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RESUMO 

 

 
 
A COVID-19 é uma doença que teve seu início na cidade de Wuhan, na China, e 
rapidamente se alastrou por todo o mundo levando a Organização Mundial de Saúde a 
declarar pandemia em Março de 2020. Devido ao grande numero de óbitos registrados 
pela doença, o avanço científico em busca de formas de prevenção e tratamento contra 
o SARS-CoV-2 levou ao desenvolvimento de diferentes plataformas de vacina. 
Pesquisas avaliando a eficácia das vacinas após a imunização mostraram diferentes 
resultados quanto a resposta induzida pela vacinação devido as diferentes vacinas 
disponiveis. Com isso, entender melhor sobre a resposta imune celular em diferentes 
protocolos é importante para entender melhor sobre a resposta induzida pela vacina. 
Nosso objetivo nesse trabalho foi avaliar o perfil de linfócitos T e B de memória e T 
foliculares em indivíduos vacinados para a COVID-19. Coletamos amostras de sangue 
periferico de 12 indivíduos vacinados para COVID-19 , separamos as celulas 
monocleares e cultivammos com antigno RBD do SARS-CoV-2 as culturas, e avaliamos 
os linfócitos T e B de memória e T foliculares por citometria de fluxo. Além disso, foram 
avaliados os niveis de IFN- γ e IL-10 no sobrenadantes das culturas  por ELISA. Como 
resultado, encontramos maiores frêquencias de celulas T EMRA e T EM nos 
participantes vacinados e nos subgrupos também (homologo, heterologo, 3 e 4 doses). 
Encontramos maior expressão de IFN- γ e TGF- β pelas celulas T EM, e maiores níveis 
de IL- 10 e IFN-γ no sobrenadante das culturas estimuladas nos participantes vacinados. 
Nossos resultados sugerem que independente do esquema vacinal, a resposta imune é 
semelhante e efetora. 

 
Palavras-chave: SARS-CoV-2; Vacinação; Células T de Memória; Células B 
de Memória; Células T Auxiliares Foliculares; Citocinas 
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ABSTRACT 

 
COVID-19 is a disease that began in the city of Wuhan, China, and quickly spread 
across the world, leading the World Health Organization to declare a pandemic in 
March 2020. Due to the high number of deaths caused by the disease, scientific 
advancements in the search for prevention and treatment methods against SARS-
CoV-2 led to the development of different vaccine platforms. Research evaluating 
the efficacy of vaccines after immunization showed varying results regarding the 
immune response induced by vaccination, due to the different vaccines available. 
Therefore, understanding more about the cellular immune response under different 
protocols is important to better comprehend the vaccine-induced response. Our 
objective in this study was to evaluate the profile of memory T and B lymphocytes 
and follicular T cells in individuals vaccinated against COVID-19. We collected 
peripheral blood samples from 12 vaccinated individuals, separated mononuclear 
cells, cultured them with the SARS-CoV-2 RBD antigen, and analyzed the memory 
T and B lymphocytes and follicular T cells using flow cytometry. Additionally, levels 
of IFN-γ and IL-10 in the culture supernatants were measured by ELISA. As a result, 
we found higher frequencies of EMRA and EM T cells in vaccinated participants and 
across subgroups (homologous, heterologous, 3 and 4 doses). We observed 
increased expression of IFN-γ and TGF-β by EM T cells, as well as higher levels of 
IL-10 and IFN-γ in the supernatants of stimulated cultures from vaccinated 
participants. Our results suggest that, regardless of the vaccination protocol, the 
immune response is similar and effective. 
 
Keywords: SARS-CoV-2; Vaccination; Memory T Cells; Memory B Cells; T 
Follicular Helper Cells; Cytokines 
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RBD - domínio de ligação ao receptor 

S - glicoproteína Spike 

SDRA - síndrome do desconforto respiratório agudo 

T CM - células T de memória central 

T EM - as células T efetoras de memória 

T EMRA - células T de memória efetora terminalmente diferenciada 

T FH - células T foliculares circulantes 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 
Na cidade de Wuhan, na China, foram registrados os primeiros casos de uma 

infecção respiratória causada por um vírus, o SARS-CoV-2, agente responsável 

pela COVID-19. Trata-se de um Betacoronavírus (HARRISON, et al; 2020), que 

se espalhou rapidamente em todo mundo levando a Organização Mundial de 

Saúde (OMS) a declarar pandemia em março de 2020 (OMS, 2020). Os 

indivíduos infectados podem apresentar desde sintomas leves, até a síndrome 

do desconforto respiratório agudo (SDRA) e inflamação não controlada, que 

pode estender a falência de múltiplos órgãos. A gravidade da doença está 

relacionada a uma desregulação do sistema imunológico que prejudica a 

erradicação do vírus (BAKHIET; TAURIN, 2020). Até o início de novembro de 

2022, foram registrados mais de 695.000.000 casos confirmados de COVID-19 

e mais de 6.800.000 mortes no mundo (Coronavírus última situação (Covid-19) | 

TRT Portuguese, [s.d.]), sendo no Brasil foram confirmados mais de 37.000.000 

casos e 700.000 óbitos (MINISTÉRIO DA SAÚDE; 2024). 

 

Em 2002 e em 2012, respectivamente, outras duas espécies de coronavírus 

levaram a duas epidemias, a síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV) na 

China, e no Oriente Médio a síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS-

CoV), ambos patógenos zoonóticos e semelhantes ao SARS-CoV-2 (HU, et al; 

2020). Embora a similaridade entre as espécies, o SARS-COV-2 tem uma maior 

taxa de transmissão (HARRISON, et al; 2020). Sua transmissão ocorre 

principalmente pelas vias respiratórias, ainda que tenha sido detectado no trato 

gastrointestinal, saliva e urina, que seriam possíveis vias de contágio, onde o 

vírus entra em contato com outros indivíduos e inicia seu processo infeccioso 

(GUAN et al., 2020). 

 

Após a contaminação, o SARS-CoV-2 inicia seu processo de infecção celular 

através de uma das proteínas estruturais presentes em sua superfície, a spike 

(S) (HARRISON, et al; 2020). A fusão do vírus com as células ocorre através da 

ligação entre uma das subunidades da proteína S (o domínio de ligação ao 

receptor, também conhecido como RBD) com a enzima conversora de 

angiotensina 2 (ECA2) (KIRTIPAL, 2020), receptor expresso em diversas células 
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nos humanos, que participa da regulação do sistema renina-angiotensina 

(GHEBLAWI et al., 2020). Esse mecanismo de infecção leva ao processo de 

replicação viral e acaba desencadeando uma resposta imunológica com intuito de 

erradicar o vírus do organismo (KIRTIPAL, 2020). 

 

A resposta imune eficaz contra o vírus é dependente principalmente da expressão 

de interferons tipo I e III, contudo, o SARS-CoV-2 inibe a expressão dessas citocinas 

com o intuito de escapar do sistema imune, prejudicando a resposta imune inata 

efetiva (GUSEV et al, 2022). A resposta imune celular atua contra o vírus e se mostra 

eficiente no combate a COVID-19, onde os linfócitos T respondem a antígenos 

específicos desenvolvendo uma resposta positiva realizada pelas linfócitos T CD4+ 

que recrutam outras células do sistema imunológico, e ativando linfócitos T CD8+ que 

eliminam diretamente as células infectadas através da citotoxicidade específica 

(BOECHAT et al., 2021). Os linfócitos B participam da resposta imune celular e 

humoral, pois se diferenciam em plasmócitos e começam a secretar anticorpos 

específicos para neutralizar o vírus, juntamente com as células T foliculares 

circulantes (T FH) que estimulam a produção de anticorpos de alta afinidade 

(TORBATI et al.; 2021).  

Ao decorrer da pandemia, diferentes plataformas de vacina foram desenvolvidas 

para combater a COVID-19, mostrando sua eficiencia e proteção (CAI et al., 2021), 

e a Organização Mundial da Saúde (OMS) avaliou e autorizou o início de estudos 

clínicos em diversas categorias, incluindo vacina inativada, vacina atenuada, vacina 

vetorial, RNA e DNA, subunidades proteicas e vacinas com partículas semelhantes 

a vírus (LI et al., 2022). No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) aprovou quatro vacinas que foram disponibilizadas à população: 

CoronaVac, ChAdOx1 nCoV-19 (AztraZeneca), BNT162b2 (Pfizer-Biontech) e 

Ad26.Com V2.Janssen (PAULA et al., 2022). Entretanto estudos mostram que a 

imunidade obtida por meio da vacinação de duas doses contra a COVID-19 declinou 

com o tempo, resultando em uma proteção reduzida sugerindo a necessidade de 

uma dose extra (WILDER-SMITH; MULHOLLAND, 2021). Ademais, os métodos 

heterólogos de imunização podem ser uma alternativa quando a disponibilidade de 

vacinas é limitada (AU; CHEUNG, 2022), portanto, é crucial compreender mais 

profundamente a resposta imunológica de memória que ocorre nos indivíduos 

imunizados com diversas plataformas de vacina
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 COVID-19 

 
A família Coronaviridae (COVs) é composta por diferentes linhagens de vírus que 

possuem a capacidade de infectar mamíferos e algumas espécies de aves 

(V’KOVSKI et al; 2021). Uma das classificações de gênero deste agrupamento 

são os Betacoronavirus, grupo em que encontramos patógenos como SARS- 

CoV e MERS-CoV, que podem levar ao desenvolvimento de infecções no trato 

respiratório (GORBALENYA et al.; 2020). No final do ano de 2019, um novo vírus 

pertencente a mesma família, foi descrito como agente etiológico da COVID-19, 

o SARS-CoV-2. Os primeiros casos foram registrados em indivíduos na província 

de Hubei, em sua capital Wuhan, China. Os pacientes infectados pelo SARS- 

CoV-2 apresentavam febre, dispneia, tosse e infiltração pulmonar, entre outros 

sintomas que se assemelhavam à pneumonia. (HU et al;2021). Devido a sua alta 

taxa de transmissão e o surgimento de casos em diversos países, a Organização 

Mundial de Saúde declarou pandemia em Março de 2020 (MURALIDAR et al., 

2020). Até setembro de 2023 mais de 695.000.000 de casos foram registrados 

no mundo, sendo mais de 6.000.000 de mortes confirmadas pela COVID-19 

(TRT, 2023). O Brasil é o quinto país com o maior número de casos registrados, 

sendo mais de 37.783.855 milhões de casos confirmados e mais de 705.000 

óbitos pela doença (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2024). 

