria a um cenário 

imunorregulador sobre a resposta contra o vírus, foi realizada uma incubação de células 

saudáveis com o plasma de indivíduos infectados. 

​ Ao avaliar o efeito na produção de proteínas citotóxicas de células saudáveis após o 

contato com o plasma de pacientes com COVID-19, observou-se uma diminuição 

significativa tanto na quantidade de perforina ativa (p=0,001) quanto de perforina total 

(p<0,0001) em células NK incubadas com o plasma de pacientes com COVID-19. Além 

disso, a porcentagem de granzima B também foi inferior naquelas células submetidas à 

cultura com o plasma de indivíduos infectados (p<0,0001) (Figura 12). 
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​ Buscando avaliar se os linfócitos T CD8+ reagiriam de forma semelhante ao estímulo, 

também foi analisado o efeito do plasma na produção de proteínas citotóxicas, o que foi 

observado: observou-se uma diminuição significativa tanto na quantidade de perforina ativa 

(p=0,001) quanto na de perforina total (p<0,001) em células TCD8+ incubadas com o plasma 

de pacientes com COVID-19. Além disso, a porcentagem de granzima B também foi inferior 

naquelas células submetidas à cultura com o plasma de indivíduos infectados (p<0,001) 

(Figura 12). 
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Figura 12 - Quantificação intracelular de proteínas citotóxicas em células natural killer e em 

células T citotóxicas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024 
Nota1: A - Porcentagem de células NK expressando perforina ativa (teste ANOVA de medidas repetidas: 
p<0,0001); B - Porcentagem de células NK expressando perforina total (teste ANOVA de medidas repetidas: 
p<0,0001); C - Porcentagem de células NK expressando granzima B (teste ANOVA de medidas repetidas: 
p=0,0001); D - Porcentagem de linfócitos TCD8+ expressando perforina ativa (teste ANOVA: p<0,0001); E - 
Porcentagem de linfócitos TCD8+ expressando perforina total (teste ANOVA de medidas repetidas: p<0,0001); 
F - Porcentagem de linfócitos TCD8+ expressando granzima B (teste ANOVA de medidas repetidas: p<0,0001).  
Nota2: CD56+: marcação para células natural killer; DG9+: marcação para perforina ativa; B-D48+: marcação 
para perforina total; GZMB+: marcação para granzima B; CD8+: marcação para linfócito citotóxico; * - p<0,01, 
** - p<0,001; *** - p<0,0001; **** - p<0,00001; ns - sem diferença significativa. 
Nota3: As porcentagens das marcações foram obtidas referentes às PBMCs totais. 
Nota4: N amostral = 12 
 
 

Na avaliação da influência do contato de células mononucleares de indivíduos 

saudáveis com o plasma de indivíduos infectados e a expressão dos genes, os resultados 

mostraram que as células do indivíduos que entraram em contato com o plasma de pessoas 
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infectadas pelo SARS-CoV-2 apresentaram menor expressão dos genes PRF1 (p=0,03), 

EOMES (p=0,01) e IL15 (p=0,03) quando comparada com a expressão nas células em contato 

com o plasma de pessoas saudáveis (Figura 13). 

 

Figura 13 - Expressão relativa do genes PRF1, EOMES e IL15 em células mononucleares 

após contato com o plasma de indivíduos saudáveis e após contato com o plasma de 

indivíduos contaminados pelo SARS-CoV-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024 
Nota1: A - Expressão relativa do gene PRF1 (Teste Wilcoxon: p=0,03); B - Expressão relativa do gene EOMES 
(Teste Wilcoxon: p=0,01); C - Expressão relativa do gene IL15 (Teste Wilcoxon: p=0,03) 
Nota2: A linha central contínua representa os valores de mediana; as linhas pontilhadas acima e abaixo da linha 
central representam os intervalos interquartil; * - p<0,05. 
Nota3: N amostral = 12 
Nota4: The genes GZMB, TBX21, RUNX3, and IFNG did not show statistical significance. 

