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RESUMO 

Introdução: As vesículas extracelulares (VEs) exercem um importante papel na comunicação 

intercelular tendo em vista sua capacidade de interação facilitada com as células alvo, como 

também o carreamento de diversas moléculas, proteínas, material genético e lipídeos oriundos 

da célula de origem executando o papel de sinalização celular. No presente trabalho, avaliou- 

se o potencial imunomodulatório de vesículas extracelulares derivadas do plasma de pacientes 

com COVID-19, pacientes com Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG) e grupo controle. 

As análises foram baseadas no perfil fenotípico de células dendríticas derivadas de monócitos 

(mo-DC’s) sob influência destas vesículas, assim como, avaliação funcional das mo-DC’s na 

ativação de células T em uma reação leucocitária mista (MLR). Materiais e Métodos: As 

amostras de plasma de pacientes com COVID-19 (moderado ou grave), SRAG e grupo controle 

foram isoladas através do método de ultracentrifugação. Foi coletado sangue periférico de 

doador saudável para obtenção de monócitos para diferenciação em células dendríticas (mo-

DC’s) in vitro, utilizando as citocinas IL-4 e GM-CSF (50ηg/ml) e adicionando VEs de 

pacientes com COVID-19 (DC/VE COV), ou VEs de pacientes com SRAG (DC/VE SRAG), 

ou VEs do grupo controle (DC/VE CTRL) por 5 dias. Para maturação das DC’s foi adicionado 

LPS (lipopolissacarídeo) por 48 horas após a diferenciação. A análise fenotípica das DC’s foi 

realizada por citometria de fluxo avaliando os marcadores HLA-DR, CD80, CD86, CD11c, 

CD14 e PD-L1. A análise funcional dessas DC’s foi conduzida através de uma MLR com 

linfócitos T alogênicos com o objetivo de avaliar o perfil de resposta imune adaptativa induzida. 

Resultados: As DC/VE COV tiveram a expressão diminuída de HLA-DR e CD86 quando 

comparados com as DC/VE SRAG e DC/VE CTRL. Além disso, encontramos maiores níveis 

de CD14 nas DC/VE COV quando comparado com as DC/VE SRAG, sugerindo que as VEs 

de pacientes com COVID-19 promovem um perfil imaturo em mo-DC’s. As DC/VE COV 

cultivadas com linfócitos T alogênicos, induziram aumento nas frequências de células T 

reguladoras, bem como diminuição na produção de IL-2 pelas células T CD8+, aumento nos 

níveis de expressão de PD-1 nas células T CD8+, aumento na expressão de CTLA-4 em 

linfócitos T CD4+ e CD8+, o que sugere uma possível indução a tolerância periférica. Além 

disso, linfócitos T CD4+, co- cultivados com as DC/VE COV, produziram menores níveis de 

INFγ e TNF. Conclusão: Diante do exposto, conclui-se que as VEs derivadas de pacientes com 

COVID-19 moderado e grave são capazes de utilizar mecanismos para modular a resposta 

imune de modo a impedir a maturação das mo-DC’s e geração de resposta efetora mediada 

pelas células T CD4+ e CD8+. Neste estudo, tal mecanismo se mostrou característico da infecção 

por SARS-CoV-2 associada a casos moderados e graves, tendo em vista as disparidades nas 

respostas induzidas por VEs relacionados a outros tipos de doenças respiratórias com possível 

origem viral. 

Palavras-chave: células dendríticas; vesículas extracelulares; imunomodulação; COVID-19; 

SRAG. 



 

 

ABSTRACT 

Introduction: Extracellular vesicles (EVs) play an important role in intercellular 

communication due to their facilitated interaction with target cells, as well as the transport of 

various molecules, proteins, genetic material, and lipids originating from the parent cell, thus 

acting as cellular signaling mediators. In this study, the immunomodulatory potential of 

extracellular vesicles derived from the plasma of COVID-19 patients, Severe Acute Respiratory 

Syndrome (SARS) patients, and a control group was evaluated. Analyses were based on the 

phenotypic profile of monocyte-derived dendritic cells (mo-DCs) under the influence of these 

vesicles, as well as the functional evaluation of mo-DCs in activating T cells in a mixed 

leukocyte reaction (MLR). Materials and Methods: Plasma samples from COVID-19 patients 

(moderate or severe), SARS patients, and a control group were isolated using 

ultracentrifugation. Peripheral blood was collected from a healthy donor to obtain monocytes 

for in vitro differentiation into dendritic cells (mo-DCs) using IL-4 and GM-CSF cytokines 

(50ηg/ml) and adding EVs from COVID-19 patients (DC/EV COV), or EVs from SARS 

patients (DC/EV SARS), or EVs from the control group (DC/EV CTRL) for 5 days. For 

maturation of DC’s lipopolysaccharide (LPS) was added for 48 hours after differentiation. 

Phenotypic analysis of DCs was performed by flow cytometry evaluating the markers HLA- 

DR, CD80, CD86, CD11c, CD14, and PD-L1. The functional analysis of these DCs was 

conducted through an MLR with allogeneic T lymphocytes to assess the profile of induced 

adaptive immune response. Results: DC/EV COV showed decreased expression of HLA-DR 

and CD86 compared to DC/EV SARS and DC/EV CTRL. Additionally, we found higher levels 

of CD14 in DC/EV COV compared to DC/EV SARS, suggesting that EVs from COVID-19 

patients promote an immature profile in mo-DCs. DC/EV COV cultured with allogeneic T 

lymphocytes induced an increase in regulatory T cell frequencies, as well as a decrease in IL-2 

production by CD8+ T cells, an increase in PD-1 expression in CD8+ T cells, an increase in 

CTLA-4 expression in CD4+ and CD8+ T lymphocytes, suggesting a possible induction of 

peripheral tolerance. Moreover, CD4+ T lymphocytes co-cultured with DC/EV COV produced 

lower levels of INFγ and TNF. Conclusion: Based on the findings, it is concluded that EVs 

derived from moderate and severe COVID-19 patients are capable of using mechanisms to 

modulate the immune response to prevent the maturation of mo-DCs and the generation of 

effector responses mediated by CD4+ and CD8+ T cells. This mechanism was characteristic of 

SARS-CoV-2 infection associated with moderate and severe cases, considering the disparities 

in EV-induced responses related to other types of respiratory diseases with possible viral origin. 

Keywords: dendritic cells; extracellular vesicles; immunomodulation; COVID-19; SARS. 
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CTLA-4 - Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4 (Proteína 4 associada a linfócitos T 

citotóxicos) 

DC - Dendritic cell (Célula Dendrítica) 

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid (Ácido etilenodiamino tetra-acético) 

Foxp3 - Forkhead box P3 (Fator de transcrição “forkhead box” P3) 

GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Fator de Crescimento de Colônia 

de Granulócito e Macrófago) 

HD - Healtly donor (doador saudável) 

HLA-DR - Human Leukocyte Antigen- D Related (Antígeno Leucocitário Humano DR/MHC 

classe II) 

IFN - Interferon 

IL - Interleukin (Interleucina) 

iDC - Immature Dendritic Cells (Células dendríticas imaturas) 

IgG - Immunoglobulin G (Imunoglobulina G) 

ILVs - Intraluminal vesicles (Vesículas intraluminais) 

ISEV – International Society of Extracellular Vesicles (Sociedade Internacional de Vesículas 

Extracelulares). 

LPS - Lipopolissacarídeo 

mDCs - Mature Dendritic Cells (Células dendríticas maduras) 

MET - Microscopia eletônica de transmissão 

MFI - Median fluorescence intensity (Intensidade Mediana de Fluorescência) 

MHC - Major histocompatibility complex (Complexo principal de histocompatibilidade) 



 

 

miRNAs - MicroRNAs 

MLR - Mixed leukocyte reaction (Reação mista de linfócitos) 

mRNAs - RNAs mensageiros 

Mo-DC(s) - Célula(s) dendrítica(s) diferenciada(s) in vitro a partir de monócito(s) 

MVBs - Multivesicular bodies (Corpos multivesiculares) 

PBMCs - Peripheral blood mononuclear cell (Células mononucleadas do sangue periférico) 

PBS - Phosphate buffered saline (Solução salina tamponada com fosfato) 

PD-1 - Proteína 1 de morte celular programada 

PD-L1 - Ligante à proteína 1 de morte celular programada 

PRR - Pattern recognition receptors (Receptor de reconhecimento de padrões) 

RNAs - Ribonucleic acid (Ácido ribonucleico) 

RPMI - Roswell Park Memorial Institute Medium (Meio Roswell Park Memorial Institute) 

SDS - Sodium dodecyl sulfate (Dodecil sulfato de sódio) 

SFB - Soro fetal bovino 

TCR - T cell receptor (Receptor de células T) 

TGF - Fator de crescimento transformador β 

Th - T helper (Células T auxiliaries) 

TLR - Receptor tipo Toll 

TNF - Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral) 

TReg - Linfócitos T reguladores 

VE/VEs - Vesículas extracelulare
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 COVID-19 

 

1.1.1 Biologia e Transmissão 

 

 

A doença do novo Coronavírus, também conhecida como COVID-19 é causada pelo 

vírus SARS-CoV-2 e teve sua origem registrada inicialmente em Wuhan, província de Hubei, 

na China, no mês de dezembro de 2019. Desde então, evidências têm sugerido a origem 

zoonótica do SARS-CoV-2 pela proximidade genética superior a 95% com Coronavírus de 

morcegos e mais de 90% com o genoma do Coronavírus de pangolins, assim como, significativa 

similaridade com outros tipos de Coronavírus que infectam humanos (ZHANG et al., 2020; 

ZI-WEI YE et al., 2020). Os Coronavírus pertencem à ordem Nidovirales, família 

Coronaviridae, subfamília Orthocoronavirinae, que se subdivide em 4 gêneros: 

Alphacoronavirus, Betacoronavirus (a qual pertence o SARS-CoV-2), Deltacoronavirus e 

Gammacoronavirus. São vírus de RNA fita simples, envelopados e possuem glicoproteínas 

transmembrana, glicoproteína spike (espícula) e proteínas do envelope viral que envolvem seu 

nucleocapsídeo (CASCELLA et al., 2022) (Figura 1). 

 

 

Figura 1 - Estrutura do vírus SARS-CoV-2. Imagem representativa de corte transversal do SARS-CoV-2 

evidenciando suas estruturas e proteínas importantes na fisiopatologia viral. Fonte: Adaptado de Bergmann, 

Silverman, 2020. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ye%20ZW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32226286
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Durante os quatro anos de pandemia o SARS-CoV-2 sofreu mutações significativas em 

seu material genético impactando diretamente sua transmissibilidade e severidade da infecção. 

A partir deste contexto, a Organização Mundial da Saúde (OMS) criou classificações 

denominadas variantes de preocupação (variants of concern / VOCs) e variantes de interesse 

(variants of interest / VOIs). As VOIs são identificadas quando observadas mutações que podem 

se relacionar com a maior dispersão viral, infectividade, transmissibilidade e pode vir a se tornar 

uma VOC quando tais aspectos se comprovem a partir de um monitoramento epidemiológico 

constante (PAHO, 2023). Outra denominação utilizada pela OMS são as VUMs (Variants 

Under Monitoring), variantes sob monitoramento, sendo elas caracterizadas por sofrerem 

mutações em regiões antigênicas conhecidas, porém, quando as evidências de seu impacto 

fenotípico e epidemiológico ainda não são claras. Desde maio de 2021 a OMS atualizou os 

nomes das variantes já existentes usando o alfabeto grego como referência para as novas 

classificações. Atualmente são conhecidas cinco VOCs sendo Alpha; inicialmente identificada 

no Reino Unido em setembro de 2020, Beta; identificada na África do Sul em maio do mesmo 

ano, Gama; identificada em Manaus em novembro de 2020, Delta, na Índia em outubro de 2020 

e a mais recente Ômicron inicialmente identificada em novembro de 2021 na África do Sul. 

O modo de transmissão já conhecido do vírus se dá pelo contato direto ou indireto em 

boca, nariz e olhos com secreções respiratórias de indivíduos contaminados através de algum 

mecanismo dispersor como a fala, tosse, espirros, coriza, contato direto com fluidos 

contaminados, dentre outros. A entrada do vírus em seu hospedeiro ocorre pela ligação do 

domínio de ligação do receptor (receptor-binding domain - RBD) da proteína Spike com a 

enzima conversora de angiotensina 2 (ACE 2 - angiotensin-converting enzyme 2) presente nas 

células do hospedeiro, implicando em uma fusão de membrana e penetração do vírus. O 

receptor ACE2 é bem expresso em células epiteliais de órgãos humanos como pulmão, coração, 

fígado, rins e células endoteliais. Outros animais também possuem o ACE2 expresso em seus 

tecidos como os macacos, camundongos, gatos, bovinos e suínos, assim como, os que 

conhecidamente já estão associados à transmissão zoonótica de doenças respiratórias tais como 

as civetas, pangolins e galinhas (FRANCISCHETTI et al., 2020; HABAS et al., 2020; SUN, et 

al., 2020). As infecções associadas aos Coronavírus humanos têm como característica principal 

atingir o trato respiratório, por vezes causando sintomas gripais gerais como febre, tosse, mal 

estar, congestão nasal, dentre outros, também podendo evoluir para quadro grave (OPAS, 

2022). A Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG) é caracterizada por um conjunto de 

sintomas respiratórios de maior severidade como a dispnéia, baixa 



19  

 

saturação de oxigênio (<95%), febre alta, mialgia, dentre outros. A SRAG, ou SARS (do inglês: 

Severe Acute Respiratory Syndrome) foi descrita pela primeira vez em uma epidemia com 

origem no sul da China onde houve a classificação do SARS-CoV-1, no ano de 2002 

(STADLER et al., 2003). Atualmente o mundo ultrapassa de 700 milhões de casos confirmados 

de COVID-19 com aproximadamente 7 milhões de óbitos (WHO, 2024) (Figura 2). No Brasil, 

até fevereiro de 2024, há um total aproximadamente 38 milhões de casos confirmados, com 

cerca de 710 mil óbitos (Coronavírus Brasil, 2024). 

 

 

 
Figura 2 – Mapa da COVID-19 no mundo. Representados no mapa as regiões divididas pela Organização 

Mundial da Saúde com marcação da densidade de casos registrados. Os pontos sugerem as regiões com registros 

e sua respectiva densidade de casos. Atualmente no mundo cerca de 774 milhões de pessoas já foram contaminadas 

pelo vírus SARS-CoV-2 (Atualizado em fevereiro de 2024). Fonte: Adaptado de WHO. 

 

 

 

1.1.2 Profilaxia, Diagnóstico e Tratamento 

 

 

Todas as medidas de prevenção para contenção de vírus respiratórios devem ser 

seguidas como o uso correto de máscaras cobrindo boca e nariz, distanciamento social, 

isolamento em casos detectáveis, higienização constante das mãos dentre outros (OPAS, 2022). 

Atualmente há no Brasil a distribuição de vacinas contra o SARS-CoV-2 já aprovadas 
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e/ou autorizadas para uso pela ANVISA. A nacional Coronavac (Butantan) que utiliza da 

tecnologia do vírus inativado, Oxford (Astrazeneca) e Jansen (Jansen-Cilag) elaboradas a partir 

de um vetor adenovírus recombinante e Corminaty (Pfizer/Wyeth) que usa a tecnologia do RNA 

mensageiro, assim como, as vacinas bivalentes aprovadas no segundo semestre do ano de 2023 

pela ANVISA (Corminaty e Spikevax). A vacinação infantil já ocorre em crianças acima de 

seis meses e já está incluída no Calendário Nacional de Vacinação desde janeiro de 2024 

(BRASIL, 2024). 