Mesmo semelhante a outros vírus, o SARS-CoV-2 tem sua estrutura e 

características individuais que influenciam na sua forma de infecção e 

transmissão. É um vírus de RNA fita simples sentido positivo, com quatro 

proteínas estruturais importantes para seu processo de replicação e formação, a 

glicoproteína de membrana (M), a glicoproteína do nucleocapsídeo (N), a 

glicoproteína do envelope (E) e a glicoproteína Spike (S), (GUSEV, E et al. 2022). 

A proteína N está fosforilada junto ao genoma do vírus, enquanto a proteína M 

e E estão ligadas ao envelope viral (KIRTIPAL, 2020). A proteína 



15 
 

Spike (S) é responsável por mediar a entrada do vírus na célula do hospedeiro 

e para desenvolver essa função, é clivada pela protease semelhante à furina 

(TMPRSS2) em duas subunidades (S1 e S2) que têm a função, respectivamente, 

de intermediar a ligação com as células e induzir a fusão das membranas celular 

e viral (YANG H. RAO Z.; 2021). A subunidade S1 é dividida em dois domínios o 

N-terminal (NTD) e o domínio de ligação ao receptor (RBD), sendo o RBD 

responsável pela ligação ao receptor da enzima conversora de angiotensina 

humana 2 (ECA2) presente nas células do hospedeiro e a partir dessa ligação 

inicia o processo de infecção das células (YANG H. RAO Z.; 2021), sendo a 

principal estrutura que desencadeia respostas imunológicas (WANG MY, et al. 

2020). Sua conformação muda ‘para cima’ a fim de tornar-se disponível para o 

acesso do receptor e ‘para baixo’ para impossibilitar a ligação. (JACKSON CB, 

et al. 2022). A partir desse contato, a infecciosidade é determinada e, 

posteriormente, o SARS-Cov-2 segue por dois caminhos para a entrada na 

célula, ou pela fusão direta das membranas ou por endocitose (KIRTIPAL, 2020). 

Antes do processo de infecção celular e depois da infecção estabelecida, o 

sistema imune inato é ativado e inicia sua resposta. Receptores de 

reconhecimento padrão (PRR) reconhecem células infectadas e ativam cascatas 

de sinalização celular que promovem a secreção de citocinas inflamatórias e 

antivirais (MAISON D. DENG Y. GERSCHENSON M; 2023). O sistema imune 

adaptativo também é ativado através da apresentação de antígenos para células 

B e linfócitos T pelo do MHC de classe l e ll, e mantém essa resposta sustentada 

pela secreção de citocinas como IFN-γ, IL-2 e IL-4 (D PRIMORAC; et al, 2022). 

Com esse estímulo, os linfócitos T têm um importante função antiviral sistêmica, 

participam da ativação de linfócitos B por meio das células T foliculares (TFH) (Z 

CHEN ; E. JOHN WHERRY; 2020). Os linfócitos B se diferenciam em 

plasmócitos de vida curta, entram nos linfonodos e passam por um processo de 

maturação e afinidade onde secretam anticorpos capazes de auxiliar no combate 

a infecções e proteger de infecções posteriores (K. RÖLTGEN; D. SCOTT; 

2021). Todo esse processo de reconhecimento e ativação do sistema imune 

estabelece uma resposta de memória após a infecção, capaz de responder a 

uma   segunda   exposição   ao   vírus   e   proteger   contra   as   reinfecções 
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(MITTELSTAEDT N; et al. 2021) 

 
 

2.2 Resposta imune humoral e das células de memória na infecção e 

vacinação da COVID-19 

 

Tanto a imunidade humoral quanto a imunidade celular estão envolvidas na 

imunopatogênese da COVID-19 (NI et al; 2020). Entre as células do sistema 

imune que desempenham importante papel na infecção pelo SARS-CoV-2, estão 

as células de memória (SETTE; CROTTY, 2020). A indução de memória 

específica para SARS-CoV-2 por células B é importante na proteção contra 

reinfecções a curto e longo prazo (COX; BROKSTAD, 2020). Rodda e 

colaboradores mostraram a persistência de células B de memória específicas 

para SARS-Cov-2 no período de 1 a 3 meses do início dos sintomas em 

indivíduos que tiveram COVID-19 leve, além de apresentar um aumento ao longo 

do tempo e características funcionais (RODDA et al., 2021). Em outro estudo 

com indivíduos que tomaram vacinas de mRNA, foi observado a persistência de 

células B de memória funcional que duraram por 6 meses e responderam a 

variantes do vírus (GOEL et al., 2021). Newell e colaboradores mostraram uma 

correlação negativa entre a frequência de células B de memória do sangue 

periférico e a duração dos sintomas clínicos em indivíduos convalescentes. 

Esses mesmos autores mostraram ainda que células B de memória (IgM+ CD24+ 

naiveneg) se correlacionaram diretamente com as respostas de anticorpos 

específicos do vírus que permaneceram estáveis ao longo do tempo (NEWELL 

et al., 2021). 

Outra célula que também contribui na imunopatogênese da COVID-19 são as 

células T. Em um estudo com indivíduos que tomaram diferentes tipos de vacina, 

avaliados no período de 5-6 meses após a vacinação, observou-se que as 

células T respondiam de forma efetiva as variantes do SARS-Cov-2, porém o 

reconhecimento mediado por células B foi reduzido na variante Omicron (TARKE 

et al., 2022). Colaborando com o resultado descrito anteriormente, outro estudo 

observou o aumento precoce de células T específicas para SARS-CoV-2 em 

pacientes com a doença leve (TAN et al., 2021). Zhao e colaboradores mostram 

que a indução de células T CD4+ específicas contra epítopos compartilhados 



17 
 

entre MERS-CoV e SARS-CoV mostrou-se efetiva e protetora (ZHAO et al, 

2016). Experimentos com macaco Rhesus convalescentes que tiveram células T 

CD8+ depletadas mostraram uma redução na efetividade da resposta imune 

quando submetidos a uma segunda exposição ao SARS-CoV-2 (MACMAHAN et 

al, 2021). Rodda e colaboradores mostraram que indivíduos recuperados que 

apresentaram sintomas leves foram capazes de desenvolver células T de 

memória que não só persistiram, mas em alguns casos aumentaram 

numericamente ao longo de três meses após o início dos sintomas. Além disso, 

os linfócitos de memória específicos para SARS-CoV-2 exibiram características 

associadas à imunidade antiviral potentes produzindo IFN-γ e expandindo após 

reencontro com antígenos (RODDA et al., 2020). Usando pools de peptídeos de 

HLA-classes I e II, Grifoni e colaboradores avaliaram as respostas das células T 

CD4+ e CD8+ em indivíduos convalescentes não hospitalizados. Eles 

encontraram que todos os indivíduos recuperados estabeleceram respostas de 

T CD4+ de memória e 70% estabeleceram respostas de memória CD8+ ao SARS-

CoV-2 (GRIFONI et al. 2020). Peng e colaboradores mostraram que existe uma 

proporção maior dos linfócitos de memória T CD8+ específicos para proteína 

Spike (em vez de CD4+) nos indivíduos com doença leve em comparação com 

aqueles que desenvolveram a doença grave (Peng et al., 2020). Entretanto, este 

mesmo estudo mostrou que existem proporções mais altas de células T CD4+ 

capazes de produzir mais de uma citocina (INF-γ, TNF e IL-2) do que células T 

CD8+ (PENG et al., 2020). 

 

As células T foliculares são importantes na ativação de linfócitos B e na produção 

de anticorpos no centro germinativo (KRAWCZYK et al., 2007) e a sua 

participação na resposta imune ao SARS-CoV-2 também merece atenção. Com 

isso, foi realizada uma avaliação dessas células em pacientes infectados com 

SARS-CoV-2 e sua presença foi detectada em 100% dos indivíduos 

participantes, e sua persistência pelo período de seis meses (JORDAN, 2021). 

Junto a isso, resultados de um estudo que avaliou indivíduos que tomaram a 

vacina de mRNA mostram células T FH específicas para o SARS-CoV-2 no 

linfonodo humano após a vacinação. (MUDD et al., 2022). Uma avaliação de 

células T CD4+ em indivíduos recuperados e sem contato prévio com o vírus, 

mostrou uma indução robusta da subpopulação de células T FH e Th1 específicas 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8361141/#bib22
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de antígeno após a vacinação em ambos os grupos (PAINTER, Mark M. et al. 

2021). Estudo de observação prospectiva de uma paciente com a forma leve da 

doença, mostrou um aumento do número de células T auxiliares foliculares, 

células T CD4+ ativadas, assim como aumento do título de anticorpos específicos 

no sangue antes mesmo da resolução dos sintomas (THEVARAJAN et al., 2020). 

Em um outro estudo avaliando o perfil de linfócitos de pacientes convalescentes 

da COVID-19, Sekine e colaboradores mostraram que as células T CD4+ 

específicas para antígenos da superfície viral do SARS-CoV-2 foram polarizadas 

em direção a um perfil de auxiliar folicular T circulante (cT FH), sugerindo um papel 

fundamental na geração de respostas de anticorpos específicos, enquanto as 

células T CD4+ específicas do nucleocapsídeo do vírus foram direcionadas a um 

perfil Th1 ou Th1/Th17 (SEKINE et al., 2020). Kaneko e colaboradores 

mostraram ao avaliar cortes histológicos de paciente que morrem por COVID-19 

que os centros germinativos (CGs) dos linfócitos B estavam amplamente 

ausentes durante a fase aguda do COVID-19. A falta de CGs foi acompanhada 

pela ausência de células B que expressam BCL6 ou células T FH, que são 

indispensáveis para a geração de CGs (KANEKO et al., 2020). 