 

Também foi analisada a quantidade das citocinas IL-17A, IFN-γ, TNF, IL-10, IL-6, 
IL-4 e IL-2 produzidas após a cultura com o plasma de pacientes saudáveis e com o plasma 
de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Foi observada maior produção das citocinas 
IL-17A (p=0,01), TNF (p=0,03), IL-10 (p=0,007) e IL-6 (p=0,03) pelas células em contato 
com o plasma de indivíduos infectados, enquanto que para IFN-ү (p=0,22) e IL-2 (p=0,2), 
não foram encontradas diferenças significativas (Figura 14).  
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Figura 14 - Quantificação da produção das citocinas 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024 
Nota1: A - Quantificação da citocina IL-17A (Teste t pareado: p=0,01); B - Quantificação da citocina IFN-ү 
(Teste t pareado: p=0,1); C - Quantificação da citocina TNF (teste t pareado: p=0,02); D - Quantificação da 
citocina IL-10 (Teste Wilcoxon: p=0,007); E - Quantificação da citocina IL-6 (Teste Wilcoxon: p=0,03); F - 
Quantificação da citocina IL-2 (Teste Wilcoxon: p=0,2); 
Nota2: A citocina IL-4 apresentou detecção irrisória ou não apresentou detecção; 
Nota3: A linha central contínua representa os valores de mediana; as linhas pontilhadas acima e abaixo da linha 
central representam os intervalos interquartil; * - p<0,05; ** - p<0,01; ns - sem diferença significativa.  
Nota4: N amostral = 12 

 

Os principais achados deste estudo foram esquematizados na figura 15: 
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Figura 15 - Principais achados do estudo, considerando os ensaios de expressão gênica e de 

cultura celular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software Canva, 2024 
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6 DISCUSSÃO 

A função dos linfócitos citotóxicos no combate às infecções virais é amplamente 

reconhecida, destacando-se o papel crucial de suas proteínas citotóxicas, como perforina e 

granzima B, que são secretadas em resposta às células infectadas (Cunningham, 2021). 

Portanto, diminuições ou alterações na estrutura dessas proteínas podem estar associadas a 

um aumento na gravidade dos quadros clínicos em pacientes afetados por diversas doenças, 

incluindo a COVID-19, que é o foco deste estudo.  

​ Não foram observadas diferenças em relação aos polimorfismos analisados quanto ao 

desfecho e gravidade. Por outro lado, foi visto uma menor expressão de genes relacionados 

com os mecanismos efetores e de desenvolvimento dos linfócitos citotóxicos, além de uma 

maior quantidade de citocinas com um perfil mais pró-inflamatório. 

Cabrera-Marante (2020) indica que a alteração A91V no gene da perforina, reduzindo 

sua estabilidade, pode resultar em um efeito reduzido da atividade das células citotóxicas. Na 

infecção viral, essas células são responsáveis por impedir a sua replicação e eliminar o vírus, 

utilizando o maquinário de secreção de suas proteínas citotóxicas, tal como a perforina. Caso 

as células infectadas não sejam eliminadas por algum defeito nessas proteínas, isso poderia 

levar a um aumento da ativação de linfócitos e macrófagos, contribuindo para a tempestade 

de citocinas, frequentemente observada em quadros graves de COVID-19. O genótipo 

homozigoto mutado deste mesmo polimorfismo já foi associado a condições patológicas, 

como a linfohistiocitose hemofagocítica familiar, que está ligada à tempestade de citocinas. 

Além disso, um potencial papel patogênico foi descrito para indivíduos heterozigotos 

compostos (Martinez-Pomar, 2013).Como foi encontrado apenas um caso com a variante TT 

entre os pacientes aqui avaliados, não foi possível comprovar essa informação.  

Em relação ao polimorfismo Q48R, presente no éxon 2 do gene da granzima B,  

Oboshi e colaboradores (2018) relataram que a presença dessa variante em heterozigose 

levou a uma menor citotoxicidade de células natural killer colocadas em cultura com células 

de linhagem K562, sugerindo que essa variante cause uma alteração na capacidade de ligação 

da proteína (McIlroy, 2003). Apesar de não haver estudos relacionando essa variante com a 

COVID-19, a relação com uma menor citotoxicidade dessas células pode indicar uma 

desregulação negativa da resposta imune contra outras infecções. 

Assim como no caso das variantes no gene PRF1, foi levantada, também, a hipótese 

de que apenas a presença do alelo polimórfico, G, no polimorfismo avaliado, poderia 

influenciar na expressão do gene da granzima, o que, de acordo o presente estudo, não foi 
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observado. Apesar de Oboshi e colaboradores (2018) terem relatado uma associação entre a 

presença da variante e uma menor citotoxicidade das células NK, também foi demonstrado 

não haver diferença significativa entre a expressão dos transcritos de GZMB e os genótipos 

analisados, o que corroboram os resultados do presente trabalho. Esses resultados sugerem 

que o polimorfismo Q48R não está em desequilíbrio de ligação com reguladores do gene 

GZMB (Oboshi, 2018). 