O diagnóstico padrão-ouro da infecção por SARS-CoV-2 atualmente é o exame de RT-

PCR preferencialmente realizado entre o terceiro e quinto dia após o início dos sintomas. Este 

método diagnóstico visa a detecção de regiões do genoma viral por amplificação do material 

genético, como as proteínas estruturais do vírus: S (spike), N (nucleocapsídeo) e E (envelope) 

e possui maior sensibilidade e especificidade para detecção de casos. Possuindo uma menor 

sensibilidade comparado ao exame de RT-PCR, o diagnóstico pela busca por antígenos virais 

por imunodiagnóstico, conhecidos como testes rápidos também são amplamente adotados, 

principalmente devido a sua celeridade e maior viabilidade de aplicação em laboratórios e 

farmácias. A adoção de técnicas sorológicas como ELISA e quimioluminescência para a 

detecção de anticorpos não são mais utilizadas como método diagnóstico, pois se desviam do 

período de infecção, e devido ao início da vacinação não possui mais a capacidade de 

rastreabilidade de casos (OPAS, 2021). 

As formas de tratamento para a COVID-19 disponíveis atualmente no Brasil, todas sob 

prescrição médica, são as drogas anti-inflamatórias, que visam a diminuição de uma resposta 

inflamatória exacerbada e possível agravamento da doença, como o glicocorticóide 

Dexametasona (WHO, 2021) e o Baricitinib. Outra alternativa para o tratamento da doença são 

os medicamentos inibidores de proteases e de inibição da replicação viral como o Rendesivir, 

e mais recentemente o Paxlovid (Nirmatrelvir + Ritonavir) que possui uma autorização 

emergencial pela ANVISA (CONITEC, 2022). 

 

1.1.3 Aspectos imunológicos da COVID-19 

 

 

A resposta imune inata na infecção por SARS-CoV-2 é ativada a partir dos receptores 

do tipo Toll (TLR - Toll like receptor) presentes em células do sistema imune do hospedeiro 

como os macrófagos, neutrófilos e células dendríticas. Receptores como TLR3 e TLR4 exercem 

papel crucial na sinalização para a produção de citocinas pró-inflamatórias em 
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infecções virais como IL-1, IL-6, INFs e TNF-α após o reconhecimento de PAMP’s e/ou 

DAMP’s (Padrão Molecular Associado a Patógenos / Padrão Molecular Associado ao Dano). 

No contexto da COVID-19, algumas citocinas já se encontram diferentemente reguladas de 

acordo com a severidade da doença, por exemplo, a baixa a produção de INF do tipo I em cerca 

de 10 dias após o início dos sintomas no plasma de pacientes em estado moderado, grave e 

crítico. (HADJADJ et al., 2020) (Figura 3). Já é descrito que o SARS-CoV-2 possui algumas 

estratégias de evasão da imunidade primária sendo capaz de escapar do reconhecimento de 

sensores antivirais inatos, como a cascata de produção de IFN’s do tipo I e III, através de suas 

próprias proteínas não estruturais como as Nsp’s e proteínas acessórias como as ORF’s (LOW 

et al., 2022; RASHID et al., 2022; ZHANG et al., 2021). No ambiente da infecção, o intenso 

recrutamento de leucócitos e a super ativação do sistema imune inato podem levar a uma 

produção exacerbada de citocinas pró-inflamatórias conhecida como tempestade de citocinas 

ocasionando danos teciduais, como por exemplo nos quadros de injúria tecidual. Estudos 

sugerem que a IL-6, por exemplo, possui uma íntima relação com os casos mais graves da 

doença devido à presença elevada de macrófagos em tecidos atingidos, em alguns casos 

denominados como Síndrome da Ativação de Macrófagos (McGONAGLE et al. 2020; 

OKABYASHI et al. 2006; PARK, 2020). Contudo, a maior razão neutrófilos- linfócitos no 

sangue também está relacionada com um pior prognóstico da doença no período inicial da 

infecção (LIU et al. 2020). Os mecanismos de evasão do sistema imune do SARS- CoV-2 são 

muito eficientes, portanto, quanto maior o tempo para o sistema imune detectar o vírus maior 

pode ser o dano devido a sua rápida replicação no trato respiratório superior e outros tecidos 

(SETTE; CROTTY, 2021). 
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Figura 3 – Aspectos fisiopatológicos da infecção por SARS-CoV-2. No estágio primário da infecção por SARS-

CoV-2, o vírus começa a replicar-se e a espalhar-se pelo trato respiratório superior. O hospedeiro inicia a resposta 

imune inata mediada por citocinas e interferons antivirais que inicia a resposta imune adaptativa. Nas fases iniciais, 

as pessoas infectadas apresentam sintomas de febre, mal-estar, tosse e produção de muco, aumentando o potencial 

de transmissibilidade. Se o hospedeiro conseguir ter uma boa resposta mediada por IFN nesta fase e uma regulação 

adequada da imunidade em relação à carga viral, a replicação viral seria interrompida e a eliminação viral será 

iniciada para limitar a gravidade da doença nesta fase. Estágio tardio: se o vírus não puder ser erradicado em tempo 

hábil, provavelmente devido a uma resposta inflamatória/interferon mediada por PAMP de forma tardia, a resposta 

imune muda para uma reação inflamatória inespecífica dominada pela sinalização de padrão molecular associado 

a danos (DAMP) originada das células hospedeiras infectadas por vírus danificadas ou disfuncionais. As células 

hospedeiras sofrem apoptose persistente, necrose ou piroptose que podem amplificar o dano tecidual. O ambiente 

inflamatório também desencadeia a expressão do fator tecidual ativado nas células endoteliais, macrófagos e 

neutrófilos, aumentando assim a ativação da cascata de coagulação nos pulmões, causando trombos 

microcirculatórios e SRAG e aumentando a gravidade e a mortalidade da doença. Fonte: Adaptado de Zhu et al. 

2023. 

 

 

Na resposta imune adaptativa os achados sugerem o forte papel imunossupressor de 

SARS-CoV-2 a partir da avaliação da contagem de linfócitos que se torna muito reduzida em 

indivíduos com COVID-19 em estado grave, afetando, por exemplo, a resposta imune 
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humoral que se torna incapaz de neutralizar o vírus (HUANG et al., 2020). O marcador PD-1 

(proteína de morte celular programada em linfócitos T) também se torna mais expresso em 

indivíduos com COVID-19 grave revelando o processo de exaustão do sistema imune (PACES 

et al., 2020). Além disso, durante a fase crítica de COVID-19, foi encontrado elevada 

frequência de células T reguladoras (Tregs) PD1+, no pulmão de pacientes com COVID-19 

grave que não sobrevivem, caracterizando Tregs disfuncionais (GONÇALVES- PEREIRA et 

al., 2023). As células T CD4 encontram-se mais presentes em indivíduos em fase aguda e 

possui uma correlação negativa com a severidade da doença podendo indicar seu forte papel 

modulador destacando a importância de Th1 no recrutamento de células do sistema imune inato 

para o local da infecção e a produção de citocinas como IFN-γ, assim como, ativação de células 

B de memória (BRAUN et al., 2020). O receptor de quimiciona CCR6+ expresso em células T 

CD4 é associado à migração destas células para tecido mucoso, sendo a produção de IL-22 por 

T CD4 nestes tecidos, relacionada ao reparo tecidual, reforçando no contexto da COVID-19, a 

importância de T CD4 na proteção ao dano pulmonar (MODERBACHER et al., 2020; SETTE; 

CROTTY, 2021). A presença de células T CD8 encontradas em indivíduos em fase aguda 

também está associada a um melhor prognóstico da doença observada a sua capacidade de 

identificar muitos antígenos de SARS-CoV-2 como a proteína do nucleocapsídeo, membrana e 

Spike (SEKINE et al., 2020; SETTE; CROTTY, 2021). Com relação aos títulos de anticorpos 

em indivíduos infectados com SARS-CoV-2, na ausência de imunização vacinal, alguns estudos 

revelaram altos níveis de soroconversão após aproximadamente o décimo dia de início de 

sintomas, sugerindo também uma correlação positiva entre o aumento da carga viral e os títulos 

de anticorpos encontrados (AMANAT et al., 2020; LONG et al., 2020; ROBBIANI et al., 

2020). Anticorpos IgG anti-RBD (Spike) e anti-proteína N (nucleocapsídeo) são os mais 

comumente encontrados em indivíduos infectados (SETTE; CROTTY, 2021). A vacinação 

contra COVID-19 mostrou-se eficaz na redução de casos e da severidade da doença (PAHO, 

2022). Segundo Tang J. et al. (2022), a vacinação com imunizantes de mRNA mostrou, in vivo, 

menores níveis de anticorpos neutralizantes em lavados broncoalveolares, porém maiores níveis 

em circulação no sangue. Houve o aumento de células B e T de memória em circulação 

comparada a indivíduos convalescentes revelando que a vacinação tem importância 

significativa no contexto de uma infecção primária. Achados também reforçam a persistência e 

aumento de células B de memória até nove meses após vacinação com vacinas de mRNA 

(TERRERI et al., 2022). 

Mulheres e homens tendem a desenvolver respostas diferenciadas pela imunidade inata 

e adaptativa, sendo os homens considerados mais susceptíveis a desenvolverem casos 
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mais graves da doença. Agrawal et al. (2021) associam a diferença de gênero na severidade da 

COVID-19 aos níveis de CXCL-10 encontrados na população masculina em resposta ao INF- 

ɣ, assim como, a maior quantidade de linfócitos T citotóxicos encontradas em PBMC’s de 

mulheres. O hormônio sexual feminino, estradiol, também sugere relação positiva com os níveis 

de INF’s do tipo I, essencial citocina anti-viral (PECKHAM et al., 2020). Sabe-se atualmente 

que a idade também se classifica como fator de risco, sendo a população idosa mais propensa a 

desenvolver o estado grave da doença. Em idosos atribui-se a menor quantidade de células T 

CD4+ imaturas circulantes ao risco de agravamento do estado de saúde (MODERBACHER et 

al., 2020). Pessoas mais jovens e crianças por sua vez detém uma maior quantidade de células 

T CD4 e apresentam resposta mais rápida. Todavia, em crianças menores de treze anos há 

relatos de casos do desenvolvimento da Síndrome Inflamatória Multissistêmica Pediátrica 

(SIM-P) após diagnóstico de infecção pelo SARS- CoV-2, caracterizada por sintomas muito 

similares à doença de Kawasaki, como rash cutâneo, inchaço, conjuntivite, linfadenopatias e 

danos cardíacos (WHO, 2021). Consiglio et al. (2020) demonstraram uma relação entre o 

desenvolvimento da síndrome com a baixa contagem de linfócitos T CD4+, assim como, a 

presença de autoanticorpos, sendo portanto, administrados nos casos de SIM-P a 

imunoglobulina intravenosa e corticosteróides. 

Ao longo dos anos em que vivenciamos a pandemia de COVID-19 no mundo, alguns 

achados clínicos e laboratoriais evidenciaram o surgimento de complicações de médio a longo 

prazo na saúde de pessoas infectadas, logo, a COVID longa é um termo recentemente usado 

para designar tais eventos. A COVID longa pode ser caracterizada pela persistência de alguns 

sintomas derivados da infecção pelo SARS-CoV-2 no período acima de 12 semanas, tais como, 

fadiga, sudorese, falta de ar sem esforço físico demasiado, sintomas neurológicos como a dor 

de cabeça, depressão e ansiedade, sintomas sistêmicos como desconforto abdominal, quadros 

de diarréia, mialgia, artralgia, rash cutâneo, urticária, dentre outros (YONG, 2021; ZHANG, et 

al., 2023). Alguns estudos demonstram que a COVID longa pode estar associada à presença de 

autoanticorpos, maiores níveis de INF’s circulantes meses após infecção e a super ativação de 

células do sistema imune inato com a baixa contagem de linfócitos T e B naive (PALMON et 

al., 2022; PLASSMEYER et al., 2022). Segundo Liew et al. (2023), assinaturas proteômicas 

dos achados na COVID longa também têm ajudado a esclarecer os quadros encontrados dentre 

os subtipos de sintomas (Figura 4). As células dendríticas possuem também um importante 

papel na resolução do quadro de COVID longa estando relacionada com a efetividade do 

clearance viral, sendo sua diminuição relacionada a uma inflamação mais persistente e 

duradoura (ZHANG, et al., 2023). 
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Figura 4 – Proteínas envolvidas nos subtipos de COVID longa. A COVID longa possui subtipos identificados 

ao longo de pesquisas realizadas em indivíduos com sintomas persistentes, geralmente após a 12a semana de 

infecção. Alguns destes sintomas podem ser neurológicos, gastrointestinais e cardiorrespiratórios. Algumas 

proteínas estão intrinsecamente relacionadas a tais sintomatologias descritas por indivíduos pós infecção. Fonte: 

Adaptado de Liew et al. 2023. 

 

 

 

1.2 Células Dendríticas 

 

 

As células dendríticas (DC’s – dendritic cells) fazem parte da imunidade inata e são um 

dos tipos de células apresentadoras de antígenos profissionais (APC’s - antigens- presenting 

cells) presentes em nosso sistema imunológico, assim como, macrófagos e linfócitos B. São 

responsáveis pela sinalização de linfócitos T e ótimas ativadoras de células T imaturas (Figura 

5). As DC 's se subdividem em dois tipos: convencionais (cDC’s) e plasmocitóides (pDC’s) a 

depender de onde estão situadas (LIU; NUSSENZWEIG, 2010). As cDC’s se subdividem em 

DC’s migratórias, residentes de tecidos linfóides e derivada de monócitos (mo-DC’s). DC’s 

migratórias se originam de tecidos subcutâneos como derme e submucosa migrando aos 

linfonodos pela via linfática aferente, já as residentes de tecido 
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linfóide são encontradas em órgãos como timo e baço, assim como os linfonodos, e por fim, as 

mo-DC’s são diferenciadas sob condições inflamatórias. O marcador CD8 alfa, presente em 

cDC’s, tem sido associado à maquinaria de apresentação cruzada de antígenos (ALLAN et al., 

2003). As pDC’s são encontradas circulando no plasma e conhecidamente produtoras de IFN-

alfa durante infecções virais, onde penetram em tecidos linfóides pelo sangue, sendo também 

fenotipicamente imaturas quando em estado de não infecção e consideradas pouco 

estimuladoras diretas de linfócitos T (BELZ et al., 2009; STEINMAN; HEMMI, 2006). 

 

 
Figura 5 – Ligantes de células dendríticas e linfócitos T. A ativação e inibição de linfócitos T são mediados por 

moléculas coestimulatórias ou reguladoras, respectivamente. Após o primeiro sinal de ativação, desencadeado por 

apresentação antigênica via MHC-II ao TCR, o segundo sinal é desencadeado pela ligação de CD80/CD86 ao 

receptor CD28 do linfócito, assim como, CD40 em CD40L no caso de modulação positiva ou de ativação. A 

modulação negativa/imunossupressora/reguladora ocorre no caso de interação entre CD80/86 ou PD- L1 aos 

respectivos receptores CTLA-4 ou PD-1 nos linfócitos. Fonte: Adaptado de Imagens BioRender. 

 

A maquinaria de apresentação antigênica se inicia com o processamento do antígeno 

pelas DC’s e logo em seguida, a formação do complexo peptídeo / MHC (do inglês: major 

histocompatibility complex) ou HLA em humanos (do inglês: human leukocyte antigen) gerado 

no retículo endoplasmático e levado até a superfície celular. Ao migrar para regiões que abrigam 

linfócitos como os linfonodos, os peptídeos apresentados no MHC das DCs são reconhecidos 

pelo receptor e células T (TCR) dos linfócitos e desencadeiam o início da sinalização. Este 

primeiro processo de apresentação de antígeno, mediado por MHC + peptídeo interagindo com 

o TCR é chamado de sinal 1 de ativação. O sinal 2 promove a sobrevivência dos linfócitos T 

e ocorre a partir da interação entre as moléculas co- 
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estimulatórias presentes na superfície das DCs (e outras APCs) e linfócitos T (Figura 5) 

(ANDERSON e SIAHAAN, 2003). São reconhecidos como sinais positivos, aqueles que 

estimulam a ativação dos linfócitos a partir de sua ligação, como por exemplo, a ligação de 

moléculas membros da família B7 (CD80 e CD86 respectivamente) em DC’s, com o CD28 

expresso nos linfócitos, assim como CD40 e CD40L, que desencadeia a produção de algumas 

citocinas inflamatórias em APC’s como IL-1, IL-6, IL-12, INF e TNF, sendo este o sinal 3, que 

promovem a diferenciação dos linfócitos T ativados. A ligação ICOS-L em ICOS também ativa 

a produção de citocinas como IL-5, IL-4 e a função efetora de células T, auxiliando também na 

formação de células T de memória (MARINELLI et al., 2018). Portanto, as moléculas co-

estimulatórias são peças chave no processo imunológico devido a tais interações e o terceiro 

sinal ocorre para melhor direcionamento do tipo de resposta de linfócitos T. 