Devido ao pouco tempo de circulação do vírus dentro da população, as 

informações sobre a duração de anticorpos ainda não estão totalmente 

estabelecidas. Já foi descrito o declínio de anticorpos após a soroconversão de 

indivíduos assintomáticos e que apresentaram sintomas leves. (SEOW et al., 

2020). Em outro estudo, houve uma redução do nível de anticorpos 

neutralizantes (NAb) no período de 1 a 4 meses após o início dos sintomas 

(CRAWFORD et al., 2020), diminuição que também foi relatada por Haveri e 

colaboradores, que indicaram que a proteção mediada por NAbs pode ser 

prejudicada, principalmente depois de uma doença leve (HAVERI A. et al.;2021), 

o que pode acabar prejudicando a resposta pelo sistema imune. Em 

contrapartida, uma avaliação longitudinal no período de 6 meses identificou a 

persistência de anticorpos neutralizantes em mais de 85% dos indivíduos 

participantes do estudo (NOH J Y et al, 2021). Com base nessas informações, 

compreender melhor sobre a resposta imunológica ao SARS-CoV-2 é 

necessário, principalmente sobre a resposta imune celular que pode garantir a 

proteção da população independente da resposta humoral.
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2.4 Vacinas para COVID-19 no Brasil 

A necessidade de proteger a população e prevenir a propagação do SARS-CoV- 

2, incentivou a busca para entender melhor as características do vírus e 

desenvolver intervenções como, um tratamento eficaz e vacinação da  

população. A partir disso, a divulgação de informações como o sequenciamento 

do genoma viral e a colaboração entre indústrias farmacêuticas, permitiu o 

avanço na produção de vacinas contra a COVID-19 (JL GOLOB, et al; 2021). 

Diferentes estudos divulgaram progresso em ensaios pré-clínicos de vacinas 

contra o SARS-CoV e MERS-CoV, que colaboraram com uma redução no tempo 

de desenvolvimento das vacinas contra o SARS-CoV-2, devido a semelhanças 

entre os vírus (SU; DU; JIANG, 2020). Com isso, diferentes plataformas de 

vacinas começaram seu desenvolvimento, e a Organização Mundial de Saúde 

(OMS) analisou e aprovou o início de ensaios clínicos em diferentes categorias, 

vacina inativada, vacina atenuada, vetorial, RNA e DNA, subunidade proteica e 

vacinas de partículas semelhantes ao vírus (LI et al., 2022). No Brasil, quatro 

tipos de vacina foram aprovadas pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) e distribuídas entre a população, a CoronaVac, ChAdOx1 nCoV-19 

(AztraZeneca), BNT162b2 (Pfizer-Biontech) e Ad26.COV2.S (Janssen). Até 

setembro de 2023 cerca de 1.028.000 indivíduos tomaram a 3° dose de reforço 

completando o esquema vacinal em todos os estados do país (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2023b). 

 

A CoronaVac® é uma vacina de vírus inativada desenvolvida pela Sinovac 

Biotech aprovada pela OMS para uso emergencial em junho de 2021. Em 17 de 

março de 2022, foram administradas mais de dois bilhões de doses da 

CoronaVac em 52 nações e jurisdições, sendo a maioria delas regiões de baixa 

ou média renda. Portanto, a vacina CoronaVac tem desempenhado um papel 

crucial no enfrentamento da pandemia de COVID-19 (JIN et al., 2022). Sua 

eficácia foi relatada em um estudo de fase 3, randomizado, aleatório e sob 

controle de placebo, onde voluntários vacinados de 18 a 59 anos, sem 

antecedentes de COVID-19 e com exames de PCR negativos, demonstraram 

que CoronaVac® possui alta efetividade contra o desenvolvimento de sintomas 
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da COVID-19, além de um perfil seguro e tolerável (TANRIOVER et al., 2021). 

Em outro estudo, resultados promissores da vacina de vírus inativado mostraram 

que a CoronaVac pode estimular uma resposta de células T CD4+ específica para 

antígenos, produzindo um padrão de citocinas efetoras com inflamação reduzida 

em idosos, além do desenvolvimento de respostas humorais com altos títulos 

contra diferentes cepas do SARS-CoV-2 em adultos e idosos (COSTA P et al., 

2022). Embora tenha sido relatado nesses estudos uma boa proteção induzida 

pela vacinação com vírus inativado, resultados apontam que apesar do 

desenvolvimento de anticorpos após a vacinação, a imunidade humoral obtida 

diminuiu após 28 dias desde a imunização total com CoronaVac. A velocidade 

de redução dos anticorpos neutralizantes (NAb) foi superior à do IgG específico 

para proteína Spike (JUSAK NUGRAHA et al., 2022). 

 

A vacina ChAdOx1® (AztraZeneca), foi desenvolvida pela Universidade de 

Oxford (Oxford, Reino Unido), é uma vacina de adenovírus de chimpanzé que 

contém a proteína Spike do SARS-CoV-2 (VOYSEY et al., 2021). Estudos 

randomizados em três países diferentes após a aplicação de duas doses da 

vacina ChAdOx1® mostraram a eficácia da vacina com poucos relatos de 

eventos adversos, assegurando a aplicação na população (VOYSEY et al., 

2020). Informações fornecidas em outro trabalho indicou que a imunização com 

vacinas de vetor viral ChAdOx1® voltadas para o SARS CoV-2 

(AZD1222/AZD2816) também apresentaram resultados positivos contra 

variantes como, Gamma (P.1) e Delta (B.1.617.2) (SPENCER et al., 2022). 

ChAdOx1® nCoV-19 parece ser mais bem tolerado em pessoas mais velhas do 

que em pessoas mais jovens, e possui uma imunogenicidade similar em todas 

as idades após uma dose adicional (RAMASAMY et al., 2020). Pesquisas 

realizadas no Quênia avaliando a vacina ChAdOx1® nCoV-19 (AZD1222) em 

adultos, revelaram que a segurança, a imunogenicidade e a eficácia contra a 

infecção assintomática entre adultos foi similar a observada em outras regiões 

do mundo, concluíndo que a vacina é segura e imunogênica (CHERUIYOT; 

ORINDI; WARIMWE, 2023). 

 

Outra vacina aprovada para uso no Brasil contra COVID-19 foi a BNT162b2® 

(Pfizer-Biontech) é uma vacina de mRNA modificado, administrada em 



21 
 

nanopartículas lipídicas entregues às células do indivíduo, que codificam a 

glicoproteína spike (S) do SARS-CoV-2 (PATEL et al., 2022). As células do 

hospedeiro produzem a proteína S, passando por todo processo de glicosilação, 

clivagem de subunidade e dobramento adequado de proteínas, semelhante ao 

que ocorre na infecção natural. Posteriormente, as células do sistema imune 

reconhecem essa proteína e iniciam seu processo de resposta (VERBEKE et al., 

2021). Em ensaios randomizados avaliando sua eficácia, participantes que 

receberam duas doses da vacina mostraram resultados de 95% na prevenção 

da COVID-19, sem diferenças significantes nos subgrupos (idade, sexo, etnia, e 

presença de doenças preexistentes) com baixa ocorrência de eventos adversos 

entre os participantes (POLACK et al., 2020). Em estudos posteriores que 

acompanharam indivíduos vacinados com duas doses da BNT162b2®, mostrou 

que a vacina é segura e exibiu um histórico tolerável de eventos adversos. Sua 

efetividade contra a Covid-19 atingiu 91,3% após o período de 6 meses. Mesmo 

com uma redução gradual na eficácia da vacina, a BNT162b2® apresentou um 

perfil de segurança favorável e se mostrou extremamente eficaz na prevenção 

da doença (THOMAS et al., 2021). 

 

A vacina Ad26.COV2.S® (Janssen) consiste em um adenovírus humano tipo 26 

(Ad26) recombinante e incapaz de replicação , que codifica uma proteína spike 

SARS-CoV-2, conectada à membrana em uma configuração estabilizada, essa 

vacina foi produzida e desenhada pelas empresas farmacêuticas Janssen da 

Johnson & Johnson. Sua eficácia foi comprovada em um estudo que avaliou a 

aplicação de uma única dose da Ad26.COV2.S, e mostrou que sua aplicação 

impediu a infecção sintomática e a assintomática por COVID-19, além de ser 

eficiente contra a doença grave, hospitalização e óbito (SADOFF et al., 2021). 

Uma única dose de Ad26.COV2.S proporcionou 52,9% de defesa contra a Covid-

19 de grau moderado a grave-crítico. A eficácia diferiu entre as variantes e 

observou uma maior proteção contra COVID-19 severa, casos que necessitavam 

assistência médica e óbito, e proteção permaneceu por 6 meses (SADOFF et al., 

2022). Sua eficácia contra variantes foi avaliada também em outro estudo, que 

mostrou uma redução de anticorpos neutralizantes contra as variantes B.1.351 e 

P.1. Porém, anticorpos não neutralizantes funcionais e respostas de células T 

foram consideravelmente mantidas contra essas 
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variantes (ALTER et al., 2021). A vacina Ad26.COV2.S® em um regime primário 

de dose única e uma dose de reforço homóloga ou heteróloga desencadeia 

respostas imunológicas humorais e celulares que protegem uma proteção 

rigorosa contra a infecção por SARS-CoV-2, COVID-19, hospitalização e óbitos 

ligados à COVID-19, além de doenças causadas por variantes emergentes do 

SARS-CoV-2 (LE GARS et al., 2022). 