​ Interessantemente, foi observado que a expressão dos genes PRF1 e da GZMB diferiu 

quanto ao desfecho dos pacientes com COVID-19 aqui avaliados, sendo mais expressos 

naqueles que receberam alta que naqueles que foram a óbito. Além disso, ambos os genes 

mostraram diferenças significativas em relação à gravidade, uma vez que foram menos 

expressos em pacientes com quadro clínico grave, assim como observaram Li e 

colaboradores (2020), onde níveis séricos de perforina e granzima foram significativamente 

menores nos casos graves em comparação aos casos leves, reforçando a hipótese de que as 

células efetoras citotóxicas são disfuncionais em pacientes com COVID-19 grave. 

​ Além da perforina e granzima, também foi observada uma diminuição significativa na 

expressão dos genes EOMES e IL15 pelos indivíduos com COVID-19 que foram a óbito. O 

EOMES codifica um fator de transcrição de mesmo nome que é essencial para o 

desenvolvimento da célula NK. Tanto é que experimentos de Gordon e colaboradores (2012) 

mostraram que animais knockout para o EOMES apresentaram deficiência da maturação das 

células NK. Além disso, foi vista a sua importância, não só regulando seu desenvolvimento, 

mas também na manutenção da programação funcional, proliferação, sobrevivência, 

citotoxicidade e produção de citocinas. Ademais, Gill e colaboradores (2012) relataram que a 

inibição de fatores de transcrição, como o EOMES, leva a uma exaustão da célula NK em um 

modelo murino de linfoma. Portanto, considerando a contribuição desse fator em diversas 

etapas no desenvolvimento da célula NK, uma menor expressão em pacientes com o pior 

prognóstico pode levar a crer em uma resposta deficiente perante a infecção. 

Por outro lado, foi observado um aumento na expressão de EOMES, TBX21 e outros 

fatores de transcrição em indivíduos que deram entrada em Unidade de Terapia Intensiva 

(UTI) (Saeedifar, 2023). Esses fatores desempenham um papel crucial na diferenciação e 

funcionalidade das células T e NK e, embora esses indivíduos possam estar tentando 

mobilizar uma resposta imunológica robusta, a ativação excessiva ou prolongada pode levar à 

exaustão das células imunes. Novos estudos ainda são necessários para elucidar melhor essas 

questões. 
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A expressão do gene TBX21, que codifica um outro fator de transcrição importante no 

desenvolvimento das células NK, não diferiu significativamente entre os grupos, 

evidenciando a possibilidade de não interferir tanto na resposta antiviral das células em 

questão. Como o TBX21 tem motivos de ligação no DNA similares ao EOMES, eles 

desempenham papeis muitas vezes redundantes, o que pode contribuir para uma diminuição 

da gravidade e melhor resposta em casos de defeitos em algum deles (Wong, 2023). Isto 

justificaria a não observação de diferenças ao se comparar indivíduos com quadro grave com 

indivíduos com quadro leve. Gordon e colaboradores (2012) também sugerem que as células 

NK são menos citotóxicas na ausência do TBX21, o que é possivelmente causada por uma 

diminuição na produção de perforina e granzima B. 

Em relação a interleucina-15 (IL-15), foi vista uma diminuição na expressão nos 

indivíduos que foram a óbito. Essa molécula desempenha uma função indispensável no 

desenvolvimento e homeostase da célula NK (Wang, 2021). Assim, semelhantemente ao 

EOMES, seu papel crucial no início da maturação dessas células seria evidenciado na menor 

expressão do gene IL15 em indivíduos com pior prognóstico, uma vez que, provavelmente, 

há um desenvolvimento defeituoso nessa célula, impedindo uma resposta efetiva contra o 

alvo. 

Li e colaboradores (2020) descrevem que há uma diminuição significativa de 

perforina e granzima B em pacientes com quadros mais graves, indicando que isso se deveria 

a uma disfunção das células imunes efetoras, diminuindo a habilidade do hospedeiro de 

controlar a replicação viral. Para elucidar essa questão, foi realizada a quantificação de 

perforina, granzima B e citocinas produzidas por linfócitos expostos a amostras de plasma de 

indivíduos infectados pelo SARS-CoV-2. Considerando perforina e granzima B, foi visto que 

a expressão dessas proteínas citolíticas foi significativamente menor após o contato com o 

plasma de indivíduos infectados.  