Sinais negativos são reconhecidos por inibir a ativação do linfócito, como por exemplo, 

a ligação de CD80/86 de células dendríticas com a molécula CTLA-4 (do inglês: cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein 4) expressa em linfócitos, desencadeando um sinal de regulação 

nestas células, suprimindo a resposta inflamatória. CTLA-4 possui uma maior afinidade com o 

receptor CD80 em APC’s do que CD28, sendo um mecanismo importante de manutenção da 

homeostase, impedindo respostas descontroladas dos linfócitos T (VAN COILLIE et al., 2020). 

CTLA-4 é considerada uma molécula de checkpoint imunológico, assim como PD-1 e atuam 

como reguladores da resposta imunológica. A molécula PD-L1 (ligante de PD-1) em células 

dendríticas é um marcador co-inibitório pois, devido à sua ligação com PD-1, expresso em 

linfócitos, leva ao desenvolvimento da tolerância imunológica, prevenindo uma resposta imune 

excessiva que pode levar a destruição tecidual. Por outro lado, a expressão de PD-1 em 

linfócitos T CD8+ está associado a um fenótipo de exaustão e senescência linfocítica muito 

observado em infecções crônicas ou câncer (KURACHI, 2019; SARESELLA et al., 2012). 

No caso de haver somente o sinal 1 de ativação, com a ausência dos sinais subsequentes, 

os linfócitos T assumem o papel de tolerância que pode ser motivado por células dendríticas 

que tenham sofrido algum tipo de deleção em seus receptores co- estimulatórios, como também, 

induzidas a um fenótipo regulador (TAI et al., 2018). Células dendríticas reguladoras podem 

ser induzidas através da presença citocinas anti-inflmatórias como IL-10 e TGFβ, assim como, 

vitamina D3 e corticosteroides. As DC’s tolerogênicas ou reguladoras podem desencadear uma 

anergia do sistema imune adaptativo levando também a redução da proliferação de linfócitos T 

(MORANTE-PALACIOS et al., 2021). 
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Diversos estudos têm sido conduzidos com mo-DC’s para variados fins, desde avaliar 

os aspectos imunológicos de determinadas patologias, como também, o uso destas células com 

viés terapêutico, como no contexto de imunização (DHODAPKAR et al., 1999; GOLDSZMID 

et al., 2012; SATO et al., 2002). Alguns métodos são atualmente utilizados para obtenção de 

monócitos objetivando sua diferenciação em células dendríticas in vitro, como a separação de 

PBMC’s por gradiente de Ficoll e separação dos monócitos por adesão a superfície de frascos 

de cultivo mantidos em estufa de CO2. Outros métodos utilizados são as beads magnéticas com 

marcadores específicos de monócitos (CD14, CD16), ou sorteamento de monócitos após 

obtenção das PBMCs por citometria de fluxo. A diferenciação in vitro de monócitos em células 

dendríticas se torna viável por meio de protocolos que estabelecem o uso de algumas citocinas 

como IL-4 e GM-CSF. Sallusto e Lanzavecchia (1994) criaram um protocolo largamente 

difundido com o uso de tais citocinas resultando em DC’s com um fenótipo imaturo 

apresentando sub expressão de CD14, e maiores expressões de CD11c, ICAM-1 e DC-SIGN e 

habilidade de estímulo de linfócitos T. Outros protocolos também são usados para diferenciação 

de monócitos em DC’s como Sanarico et al. (2006) com o uso de IL-4, GM-CSF e IL-2 

demonstrando, como no protocolo de Sallusto e Lanzavecchia, sub expressão de CD14. Xie et 

al. (2005) mostraram que as citocinas usadas no processo de diferenciação, como IL-4 e GM-

CSF induzem a ativação das vias de sinalização Raf/MEK/ERK assim como P13K/AKT que 

levam a via NF-κB. Estes sinais após ativados, regulam e promovem a diferenciação e 

sobrevivência das mo-DC’s imaturas. De acordo com o trabalho de Tang-Huau, Segura (2019), 

fatores de transcrição são ativados em mo-DC’s que diferenciam sua assinatura de macrófagos 

derivados de monócitos e são responsáveis pela mudança de fenótipo celular, como as vias 

BLIMP-1, IRF4 e AHR. Após diferenciação, há a necessidade de estímulo para maturação 

dessas células, feito em geral com o uso de LPS (lipopolisacarídeo), onde haverá maior 

expressão de CD80, CD86, CD40, HLA-DR, dentre outros marcadores, evidenciando a maior 

capacidade estimulatória após maturação. A maturação das mo-DC’s reflete uma série de 

mudanças fenotípicas onde além da alteração do padrão de marcadores de superfície celular, 

ocorre também o aumento da motilidade destas células e perda de sua capacidade de adesão, 

facilitando o processo estimulatório (CECHIM; CHIES, 2019; DALOD et al., 2014). Todos os 

procedimentos para o isolamento de monócitos in vitro podem ter impacto na diferenciação em 

mo-DC’s e ter relação com diferentes padrões de produção de citocinas e interação com 

linfócitos T. Ainda em estudos funcionais com mo- DC’s, a depender dos diferentes estímulos 

pode-se gerar fenótipos celulares com potencial imunogênico ou tolerogênico. Sendo assim, 

com o reconhecimento dos PAMP’s, estas células 
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tendem a ativação de um fenótipo imunogênico e a eficaz ativação de células T, do mesmo 

modo, sob a presença de citocinas anti-infamatórias como IL-10 no microambiente, assim 

como, o contato com células apoptóticas, podem levar à sua tolerância e induzir anergia de 

linfócitos T. (ELKORD et al., 2005; SATO et al., 2002; STEINMAN, et al., 2000). 

Em infecções virais, as células dendríticas desempenham uma ação antiviral importante 

devido a sua função de apresentação antigênica direta e capacidade aumentada de estímulo de 

linfócitos T imaturos. No contexto da COVID-19, Borcherding et al. (2021) demonstraram que 

as DC’s têm a sua eficácia de apresentação antigênica diminuída em pacientes que sofreram 

dano alveolar difuso em decorrência da infecção por SARS-CoV-2 devido a maturação 

prejudicada destas células e a dificuldade de migração aos linfonodos. Pesce et al. (2021) 

demonstraram um potencial mecanismo alternativo de apresentação antigênica indireta com a 

evidência de que vesículas extracelulares (VEs) derivadas de DC’s de pacientes infectados com 

SARS-CoV-2 apresentaram em seu conteúdo a proteína Spike do vírus, assim como, 

marcadores de suas células de origem, como HLA-DR e CD86, levando a entender que os 

exossomos destes pacientes também assumem neste contexto uma função de veículo 

apresentador de antígeno. Neste mesmo trabalho, constatou-se in vitro a indução de ativação de 

linfócitos T CD4+ por exossomos de pacientes com sintomas leves da COVID-19. In vivo, as 

mo-DC’s se apresentam em estado inflamatório e se colocalizam em áreas específicas de células 

T (CHEONG et al., 2010). 

 

 

 

1.3 Vesículas Extracelulares (VEs) 

 

 

As vesículas extracelulares (VEs) têm sido foco de muitos estudos nos últimos anos 

devido à suas diversas aplicações como biomarcadores de prognósticos, seu potencial 

terapêutico e uso em vacinas e tecnologias de drug delivery, dentre outros. De acordo com a 

Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares em seu último guideline publicado em 

2023 (MISEV 2023), as vesículas extracelulares se definem como partículas liberadas das 

células, delimitadas por uma membrana com bicamada lipídica, incapaz de realizar 

autorreplicação. Estas partículas podem ser liberadas de forma natural ou induzidas por diversos 

estímulos, como na presença de determinadas patologias. As VEs podem carrear diversas 

moléculas, peptídeos, material genético, dentre outros de sua célula de origem e são capazes  

de  penetrar  em  células  alvo,  dispensando  seu  conteúdo,  sendo  cruciais  na 
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comunicação intercelular. As VEs já são encontradas nos mais diversos tipos de fluidos 

corporais como sangue, plasma, saliva, sêmem, urina, leite materno, dentre outros (ALBERRO 

et al., 2021; ARRAUD et al., 2014; CHUTIPONGTANATE et al., 2022; FOOT; KUMAR, 

2021; KARPMAN et al., 2017; ZHAN et al., 2020). 

No contexto das doenças, as VEs podem exercer diferentes papéis devido ao seu 

comportamento e capacidade de sinalização, se tornando um importante mecanismo nas 

respostas contra infecções, doenças tumorais, respiratórias e endoteliais, atuando 

principalmente na modulação imunológica. Na infecção pelo SARS-CoV-2, por exemplo, as 

VEs são capazes de mediar o transporte viral célula-célula e inibir a resposta a anticorpos 

neutralizantes (XIA et al., 2023). Na infecção pelo vírus ZIKA as VEs são encontradas 

carreando a proteína viral E, e estabelecendo resposta de anticorpos neutralizantes (ZHAO et 

al., 2023). No contexto do HIV, as VEs podem expressar moléculas CD4 em sua superfície que 

interagem com o vírus e dificulta sua interação com as células alvo (DIAS et al., 2018). Em 

tumores, por exemplo, as VEs derivadas de células T reguladoras podem suprimir a atividade 

células T CD4+ e CD8+ através de miRNA’s presentes em seu conteúdo como uma estratégia 

de evasão do sistema imune (MARAR et al., 2021). Segundo revisão feita por Xie et al. (2022), 

exossomos derivados de células tumorais desempenham papel imunosupressor em várias 

células do sistema imune. Em células dendríticas, há a inibição de sua diferenciação e maturação 

na presença das vesículas de tumor, bem como, estas vesículas também estiveram associadas a 

atenuação de moléculas co-estimulatórias em DC’s e aumento de citocinas inibitórias como 

TGFβ and PGE2. Em doenças respiratórias as VEs têm demonstrado seu importante papel na 

imunomodulação como na fibrose pulmonar idiopática, conforme mostrado por Makiguchi et 

al. (2016), que evidenciaram a presença de marcadores como o miRNA 21-5p derivado de 

exossomos, como preditor de mortalidade. A formação e liberação de VEs induzidas pela 

hipóxia em tecido pulmonar podem estimular macrófagos alveolares a expressarem as citocinas 

inflamatórias IL-6 e TNFα promovendo resposta inflamatória durante a injúria pulmonar na 

síndrome do desconforto respiratório agudo (MOON et al., 2015). Em doenças endoteliais e 

síndrome coronária aguda já se é estabelecido que há o aumento de micropartículas (que 

englobam microvesículas e ectossomos) na circulação de pessoas acometidas com a doença 

(Yamada, 2021). Estes estudos evidenciam o importante papel das VEs em diversos 

mecanismos fisiopatológicos e imunológicos. 
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1.3.1 Exossomos 

 

 

Os exossomos são um dos tipos de vesículas extracelulares (VEs) que possuem 

membrana com bicamada lipídica e se originam nos endossomos dentro de diversos tipos 

celulares. Possuem um tamanho que pode variar de aproximadamente 30 a 150 nm. Além dos 

exossomos, o grupo de VEs abriga as microvesículas e corpos apoptóticos. Os exossomos se 

formam a partir dos corpos multivesiculares nas células dentro dos endossomos primários e 

podem carregar diversos conteúdos de sua célula de origem como, por exemplo, proteínas, 

RNA’s bioativos (mRNA, miRNA) e lipídeos, assim como, são capazes de levar tais conteúdos 

de uma célula a outra, sendo atualmente consideradas fundamentais no papel de comunicação 

intercelular (Figura 6) (VALADI et al., 2007; ZHANG et al., 2019). O processo de origem e as 

funções dos exossomos os diferenciam das microvesículas e dos corpos apoptóticos. O 

Complexo de Classificação Endossomal Necessário para Transporte (ESCRT) é uma 

maquinaria celular formada por uma seleção de quatro principais proteínas (ESCRT-0, I, II, III) 

que em associação com outras proteínas acessórias desempenham funções como o controle das 

proteínas presentes na membrana plasmática, a biogênese de vesículas intraluminais, dos corpos 

multivesiculares, lisossomos, como também, dos exossomos. O complexo ESCRT não é a única 

via responsável pela biogênese dos exossomos, sendo também encontrados corpos 

multivesiculares (MVB – multivesicular bodies) em células sem proteínas do complexo, o que 

sugere uma via alternativa que pouco se conhece. Podem ocorrer simultaneamente formações 

de MVB’s dependentes e independentes da maquinaria ESCRT (STUFFERS et al., 2009). As 

tetraspaninas são proteínas comumente encontradas na superfície dos exossomos, como CD9, 

CD63 e CD81 e estão envolvidas na formação e liberação de exossomos a partir da origem dos 

corpos multivesiculares nos endossomos. A seleção de tais marcadores de superfície ocorre 

através da invaginação das vesículas no momento de sua formação dentro dos MVB’s 

(HESSVIK; LLORENTE, 2018). 
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Figura 6 – Biogênese dos exossomos e interação celular. Os exossomos são um dos tipos de VEs e formam um 

importante mecanismo de comunicação intercelular devido a sua estrutura e origem. São capazes de carrear 

diversos tipos de moléculas como RNA’s bioativos (miRNA’s, siRNA’s), lipídeos, proteínas, dentre outras e 

podem se conectar às células alvo de forma facilitada como fusão, endocitose ou ligação direta por receptores. 

Fonte: Adaptado de Tiwari et al., 2021. 

 

 

1.3.2 Microvesículas 

 

 

As microvesículas compreendem um subtipo de VEs que atualmente se classificam no 

grupo dos ectossomos (microvesículas e micropartículas) (WELSH et al. 2024) e se derivam 

diretamente do brotamento externo da membrana plasmática (Figura 7). Também possuem 

bicamada lipídica e seu tamanho pode se sobrepor aos exossomos apresentando 

aproximadamente 150 nm a 1000 nm (WILLMS et al., 2016). Sua geração e liberação da célula 

de origem se dá através de rearranjos do citoesqueleto que induzem a membrana plasmática a 

se dobrar e liberar esta vesícula. As microvesículas também são descritas no processo de 

comunicação intercelular e aplicadas a diversos campos, principalmente sua influência no 

câncer e na inflamação (ASHOUB et al., 2024; GIDARO et al., 2023; JEPPESEN et al., 2023 

PEDERSEN et al., 2022). 
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Figura 7- Rotas de formação das vesículas extracelulares. Exossomos e microvesículas possuem diferentes 

origens nas células. Diversas proteínas, como as da família das RAB’s e filamentos de actina estão envolvidas no 

processo de formação e endereçamento das vesículas, assim como, sua liberação. Imagem de VAN NIEL et al., 

2018. 

De acordo com a Sociedade Internacional de Vesículas Extracelulares (ISEV – 

International Society of Intracellular Vesicles), ao se trabalhar com tais vesículas, uma série de 

requisitos mínimos para análises devem ser levados em consideração, desde variáveis pré- 

analíticas para sua obtenção, seu isolamento na amostra biológica até a sua caracterização. As 

recomendações do ISEV também prevê o uso do no mínimo três técnicas para validar a etapa 

de caraterização, como usadas no presente trabalho. Existem diferentes técnicas que podem ser 

aplicadas para a separação/isolamento das VEs em tecidos ou fluidos biológicos que variam de 

métodos de baixa especificidade, como os kits de precipitação e centrifugação sem etapa 

adicional de separação, a alta especificidade, como por exemplo, filtração combinada com outro 

método para descarte de outros componentes presentes no material, como a ultracentrifugação 

(THÉRY et al., 2018). Antes da etapa de caracterização, as amostras obtidas pelo método de 

isolamento escolhido, devem passar por uma etapa de quantificação total de proteínas. Na 

caracterização geral, pelo menos três marcadores proteicos devem ser encontrados, assim como, 

um marcador negativo para VEs, como no uso da técnica de Western Blot, por exemplo. 