 

A vacinação da população trouxe efeitos benéficos como a queda acelerada no 

número de infecções sintomáticas e óbitos por COVID-19, diversos estudos 

suscitaram dúvidas sobre a redução da imunidade causada pela vacina em 

grupos vacinados, devido ao passar do tempo e à emergência de variantes da 

doença. Informações recentes indicam que a imunidade adquirida através da 

vacinação de duas doses contra a COVID-19 diminuiu com o passar do tempo, 

levando a uma proteção diminuída contra o SARS-CoV-2 de forma selvagem e 

variantes preocupantes (WILDER-SMITH; MULHOLLAND, 2021), isso indicou a 

necessidade de uma dose adicional. Além disso, os regimes de vacinação 

heterólogos em vez dos homólogos podem ser uma opção quando a 

disponibilidade de vacinas é restrita (AU; CHEUNG, 2022). Um ensaio clínico 

randomizado confirmou que os esquemas heterólogos e homólogos de 

ChAdOx1® e BNT162b2® são capazes de gerar respostas imunes sólidas, 

reforçando a adaptabilidade na introdução de vacinas de mRNA e vetores virais, 

sujeitas a questões logísticas e de fornecimento (LIU et al., 2021). Em um estudo 

de coorte retrospectivo com profissionais de saúde, mostrou resultados onde as 

vacinas de vetor viral e vírus inativado tem o potencial de reduzir 

consideravelmente a infecção, internação e óbito, quando complementadas com 

uma terceira dose da vacina de mRNA da Pfizer/BioNTech, mesmo com o 

aparecimento de uma nova variante do SARS-CoV-2. A proteção diminuiu ao 

longo de 180 dias, sem considerar se já havia tido COVID-19 antes, reforçando 

a necessidade de outra dose de reforço (MARRA et al., 2023). Uma meta-analise 

apresentou resultados que demonstraram que os reforços heterólogos e 

homólogos da COVID-19 proporcionam uma proteção adequada, sendo os 

reforços heterólogos mais aconselháveis (ZHANG et al., 2023). Colaborando 

com os resultados que sugerem o reforço vacinal heterólogo, um estudo 

desenvolvido por Yorsaeng e colaboradores revelou que os indivíduos que 
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receberam a terceira dose da vacina ChAdOx1® nCoV-19 (AZD1222) após as 

duas doses da CoronaVac tinham níveis mais elevados de IgG específico para 

RBD de pico, imunoglobulina total e IgA anti-S1 em comparação com os da 

CoronaVac® de duas doses, vacinados com AZD1222 de duas doses e 

indivíduos que já foram infectados (YORSAENG et al., 2021).
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3. HIPÓTESES E OBJETIVOS 

Hipóteses 

H0: Indivíduos com diferentes esquemas vacinais para COVID-19, apresentam 

o mesmo perfil dos linfócitos de memória, independente do tipo de vacina 

aplicada. 

 

H1: Indivíduos com diferentes esquemas vacinais para COVID-19, apresentam 

diferentes perfis dos linfócitos de memória devido ao tipo de vacina aplicada. 

 
 
 

Objetivo Geral 

 
Avaliar o perfil de linfócitos T e B de memória e T foliculares em indivíduos 

vacinados para a COVID-19. 

 

Objetivos específicos 

 
Em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de indivíduos 

vacinados para COVID-19: 

 

1) Avaliar o perfil de linfócitos T de memória (CD4+CD45RO+CCR7+/-) 

específicos para o antígeno RBD do SARS-CoV-2; 

2) Avaliar o perfil de linfócitos B de memória (CD4‑CD19+CD27+) específicos 

para o antígeno RBD do SARS-CoV-2; 

3) Investigar a frequência de células T foliculares circulantes (cTFH) 

CD4+PD1+CXCR5+; 

4) Avaliar o perfil de linfócitos T e B de memória e cT FH nos diferentes 

protocolos utilizados; 

5) Avaliar a expressão de citocinas intracelulares (INF-γ, IL-10) nos linfócitos T 

e B e no sobrenadante das culturas. 
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Capitulo 1: PERFIL DOS LINFÓCITOS DE MEMÓRIA EM DIFERENTES 

PROTOCOLOS DE VACINAÇÃO PARA A COVID-19 

 
4.1 INTRODUÇÃO 

 

No final do ano de 2019, um surto de pacientes com sintomas relacionados a 

uma pneumonia de origem desconhecida foram relatados por diversas 

instituições de saúde locais na cidade de Wuhan, na China (ZHU et al., 2020). A 

identificação de um novo vírus, semelhante a outros vírus que levaram a 

epidemias no passado, levou a descoberta de um novo patógeno, o SARS-CoV- 

2, agente etiológico responsável pela COVID-19 (PARASKEVIS et al., 2020), 

doença que se disseminou rapidamente por todos os países levando a 

declaração do surto de COVID-19 em Janeiro de 2020. Apesar dos estudos 

iniciais terem apontado que o meio de transmissão seria o consumo de peixes e 

animais silvestres em um único mercado local de animais selvagens, sugerindo 

uma possível transmissão de animal para humano, as pesquisas recentes 

evidenciaram a disseminação do SARS-CoV-2 de pessoa para pessoa através 

do contato direto, sendo os principais sintomas febre, tosse, fadiga e dispneia 

(LAI et al., 2020). 

 
Antes da pandemia do SARS-CoV-2, um novo coronavírus capaz de infectar 

humanos surgiu em 2002 como resultado de uma mutação proveniente de 

hospedeiro não humano. Foi determinado que esse vírus, conhecido como 

SARS-CoV, foi o agente causador do surto de SARS que atingiu a província de 

Guangdong, na China. A propagação do SARS-CoV foi limitada ao contato direto 

com pessoas infectadas, e sua infectividade foi mínima durante a fase de 

incubação. Em uma diferente epóca, a Síndrome Respiratória do Oriente Médio- 

CoV (MERS-CoV) surgiu após o aparecimento de um novo coronavírus humano 

relatado pela primeira vez no Oriente Médio em 2012. As manifestações clínicas 

do MERS-CoV incluíram infecção assintomática, síndrome do desconforto 

respiratório agudo, choque séptico, falência de múltiplos órgãos e morte 

(TIRELLI et al., 2023). O SARS-CoV-2 possui características semelhantes outros 

dois agentes etiológicos, e é transmitido através de gotículas maiores e aerossóis 

gerados ao respirar, falar, espirrar ou tossir e em menor grau, também 
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pode ser transmitido através de superfícies infectadas. (PUHACH; MEYER; 

ECKERLE, 2022). É um vírus composto por RNA fita simples, encapsulado e de 

sentido positivo. O seu genoma contém quatro proteínas estruturais principais: 

Spike (S), envelope (E), nucleocapsídeo (N) e membrana (M) (YU et al., 2023). 

 
Seu mecanismo de entrada nas células do hospedeiro envolve duas formas de 

acesso, podendo ser através da ligação direta com a superfície celular ou o 

escape dos endossomos. As duas formas de acesso envolvem a interação 

sequencial de duas subunidades de proteína spike (S), a subunidade S1 distal e 

a subunidade S2, localizada de maneira mais próxima a membrana viral (LIM, 

2022). A subunidade S1 estabelece uma ligação com o receptor enzinam 

conversora de angiotensina 2 (ECA2) através do seu domínio de ligação ao 

receptor (RBD), provocando alterações conformacionais que revelam um "sítio 

S2′"  interno,  que  auxilia  na  fusão  da  membrana  (SUBHOMOI  BORKOTOKY; 

DEY; ZAVED HAZARIKA, 2022). Ao invadir as células hospedeiras, o vírus 

possui diversos mecanismos principais que podem resultar em danos 

generalizados, impactando os sistemas orgânicos como, a toxicidade viral direta, 

danos e inflamação das células endoteliais, que resultam na formação de 

microtrombos e disfunção microvascular, ativação excessiva do sistema 

imunológico inato e síndrome da tempestade de citocinas, além de desregulação 

do sistema renina-angiotensina-aldosterona, ocasionando lesões nos tecidos por 

vasoconstrição e permeabilidade vascular e permeabilidade vascular (BALDELLI 

et al., 2022). 

 
Após sua infecção, o sistema imunológico do hospedeiro é capaz de reconhecer 

os antígenos virais e responder a esses estímulos. Ao detectarem a proteínas do 

SARS-CoV-2, os receptores TLR2, iniciam uma resposta imunológica inata, 

resultando na liberação de TNF-α e IFN-γ no organismo. A via antiviral IFN 

representa um dos principais mecanismos inatos contra infecções virais. Ao 

mesmo tempo, as células do hospedeiro também produzem citocinas e 

quimiocinas, tais como IL-6 e TNF, dando origem à tempestade de citocinas 

(MAISON; DENG; GERSCHENSON, 2023). Na resposta imune adaptativa, 

estudos indicam que as células B, células T CD4+ (células T auxiliares) e células 
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T CD8+ (células citotoxicas) desempenham um papel crucial no controle do 

SARS-CoV-2. As células T auxiliares foliculares CD4+ (TFH) e as células B nos 

tecidos linfoides secundários auxiliam na maturação da afinidade do anticorpo e 

na mudança de isotipo de forma complexa, resultando em proteção imunológica. 

(SHEN et al., 2023). Uma das principais funções das células T CD4+ é a de atrair 

células efetoras adicionais para o local do antígeno viral, a partir da ativação do 

gene CCL3/4/5 (MIP-1s) e da quimiocina CXCL1, exclusiva das células T CD4+ 

(SILVA et al., 2022). Além disso, as células T CD8+ contra o vírus, com 

capacidade citolítica contra células infectadas, são identificadas já no primeiro 

dia após o início dos sintomas. Normalmente, sua rápida indução acontece na 

primeira semana e chega a alcançar o pico em 2 semanas. Essa dinâmica de 

células T CD8+ específicas do vírus está ligada a melhores desfechos da infecção 

pelo SARS-CoV-2, bem como à sua habilidade de gerar grandes quantidades de 

moléculas citotóxicas, como IFN-γ e granzima B e perfurinas. (SHEN et al., 

2023). Após a erradicação do vírus, células de memória permanecem no 

organismo para controlar possíveis reinfecções. Essas células são divididas em 

subpopulações que possuem diferentes funções, células naive (T NAIVE) e células 

T de memória central (T CM), as células T efetoras de memória (T EM) e células T 

de memória efetora terminalmente diferenciada (T EMRA) (SAULE, et al., 2006). 