Esses resultados sugerem a presença de algum componente no plasma desses 

indivíduos que possa ter um efeito imunoregulador nas células saudáveis, induzido pelo 

SARS-CoV-2. Diante disso, foi realizada a dosagem de citocinas e foi percebido um aumento 

da produção de IL-17A, TNF, IL-10 e IL-6 pelas células em contato com plasma infectado 

nas amostras de pacientes com COVID-19, assim como foi visto por Queiroz e colaboradores 

(2022), Liu e colaboradores (2020) e Hirano e colaboradores (2020).  

A interleucina-17A é uma citocina pró-inflamatória secretada por células do  perfil 

Th17 e tem um papel fundamental no recrutamento de monócitos e neutrófilos para o local da 

infecção (Montazersaheb, 2022). Considerando que o membro IL-17A pode exacerbar 
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reações inflamatórias por meio da ativação downstream de outras citocinas, como IL-1 e IL-6 

(Rokni, 2020) e de já ter sido relacionada com aumento da gravidade em infecções 

respiratórias (Mangodt, 2015), é de se esperar uma relação negativa com o quadro de 

COVID-19, justamente por agravar o quadro inflamatório do indivíduo, fator agravante dessa 

doença, o que pode ser relacionado com o presente estudo na medida em que células expostas 

ao plasma de indivíduos infectados tiveram maior produção dessa citocina. Essa relação foi 

vista por Xu e colaboradores (2020), pois mostrou que pacientes com COVID-19 admitidos 

na UTI tiveram elevados níveis de células do perfil Th17 devido à excessiva produção de 

citocinas como IL-17A.  

O TNF, segundo McElvaney e colaboradores (2020) foi associado a um aumento na 

gravidade de pacientes com COVID-19, além de estar relacionado com complicações como 

aumento de secreção intestinal, tosse seca, asma dentre outras (Costela-Ruiz, 2020). No 

presente estudo, foi visto um aumento na produção de TNF pelas células em contato com o 

plasma contaminado, o que também sugere um possível desbalanço na resposta imune frente 

o vírus. Ainda há de se ressaltar, que o TNF aumenta ainda mais a citotoxicidade das células 

NK e modulam o sistema imunológico, direcionando as respostas imunes para o fenótipo Th1 

(Chalifour, 2004). 

A IL-6 está associada a uma redução na função das células NK, justamente devido a 

uma regulação negativa na expressão das proteínas perforina e de granzima B (Cifaldi, 2015), 

além de, como também observado no estudo, contribuir para uma menor expressão do gene 

PRF1. Além disso, a IL-6 é um forte preditor da progressão da COVID-19, pois é uma das 

principais citocinas indutoras da tempestade de citocinas (Rostamian, 2020), refletindo o que 

foi visto neste estudo, em que aparece aumentada após contato com plasma infectado, e em 

estudos de Coomes e colaboradores (2020), na medida em que observou elevados níveis de 

IL-6 em indivíduos com COVID-19 grave. 

 Já a IL-10 está relacionada a uma inibição da síntese de citocinas pró-inflamatórias 

como IFN-ү e IL-2 (Nishimura, 2008), que também foram dosadas, ou seja, apresenta um 

caráter anti-inflamatório e imunossupressor. Entretanto, seus níveis estiveram aumentados em 

pacientes com COVID-19 grave (Huang, 2021) sendo que, muitas vezes, é um dos critérios 

mais importantes para identificar a gravidade e o curso da doença (Dhar, 2021) e isso pode 

estar relacionado a uma inibição da resposta antiviral contra a infecção, levando a um pior 

prognóstico do indivíduo. 

O uso de plasma de indivíduos convalescentes da COVID-19 foi amplamente 

difundido nos últimos anos. Foi observado que essa terapia diminuiu a necessidade de 
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hospitalização em pacientes ambulatoriais, principalmente por meio da imunomodulação 

promovida pelos componentes presentes no plasma. Além disso,  foi visto que os níveis de 

IL-6, citocina associada a morbidade e mortalidade em indivíduos com COVID-19, 

diminuíram após utilização do plasma de indivíduos que se recuperaram da infecção 

(Habtehyimer, 2024). O mecanismo que promove essa redução ainda é incerto, mas é 

hipotetizado que seja devido a uma redução da carga viral (Marconato, 2022). No presente 

estudo foi observado um aumento da IL-6 produzida por células mononucleares saudáveis 

estimuladas pelo plasma de indivíduos infectados, comparado ao estímulo de plasma 

saudável, o que corrobora o papel negativo dessa interleucina no prognóstico de indivíduos 

infectados pelos SARS-CoV-2. 