Seguindo na etapa de caracterização, deve-se usar técnicas aprofundadas de imagem para 

visualização de tamanho, distribuição e concentração destas 
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vesículas como a microscopia eletrônica e a análise de rastreamento de nanopartículas (NTA – 

Nanoparticle tracking analysis) (THÉRY et al., 2018). 

Atualmente uma gama de estudos demonstram o papel dos exossomos na patogênese de 

determinadas doenças como câncer e infecções virais (ANDERSON; KASHANCHI; 

JACOBSON, 2016; JU et al., 2021; KALLURI et al., 2016). Na infecção por COVID-19, 

alguns estudos já demonstram o papel dos exossomos no espalhamento viral, no carreamento 

de partículas, RNA’s e proteínas virais, como também na apresentação de antígenos, onde os 

exossomos de pacientes infectados por SARS-CoV-2 apresentaram maiores níveis de MHC-II 

(PESCE et al., 2021). Análises proteômicas visando avaliar a carga exossomal de pacientes 

infectados por SARS-CoV-2 também já revelaram a ligação de diversas proteínas encontradas 

com a atividade do sistema complemento, ativação da coagulação e atividade de transporte, 

funções muito importantes na fisiopatologia da COVID-19 (BARBERIS et al., 2021; 

GAMBARDELLA et al., 2020; PESCE et al., 2021). 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar aspectos de ativação e de imunorregulação fenotípica e funcional de vesículas 

extracelulares (VEs) derivadas de pacientes com COVID-19 sobre células dendríticas derivadas 

de monócitos (mo-DCs). 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

● Isolar vesículas extracelulares a partir de plasma de pacientes com COVID-19, com 

Síndrome Respiratória (SRAG) (RT-PCR negativo para Covid-19) e de doadores 

saudáveis (grupo controle); 

● Quantificar e caracterizar as vesículas extracelulares purificadas a partir do plasma de 

pacientes (COVID-19 e SRAG) e de doadores saudáveis por análise de rastreamento de 

nanopartículas, western blot e microscopia eletrônica de transmissão; 
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● Avaliar e comparar o fenótipo de mo-DC’s de doador saudável, diferenciadas in vitro, 

após tratamento com VEs de pacientes com COVID-19 (DC/VE COV), SRAG (DC/VE 

SRAG) ou grupo controle (DC/VE CTRL); 

● Avaliar o perfil de ativação dos Linfócitos T através de uma reação leucocitária mista 

(MLR) em co-cultivo com as mo-DC’s após expostas às VEs de pacientes com COVID-

19, SRAG e doadores saudáveis. 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Descrição da população de estudo 

 

Os pacientes participantes do estudo foram selecionados previamente no Hospital da 

Baleia, situado em Belo Horizonte, Minas Gerais, durante os anos 2020 e 2021, dos quais foram 

obtidas amostras de sangue venoso para as análises. O presente estudo está aprovado pelo 

Comitê Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), Projeto CAAE Nº 30428720.3.0000.5091, 

conforme parecer 3.979.661. Foi preenchida uma ficha clínica para cada paciente, após 

esclarecimento acerca dos objetivos do estudo, leitura e assinatura do termo de consentimento 

livre e esclarecido (TCLE). Os prontuários dos pacientes selecionados foram analisados para 

obtenção de dados clínico-laboratoriais. O grupo controle foi constituído de indivíduos adultos 

saudáveis que tiveram as amostras de sangue coletadas na Faculdade de Farmácia da UFMG 

no ano de 2018, portanto negativos para COVID-19. 

 

3.1.1 Critérios de Inclusão e Exclusão nos Grupos 

 

a) Grupo de Pacientes 

Critérios de inclusão 

Foram selecionados pacientes com idade superior a 18 anos com diagnóstico confirmado 

de COVID-19 por RT-qPCR e pacientes classificados com Síndrome Respiratória Aguda Grave 

(SRAG) que tiveram exame RT-qPCR negativo para SARS-CoV-2. Os pacientes infectados 

por SARS-CoV-2 foram classificados como COVID-19 moderado/grave e selecionados na ala 

classificada como “COVID” do hospital, sob internação, incluindo 
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indivíduos que obtiveram alta após tratamento, assim como, óbitos em decorrência de 

complicações associadas à doença. 

 

b) Grupo Controle 

Critérios de inclusão 

Fizeram parte do grupo controle indivíduos saudáveis, adultos, pareados por idade e 

sexo, coletados anteriormente ao início da pandemia de COVID-19 na Faculdade de Farmácia, 

UFMG. 

 

Critérios de exclusão 

Foram excluídos indivíduos com comorbidades, como neoplasias, doença renal ou 

hepática crônica e doenças autoimunes. 

 

 

 

3.1.2 Amostras de sangue periférico 

 

As amostras de sangue periférico de pacientes com COVID-19 e SRAG foram coletadas 

pela equipe médica do hospital por punção venosa em tubos de 9 ml contendo anticoagulante 

ácido etileno diamino tetra-acético (EDTA), obedecendo normas de segurança. As amostras de 

sangue periférico de doadores saudáveis também foram coletadas em tubos de 

9 ml contendo anticoagulante ácido etileno diamino tetra-acético (EDTA), obedecendo normas 

de segurança. No laboratório, as amostras foram centrifugadas a 1200 g por 20 minutos para 

obtenção do plasma, que foi estocado em freezer a -80 °C para posterior obtenção das VEs. 

Para a obtenção de monócitos para diferenciação em DC’s avaliadas neste trabalho, foi 

coletado aproximadamente 100 ml de sangue periférico de doador saudável, do sexo masculino, 

36 anos. A coleta foi realizada em tubos de heparina de 9 ml para separação e recuperação de 

PBMC’s por centrifugação. A coleta e processamento foram realizados no laboratório de 

Imunoparasitologia, do departamento de Bioquímica e Imunologia do Instituto de Ciências 

Biológicas da UFMG. 
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3.2 Vesículas Extracelulares 

 

 

3.2.1 Isolamento e quantificação de Vesículas Extracelulares 

 

 

As VEs foram isoladas a partir do plasma de doadores dos grupos COVID-19, SRAG e 

grupo controle individualmente em um volume de 100 microlitros diluídos 10X em PBS 1X 

estéril. Para obtenção de VEs a partir do plasma com o enriquecimento de pequenas vesículas 

(< 200 nm), foram utilizadas diferentes etapas de centrifugação de acordo com adaptação do 

protocolo de Théry et al., 2006. Resumidamente, o plasma foi descongelado, em seguida foi 

submetido a uma centrifugação de 17.000g por 45 minutos, 4ºC para sedimentação e eliminação 

de complexos proteicos e microvesículas. Em seguida, o sobrenadante foi submetido à 

ultracentrifugação a 100.000 g por 70 minutos, 4ºC, em rotor de ângulo fixo (Beckman Coulter). 

O pellet obtido dessa primeira ultracentrifugação foi ressuspendido em 1 ml de PBS estéril 

(Phosphate Buffered Saline) e novamente ultracentrifugado a 100.000 g por 70 minutos, 4ºC, 

para obtenção do pellet contendo VEs de pequeno tamanho. Ao final da ultracentrifugação, o 

pellet foi ressuspendido em 500 µL de PBS estéril, adicionado em microtubos com membrana 

de 0,22 µm (COSTAR®SPIN-X, Sigma) e centrifugados a 8.000 g por 5 minutos, para serem 

filtrados e reter de possíveis microvesículas indesejadas com tamanho superior a 220 ηm e 

maior pureza do material a ser utilizado nos ensaios biológicos. 

Após a recuperação do filtrado em aproximadamente 500 µl de PBS 1x estéril, uma 

alíquota de cerca 30 µl da suspensão contendo as VEs foi utilizada para quantificação de 

proteínas pelo ensaio com ácido bicinconínico - BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific®), 

seguindo as recomendações do fabricante. A leitura da absorbância foi realizada a 562 nm em 

espectrofotômetro (Versa Max, Molecular Devices). O restante da suspensão de VEs foi 

estocado a -80°C (Cold Lab). 

 

 

 

3.2.2 Caracterização de vesículas extracelulares 

 

 

3.2.2.1 Western Blot 

 

O método de Western Blot foi utilizado visando a identificação da proteína tetraspanina 

CD9 (24 kDa), relacionada à biogênese dos exossomos, e o marcador TSG 101 
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(45 kDa), uma proteína citosólica relacionada à formação dos corpos multivesiculares. Foi 

realizado um pool de VEs de cada condição experimental (COVID-19, SRAG e grupo controle) 

para que se sucedessem as análises de Western Blot. Aproximadamente 50µl de suspensão de 

VEs foram lisadas para obtenção do extrato protéico com 50µL de solução de lise (0,5% p/v de 

NP-40, 100mM de Tris/HCl pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, 1mM de NaVO3, 

1mM de DTT, 1mM de PMSF, 200mM de NaCl, 25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina) e 

deixadas em banho de gelo por 15 minutos. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 12.000 

rpm em microcentrífuga (TermoFisher – 175 mm de diâmetro) por 15 minutos a 4ºC e 

armazenado à -20ºC até o momento do uso. Após lise, as proteínas totais das VEs foram 

quantificadas utilizando o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) de acordo com as 

normas do fabricante. A leitura foi feita em espectrofotômetro (Spectra Max 190, Molecular 

Devices) no comprimento de onda de 595nm. As absorbâncias das amostras foram comparadas 

com as absorbâncias das curvas padrão construídas e as concentrações dos extratos foram 

calculadas e expressas em mg/mL. Os extratos proteicos totais (20μg), foram desnaturados com 

tampão LB5X (10% SDS, 10% β-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05% azul de bromofenol, 

0.25M Tris/HCl pH 6,8), associados ao banho seco (LGC biotecnology) a 100ºC durante 5 

minutos. Os fracionamentos das proteínas ocorreram em géis de 10% de poliacrilamida/SDS 

(Sulfato de Sódio) com subsequente transferência para membranas de nitrocelulose 

(HybondTM ECLTM, GE Healthcare). Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com 

PBS-Tween 0,1% contendo 5% de leite em pó desnatado por, no mínimo, 1 hora e lavadas com 

PBS-Tween 0,1%. Estas membranas foram incubadas com os 1:500 do anticorpo anti-CD9 

(ImmunoTools), 1:1000 para o anti-TSG 101 (Santa Cruz Biotechnology) a 4ºC overnight. 

Após concluídas três lavagens com PBS-Tween 0,1% as membranas foram incubadas, durante 

1 hora, à temperatura ambiente, com 1:3000 do anticorpo secundário policlonal conjugado à 

peroxidase anti-IgG2a de camundongo (Santa Cruz, Biotechnology). Em seguida, na presença 

da solução reveladora ECL-Plus (GE Healthcare), a membrana foi exposta contra filme de raios-

X (Hyperfilm ECL, GE Healthcare) e reveladas utilizando-se revelador e fixador (Kodak), de 

acordo com indicações do fabricante. 

 

 

3.2.2.2 Análise de rastreamento de nanopartículas (NTA) 

 

A análise do tamanho e concentração de VEs resultantes do isolamento foi realizada 

por meio da técnica de análise de rastreamento de nanopartículas (NTA) através do 
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equipamento NanoSight NS300 (Malvern Instruments Ltd., UK) no Laboratório de Tecnologia 

Farmacêutica da Faculdade de Farmácia, como também, no Laboratório de Biofísica de 

Sistemas Nanoestruturados do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. As amostras de 

suspensão de VEs foram processadas em pools de cada condição experimental (COVID-19, 

SRAG e grupo controle). A diluição usada no sobrenadante de VEs para leitura foi de 1:100. 

Um arquivo de vídeo foi gerado capturando o movimento browniano das partículas e os dados 

gráficos de tamanho e concentração das vesículas foram gerados pelo equipamento após leitura 

das amostras. O NanoSight gera um material de análise confiável devido a sua alta resolução e 

menores chances de interferência de leitura. 

 

 

 

3.2.2.3 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

A análise de VEs por microscopia eletrônica de transmissão foi realizada no Centro de 

Microscopia da UFMG, seguindo seu protocolo interno. A microscopia eletrônica de 

transmissão por contrastação negativa e a técnica de criomicroscopia foram realizadas como 

mais um método de caracterização. As amostras de suspensão de VEs foram processadas em 

pools de cada condição experimental (COVID-19, SRAG e grupo controle). Para o método de 

contrastação negativa houve o preparo da grid (lacey carbon de 300 mesh EMS) previamente 

submetida ao glow discharge durante 1 minuto a 10mA com argônio. Em seguida, 3 microlitros 

da amostra foram depositados na grid e após 1 minuto o excesso de material foi retirado com 

auxílio de um papel filtro. A contrastação foi realizada com 3ul acetato de uranila, durante 30 

segundos e o excesso foi retirado com papel filtro. A amostra foi analisada em microscópio 

eletrônico de transmissão (Tecnai G2-12 – Spirit Biotwin FEI – 120 kV). As imagens foram 

adquiridas através da câmera CCD com tensão de 60Kv. Objetivando maior resolução de 

imagem e mais detalhes na estrutura dos exossomos, o método de criomicroscopia também foi 

adicionalmente realizado a partir do preparo da amostra por plunge freezing, congelamento em 

etano líquido de amostras fluidas, depositadas sobre telas (grades) de microscopia eletrônica, 

para posterior análise em microscópio eletrônico de transmissão. 

 

3.3 Avaliação do efeito de VEs na diferenciação de mo-DC’s 

 

 

3.3.1 Processamento de PBMC’s para obtenção de mo-DC’s 
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Os monócitos a serem diferenciados em células dendríticas foram obtidos a partir do 

processamento de PBMC’s (células mononucleares do sangue periférico) de doador saudável. 

Foi coletado cerca de 100 ml de sangue periférico em tubos com o anticoagulante heparina de 

9 ml (Vucuplast) e processadas utilizando Ficoll-Paque Plus (Cytiva, Sweden). Após adição do 

sangue no Ficoll-Paque na proporção Ficoll-sangue (1:3), os tubos foram centrifugados a 

200 g por 40 minutos (ThermoScientific), a 15ºC. A camada referente às PBMC’s, foi 

cuidadosamente coletada de cada tubo e transferida a um novo tubo estéril e lavada duas vezes 

com volume final de 50 mL de PBS 1X estéril por centrifugação a 400g por 10 minutos, a 4°C 

(Figura 8). O sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi ressuspendido em meio RPMI 

incompleto (Cytiva). A contagem de células viáveis foi realizada utilizando o corante azul de 

trypan 0,4%. Aproximadamente 1,5x106 células foram plaqueadas por poço em 48 poços (duas 

placas de 24 poços) (Kasvi) com o volume final de 500 µL de suspensão celular em meio RPMI 

incompleto e foram mantidas em estufa de CO₂ (saturação 5%) por 4 horas a 37°C para 

aderência dos monócitos. 

 

 

 

 
Figura 8 - Obtenção de PBMCs do sangue total de doadores saudáveis. Amostras foram processadas através 

de separação de densidade por gradiente de Ficoll (1200 g / 40 minutos) para posterior cultivo de monócitos. 

Representados na imagem as camadas derivadas da separação: plasma, PBMCs, Ficoll, e camada de neutrófilos e 

eritrócitos. Fonte: Acervo pessoal. 
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3.3.2 Diferenciação de monócitos em células dendríticas (mo-DC’s) 

 

A depleção de vesículas do soro fetal bovino (SBF) para suplementação do meio de 

cultura, foi realizada pelo método de ultrafiltração, como descrito por Kornilov et al., (2018). 