As células TNAIVE e T CM, presentes principalmente nos linfonodos, desempenham 

funções de maneira mais tardia. Por outro lado, as células T efetoras de memória 

(T EM) e as células T de memória efetora terminalmente diferenciadas (T EMRA) 

estão situadas em tecidos inflamados onde exercem funções efetoras de maneira 

imediata, produzindo citocinas e respostas de citotoxicas (CACCAMO N et al; 

2005). 

 

Diante da situação epidemiológica que preocupa todo o mundo, iniciou-se o 

processo de desenvolvimento de vacinas com diferentes plataformas. A 

vacinação é responsável por gerar respostas imunes de memória e proteger os 

indivíduos de reinfecções, diminuindo as chances do desenvolvimento das 

doenças (RAHMANI et al., 2022). Diferentes plataformas de vacinas foram 

incluídas na lista de uso emergencial da Organização Mundial da Saúde (OMS), 

ou receberam autorização de uso emergencial, para a distribuição e aplicação 

entre a população como, vacina de vetor viral, de mRNA ou vírus inativado (LIU; 

https://www.frontiersin.org/journals/immunology/articles/10.3389/fimmu.2022.1001198/full)
https://www.frontiersin.org/journals/immunology/articles/10.3389/fimmu.2022.1001198/full)
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/eji.200525983
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YE, 2022). Estudo em indivíduos vacinados com a vacina de vetor viral, 

Ad26.COV2.S (Janssen) observou que a imunização gerou respostas 

imunológicas humorais e celulares por um período de 8 meses após a vacinação. 

Adicionalmente, notaram um aumento de anticorpos que neutralizam variantes 

do SARS-CoV-2 (BAROUCH et al., 2021). Estudos envolvendo a ChAdOx1 

(Aztrazeneca) mostraram que essa vacina é segura e bem tolerada, 

demonstrando proteção detectável por um período de até 6 meses 

(SOBIESZCZYK et al., 2022). A vacina inativada (CoronaVac) mostrou uma 

eficácia de foi de 83,7% a prevenção da necessidade de assistência e em casos 

moderados e graves foi de 100% (TANRIOVER et al., 2021). A vacinação com 

dose dupla da BNT162b2 (Pfizer), vacina de mRNA foi avaliada em um estudo 

multinacional controlado por placebo, proporcionou 95% de proteção contra a 

Covid-19 em indivíduos com 16 anos ou mais (POLACK et al., 2020). Esse 

conjunto de dados mostra a eficácia da vacinação contra COVID-19 e a 

importância de entender como sistema imune responde a essas diferentes 

exposições. Com isso, é importante entender melhor sobre a resposta 

imunológica de memória desencadeada nos indivíduos vacinados com diferentes 

plataformas de vacina. O objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil de linfócitos T 

e B de memória e T foliculares em indivíduos vacinados para a COVID-19. 
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4.2 METODOLOGIA 

 

4.2.1 População do estudo 

 
Foi realizado um estudo de corte transversal nos indivíduos vacinados e 

convalescentes da COVID-19 no periodo de Março a Novembro de 2023. Um 

questionário online utilizando a plataforma do google forms foi divulgado por meio 

virtual, para a população responder informações sobre o esquema vacinal que foi 

aplicado        e                       a infecção por COVID-19. A partir disso, selecionamos 12 indivíduos 

doadores de plasma, de ambos os sexos (figura 1). Os indivíduos deveriam estar 

assintomáticos por  pelo menos 30 dias. Foram incluídos indivíduos maiores de 

18 anos, ambos os sexos e não incluídos no menores de 18 anos, gestantes, 

indivíduos com imunodeficiências e em uso de imunossupressores. 

 
Com base nas informações coletadas através do questionário, separamos em 

grupos que realizaram diferentes esquemas vacinais em: vacinação homóloga 

ou heteróloga e vacinação com 3 e 4 doses. As informações sobre a vacinação 

foram conferidas no cartão de vacinação físico ou no aplicativo para celular 

fornecido pelo Governo Federal do Brasil, o ConectSUS. Todos os indivíduos de 

todos os grupos doarão 30 mL de sangue total, coletado em tubos contendo 

heparina, para as análises propostas no estudo. 
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Figura 1: Fluoxograma de seleção dos participantes 

 
 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema vacinal dos subgrupos da população estudada. 

 

 

 

 

 
 



31 
 

4.2.2 Separação e cultura de células mononucleares do sangue periférico 

dos indivíduos vacinados e convalescentes para COVID-19 

 

Foram coletados 30mL de sangue total em tubos contendo heparina para que 

fossem separadas as células mononucleares do sangue periférico (CMSP) por 

meio do gradiente de concentração Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare 

Mississauga, ON, Canada). Foi ajustado a uma concentração de 1 x 107 

células/mL em meio RPMI, contendo 10% de soro fetal bovino inativado, 

penicilina 100U/mL, estreptomicina 100µL/mL, L-glutamina 2mM, 30mM HEPES 

(Life technologies GIBCO BRL, Gaithersburg, MD). Em seguida, um total de 2 x 

106 CMSP foram estimuladas com 2µg/mL da proteína RBD em RPMI completo 

e semeadas em placas de 24 poços a 37°C e 5% de CO2, por um período de três 

a cinco dias para diferenciação em células de memória. As células foram 

estimuladas ainda com 50 fl de toxóide tetânico (TT) como controle positivo da 

ativação de células de memória. 

 
4.2.3 Avaliação do fenótipo de linfócitos T e B de memória, células T 

foliculares circulantes e citocinas por citometria de fluxo 

 

Finalizado o tempo de cultivo, foi                                           adicionada brefeldina A (10 μg/ml; Sigma, St. 

Louis, MO) pelo período de 4h e incubada 37°C e 5% de CO2. Para marcação das 

células, foram adicionados 20µl/poço de anticorpos específicos para moléculas de 

superfície das células T e B de memória e células T foliculares, diluídos em 

solução de diluição de anticorpos (tampão salina fosfato - PBS 1x + azida 1M + 

fração V de albumina bovina - BSA) e as placas serão incubadas, protegidas da 

luz por 15 minutos a 4ºC. Foram realizadas 3 lavagens sucessivas utilizando-se 

solução de lavagem (PBS 1x + azida 1M + BSA), em seguida as células serão 

ressuspensas em 200 µl de formaldeído 2%, e adiquiridas utilizando-se o aparelho 

FACSCanto (Becton Dickinson), num total de 200.000 eventos. 

 

A estratégia de análise empregada teve como objetivo caracterizar 

fenotipicamente através da análise dos marcadores de superfície celular as 
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subpopulações de linfócitos de memória T CD4+CD45RO+CCR7+/- e B 

(CD4‑CD19+CD27+), além das células foliculares (TFH - CD4+PD1+CXCR5+) com 

anticorpos monoclonais contra marcadores de superfície celular, conjugados 

com fluorocromos isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE) e 

“cycrhome’’ (CY): PE-Cy7”, PerCP-Cy5.5, “Allophycocyanin” (APC), da 

eBioscience™ utilizando citometria de fluxo. 

 

A população de Linfócitos foi selecionada pela fluorescência inespecífica da 

dispersão direta (from the forward scatter - FSC) e dispersão lateral (from the 

side scatter - SSC) (Figura 2A). Para avaliar o perfil das células T de memória 

dos indivíduos vacinados para COVID-19, as culturas celulares foram estimuladas 

com antígeno RBD foram marcadas de acordo com a expressão de moléculas de 

superfície CD45RO, CCR7 e CD45RA, para classificá-las em: células T naive 

(CD45RO- CCR7+ ou CD45RA+ CCR7+), células T de memória central (TCM 

CD45RO+ CCR7+ ou CD45RA- CCR7+), células T efetoras de memória (TEM; 

CD45RO+ CCR7− ou CD45RA- CCR7-) ou células T de memória efetora 

terminalmente diferenciada (TEMRA; CD45RO− CCR7− ou CD45RA+ CCR7-) 

(Figura 2B). Além disso, selecionamos a população dos linfócitos B 

(CD3negCD19+ ) (Figura 2F), das células B de memória (CD19+CD27+) (Figura 

2G), e a população de células T folicular, separando em Folicullar helper 

(PD1hiCXCR5+) e Peripheral helper (PD1hiCXCR5neg) (Figura 2E). 
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Figura 3 Plots representando a estratégia de seleção das populações de células analisadas (A- 

G). 