Além disso, análises de Hou e colaboradores (2014) mostraram que a IL-17A e a IL-6 

podem agir sinergicamente promovendo a persistência da infecção viral por meio da inibição 

da apoptose e da função dos linfócitos T citotóxicos. 

Quanto à citocina IL-10, Bonny e colaboradores (2020) relataram um aumento 

significativo da interleucina no plasma de indivíduos convalescentes comparado ao plasma 

utilizado como controle. É importante destacar que a IL-10 está relacionada à sobrevivência 

das células B, à sua diferenciação em plasmócitos e à troca de classe dos anticorpos (Moore, 

2001). No presente estudo, foi visto um aumento dessa citocina na cultura celular cujas 

células mononucleares saudáveis foram estimuladas pelo plasma de indivíduos contaminados, 

comparados ao estímulo de plasma saudável, o que pode indicar uma tentativa do sistema 

imune em fortalecer a resposta contra a infecção. 

Apesar do resultado não significativo, observa-se um aumento discreto na quantidade 

de IFN-ү nas células expostas ao plasma de pacientes infectados. Estudos como o de Huang e 

colaboradores (2020) e de Qin e colaboradores (2020), mostraram que o aumento de citocinas 

como IFN-ү está correlacionado com a gravidade da doença na COVID-19. Isso poderia ser 

atribuído à formação de uma inflamação sistêmica, resultante do recrutamento excessivo de 

células imunes e da subsequente liberação de citocinas pró-inflamatórias (McGonagle, 2020).  

Quanto à citocina IL-2, já foi observado que essa citocina é capaz de estimular a 

população de células NK e aumentar a expressão de marcadores de ativação (Sharma, 2018) 

e, consequentemente, reforçar o combate à infecção. Neste trabalho, o estímulo com o plasma 

infectado não foi capaz de induzir uma maior secreção dessa citocina, o que pode ser devido 

a algum mecanismo de escape utilizado pelo vírus, o que levaria a uma falha no recrutamento 

e indução de expansão das células imunes.  
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Também foi investigado se esse possível componente imunorregulador poderia atuar 

na expressão transcricional dos genes analisados. o que foi visto para os genes PRF1, 

EOMES e IL15, podendo indicar um possível mecanismo de escape viral, na medida em que 

são genes codificadores de proteínas e fatores de transcrição importantes tanto para o 

desenvolvimento e ativação das células NK como para seus mecanismos efetores. 

Ainda hoje, não estão claros todos os mecanismos que predispõem a um pior 

prognóstico em pacientes com COVID-19. Assim, a investigação minuciosa dos fatores que 

podem interferir no funcionamento adequado das células efetoras contra o vírus, bem como 

influência de fatores genéticos, são essenciais para direcionar a uma abordagem mais 

adequada desses pacientes, identificando aqueles de maior risco, bem como no 

desenvolvimento de novas terapias para esta enfermidade. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados obtidos mostraram que pacientes que estavam em melhor estado clínico 

e que tiveram um melhor desfecho apresentaram uma maior expressão gênica de PRF1, 

GZMB, EOMES e IL15. Além disso, o presente estudo conclui que não há associação entre os 

polimorfismos A91V e Q48R e a gravidade ou desfecho de indivíduos infectados com 

SARS-CoV-2. Quanto à análise funcional relacionada à exposição de PBMCs ao plasma de 

pacientes com COVID-19, houve diminuição da quantidade de perforina e de granzima B nas 

células NK, além de redução na expressão dos genes PRF1, EOMES e IL15 indicando 

potenciais componentes no plasma desses indivíduos infectados que podem contribuir com 

uma supressão da resposta imune. Após dosagem das citocinas, observou-se que houve um 

aumento da IL-17A, TNF, IL-10 e IL-6  nas células em contato com o plasma infectado, 

citocinas estas caracterizadas por ter uma influência importante na ocorrência da tempestade 

de citocinas, fator agravante da doença e indicador de mau prognóstico. 
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