O método de depleção de vesículas do soro fetal é crucial pois a presença de tais vesículas 

podem interferir no estímulo celular e modular a resposta das células dendríticas. O método de 

ultrafiltração consiste no uso de tubos do tipo Amicon 15 ml 100 kDa (Ref.: UFC910024, 

100kDa Merk Millipore Ltd. Tullagreen, Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland) e centrifugação do 

soro a 3.000 g por 55 minutos. Segundo os autores, tal método se mostrou mais eficiente para 

depleção no soro fetal do que a ultracentrifugação. A diferenciação de monócitos e suas análises 

fenotípica e funcional foram adaptadas a partir do protocolo de Saldanha (2020). Após o período 

de aderência dos monócitos, o sobrenadante com as células não aderentes foi retirado, lavou-se 

as células aderidas com PBS 1X estéril, adicionou-se 500 uL de meio RPMI com 10% de SBF 

(depletado), 1% de ATB, e as citocinas rhIL-4 (50 ng/ml, e-Bioscience) e rhGM-CSF (50 ng/ml 

e Sigma Aldrich). O desenho experimental está ilustrado na figura 9. As VEs isoladas de 

pacientes COVID-19 ou SRAG ou grupo controle foram adicionadas no primeiro dia do 

processo de diferenciação das células, após a adição das citocinas, na concentração de 30µg de 

suspensão de VEs por poço tratado. As células foram cultivadas por 5 dias em estufa úmida a 

37°C e 5% de CO₂. Na placa de cultivo, foi adicionado um poço controle sem as VEs, 

denominado SE contendo os monócitos suplementado com o meio RPMI com 10% de SBF 

(depletado), 1% de ATB, e adição das citocinas rhIL-4 e rhGM-CSF, visando avaliar o efeito 

da diferenciação sem as VEs. Além disso, foi adicionado um poço para controle de 

diferenciação de monócitos em mo-DC’s, denominado Mon (Figura 9) que recebeu apenas o 

meio RPMI com 10% de SBF (depletado) e 1% de ATB, sem a adição das citocinas rhIL-4 e 

rhGM-CSF. No quinto dia de diferenciação, houve a adição de 50ηg/mL de Lipopolissacarídeo 

(LPS) (Sigma) nos poços de mo-DC’s na ausência e presença de VEs e deixado em cultura por 

mais 48 horas, para maturação das células dendríticas imaturas (iDC) e obtenção, portanto, de 

células dendríticas maduras (mDCs) (Figura 10). Após 48 horas de estímulo com LPS, as Mo-

DCs já desprendidas foram coletadas do sobrenadante e posteriormente realizou-se etapas de 

lavagens em gelo, para coleta do restante de mo-DC’s, utilizando solução de PBS-EDTA 4 mM 

estéril (Tecknova), a fim de capturar as mo-DC’s frouxamente aderidas nos poços para 

prosseguir com a realização da imunofenotipagem das mo-DC’s. 
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Figura 9 – Desenho experimental da avaliação fenotípica e funcional das mo-DC’s sob o efeito de VEs. Após 

o isolamento e caracterização de VEs extraídas do plasma, monócitos de um doador saudável foram cultivados na 

presença das citocinas GM-CSF e IL-4, para indução na diferenciação de monócitos em mo-DC’s, e estimuladas 

com VEs. Foram adicionados na placa poços que não recebram as citocinas GM-CSF e IL-4, representando o 

controle da diferenciação das mo-DC’s (Mon – monócitos). Os poços sem VEs (SE) representam o controle da 

influência do tratamento com VEs. O CTRL representa os poços que receberam VEs do grupo controle; SRAG 

poços que receberam VEs extraído do plasma de pacientes SRAG, negativos para SARS-CoV-2, e COV os poços 

que receberam VEs de pacientes com COVID-19. No quinto dia foi adicionado LPS (Lipopolissacarídeo) como 

estímulo de maturação das iDC’s (células dendríticas imaturas) para chegarem ao seu estado maduro (mDC’s). 

Após 48 horas de estímulo houve a análise fenotípica das mo-DC’s por citometria de fluxo avaliando seus 

principais marcadores. Para análise funcional as mo-DC’s também foram submetidas à co-cultivo com linfócitos 

T alogênicos (derivados de outro doador) durante 5 dias e foi avaliado o perfil de resposta adaptativa induzida. O 

protocolo de diferenciação e análise fenotípica e funcional foi adaptado de Saldanha, 2020. Fonte: Acervo Pessoal 

(Criado em: BioRender). 
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3.3.3 Análise fenotípica de mo-DC’s por citometria de fluxo 

 

 

 

O fenótipo das mo-DCs geradas na ausência e presença de VEs de pacientes com 

COVID-19 (DC/VE COV) e SRAG (DC/VE SRAG) e doadores saudáveis (DE/VE CTRL) foi 

avaliado através da análise da expressão de diferentes marcadores por citometria de fluxo. 

Inicialmente as células foram lavadas com PBS, marcadas com o corante Live/Dead Yellow 

Viability Assay (ThermoFisher / Ref. L34959) em uma diluição de 1:1000, no escuro, no gelo, 

por 10 minutos, e lavadas com tampão FACS (PBS + 2% de SBF). O corante Live/Dead avalia 

a viabilidade celular através da coloração de células com membranas comprometidas 

penetrando e interagindo com as aminas livres presentes em sua superfície e no citoplasma. Em 

seguida, houve a marcação com anticorpos extracelulares específicos para fenotipagem das mo-

DCs durante 30 minutos à temperatura ambiente, no escuro. Foram usados anti- CD14 PE-Cy 

7 (diluição 1:40, BioLegend / cat. 301813), anti-CD11c APC (diluição 1:100, Immunotools / 

cat. 21487116), anti-CD86 Pacific Blue (diluição 1:100, BioLegend / cat. 305423) anti-HLA-

DR Perc-P (diluição 1:40, BD Biosciences), anti-CD80 FITC (diluição 1:40, Invitrogen / cat. 

MA1. 19590), anti PD-L1 PE (diluição 1:40, BioLegend / cat. 393608). Após a marcação, as 

células foram lavadas e ressuspendidas em 200 µL de tampão FACS 2% (PBS, 2% de SFB). A 

aquisição foi realizada no citômetro de fluxo – LSR Fortessa e analisadas através do software 

Flow Jo 10.9 (BD Biosciences), no Laboratório Institucional de Pesquisa em Biomarcadores 

(LINBIO), localizado no Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de 

Farmácia da UFMG. Amostras com menos de 100 eventos foram excluídas das análises (Figura 

10). 



44  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Estratégia de análise de mo-DC’s pela citometria de fluxo. Inicialmente foram selecionados os 

gates delimitando a população de células adquiridas (DCs), Singlets, para retirar a intereferência de agrupamentos 

celulares e Time, para avaliar possíveis interferências no momento da aquisição. A partir da delimitação destes 

grupos, foi criada uma interseção gerada pelo comando boolean gate (make and gate) e a partir deste, foi 

selecionado o gate de células vivas (SSC-A x Vivid-). A partir da seleção da população de células vivas houve a 

análise das populações que determinam o fenótipo das células dendríticas. As análises demonstradas na figura 

foram feitas no programa Flow Jo 10.9 (BD Biosciences). Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

 

3.4 Análise Funcional das mo-DC’s 

 

 

3.4.1 Obtenção de Linfócitos T alogênicos para co-cultivo 

 

Células T CD4+ e CD8+ foram obtidas através de PBMC’s de amostra de sangue 

periférico coletado em tubos de 9 ml com anticoagulante heparina (marca Vucuplast) de doador 

saudável. As PBMCs foram isoladas segundo o protocolo descrito no tópico 3.3.1 e adicionadas 

em garrafa de cultivo celular (p25) (Kasvi) durante 6 horas para aderência dos monócitos e 

separação inicial dos linfócitos. Em seguida, o sobrenadante com as células não 
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aderentes foi coletado, centrifugado e as células foram contadas em câmara de Neubauer. Foi 

realizada a marcação extracelular para citometria em suspensão de 100µl contendo os 

anticorpos anti-CD3 FITC (diluição 1:40, BioLegend / cat. 300306), anti- CD4 APC (diluição 

1:200, BioLegend / cat. 357408), anti-CD8 Perc-P (diluição 1:40, Elabscience) durante 30 

minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Decorrido o tempo da marcação, as células foram 

lavadas e ressuspendidas em FACS 2% e levadas para o cell-sorting no citômetro FACSAria 

II (BD) na Plataforma de Citometria do Instituto René Rachou, Belo-Horizonte, Minas Gerais. 

As células foram separadas de acordo com a expressão de CD4 e CD8 (Figura 11q 

). Após a separação, as células foram misturadas entre si, lavadas e contadas em laboratório. 

 

 
Figura 11 – Dot plot representativo da separação de linfócitos T CD4+ e CD8+. Os linfócitos foram 

inicialmente selecionados usando os parâmetros de tamanho, granulosidade e singlet. Representados à esquerda 

da imagem, o padrão das células marcadas para CD3 e em seguida a seleção das subpopulações de células CD4 e 

CD8. À direita, os gráficos evidenciando o sucesso na separação das populações. Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

 

 

3.4.2 Análise do perfil de resposta imune adaptativa gerada após co-cultivo. 

 

Após o 7º dia de diferenciação as mo-DC’s foram submetidas a uma reação leucocitária 

mista (MLR do inglês: mixed leukocyte reaction) com o objetivo de avaliar o perfil de resposta 

imune adaptativa induzido em linfócitos T alogenicos pelas mo-DC’s com 
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as VEs. O teste realizado foi adaptado de Saldanha, 2020. As Mo-DCs foram obtidas de acordo 

com o descrito no tópico 3.3.2 e plaqueadas 1x104 por poço. Após a separação de linfócitos T 

CD4+ e CD8+, as células foram adicionadas ao mesmo tubo, lavadas e ressuspensas com meio 

RPMI suplementado com 10% de SFB, e contadas. Os linfócitos T (1x105 células por poço) 

foram adicionados aos poços contendo mo-DC’s, em uma proporção de 10:1, respectivamente. 

Após o quinto dia de co-cultivo, que corresponde ao 12º dia do início dos experimentos, as 

células foram marcadas com um painel para avaliar o perfil da resposta imune adaptativa 

observando o fenótipo das células T e a produção de citocinas. Os anticorpos utilizados para a 

marcação dos painéis estão descritos na Tabela 1. Para a avaliação da produção de citocinas 

intracelulares, foi usado o reagente Brefeldina A (BFA) que age inibindo o transporte 

intracelular de proteínas e provocando a retenção das citocinas produzidas no retículo 

endoplasmático, o que possibilita a detecção e quantificação das citocinas nas células. O BFA 

foi adicionado em todos os poços da MLR na concentração de 03 µg/mL nas últimas 12 horas 

de cultivo. Terminado o período de cultura da MLR, as células foram lavadas com PBS gelado, 

marcadas com Live/Dead por 10min no gelo, lavadas com FACS 2%, marcadas com anticorpos 

de superfície (Tabela 1) por 30min em temperatura ambiente e novamente lavadas com FACS 

2%. Para a marcação intracelular foi utilizado o reagente de fixação e permeabilização do kit 

eBioscience Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (ThermoFisher) de acordo com as 

instruções do fabricante. Em seguida as células foram marcadas com os anticorpos 

intracelulares por 45 min no gelo e no escuro, depois foram lavadas 3 vezes e por fim 

ressuspendidas em tampão FACS 2% para aquisição no citômetro de fluxo – LSR Fortessa do 

Laboratório Institucional de Pesquisa em Biomarcadores (LINBIO), localizado no 

Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de Farmácia da UFMG. As 

análises foram realizadas através do software Flow Jo 10.9 (BD Biosciences). As estratégias de 

análises usadas na citometria estão demonstradas nas Figuras 12, 13 e 14, respectivamente. 

Amostras com menos de 100 eventos foram excluídas das análises. 
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Tabela 1 – Painéis de anticorpos usados para avaliação da resposta imune adaptativa induzida 

por mo-DC’s em reação leucocitária mista (MLR). 

 

 

Painel 1 – Perfil de Treg / PD-1/ CTLA-4 / IL-10 

 Conjugado Diluição Marca / Catálogo 

Live/Dead BV510 1:1000 Invitrogen / L34959 

Anticorpos de Superfície 

Anti- CD3 Alexa Fluor 700 1:40 Invitrogen / 56-0037-42 

Anti-CD4 APC 1:200 BioLegend / 357408 

Anti-CD8 BV 570 1:100 BioLegend / 301038 

Anti-CD25 PE 1:40 Exbio / 1P-218-T100 

Anti-CD127 FITC 1:20 Immunotools / 21811273 

Anti-CTLA-4 PE/Cy7 1:100 BioLegend / 349906 

Anti-PD-1 BV 605 1:40 BioLegend / 367406 

Anticorpos Intracelulares 

Anti-Fox-P3 Pacific Blue 1:20 BioLegend / 300216 

Anti-IL-10 Perc-P 1:40 BioLegend / 501418 

 

Painel 2 – Perfil de produção de citocinas 

 Conjugado Diluição Marca / Catálogo 

Live/Dead AmCyan 1:1000 Invitrogen / L34959 

Anticorpos de Superfície 

Anti-CD3 BV 650 1:40 BioLegend / 317324 

Anti-CD4 APC 1:200 BioLegend / 357408 

Anti-CD8 BV 570 1:100 BioLegend / 301038 

Anticorpos Intracelulares 

Anti-TNFα FITC 1:20 BioLegend / 502906 

Anti- INFγ Pacific Blue 1:20 BioLegend / 506526 

Anti-IL-10 Perc-P 1:40 BioLegend / 501418 

Anti-IL-2 PE/Cy 7 1:20 BioLegend / 506526 

 

Fonte: Autoria própria 
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Figura 12– Estratégia de análise do Painel Citocinas. Inicialmente foram 

selecionados os gates de Linfócitos, Singlets e Time que foram analisados nesta 

ordem dentro da população selecionada anteriormente para todas as amostras. Houve a seleção da população de células CD3+ vivas (CD3+ViViD-) a partir da população Time. 

Dentro de CD3+, foram selecionadas as populações de CD4+ (CD4+CD8- ) e CD8+ (CD4-CD8+), e os gates das citocinas (IFNγ, TNFa, IL-2 e IL10) foram selecionados nas 

populações de CD4+CD8- e CD4-CD8+ separadamente. Fonte: Acervo pessoal. 



49  

 

 
 

 
 

 

 

Figura 13 – Estratégia de análise do Painel Tregs. Inicialmente foram selecionados os gates de linfócitos, 

singlets e time como esquematizado na Figura 11. Em seguida foi selecionada a população de células CD3+ vivas 

(CD3+ViViD-). Dentro de CD3+, foi selecionada a população de CD4+ (CD4+CD8-) como representado. Dentro da 

população CD4+ foram selecionados os gates de CD25+ e Fox-P3+ e dentro desta subpopulação houve análise do 

gate CD127low Fox-P3+ gerando um fenótipo de Tregs: CD4+ CD25hi CD127low FOXP3+. Fonte Acervo pessoal. 

 

 

 

 

Figura 14 – Estratégia de gates de CD4+ e CD8+ para avaliação de regulação e exaustão celular. Dentro da 

população CD4+ e CD8+ (selecionadas de acordo com a figura 11) foram selecionados os gates de CTLA4+ e PD-

1+. Fonte Acervo pessoal. 



50  

 

 

 

 

3.5 Análises estatísticas 

 

Os resultados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 7.04 

(Dotmatics, Boston, MA). Os testes de Shapiro Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram 

empregados para avaliar a normalidade da distribuição dos dados. As comparações entre mais 

de dois grupos foram realizadas pela análise de variância (one-way ANOVA) e 

complementarmente o teste de Mann-Whitney para comparação entre dois grupos. Foi 

considerado valor de p<0,05. 