 
 
 

4.2.4 ELISA no sobrenadante das culturas de células 

 
As placas de microtitulação com 96 poços foram revestidas com um volume de 

50 μl de 2 μg /mL de antígeno recomendado no kit para a citocina específica 

diluído em PBS 1x filtrado durante a noite a 4°C. As placas foram então 

bloqueadas por 2h a 37°C usando 200μL de ELISpot a 5% em 1x solução salina 

tamponada com fosfato (PBS). As amostras de soro/plasma foram então diluídas 

1:50 em  PBS 1x e 100 μL de cada amostra foram aplicados à placa de ELISA, 

revestida e incubada por 2 h a 37°C. As placas foram lavadas e incubadas com 

anticorpos marcados com HRP (Sigma Aldrich, MI, EUA), diluídos a 1: 2000 em 

albumina bovina (BSA) a 5% em  PBS 1x. Após incubação por mais 1h em 

temperatura ambiente, as placas foram lavadas e reveladas com substrato 

TMB/E (Merck Millipore, MA, EUA). Finalmente, a reação será interrompida com 

1M H2SO4 e os valores de densidade óptica foram lidos a 450nm (Spectramax, 

Molecular Devices Corporation Sunnyvale, CA.). O controle de soro negativo 

foi executado cada vez que o ensaio foi realizado. O valor de corte para 

amostras de soropositividade será definido como o valor médio na densidade 

óptica 450 (em uma diluição de 1:50) para as 16 amostras de soro negativas 

mais 3 desvios  padrão (SDs).
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4.2.5 Análises estatísticas 

 
Os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPadPrism 8.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA EUA). As diferenças entre as frequências 

de linfócitos de memória e a expressão de citocinas dos indivíduos 

convalescentes e vacinados para COVID-19 foram avaliadas com o teste Mann- 

Whitney para análises não pareado e não paramétrico. As frequências de células 

positivas são expressas em mediana (mínimo e máximo) da porcentagem ou a 

média de intensidade de fluorescência (MIF). As diferenças de concentração de 

anticorpos entre os grupos de pacientes convalescentes e vacinados foram 

determinadas pelo teste t de Student. As concentrações de anticorpos foram 

expressas em média e desvio padrão (pg/mL). A análise de correlação entre 

citometria de fluxo, dados de ELISA de imunoglobulina sérica total e dados 

clínicos foi realizada usando coeficientes de correlação de Pearson para 

conjuntos de dados iguais ou maiores que 35 valores ou correlação não 

paramétrica de Spearman para conjuntos de dados com menos de 35 valores. A 

significância estatística será estabelecida no intervalo de confiança de 95%. 

 
4.2.6 Considerações éticas e de biossegurança 

 
Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de 

Farmácia (número do parecer 4.697.661), da Universidade Federal da Bahia. 

Todas as informações obtidas através das análises das amostras coletadas 

foram mantidas sob sigilo e só teve acesso às mesmas, a equipe clínica e de 

pesquisadores. Todo o trabalho foi desenvolvido de acordo com os critérios da 

Regulamentação de Bioética no Brasil, Resolução 466/2012 de dezembro de 

2012 do Conselho Nacional de Saúde e resoluções complementares. 

 

Os doadores incluídos na pesquisa foram abordados conforme descrição 

anterior, aos próprios indivíduos ou a seus responsáveis, quando foram 

explicados os propósitos da pesquisa, operacionalização, possíveis riscos e 
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assistência, informações também contidas no Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE). A eles foi disponibilizado tempo para pensar se concordam 

ou não em participar, antes que sejam entrevistados mediante  questionário e 

assinem o TCLE. 

 

Os experimentos seguiram as normas de Biossegurança de acordo com a Lei no. 

11.105 de março de 2005. Os indivíduos que fazem parte dos grupos estudados 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) autorizando a 

utilização dos dados de prontuário e coleta e armazenamento de materiais 

biológicos. 
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4.3 RESULTADOS 
 

4.3.1 Dados demográficos 

 
 

Para avaliar o perfil dos linfócitos de memória e células T foliculares em 

indivíduos vacinados para COVID-19, recrutamos individuos partir das respostas 

fornecidas ao questionário, dos  83 que responderam, 12 individuos que tomaram 

a vacina e tiveram infecção foram selecionados e aceitaram participar. 

 
 

Individuos que responderam ao questionário (n = 82 ) 

Idade (média) (DP) 35,15 (±11,10) 

Gênero feminino (n) (%) 52 (63%) 

        Gênero masculino (n) (%) 30 (37%) 

Infecção (n) (%) 52 (63%) 

Individuos recrutados para análise imunológica (n = 12) 
 

Idade (média) (DP) 31,73 ( ±9,96) 

Gênero feminino (n) (%) 6 (50%) 

Gênero masculino (n) (%) 6 (50%) 

Infecção (n) (%) 12 (100%) 
Tabela 1. Características demográficas da população total que respondeu o questionário e 
foram recrutados para participar do estudo.
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Plataforma de vacinas (n=12) Número de doses (n=11) 

  Heterólogo   4 Doses  

Homólogo (n=7)  3 Doses (n=5) (n=6) 

(n=5) (100%) (100%) valor de p (100%) (100%) valor de p 

Idade (média) 
(DP) 

 
35,8 (± 11,65) 

27,86 (± 
7,15) 

nsa  
35,2 (± 13,63) 

27 (± 
4,05) 

 
Nsa 

Gênero feminino  4 0,02b  1 <0,0001b 

(n) (%) 2 (40%) (57,14%)  4 (80%) (16,66%)  

Infecção (n) (%) 5 (100%) 7 (100%) - 5 (100%) 6 (100%) - 

aTeste de Mannn-Witney; bTeste exato de Fisher. 

Tabela 2. Características demográficas dos subgrupos da população estudada. 
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4.3.2 Subpopulações dos linfócitos T de memória em indivíduos vacinados 

para o SARS-CoV-2 

 

Foi avaliada a frequência das subpopulações de células T NAIVE, células T de 

memória central (T CM), células T  efetoras de memória (T EM) ou células T de 

memória efetora terminalmente diferenciada (T EMRA) nas culturas de CMSP sem 

estímulo (WS), estimuladas com antígeno RBD (RBD) e com antígeno do toxóide 

tetânico (TT). Não foram observadas alterações na frequência das 

subpopulações de células de memória e entre os grupos. 
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Figura 4: Subpopulações de linfócitos de memória em culturas de CMSP sem estímulo (WS), 
estimuladas com antígeno RBD (RBD) e com antígeno do toxóide tetânico (TT). Frequência de 
linfócitos de memória NAIVE (A) memória efetora (TEM) (B) memória central (TCM) (C) e EMRA 
(TEMRA) (D) (Teste de Mann-whitney). O histograma e as barras representam a média e + DP. 
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4.3.3 Perfil de linfócitos B de memória e T foliculares específicos para o 

antígeno RBD do SARS-CoV-2 

 
Nas infecções virais, os Linfocitos B tem um papel fundamental na diferenciação 

em plasmocitos e na produção de anticorpos que atuam na neutralização, 

protegendo os individuos de reinfecções (POLLARD, BIJIKER; 2020). Nesse 

contexto, as células T foliculares (T FH) desempenham um papel fundamental 

auxiliando na produção de anticorpos pelos linfócitos B (ALONSO et al; 2021), e 

nos locais inflamatorios, fora dos tecidos não linfoides, as celulas T foliculares 

periferias (T PH) atuam exercendo a mesma função (YOSHITOMI H; 2022). 

Avaliamos o perfil dos linfócitos B baseado na expressão de CD3-CD19+CD27+ 

e também a frequência de células T FH e T PH marcando a expressão das 

moléculas PD1+ e CXCR5+. Não foram observadas alterações entre as 

populações WS, RBD e TT na frequência de células B e dos linfócitos Tfh 

periféricos, enquanto houve um aumento da frequência de células T folicular 

auxiliar estimuladas com antígeno RBD (p<0,03; Figura 5B). 

 
 

Linfocitos B 
A 

8 
  

 
6 

 

 
4 

 

 
2 

B Folicullar helper 

6 

 
 
 

4 
 

  

 
2 

 
 

C  Peripheral helper 

20 

 
 

15 

 

 
10 

 

 
5 

 

 

0 

WS RBD TT 

0 

WS RBD TT 

 
0 

WS RBD TT 

 

 

Figura 5: Frequência dos linfócitos B de memória (A), das células T foliculares helper (B) e 
células T folicular periférica (C) nas culturas sem estímulo (WS) estimuladas com antígeno RBD 
(RBD) e com antígeno do toxóide tetânico (TT) *p<0,03 (Teste de Mann-whitney). O histograma 
e as barras representam a média e + DP. 
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4.3.4 Determinação dos niveis de IL-10 e IFN-γ no sobrenadante das 

culturas de CMSP 

 
As citocinas expressas pelas células são importantes para a sinalização, 

desenvolvimento de uma resposta imunológica efetiva e para a regulação da 

resposta como, por exemplo, a IL-10 que tem função de regular as respostas 

inflamatórias (SARAIVA M; O’GARRA A. 2010) e o IFN-γ, citocina importante na 

resposta antiviral que aumenta as funções antimicrobianas e induz a um efeito 

antiviral nas células (KAK, et al; 2018). Estudos relataram aumentos significativos 

no número de células T secretoras de IFN-γ especificas para os antigenos do 

toxóide tetanico (MAYER S; et al, 2002). Com isso, avaliamos os níveis de IL-10 

e IFN-γ no sobrenadante das culturas de CMSP sem estímulo (WS), estimuladas 

com antigo RBD (RBD) e com toxóide tetânico (TT). Observamos aumento dos 

níveis de IL-10 (p<0,002; Figura 6A) e IFN-γ (p<0,04; Figura 6B) nas culturas 

estimuladas com RBD, e o aumento de IFN-γ nas culturas estimuladas com TT 

(p<0,007; Figura 6B). 
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Figura 6: Níveis de citocinas no sobrenadante das culturas de CMSP nas culturas sem estímulo 
(WS) estimuladas com antígeno RBD (RBD) e com antígeno do toxóide tetânico (TT). Dosagem 
de IL-10 (A) e IFN-g (B). *p <0,04 ** p<0,002 (Teste de Mann-whitney). O histograma e as barras 
representam a média e + DP. 
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4.3.5 Frequência das subpopulações de linfócitos T de memória 

específicos para o antígeno RBD do SARS-CoV-2 

 
Quando comparamos as diferentes subpopulações de células de memória 

estimuladas com antigeno RBD observamos maior frequência de células TEM 

(p<0,0017) e TEMRA (p <0,0001) em comparação às populações TCM. As 

populações de celulas TEMRA também foram maiores quando comparadas as 

populações TNAIVE, TCM e TEM (Figura 7A) 
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Figura 7: Frequência das subpopulações de linfócitos T de memória em culturas de CMSP 
estimuladas com RBD (A). ** p < 0,0017; *** p <0,0001 (Teste Kruskal-Wallis). O histograma e 
as barras representam a média e + DP. 
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4.3.6 Expressão intracelular de citocinas nas células de memória 

estimuladas com antígeno RBD 

 
Foi avaliada a expressão de citocinas pelas subpopulações de células de 

memória estimuladas com antígeno RBD. Observamos uma maior expressão 

intracelular   de      IFN-γ   na   subpopulação   T   CM    quando   comparada   as 

subpopulações TNAIVE e TEMRA (p<0,04; Figura 8A). Identificamos a maior 

expressão de TGF-β na subpopulação de células TCM quando comparada as 

populações T NAIVE (p<0,04) e T EMRA (p < 0,0008) e maior produção da citocina 

na subpopulação TEM quando comparada a pulação TEMRA (p<0,04; Figura 8B). 

Não observamos diferença estatística na expressão de IL-10 pelas 

subpopulações (Figura 8C) 
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Figura 8: Intensidade de fluorescência de citocinas pelas subpopulações de linfócitos de 
memória. Frequência das subpopulações de linfócitos T de memória expressando IFN-γ (A) TGF- β 
(B) IL-10 (C) em culturas estimuladas com antígeno RBD *p < 0,04 (Mann-whitney) ***p < 0,0008 
(Teste de Kruskal Wallis). O histograma e as barras representam a média e + DP. 
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4.3.7 Perfil das subpopulações de linfócitos T de memória na vacinação 

homóloga e heteróloga 

 
Foi analisada a frequência das subpopulações de células de memória nos grupos 

de vacinação homóloga e heteróloga. Observamos uma maior frequência de 

linfócitos na população T EMRA e T EM nos grupos homóloga e heteróloga, quando 

comparados a subpopulação de linfócitos T NAIVE e T CM (p<0,04 e p<0,007, 

respectivamente; Figura 9A). Não foram observadas diferenças estatísticas nos 

distindos protocolos avaliados. 
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Figura 9: Frequência dos subgrupos das células de memória em diferentes esquemas de 
vacinação homóloga e heteróloga (A) *p <0,04 p **<0,007 (Teste de Mann-whitney). O 
histograma e as barras representam a média e + DP. 
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4.3.8 Expressão intracelular de citocinas nas células de memória 

estimuladas com antígeno RBD na vacinação homóloga e heteróloga 

 
Foi analisada a expressão das citocinas nas subpopulações de celulas de memória 

nos grupos de vacinação homologa e heteróloga e encontramos que a expressão de 

TGF-β foi maior na população de células TCM quando comparados a população de 

células TEMRA (p<0,02; Figura 10B). 

 

 

 

 
 

 

Figura 10: Níveis de citocinas pelas subpopulações de linfócitos de memória. Frequência das 
subpopulações  de  linfócitos  T  de  memória  expressando  IFN-γ  (A)  TGF-β.  (B)  IL-10  (C)  em 
culturas de celulas de indivíduos com protocolos de vacina diferentes, estimuladas com antígeno 
RBD. *p <0,02 (Teste de Mann-whitney). O histograma e as barras representam a média e + DP. 
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4.3.9 Perfil de linfócitos B e células de memória T folicular na vacinação 

homóloga e heteróloga 

 
Foi analisado o perfil dos linfócitos B regulatórias, das células T folicular auxiliar 

(T FH) e periférica (T PH) nos subgrupos de vacinação homóloga e heteróloga, 

Observamos maior frequência de linfócitos B regulatórios no subgrupo da 

população homóloga quando comparado ao grupo de vacinação hieróloga 

(p<0,01; Figura 9A) e maior frequência de células T folicular periférica em ambos 

grupos(p <0,007; Figura 11B) 

 

 

 
 

Figura 11: Frequência das células B regulatórias (A), das células T auxiliar (TFH) auxiliares e 

periféricas (TPH) (B) em culturas estimuladas com antígeno RBD. *p<0,01 ** p< 0,007 (Teste de 

Mann-whitney). O histograma e as barras representam a média e + DP.
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4.3.1.1 Determinação dos niveis de IL-10 e IFN-γ no sobrenadante das 

culturas na vacinação homóloga e heteróloga 

 

Avaliamos a concentração de IL-10 e IFN-γ no sobrenadante das culturas de 

CMSP do grupo WS e RBD. Observamos um aumento na produção de IL-10 na 

população de células estimuladas com antígeno RBD no grupo de vacinação 

heteróloga (p <0,007; Figura 12A). Não observamos diferenças estatísticas entre 

os grupos na prodção de IFN-γ (Figura 12B).

  

 

 
 

 

Figura 12: Níveis de citocinas no sobrenadante das culturas de CMSP nas culturas sem estímulo 
(WS) e estimuladas com antígeno RBD (RBD) nos grupos de vacinação homologa e heterologa. 
Dosagem de IFN-γ (A) e IL-10 (B). p<0,007(Teste de Mann-whitney).  O histograma e as barras 
representam a média e + DP. 



47 
 

4.3.1.2 Perfil de da subpopulações de linfócitos T de memória na vacinação 

com 3 e 4 doses 

 
Analisamos a frequência das subpopulações de células de memória nos grupos 

de vacinação 3 e 4 doses. Observamos uma maior frequência de linfócitos na 

população T EMRA e T EM nos grupos homóloga e heteróloga, quando comparados 

a subpopulação de linfócitos T NAIVE e T CM (p <0,04 p <0,007; Figura 13A). Não 

identificamos diferença estatística entre os grupos. 
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Figura 13: Frequência dos subgrupos das células de memória em diferentes esquemas de 
vacinação 3 e 4 doses (A) *p < 0,04 p **<0,007 (Teste de Mann-whitney). O histograma e as 
barras representam a média e + DP. 
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4.3.1.3 Expressão intracelular de citocinas nas células de memória 

estimuladas com antígeno RBD na vacinação com 3 e 4 doses 

 
Avaliamos a expressão das citocinas nas subpopulações de células de memória 

nos grupos de vacinação 3 e 4 doses não encontramos diferença entre as 

subpopulações (Figura 14). 
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Figura 14: Intensidade de fluorescência de citocinas pelas subpopulações de linfócitos de 
memória. Frequência das subpopulações de linfócitos T de memória expressando IFN-γ (A) TGF- 
β. (B) IL-10 (C) em culturas estimuladas com antígeno RBD nos grupos de vacinação com 3 e 4 
doses (teste Mann-whitney). O histograma e as barras representam a média e + DP. 
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4.3.1.4 Perfil de linfócitos B e celulas T folicular nos diferentes na vacinação 

com 3 e 4 doses 

 
Avaliamos o perfil dos linfócitos B regulatórios, das células T folicular auxiliar e 

periférica nos subgrupos de vacinação com 3 e 4 doses. Observamos maior 

frequência de linfócitos B regulatórios no grupo WS da população com 3 doses 

quando comparado ao grupo estimulado com RBD (p <0,01; Figura 15A) e maior 

frequência de células T folicular periférica em ambos grupos (p <0,007; Figura 

15B) 
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Figura 15: Frequência das células B regulatórias (A), das células T folicular auxiliar e periféricas 
(B) em culturas estimuladas com antígeno RBD nos subgrupos de vacinação com 3 e 4 doses. 
*p<0,01 ** p< 0,007 (Teste de Mann-Whitney). O histograma e as barras representam a média e 
+ DP. 
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4.3.1.5  Determinação dos niveis de IL-10 e IFN-γ no sobrenadante das 

culturas na vacinação com 3 e 4 doses 

 

Avaliamos a concentração de IL-10 e IFN-γ no sobrenadante das culturas de 

CMSP do grupo WS e RBD. Observamos o aumento da produção de IL-10 na 

cultura estimulada com RBD no subgrupo de 3 doses (p <0,007; Figura 16A). Não 

observamos diferença nas outras populações de célula. 

 
                                         

0

200

400

600

800

IF
N

-
 (

p
g

/m
l)

3 Doses 4 Doses

A

0

100

200

300

IL
-1

0
 (

p
g

/m
L

)

0.0556

*

3 Doses 4 Doses

B

 

Figura 16: Níveis de citocinas no sobrenadante das culturas de CMSP nas culturas sem estímulo 
(WS) e estimuladas com antígeno RBD (RBD) nos grupos de vacinação homologa e heterologa. 
Dosagem de IFN-γ(A) e IL-10 (B). *p<0,007(Teste de Mann-whitney).  O histograma e as barras 
representam a média e + DP.
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4.4 DISCUSSÃO 

 
 

A COVID-19 é uma doença causada pela a infecção do virus SARS-CoV-2 que 

se expandiu por todos os paises, levando mais de 6.900.000 individuos a obito 

em todo mundo pela sindrome respiratoria aguda grave (Coronavírus última 

situação (Covid-19) | TRT Portuguese, [s.d.]), e mais de 700 mil mortes no Brasil 

(“Coronavírus Brasil”, 2024). Diante da pandemia, a urgencia em buscar 

alternativas que prevenissem a infecção e diminuissem os casos mais graves 

desencadeou a busca por vacinas e tratamentos como alternativa possivel e 

eficaz, protegendo a população. Vacinas vetoriais baseadas em adenovírus, 

vacinas de subunidade recombinante, vacinas de ácido nucleico e vacinas 

inativadas estão entre os tipos de vacinas atualmente desenvolvidas contra o 

SARS-CoV-2 (DONG Y, et al; 2020).  

Neste trabalho, avaliamos a resposta celular de mémoria e algumas citocinas 

importantes em individuos vacinados para COVID-19. A analise demográfica do 

estudo não mostrou diferenças na média da idade dos participantes em nenhum 

grupo avaliado. Entretanto, encontramos diferenças estatistícas com relação a 

proporção de gênero porém, esse dado foi encontrado ao acaso, ja que não 

foram aplicados esquemas diferentes de vacinação com relação ao gênero. 

Porém, estudos mostram que pacientes do sexo masculino tem uma maior 

probabilidade de desenvolver a doença de forma mais grave (CAMACHO MOLL 

et al., 2023). 