 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Dados dos grupos amostrais 

 

 

Para a obtenção das vesículas extracelulares (VEs) utilizadas no presente estudo, foram 

selecionadas amostras de plasma de pacientes internados no CTI do Hospital da Baleia, situado 

em Belo Horizonte, Minas Gerais. Os pacientes foram confirmados positivos para COVID-19 

através do exame molecular de RT-PCR no ano de 2020 e não eram vacinados para o SARS-

CoV-2. As amostras positivas para COVID-19 e as amostras de pacientes classificados como 

portadores da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG), porém SARS-CoV-2 negativo, 

foram separadas e pareadas por sexo e idade através do banco de dados do Departamento de 

Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de Farmácia, UFMG. O grupo controle usado 

no presente trabalho deriva-se de amostras de indivíduos saudáveis coletadas em período 

anterior à pandemia de SARS-CoV-2 e armazenadas no banco de amostras do laboratório de 

Hematologia da Faculdade de Farmácia da UFMG. (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Caracterização dos grupos amostrais usados para o isolamento de vesículas 

extracelulares. A média de idade no grupo COVID foi maior principalmente devido ao 

acometimento mais severo da doença na população idosa, tendo em vista, a coleta realizada na 

ala CTI. Em todos os grupos houve maior número de pessoas do sexo feminino. 

 

Características gerais dos grupos 

CTRL SRAG COVID-19 

19 10 13 
N amostral   

43 – 59 (49) 41 – 62 (48) 35 – 83 (60) 
Idades ( ̅𝒙 )    

15 (79%) 06 (60%) 06 (46%) 
Sexo (F)   

2018 2020 2020-2021 
Ano de coleta   

- - 13 / 13 
RT-PCR +   

- - 02 / 13 
Óbitos   

 

Fonte: Autoria própria 

 

 

Os pacientes com COVID-19 apresentaram sinais classificados entre moderado e grave 

de acordo com o prontuário médico. Do total desses indivíduos, 2 (15%) evoluíram a óbito e o 

restante obtiveram alta médica. Foi observado que dos 13 pacientes com COVID-19, cinco 

(38%) apresentaram a data de coleta do material para diagnóstico molecular realizada após o 7º 

dia de sintomas, ou seja, fora do período recomendado pelas principais agências de saúde, 

mesmo assim o SARS-CoV-2 ainda foi detectado. Notou-se que os pacientes que apresentaram 

quadro grave possuíam tipos mais diversos de comorbidades concomitantes à infecção pelo 

SARS-CoV-2. A hipertensão arterial em pacientes com COVID-19 moderada e grave foi de 

aproximadamente 85% (11/13) (Tabela 3). Os sintomas mais presentes nos indivíduos 

infectados com quadros moderados e graves observados neste estudo foram tosse seca, dispneia, 

dessaturação de oxigênio e febre (Figura 15). Dos seis indivíduos com a classificação de quadro 

grave, quatro apresentavam idades acima de 60 anos e cinco tiveram 
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detecção da infecção por RT-PCR após o 5º dia de sintomas, dentre eles, em um caso a coleta 

foi realizada no décimo dia após o início dos sintomas. 

 

Tabela 3 – Perfil geral dos pacientes com COVID-19 envolvidos no estudo. O grupo COVID 

usado no estudo conta com pacientes com o quadro moderado e grave. Todos os pacientes 

estavam internados na ala CTI do Hospital da Baleia situado em Belo Horizonte, MG. 

 

 COVID Moderado COVID Grave 

 

Óbitos 

 

00 

 

02 

 

 

Comorbidades 

 

Diabetes (=03), Hipertensão 

arterial (=06), Neoplasias (=03), 

Obesidade (=01) 

Depressão (=01), Hipertensão 

arterial (=05), Neoplasias (=01), 

Trombose Venosa Profunda (=02), 

, Obesidade (=01) 

Período de coleta após os 

primeiros sintomas 

 

 

01 - 08 dias 

 

 

02 - 10 dias 

 

TOTAL 

 

07 

 

06 

 

Fonte: Autoria própria 
 

 

 

 Cefaléia 

 Dessaturação 

 Diarréia 

 Dispnéia 

 Fadiga 

 Febre 

 Mialgia 

 Tosse seca 

5,8% 

23,5% 11,7% 

5,8% 

5,8% 

14,7% 
8,8% 

5,8% 
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Figura 15 - Principais sintomas associados à gravidade de COVID-19 nos pacientes selecionados no estudo. 

Dentre os pacientes selecionados para o isolamento de VEs do plasma, os principais sintomas foram tosse seca, 

dispinéia e dessaturação de oxigênio. Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

 

4.2 Isolamento e caracterização de VEs do plasma 

 

Após o isolamento das vesículas extracelulares de cada grupo experimental, as amostras 

foram submetidas ao teste do ácido bicinconínico do kit Pierce BCA Protein Assay, conforme 

protocolo descrito pelo fabricante (Thermo Scientific®). Tais quantificações estão 

demonstradas na Figura 16. 

 

 

 

 

 
Figura 16 - Quantificação proteica pelo método de BCA. Marcadas em verde, estão as concentrações 

encontradas nas amostras dos grupos Controle, SRAG e COVID-19. A menor concentração encontrada foi de 212 

µg/ml (grupo controle) e a maior 1.307 µg/ml (grupo COVID-19/grave). Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

 

 

A análise de rastreamento de nanopartículas (NTA) aliada à microscopia eletrônica de 

transmissão e a criomicroscopia validaram a presença de VEs e seus marcadores. Algumas 

técnicas como as citadas, assim como e Western Blot são amplamente utilizadas na 

caracterização dessas vesículas. A concentração média de partículas/mL de cada grupo 

experimental, a análise por MET e o resultado do método de Western Blot das vesículas podem 

ser visualizadas nas figuras 17, 18 e 19, respectivamente. Os métodos para a caracterização de 

vesículas foram padronizados a partir da formação de pools amostrais com suspensão de VEs 

de cada grupo analisado no presente trabalho. 
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Figura 17. Representação gráfica da Análise de Rastreamento de Nanopartículas (NTA) de vesículas 

extracelulares. Amostras foram diluídas em 100x em água estéril. Os valores de D90 das amostras estão 

representados na imagem indicando o tamanho máximo de vesículas que representam 90% das partículas 

analisadas. Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

As vesículas apresentaram tamanhos máximos de aproximadamente 200 nm o que 

corresponde com os tamanhos esperados após etapa de filtração em 220 nm. As concentrações 

obtidas também foram consideradas favoráveis, porém, não foram levadas em consideração 

para o ensaio de cultivo celular pois as VEs foram usadas separadamente para esta finalidade. 

 

 
Figura 18. Imagens da Microscopia Eletrônica de Transmissão. Microscopia eletrônica de transmissão por 

contrastação negativa com acetato de uranila. Escala das imagens: 200 nm (A) e 100 nm (B), respectivamente. 



55  

 

 

 

(C) Criomicroscopia pelo método de plunge freezing evidenciando a bicamada lipídica que envolve o conteúdo 

das VEs. As imagens representadas foram obtidas do pool de VEs do grupo COVID-19. Fonte: Centro de 

Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

 

Exossomos e algumas microvesículas são conhecidamente portadoras das proteínas 

tetraspaninas, integrinas, algumas proteínas de choque térmico, proteínas relacionadas com 

endereçamento como as Rab's, dentre outras (KOUREMBANAS, 2015; SIMONS; RAPOSO, 

2012). No presente trabalho, o método de Western Blot evidenciou dois importantes marcadores 

presentes nas VEs isoladas, a proteína CD9, uma tetraspanina, e TSG101, importante proteína 

citosólica envolvida no complexo endossomal na formação dos exossomos (Figura 18). As 

amostras usadas em pool para este método foram separadas em grupo moderado e grave para 

melhor caracterização e confirmação da presença de VEs em ambos grupos. 

 

 

 

 

 

 
Figura 19 - Expressão de marcadores característicos de exossomos e microvesículas detectados em VEs 

extraídas do plasma do grupo controle e pacientes portadores SRAG e COVID-19. Foram realizadas extrações 

de proteínas totais do pool de VEs para a análise de duas proteínas relacionadas à biogênese de VEs pelo método 

de Western Blot. (A) Revelação de membrana indicando a presença das bandas específicas TSG 101 (45kDa) e 

CD9 (24kDa) e banda inespecífica (NSB) usada para normalização. (B) Membrana corada com Ponceau. HD: do 

inglês Healtly Donor (grupo controle). SARS: do inglês: Severe Acute Respiratory Syndrome (grupo SRAG). 

Moderate COVID (grupo COVID-19 moderado) e Severe COVID (grupo de COVID-19 grave). Fonte: Acervo 

pessoal. 

 

 

O estudo de VEs no geral compreende um amplo campo de pesquisas que inclui 

investigações acerca de sua biogênese, funções, alvos e suas potenciais aplicações em 
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diversos campos das ciências biológicas. Há algumas décadas após a descoberta de tais 

vesículas pensava-se que suas funções eram basicamente relacionadas à descarga de 

componentes não necessários para as células tornando-se meras carreadoras de “lixo celular”. 

Após anos de pesquisas mais aprofundadas no campo da Biologia Celular, verificou-se que as 

VEs participam ativamente de variados processos biológicos, principalmente relacionados à 

comunicação intercelular como no carreamento de diversas moléculas (lipídeos, proteínas, 

miRNA’s e outros RNA’s, material genético etc.) (COLOMBO et al.,2014; RECORD et al., 

2014; SKOG et al., 2008; VALADI et al., 2007; VAN NIEL et al., 2018; YÁÑEZ-MÓ et al., 

2014). Os potenciais usos de tais vesículas na terapêutica também se torna cada vez mais 

estudado, como no carreamento de drogas (drug delivery) para diversas condições patológicas 

(FERREIRA et al., 2022; PEDRIOLI, et al., 2021; USMAN et al., 2018). As VEs são um 

termo genérico para se abordar os seus tipos atualmente descritos como os mais conhecidos 

exossomos, microvesículas e os corpos apoptóticos, embora haja atualmente mais designações 

como os oncossomos e ectossomos (JEPPESEN et al., 2023). A origem das microvesículas se 

dá através do brotamento externo da membrana plasmática e conteúdos carreados a partir de 

sua formação, como proteínas transmembranas e parte do conteúdo citosólico da célula de 

origem, já os exossomos se originam através do brotamento interno da membrana plasmática, 

que se torna um endossomo multivesicular carreando vesículas intraluminais futuramente 

liberadas das células como exossomos. Proteínas da família RAB são essenciais no tráfico de 

vesículas na célula e sua consequente liberação. Alguns mecanismos são usados para que as 

VEs se incorporem à célula alvo como fusão de membrana, pinocitose e ligação à receptores 

específicos que podem ocorrer através de sua ligação com os vários mediadores celulares como 

as integrinas, tetraspaninas, lipídeos, as caveolinas, lectinas, entre outros (JEPPESEN et al., 

2023; VAN NIEL et al., 2018). 

A proteína do gene 1 de susceptibilidade ao tumor (TSG101) é uma proteína citosólica 

que em VEs pode estar relacionada à sua via de biogênese (em exossomos), como também, 

pode participar do sorting de moléculas e receptores para a formação de microvesículas 

(CHOUDHURI et al., 2014; JEPPESEN et al., 2023; ZHANG et al., 2018). CD9 é uma 

proteína da família das tetraspaninas e abundantemente encontrada em exossomos e pequenas 

VEs (small ectosomes). Há alguns anos a proteína CD9 esteve associada como um dos 

marcadores específicos de exossomos, porém, assim como outras tetraspaninas (CD63 e CD81), 

recentemente já foi relatada em outras vesículas de tamanho pequeno não sendo possível 

atribuir somente por sua presença, a denominação de exossomos (FORDJOUR et al., 



57  

 

 

2022; MATHIEU et al., 2021). Tendo em vista os recentes achados e de acordo com o atual 

guideline elaborado com as informações mínimas para estudos com VEs (MISEV, 2023), neste 

trabalho adotamos a denominação de vesículas extracelulares ou VEs para referir-nos a tais 

vesículas derivadas do plasma, considerando que os métodos usados para sua caracterização 

não são suficientes para determinar a sua biogênese. As vesículas isoladas apresentaram 

tamanho médio de ~100-220 nm aproximando-se de tamanhos similares a exossomos e 

pequenos ectossomos, como as microvesículas. As concentrações proteicas derivadas da 

quantificação por BCA apresentaram uma média geral de aproximadamente 850 µg/ml. As VEs 

foram usadas no presente trabalho como potenciais carreadoras de moléculas, proteínas, 

complexos solúveis derivados de seus doadores na ausência e na presença de COVID-19 e 

demais Síndromes Respiratórias Agudas. O sangue é um dos principais recursos de VEs 

estudadas atualmente, sendo assim, técnicas para obtenção de VEs diretamente do sangue e seus 

derivados (soro e plasma) já estão estabelecidas. As vesículas secretadas no soro e/ou plasma 

podem se originar de uma ampla gama de células, principalmente as células do sistema imune, 

logo, o efeito de tais vesículas nas células alvo vai depender de seu conteúdo e do 

microambiente no qual elas foram geradas. (ARRAUD et al., 2014; HOLCAR et al., 2020; 

SERRANO-PERTIERRA et al., 2019; ZHANG et al., 2022). As VEs podem 

exercer um efeito modulador em células alvo, como demonstrado por Shlomovitz et al. (2021) 

onde vesículas derivadas de células necroptóticas exercem a indução de secreção de citocinas 

pró-inflamatória de macrófagos, tornando-o mais responsivo. Budden et al. (2021) também 

evidenciaram que VEs derivadas de células que ativam seus inflamassomos (complexo proteico 

citosólico que atua no reconhecimento de patógenos) carreiam em seu conteúdo miRNA’s pro-

inflamatórios, como miR-155, miR124-3p, miR123-3p que atua possivelmente sinalizando sua 

célula alvo, executando seu papel modulatório. 

 

4.3 Análise Fenotípica de mo-DC’s 

 

As amostras de sangue foram processadas para obtenção de PBMCs e diferenciação de 

monócitos em células dendríticas, expostas sob o tratamento com VEs de COVID-19, SRAG 

ou voluntários saudáveis e em seguida, no 5º dia, maturadas com LPS para posterior análise de 

marcadores de superfície através da citometria de fluxo. 

Foi adicionado no início da diferenciação de Mo-DCs as VEs derivadas de doadores 

saudáveis (DC/VE CTRL) assim como, pacientes com COVID-19 (DC/VE COV) e SRAG 

(DC/VE SRAG) com o objetivo de testar o efeito modulatório de tais vesículas nas células. 



58  

 

 

Ao fim da diferenciação foi analisada através da citometria de fluxo a expressão de alguns 

principais marcadores destas células de acordo com a estratégia de análise apresentada no tópico 

3.3.3 em Materiais e Métodos, na figura 10. Para que a diferenciação dos monócitos usados no 

experimento fosse validada, houve o cultivo destas células sem diferenciá-las e posterior 

comparação de seu fenótipo com as células diferenciadas. A maior expressão de CD14 foi 

evidenciada em monócitos, enquanto em mo-DC’s houve baixa expressão destes marcadores 

(Figura 20). O marcador CD14 é expresso em todas as linhagens conhecidas de monócitos, 

como os clássicos, intermediários e não clássicos já em células dendríticas derivadas de 

monócitos, este marcador é muito pouco ou negativamente expresso (CRAVENS, 2003; 

KAPELLOS et al., 2019; PALUCKA et al., 1998) sendo assim, possível validar a etapa de 

diferenciação nas mo-DC’s (Figura 20). Houve também o cultivo de monócitos para 

diferenciação em dendríticas na ausência de VEs para validação dos resultados sem o 

tratamento. A viabilidade de células dendríticas não foi alterada nos respectivos grupos 

analisados, como mostrado na figura 21. 
 

 
Figura 20 – Comparação fenotípica entre monócitos e mo-DCs obtidos de doador saudável. O marcador 

CD14 foi usado para representar uma importante diferença fenotípica entre os monócitos e as mo-DCs com o 

objetivo de validar a diferenciação celular. Análise obtida pelo software FlowJo v10.9. Fonte: Acervo pessoal. 
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Figura 21 – Viabilidade de mo-DC’s nos grupos analisados. Não houve diferença estatística entre a viabilidade 

de mo-DC’s analisadas e estimuladas com VEs de grupo controle (DC / VE CTRL), SRAG (DC / VE SRAG) e 

COVID-19 (DC / VE COV). Em todos os grupos a viabilidade foi maior de 60%. 