O presente estudo avaliou a subpopulações de linfócitos de memória nos 

individuos vacinados e não encontrou diferenças estatisticas entre os grupos 

WS, RBD e TT, contudo, quando avaliamos as subpopulações de células T de 

memória, nossos resultados mostraram maior frequência da população de células 

TEM e TEMRA em todos individuos que participaram do estudo, e quando 

avaliamos por diferentes protocolos de vacinação também. Os receptores de 

migração dos linfonodos são expressos pelas células naive (T NAIVE) e células 

T de memória central (T CM), que são abundantes nos linfonodos e exercem 

suas funções de maneira lenta. Em contraste, as células T s de memória efetora 

(T EM) e células T de memória efetora terminalmente diferenciada (T EMRA) 

expressam receptores 
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que estimulam a migração para tecidos inflamados, localizadas em locais de 

inflamação onde desempenham funções efetoras imediatas, como a produção 

de citocinas e respostas de citotoxicidade (CACCAMO N et al; 2005). Blackwell 

e colaboradores avaliaram os indivíduos após a vacinação com mRNA e 

relataram maiores populações substanciais de fenótipos respostas de células 

CD8+ T EM e T EMRA induzidas pela vacina, enquanto que as células T 

CD4+ consistiam principalmente de memória central T CM e memória efetora 

TEM ( BLACKWELL K, et al 2023). Em outro estudo, Yang e colaboradores 

relataram um aumento das subpopulações de T EMRA e T NAIVE, e diminuição 

das subpopulações T CM e T EM em pacientes que tiveram infecções por SARS-

CoV- 2 após reforços da vacina COVID-19 inativada (M YANG, et al; 2024). Outro 

estudo teve como objetivo caracterizar a qualidade das células T CD4+ e CD8+ 

específicas para vírus da dengue induzidas pela vacinação. As descobertas 

relatadas nesse trabalho, indicaram que a vacinação protetora contra o vírus da 

dengue induz células T EMRA CD4+ e CD8+ com múltiplas funções, o que implica 

que essas células T específicas para vírus podem contribuir para a imunidade 

protetora (GRAHAM N et al; 2020). Com esses resultados, identificamos a 

importância das células T de memória efetora e das células T de memória efetora 

terminalmente diferenciada na resposta contra reinfecções por SARS-CoV-2, 

elas desenvolvem suas funções efetoras protogendo esses individuos. 

As células B de memória desempenham um papel importante na gravidade da 

reinfecção por COVID-19. Durante uma segunda exposição ao SARS-CoV-2, as 

células B de memória circulantes são ativadas e rapidamente se diferenciam em 

células secretoras de anticorpos que se ligam a proteína S do SARS-CoV-2 e 

impedem que o vírus entre nas células hospedeiras bloqueando a interação do 

domínio de ligação ao receptor (RBD) com o ACE2 (CHEN, S et al; 2022). 

Estudos mostraram a persistência de células B de memória por até 6 meses em 

pacientes que tiveram COVID-19, conferindo uma proteção parcial contra 

possíveis reinfecções (SOKAL A et al; 2021). Nossos resultados mostraram 

maior frêquencia de células B de memória nos indivíduos que tomaram vacina 

com esquema homólogo quando comparado ao grupo com esquema vacinal 

heterólogo. Entretando,  estudos mostram que a vacinação heteróloga com 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/eji.200525983
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(21)00093-3?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867421000933%3Fshowall%3Dtrue
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reforço de mRNA resultou em respostas de anticorpos neutralizantes séricos e 

celulas B de memória significativamente maiores que aqueles individuos que 

tomaram reforço de ChAdOx1 (vacina de vetor viral) homólogo (KAKU V et al; 

2021), essa vantagem obtida na vacinação heteróloga foi identificada também 

em outro estudo onde os indivíduos que receberam a vacina Pfizer-BioNTech 

oito semanas após a dose inicial da AstraZeneca apresentaram poucos efeitos 

colaterais e uma forte resposta de anticorpos dois semanas após a segunda dose 

de reforço (M BOROBIA, 2021). Apesar dos resultados, os indivíduos que 

tomaram vacina com esquema homólogo, apresentaram mior frequência células 

B de memória, garantindo também a proteção desse grupo. 

Nossas análises se estenderam também a outras duas populações, as células T 

foliculares auxiliares (CD4+PD1+CXCR5+) que fornecem sinais para às células 

B dentro do centro germinativo, sendo essenciais para reconhecimento e 

produção de anticorpos de longa duração (HALE et al; 2013) e as celulas T 

foliculares periféricas (CD4+PD1+CXCR5-) que secretam CXCL13 de maneira 

intensa, uma quimiocina essencial para a formação de folículos linfóides em 

locais inflamatórios fora dos centros germinativos, e ajudam no estabelecimento 

da imunidade adquirida auxiliando as células B in situ, função semelhante as 

células T foliculares auxiliar (T PH) (YOSHITOMI H; 2022). Asashima e 

colaboradores mostraram que as células células TPH (PD-1hi CXCR5−) induzem 

plasmablastos 

CXCR3+ por meio do IFN-γ na fase inicial da infecção viral aguda usando a 

COVID-19 como um modelo in vivo de infecção viral humana. (ASASHIMA et al, 

2023). Em outro trabalho publicado, macacos rhesus foram separados por 

grupos, infundidos com plasma convalescente, normal ou sem infusão, e como 

resultado, observou-se um acúmulo temporário de células TFH proliferativas e 

monócitos pró-inflamatórios com perfil Th1 no sangue periférico. A infecção pelo 

SARS-CoV-2 produziu células TFH específicas para as proteínas spike e 

nucleocapsídeos do SARS-CoV-2, bem como o surgimento precoce de 

anticorpos IgG séricos antivirais (LAKSHMANAPPA S, et al; 2021). Nossos 

resultados mostraram maior frequência nas TPH quando comparadas a TFH 

auxiliares em todos os indivíduos que participaram do estudo e nos subgrupos 

https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.12.13.21267598v1
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com diferentes esquemas vacinais. Esses resultados mostram a importância 

dessas células na imunopatogênese da COVID-19 e na proteção fornecida por 

essas populações celulares, desempenhando suas funções auxiliando a 

produção de anticorpos antivirais. 

Avaliamos também a produção de citocinas pelas das células identificadas nesse 

estudo como, IL-10, IFN-γ e TGF-β. Analisamos a expressão dessas citocinas 

pelas células T de memória e avaliamos a produção de IL-10 e IFN-γ nos 

sobrenadantes das culturas de CMSP. A IL-10 tem um papel importante no 

desenvolvimento de quadros leves da COVID-19, suprimindo a inflamação 

pulmonar local e induzindo o acúmulo de células T específicas do vírus, além de 

promover células T de memória residente nas superfícies da mucosa respiratória 

(NELSON C, et al; 2023). Contudo, outro estudo mostrou um papel ambiguo da 

IL-10, indicando que que os níveis elevados da citocina protegem os pulmões 

enquanto interferem na eliminação viral, desde os estágios iniciais da infecção 

até a doença mais grave (LINDNER H, et al; 2021). Nossos dados não 

mostraram diferença na expressão de IL-10 pelos linfócitos T de memória 

entretanto, identificamos uma maior produção da citocina no sobrenadante das 

culturas de CMSP estimuladas com antígeno RBD, mostrando que outras células 

são fontes produtoras de IL-10, promovendo uma supressão da resposta 

imunológica que pode proteger esses indivíduos vacinados das formas mais 

graves da COVID-19 (SARAIVA; O’GARRA, 2010). Outra citocina analisada em 

nosso estudo foi o TGF-β, citocina resposnsavel por regular a produção de 

citocinas inflamatórias, função relatada e em um estudo publicado que 

demonstrou que a neutralização do TGF-β aumentou significativamente a 

infiltração celular da circulação e dificultou a resolução do espessamento alveolar 

causado pela COVID-19 (SIMA, 2023). Porém, outros resultados relatados 

mostraram em casos de COVID-19 grave, uma resposta imune crônica que é 

direcionada pelo TGF-β (FERREIRA-GOMES M et al. 2021), mostrando 

diferentes papéis dessa citocina na patogênese causada pela infecção do SARS- 

CoV-2. O IFN-γ aumenta a resposta imune contra diferentes espécies de vírus e 

células cancerígenas, atuando como importante componente da imunidade 

celular, sendo possível alvo para efeitos terapêuticos de diversos tipos de 

https://journals.aai.org/jimmunol/article/210/1_Supplement/75.05/265697/IL-10-promotes-tissue-resident-memory-T-cells-T-RM
https://www.frontiersin.org/journals/immunology/articles/10.3389/fimmu.2021.602130/full
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infecções e autoimunidades (KAK G et al; 2018). Como já foi relatado, quatro 

pacientes imunocomprometidos com COVID-19 se recuperaram sem nenhum 

sinal de hiperinflamação observado após o tratamento com interferon gama (VAN 

LAARHOVEN et al., 2021). Foi identificado uma maior expressão de TGF- β e 

IFN-γ pelas células de memória central e efetora mostando que apesar da sua 

menor frequência, são as subopulações que mais expressam citocinas ao serem 

expostas ao antígeno RBD do SARS-CoV-2 e desenvolvem suas funções. Esses 

resultados que encontramos sugerem uma grande importância dessas citocinas 

na resposta imunológica contra COVID-19. 
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4.5 CONCLUSÃO 

Diante do exposto, concluímos que nossos resultados mostraram um perfil das 

subpopulações de celulas T EM e T EMRA em todos os grupos avaliados, e uma 

maior frequência de celulas T foliculares periféricas, sendo as celulas T CM a 

subpopulação que mais expressa citocinas como TGF-β e IFN-γ. Observamos 

também maior frequencia de celulas B de memória no grupo de vacinação 

homóloga, sendo a única célula a apresentar diferença entre os grupos, com 

isso, concluímos que de maneira geral a resposta celular é semelhante e efetora 

independente do esquema vacinal ou da quantidade de doses aplicadas. 
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