 

 

 

Foi realizada análise das frequências e MFI (Intensidade Média de Fluorescência) dos 

marcadores fenotípicos das mo-DC’s sob efeito de VEs de doadores saudáveis (DC/VE CTRL), 

SRAG (DC/VE SRAG) e COVID (DC/VE COV) como demonstrado nas figuras 22 e 

23. A frequência de mo-DC’s não estimuladas com VEs (SVE) expressando HLA-DR, CD80 e 

CD11c, assim como, os níveis de expressão (MFI) de HLA-DR, CD80, CD86 e CD11c nestas 

células foram maiores quando comparadas com os grupos estimulados por VEs CTRL, SRAG 

e COV (Figuras 22 e 23). As análises de mo-DC’s não estimuladas por VEs foram realizadas a 

partir um único controle com o sangue do mesmo doador de monócitos, portanto não houve 

comparação estatística com os demais grupos. Observou-se que o grupo que representa as mo-

DC’s SVE apresentaram pontos fora da dispersão entre os grupos tratados com VEs sugerindo 

uma possível maturação mais efetiva de mo-DC’s neste grupo. Nos grupos tratados com VEs, 

a frequência de mo-DC’s expressando CD14, PD-L1 e CD80 foi similar (Figura 22 A, B e C, 

respectivamente). A frequência de mo-DCs expressando CD86 foi diminuída no grupo DC/VE 

COV comparado com os grupos DC/VE CTRL e DC/VE SRAG (Figura 22 D). A frequência 

de mo-DC’s expressando HLA-DR e CD11c é menor no grupo DC/VE COV comparado com 

DC/VE CTRL (Figura 22 E e F, respectivamente). Foram avaliados também os níveis de 

expressão (MFI) das moléculas CD14, PD-L1, CD80, 
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CD86, HLA-DR e CD11c (Figura 23). Encontramos que as mo-DC’s tem maior expressão de 

CD14 no grupo DC/VE COV comparado com DC/VE SRAG (Figura 23 A). A expressão de 

PDL-1 e CD80 pelas mo-DC’s foi similar entre os grupos tratados com VEs do grupo controle, 

SRAG e COVID-19 (Figura 23 B e C). A molécula CD86 que é um marcador co- estimulatório 

e foi menos expressa nas DC/VE COV comparado com as DC/VE CTRL e DC/VE SRAG 

(Figura 23 D). A molécula responsável pela apresentação antigênica HLA-DR (MHC-II) 

também está menos expressa em DC/VE COV comparado com DC/VE CTRL (Figura 23 E) 

indicando um certo grau de imaturidade destas células. Por outro lado, a expressão de CD11c 

foi maior tanto em DC/VE SRAG quanto em DC/VE COV comparados ao grupo DC/VE CTRL 

(Figura 23 F), indicando que possivelmente a COVID-19 influencia na maturação e fenótipo de 

mo-DC’s e sugere que as DC’s após exposição aos antígenos de doenças respiratórias agudas 

adquirem maior capacidade de captação, visto que o CD11c está relacionado com o aumento 

da fagocitose in vitro quando ligado à proteína do complemento (CR3) (BILSLAND et al., 

1994; VORUP –JENSEN et al., 2007) . 
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Figura 22 – Frequência e expressão de marcadores em mo-DC’s. As Mo-DCs foram diferenciadas com as 

citocinas IL-4 e GM-CSF (50ng/mL) cultivadas sob influência de VEs isoladas de grupo controle (DC / VE 

CTRL.), SRAG (DC / VE SRAG) e COVID-19 (DC / VE COV) logo no primeiro dia de diferenciação. A linha 

tracejada representada nos gráficos indica a frequência de mo-DC’s expressando cada marcador avaliado na 

ausência de VEs (SVE). (A) Frequência de mo-DC’s CD14+. (B) Frequência de mo-DC’s PD-L1+. (C) Frequência 

de mo-DC’s CD80+. (D) Frequência de mo-DC’s CD86+. (E) Frequência de mo-DC’s HLA-DR+. (F) Frequência 

de mo-DC’s CD11c+. As análises foram realizadas pelo teste estatístico ANOVA seguidas pelo teste de Mann-

Whitney. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. A linha vermelha nos gráficos representa a média geométrica entre 

as amostras de cada grupo. 
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Figura 23 – Análise dos níveis de expressão dos marcadores em mo-DC’s. As Mo-DCs foram diferenciadas 

com as citocinas IL-4 e GM-CSF (50ng/mL) cultivadas sob influência de VEs isoladas de grupo controle (DC / 

VE CTRL.), SRAG (DC / VE SRAG) e COVID-19 (DC / VE COV) logo no primeiro dia de diferenciação. A 

linha tracejada representada nos gráficos indica o nível de expressão (MFI) de cada marcador avaliado em mo- 

DC’s na ausência de VEs (SVE) (A) MFI de CD14 expresso em mo-DC’s. (B) MFI de PD-L1 expresso em mo- 

DC’s. (C) MFI de CD80 expresso em mo-DC’s. (D) MFI de CD86 expresso em mo-DC’s. (E) MFI de HLA-DR 

expresso em mo-DC’s. (F) MFI de CD11c expresso em mo-DC’s. As análises foram realizadas pelo teste 

estatístico ANOVA seguidas pelo teste de Mann-Whitney. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. A linha vermelha 

nos gráficos representa a média geométrica entre as amostras de cada grupo. MFI (intensidade média de 

fluorescencia). 

 

As DC’s foram descobertas e descritas pela primeira vez na década de 70, pela equipe 

do professor Ralph Steinmann. Essas células possuem uma grande importância na conexão 

entre a imunidade inata e adquirida, e a partir de sua descoberta, cada vez mais têm sido 
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estudadas suas funções como, por exemplo, seu papel em infecções diversas e autoimunidade. 

As DC’s são células apresentadoras de antígeno profissionais que reconhecem antígenos através 

de seus receptores de reconhecimento padrão (PRR’s) como os TLR’s, processando- os e após 

estímulos que desencadeiam sua maturação (PAMP’s ou DAMP’s), se tornam muito eficazes 

em apresentar e estimular linfócitos T naïve, gerando respostas imunes específicas e 

direcionadas ao patógeno (ABBAS et al., 2014; GRANUCCI et al., 2008). Células dendríticas 

ativadas mudam o seu fenótipo conforme o estímulo recebido podendo apresentar aumento da 

molécula de MHC-II, responsável pela apresentação antigênica, assim como, de moléculas co-

estimulatórias como CD86, CD80, CD40 e o receptor de quimiocina CCR7 se tornando uma 

DC inflamatória, com maior capacidade de migração para os linfonodos (HEMMI, AKIRA., 

2005; NAKANO et al., 2009; SEGURA, AMIGORENA., 2013), como 

também podem apresentar papel tolerogênico, com a supressão de seus marcadores de ativação, 

regulando a resposta imune. No presente trabalho, observaram-se altos níveis de expressão de 

marcadores fenotípicos de mo-DC’s maduras em mo-DC’s SVE mesmo quando comparadas ao 

grupo controle (DC/VE CTRL). Sabe-se que as VEs usadas neste estudo derivam-se de 

doadores distintos do indivíduo doador de monócitos, portanto, as VEs já se apresentam como 

alogênicas carreando potenciais antígenos diversos como as próprias moléculas HLA-DR 

derivadas de seus doadores e podem potencialmente causar imunomodulação mesmo na 

ausência de condições patológicas. 

DC’s com fenótipo tolerogênico tendem a menor expressão de marcadores co- 

estimulatórios e MHC-II, produção de citocinas anti-inflamatórias (TGFβ, IL-10) e super- 

regulação de moléculas inibitórias (PD-L1, CD95L) e possível indução de apoptose em 

linfócitos T (LIU, CAO., 2015; MORANTE-PALACIOS et al., 2021). Na literatura ainda não 

há uma definição concisa entre a denominação de DC’s tolerogênicas ou reguladoras, sendo 

ambos os termos usados para se referir a DC’s que possuem fenótipo “imaturo” capazes de 

estimular supressão da resposta inflamatória de algumas formas, como menor estímulo de 

células T imaturas devido a perda de capacidade de migração, deleção ou dimuição de sua 

capacidade de desencadear o segundo sinal de resposta através de co-estimulação (B7), indução 

de apoptose em linfócitos, bem como a secreção de citocinas anti-inflamatórias que atuarão no 

microambiente impedindo a resposta e ativação de linfócitos (ANDERSON et al., 2008; 

PASSERI et al., 2021). As DC’s reguladoras apresentam menores níveis de MHC II e 

marcadores co-estimulatórios, maiores níveis de CD11b, secreção de IL-10 e TGFβ e a 

capacidade de indução de células T reguladoras, no entanto não há um consenso acerca de um 

fenótipo estabelecido para esta população de DC’s (LI et al., 2008; ZHANG et al., 2020). 
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Atualmente, estudos mostram que DC’s tolerogênicas já são associadas ao câncer inibindo uma 

resposta antitumoral pela supressão de linfócitos T (MA et al., 2012; SHURIN et al., 2013). 

Como uma estratégia de escape do sistema imune, alguns patógenos levam a uma desregulação 

da resposta resolutiva levando a cronificação de algumas doenças, por exemplo, o vírus da 

hepatite C, vírus do herpes simplex (HSV), como também o HIV, que atuam impedindo 

diretamente a maturação de DC’s e consequentemente seu padrão de secreção de citocinas pró-

inflamatórias (CHENTOUFI et al., 2012; PACANOWISKI et al., 2001; SAROBE et al., 2003). 

No contexto de doenças causadas por parasitas como a infecção por Leishmania e 

Trypanossoma, estudos mostram que as DC’s tolerogênicas podem desempenhar um 

importante papel para a manutenção do estágio crônico das doenças desencadeadas por estes 

agentes etiológicos sendo induzidas a promover a expansão de Tregs in vitro e produzir 

citocinas anti-inflamatórias, respectivamente (KAUTZ-NEU et al., 2011; PONCINI et al., 

2008; SCHMIDT et al., 2012). 

No contexto da infecção pelos Coronavírus como o MERS-CoV (PROMPETCHARA 

et al., 2020) e SARS-CoV-2 já se é estabelecido que algumas linhagens de DC’s desenvolvem 

uma disfunção de sua maturação com a sub regulação de marcadores co-estimulatórios e MHC-

II na presença da doença, que pode ser atribuída a uma estratégia de evasão viral, embora, 

segundo Bocherding e colaboradores (2021), essas células não sofram impedimento em sua 

migração para os linfonodos (BORCHERDING et al., 2021; BORGES et al., 2021; CHU et al., 

2014; SPIEGEL et al., 2006; ZIEGLER et al., 2005). As VEs adicionadas na diferenciação de 

monócitos em células dendríticas podem carrear algumas moléculas que potencialmente tenham 

influência na modulação dessas células como os miRNAs. Alguns estudos têm mostrado que 

miRNA’s e longos RNA’s não codificantes (lncRNA’s) possuem capacidade de impedimento 

da maturação em DC’s, como o lncDC e os miRNA’S: miR-155, miR-27, miR-22, miR-146-a, 

sendo todos estes miRNA’s relatados, já encontrados em VEs/exossomos em estudos prévios 

(BAI et al., 2012; CEPPI et al., 2009; DUNAND- SAUTHIER et al., 2011; DUECK et al., 

2014; LI et al., 2012; JIANG et al., 2019; MIN et al., 2012; NAHAND et al., 2020; WANG 

et al., 2014; YE et al., 2021; ZHENG et al., 2021), 

enquanto maiores níveis do miR-30b é encontrado em DC’s regulatórias (SU et al., 2013). Em 

dados prévios derivados do nosso grupo de estudos, os miRNA’s miR-197-3p e miR-21- 5p 

foram encontrados super regulados em VEs de pacientes apresentando infecção por SARS- 

CoV-2 em quadros moderado e grave de COVID-19 pertencentes ao mesmo grupo de amostras 

usadas no presente trabalho (dados não publicados). Segundo Shadbad et al. (2022), o miR-

197-3p está associado com a inibição de PD-L1 em células dendríticas associadas ao 
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câncer de pulmão, diminuindo sua capacidade de estimular a exaustão de linfócitos T CD8+ via 

ligação PD-1/PD-L1. O miR-21-5p é um miRNA com efeito imunomodulatório já estabelecido. 

Segundo Cui et al. (2017) este miRNA está relacionado com a regulação negativa de IL-12 

gerando disfunção de monócitos e macrófagos em infecção por bactérias do gênero Brucella, 

como também o aumento do marcador PD-1 em linfócitos, influenciando na capacidade de 

combate à infecção. Este miRNA também esteve relacionado à degradação do gene de CCR7, 

impedindo a migração de células dendríticas e sua função, assim como, há relação de sua 

superexpressão com o aumento da produção de citocinas anti-inflamatórias como TGFβ e IL-

10 (SMIGIELSKA-CZEPIEL et al., 2013). O miR21-5p também apresentou-se sub-regulado 

em DC’s maduras nos achados de REIS et al. (2018). 

Yang et al. (2020) demonstram que as mo-DCs sofrem uma redução em sua viabilidade 

quando infectadas in vitro com SARS-COV-2 , revelando efeito citopático da doença nesta 

linhagem celular, no entanto, este aspecto não foi observado no presente trabalho, na presença 

de VEs (Figura 21). Nossos achados que revelam uma menor quantidade e níveis de expressão 

do marcador CD86 sob o efeito de VEs derivadas da COVID-19, corroboram com achados de 

Zhou et al. (2020) que observaram menor expressão de marcadores co-estimulatórios em DC’s, 

assim como diminuição nos níveis de Interferon nas DC’s em pacientes com a doença em fase 

aguda e convalescentes. A sepse, condição provocada em muitos dos casos severos da COVID-

19, também pode apresentar relação com o caráter fenotípico imaturo de células dendríticas 

(CAO, YU, CHAY, 2019; PASTILLE et al., 2016). 

 

 

 

4.4 Análise funcional das mo-DC’s geradas sob o estímulo de vesículas 

extracelulares. 

 

As mo-DC’s tratadas com as VEs foram então co-cultivadas com linfócitos T CD4+ 

CD8+ obtidos por meio de sorteamento de linfócitos alogênicos (derivados de outro doador), a 

fim de avaliar a resposta imune adaptativa através do padrão de citocinas produzidas, assim 

como, pelo fenótipo de células T mediante uma reação leucocitária mista (MLR). A MLR é 

uma técnica de estimulação linfocitária por aloantígenos expressos pelas DC’s em seus MHCs 

como o HLA em humanos, visando avaliar o padrão de resposta imune desencadeada pelas 

DC’s e a capacidade das populações de linfócitos em responder ao estímulo. Deste modo, a 

MLR tornou-se um método muito eficaz na avaliação de indução de resposta primária desde a 
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década de 80. A capacidade proliferativa de linfócitos e a produção de células T citotóxicas se 

mostram mais evidentes na reação mista do que estímulo direto por antígenos específicos 

(KNIGHT et al., 2011; MACATONIA et al.,1989). 

Como representado na Figura 10 em Materiais e Métodos, foi usada uma estratégia de 

análise de gates da citometria de fluxo partindo da marcação de células vivas (VIVID-) e células 

CD3+ para suceder com as próximas análises derivadas de cada painel. Não houve diferença 

significativa na viabilidade de células T em co-cultivo com mo-DC’s quando comparadas entre 

os grupos (Figura 24). Os linfócitos T CD3+ vivos de todos os grupos tiveram uma baixa 

frequência (média geométrica abaixo de 20%), o que pode ser atribuído aos métodos de 

obtenção e separação, assim como, a própria indução da reação leucocitária mista (MLR). 

 

 

 
Figura 24 - Representação gráfica da viabilidade de células T CD3+. Frequência de células T CD3+ VIVID- 

provenientes da cultura de MLR entre linfócitos T e mo-DC’s tratadas com VEs de voluntários saudáveis (Linf + 

DC / VE CTRL), SRAG (Linf + DC / VE SRAG) ou COVID-19 (Linf + DC / VE COV), na proporção de 10:1. 

Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

Em nossos achados, observamos que a frequencia de linfócitos T CD4+ é similar entre 

os grupos após a MLR (Figura 25 A). No entanto, a frequência de linfócitos T CD8+ é maior no 

grupo Linf + DC/VE SRAG comparado com os grupos Linf + DC/VE CTRL e Linf + DC/VE 

COV (Figura 25 B). Por outro lado, o grupo Linf + DC/VE COV tem maior frequencia de 

células Tregs comparado tanto com Linf + DC/VE CTRL quanto com Linf + DC/VE SRAG 

(Figura 25 C) demonstrando um potencial papel das VEs de pacientes com COVID-19 na 

modulação do perfil das mo-DC’s e consequentemente na regulação da 
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resposta imune adaptativa sugerindo um possível mecanismo alternativo de escape viral. Nas 

populações de TRegs houve um menor n amostral devido a baixas contagens celulares nas 

análises realizadas, portanto as análises sucederam-se apenas quando o número de células era 

igual ou maior que 100 células. 

 
Figura 25 – Frequências de populações de linfócitos T CD4+ CD8+ e TRegs. No co-cultivo realizado foram 

 

 

plaqueados 1x105 linfócitos por poço com 1x104 mo-DC’s (10:1). Após o 5º dia as células foram marcadas e 

adquiridas por citometria de fluxo e em seguida analisadas baseadas em suas frequências (%). Os eixos y dos 

gráficos mostram os grupos analisados com linfócitos alogênicos + mo-DC’s tratadas com VEs de grupo controle 

(Linf + DC / VE CTRL) ou SRAG (Linf + DC / VE SRAG) ou COVID (Linf + DC / VE COV), respectivamente. 

As análises foram realizadas pelo teste estatístico ANOVA ( * p <0,05; ** p <0,01; *** p 

<0,001) seguidas pelo teste de Mann-Whitney ( # p <0,05; # # p <0,01; # # # p <0,001). 

 

No contexto da COVID-19 é bem estabelecido que pode haver redução nas contagens 

de T CD8+ de acordo com o grau de severidade da doença (PEÑALOZA et al., 2021; YANG 

et al., 2024; ZHANG, WU., 2020). Em doenças infecciosas com origem no trato respiratório 

que podem ser incluídas na classificação da SRAG, a resposta de linfócitos T CD8+ se torna de 

extrema importância devido à sua atuação frente ao clearance viral com a ativação de linfócitos 

T citotóxicos específicos, até a sua capacidade de formação de memória levando à recuperação 

das infecções (CARBONE, 2023; DOHERTY et al., 1997; SCHMIDT e VARGA, 2018). O 

aumento desta população de células pôde ser observado em nosso trabalho, onde houve maior 

produção de T CD8+ após o co-cultivo com mo-DC’s estimuladas com VEs de indivíduos 

classificados como SRAG. As VEs podem exercer um papel fundamental para manutenção do 

estímulo de linfócitos T como, por exemplo, através de seu efeito prévio em células dendríticas. 

Este aspecto pode ser discutido após nossas evidências de modulação no fenótipo e 

consequentemente, na função das células dendríticas que podem ter se tornado pouco capazes 

de estimular uma resposta efetiva de linfócitos T CD8+, assim como, a produção de linfócitos 

T reguladores pode ocasionar redução funcional de T CD8+ 
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(YANG et al., 2024). Vários estudos têm sido conduzidos nos últimos anos mostrando a 

capacidade de DCregs induzirem a produção de Tregs e alguns mecanismos que contribuem 

para a produção/diferenciação destas células, como por exemplo, a produção de IL-10 e TGF- 

beta por DC’s e a diferenciação de DC’s in vitro estimuladas por ácido retinóico gerando uma 

linhagem capaz de estimular Tregs (CARRIER et al., 2007; DAWICKI et al., 2017; GORDON 

et al., 2014; NESS et al., 2021; RITPRAJAK et al., 2019; SCHULKE, 2018; 

THOMSON et al., 2016). A relação entre DCregs e Tregs possui um efeito feedback já 

evidenciado por Shevach (2009), onde células T reguladoras (Fox-p3+) podem manter a 

imaturidade e reduzir o nível de expressão de moléculas apresentadoras de antígenos em APCs. 

Sendo assim, em nossos resultados, a maior frequência de linfócitos Treg pode ser atribuída ào 

estímulo produzido por DC’s com fenótipo regulador/tolerogênico. 

Em seguida, verificou-se a expressão das moléculas PD-1 e CTLA-4 nas células T CD4, 

CD8 e Tregs. PD-1 é uma conhecida molécula inibitória em linfócitos, impedindo sua ativação 

por meio de sua ligação com seu ligante em APCs (PDL-1). CTLA-4 exerce papel regulatório 

em linfócitos sendo antagonista de CD28 e induz a tolerância periférica. Devido às condições 

da MLR, envolvendo linfócitos alogênicos, o marcador PD-1 foi muito frequente em linfócitos 

no geral apresentando uma média acima de 10% em todas as condições experimentais. Além 

disso, observamos diferenças importantes na frequência ou MFI de PD-1 pelos linfócitos T 

CD4, CD8 e Tregs. Apesar de não haver diferenças na frequência de células T CD4 PD1+, nota-

se uma diminuição na MFI de PD-1 em células T CD4 no contexto de Linf 

+ DC / VE SRAG e Linf + DC / VE COV comparado com Linf + DC / VE CTRL (Figura 26 

A). Somando-se a isso, encontramos aumento na frequência de linfócitos T CD8 PD1+ no grupo 

Linf + DC / VE COV comparados com os demais grupos Linf + DC / VE CTRL e Linf 

+ DC / VE SRAG (Figura 26 C). Ainda, o MFI de PD1 nos linfócitos T CD8 proveniente do 

grupo Linf + DC / VE COV e Linf + DC / VE CTRL é maior comparado com Linf + DC / VE 

SRAG (Figura 26 C). Apesar de não haver diferenças na frequência de células Tregs PD1+ 

entre os grupos, a MFI de PD1 das Tregs do grupo Linf + DC / VE COV é menor comparado 

com o Linf + DC / VE SRAG (Figura 26 E). A frequência de linfócitos T CD8+ expressando 

PD-1 foi consideravelmente maior quando expostos às Mo-DC’s reguladas por VEs de 

portadores da COVID-19, demonstrando tendência à exaustão celular nestas células. O CTLA-

4 é uma importante molécula regulatória expressa em linfócitos T, após a MLR o grupo Linf + 

DC / VE COV apresentou maior frequência de células T CD4 e CD8 CTLA-4+ comparado com 

os demais grupos Linf + DC / VE CTRL e Linf + DC / VE SRAG (Figura 26 B e D, 

respectivamente). Mas quando verificamos o nível de expressão de CTLA-4 em cada 



69  

 

 

célula, encontramos menor expressão de CTLA-4 nos linfócitos T CD4 do grupo Linf + DC / 

VE SRAG comparado com os demais grupos Linf + DC / VE CTRL e Linf + DC / VE COV 

(Figura 26 B), e com relação ao MFI de CTLA-4 em linfócitos T CD8 não houve diferença 

entre os grupos analisados (Figura 26 D). Estes achados corroboram com a hipótese de indução 

de regulação imunológica derivada destas VEs isoladas de infectados por SARS- CoV-2. Com 

relação as células Treg, não encontramos diferenças importantes na frequência de Tregs CTLA-

4+ ou na MFI de CTLA-4 das Tregs entre os grupos avaliados (Figura 26 F). 
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Figura 26 – Expressão de CTLA-4 e PD-1 em linfócitos T CD4, CD8 e Tregs em co- cultivo com mo-DC’s. 

Para realização da MLR foram plaqueados 1x105 de linfócitos por poço com 1x104 mo-DC’s (10:1). Após o 5º dia 

de co-cultivo, as células foram marcadas e adquiridas por citometria de fluxo e em seguida analisadas baseadas 

em suas frequências (%) e padrões de expressão de marcadores (MFI). Os eixos y dos gráficos mostram os grupos 

analisados com linfócitos alogênicos + mo-DC’s tratadas com VEs de grupo controle (Linf + DC / VE CTRL) ou 

SRAG (Linf + DC / VE SRAG) ou COVID (Linf + DC / VE COV), respectivamente. As análises foram realizadas 

pelo teste estatístico ANOVA ( * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001) seguidas pelo teste de Mann-Whitney ( # p 

<0,05; # # p <0,01; # # # p <0,001). 
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Neste trabalho foi avaliado o padrão de expressão de marcadores como PD-1 e CTLA- 

4 nas subpopulações de linfócitos alogênicos co-cultivados com mo-DC’s após estímulo com 

VEs de grupo controle, SRAG e COVID-19 (Figura 26). O marcador PD-1 (Programmed Cell 

Death 1) é uma importante proteína de checkpoint imunológico em linfócitos. Sua função 

principal é inibitória quando associada ao seu ligante em APC’s, o PD-L1, deste modo, atua 

impedindo a resposta efetora específica de linfócitos T contra antigenos, levando estas células 

à exaustão imunológica e consequentemente, podendo levar à morte celular. Esta proteína é 

amplamente importante no contexto do câncer pois atualmente o uso de seus inibidores é uma 

das estratégias usadas no combate às células tumorais. (CHINAI et al., 2015; RIELLA et al., 

2021; SUNSHINE, TAUBE. 2015). Em células T CD4+ houve uma diminuição geral na 

expressão deste marcador na presença de VEs derivadas de indivíduos portadores de SRAG e 

COVID-19, evidenciando uma possível atividade efetora aumentada nestas células em resposta 

à infecção viral, por outro lado, há um aumento na frequência de T CD8+ expressando PD-1 no 

grupo de DC’s com VEs derivadas da COVID-19, sugerindo que VEs de COVID-19 podem ter 

modulado as mo-DC’s de maneira que induza a exaustão das células T citotóxicas. Paralelo a 

este achado, os níveis de expressão (MFI) de PD-1 em T CD8+ no grupo estimulado com VEs 

de SRAG está diminuido em relação ao grupo controle e COVID-19, o que pode indicar que 

no contexto de SRAG não COVID-19 a atividade funcional das células T citotóxicas não está 

comprometida. No presente estudo, as células Tregs apresentam menor expressão de PD-1 

evidenciando seu grau de ativação. Na COVID- 19, o eixo PD-1/PD-L1 se encontram 

desregulados e há potencial aumento na exaustão de linfócitos em pacientes com casos severos 

da doença (BELLESI et al., 2020; DIAO, CHEN. 2020; R BONAN et al., 2022). Segundo HU 

et al. (2021), em pacientes recuperados de COVID-19, após um ano pode haver a presença de 

células T CD4+ INFγ+ PD-1+ gerando exaustão desta linhagem após estímulos repetidos de 

reinfecção na ausência ou presença de sintomas. Moléculas carreadas por exossomos e 

microvesículas também podem promover sinalização em linfócitos estimulando-os a expressar 

determinadas proteínas. Referente à proteína PD-1, Cheng et al. (2022) mostram que 

lncNDEPD1 (um RNA longo não codificante) é capaz de se ligar ao miR-3619-5p e juntos 

inibem a degradação do mRNA de PDCD1 e consequentemente aumentam os níveis de PD-1 

nos linfócitos. Tian et al. (2022) também concluiram que o RNA circular circ001678 abriga o 

miR-326 que estimula a produção da proteína ZEB1, importante para o estímulo de imuno 

checkpoints, como PD-1. 

A proteína CTLA-4 é um receptor com função inibitória em linfócitos T com 

especificidade a receptores da familia B7 em APC’s (CD80, CD86) e é importante na 
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manutenção da tolerância periférica por ser o principal regulador negativo de resposta imune 

de células T (TEFT et al., 2006). Já é estabelecido que células T ativadas e na ausência de 

expressão de CTLA-4 se tornam mais responsivas após estímulo, com níveis de proliferação 

aumentados, secreção de INFγ, IL-4, GM-CSF, dentre outros (TIVOL et al., 1995). CTLA-4 e 

CD28 são proteínas homólogas e compartilham dos mesmos ligantes naturais (familia B7), 

porém, CTLA-4 possui uma afinidade muito maior com seus ligantes do que CD28 revelando 

um mecanismo natural de controle e manutenção da homeostase (LINSLEY et al., 1994). 

Dentre os membros da familia B7, CD80 possui uma maior afinidade com CTLA-4 (inibitório) 

e CD86 com o receptor CD28 (estimulatório) (COLLINS et al., 2002; MERWE, DAVIS. 2003). 

Sendo assim, nossos achados sugerem que a baixa expressão de CD86 em mo-DC’s sob 

estímulo de VEs derivadas de pacientes com COVID-19, assim como, a maior frequência na 

expressão de CTLA-4 em linfócitos T CD4+ e CD8+ alogênicos estão relacionados e reforçam 

a hipótese de indução de regulação por meio dessas VEs. A presença de CTLA-4 também pode 

ser um fator impeditivo para a maturação de DC’s em estágio imaturo, o que revela um efeito 

que se retroalimenta, pois a presença de DC’s em estágio imaturo também mantêm a 

estabilidade de células T reguladoras (MORTEZAEE, MAJIDPOOR. 2020; ZHANG et al., 

2020). Atualmente estudos têm sido conduzidos acerca do papel de potenciais inibidores de 

imuno checkpoint no contexto da COVID-19 (TORKI et al., 2023). Ochoa et al. (2023) revelam 

que pacientes com insuficiência de CTLA-4 não desenvolveram o estado severo da doença. 

Condizente aos nossos achados, na COVID-19, CTLA-4 também se mostra positivamente 

regulado principalmente quando associado a estágios mais agravados (ZAHRAN et al., 2022), 

aspecto observado em nosso trabalho que incluem casos de óbitos pela doença. 

Segundo Morelli et al. (2004), DC’s imaturas se mostram mais capazes de realizar 

internalização exossomal do que DC’s maduras, o que torna a via de comunicação destas células 

mais facilitada através da sinalização estabelecida por VEs, como também, favorece a 

manutenção da regulação periférica. Através dos resultados obtidos no presente trabalho, a 

partir da regulação motivada pela presença de VEs de pacientes com COVID-19 moderada e 

grave em células dendríticas derivadas de monócitos há um efeito cascata onde as Mo-DC’s são 

impedidas de seu amadurecimento completo nestas condições e desencadeiam o estímulo de 

uma sublinhagem de linfócitos T reguladores, assim como, afetam diretamente a atividade 

efetora de linfócitos T CD4+ e CD8+ . 

A produção de IL-10 foi avaliada nas populações de linfócitos Tregs com o objetivo de 

observar se houve modulação funcional destas células através do co-cultivo com mo-DC’s 
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moduladas com VEs sob diferentes condições. Houve aumento na frequência de Tregs 

produtoras de IL-10 em MLR de linfócitos T alogênicos com mo-DC’s sob estímulo com VEs 

do grupo SRAG comparado as mo-DC’s estimuladas com VEs do grupo controle, porém o 

mesmo não foi observado quando utlizidado VEs grupo COVID-19 (Figura 27 A). E não 

encontramos diferenças nos níveis de produção de IL-10 pelas Tregs entre os grupos avaliados 

(Figura 27 B). 

Com o objetivo de se entender sobre os possíveis efeitos causados nos linfócitos T CD4+ 

e CD8+ alogênicos co-cultivados com as mo-DC’s neste trabalho, houve a análise da produção 

das citocinas pró-inflamatórias IL-2, INFγ e TNF e a citocina anti-inflamatória IL- 10 pelos 

linfócitos T. Não encontramos diferenças na frequência de células T CD4 IL-2+ ou IL-10+, ou 

na MFI de IL-2 ou IL-10 produzidos pelos linfócitos T CD4 nos grupos avaliados (Figura 28 A 

e B, respectivamente). Apesar de não haver diferença entre os grupos com relação à frequência 

de células T IFNγ+ ou TNF+, observamos que a expressão de IFNγ e TNF pelos linfócitos T 

está diminuída no grupo Linf + DC / VE COV comparado aos grupos Linf 

+ DC / VE SRAG e Linf + DC / VE CTRL em linfócitos T CD4+, respectivamente (Figura 28 

A e B, respectivamente). Além disso, apesar de não haver diferença entre os grupos com relação 

à frequencia de linfócitos T CD8 IL-2+, encontramos que a expressão de IL-2 pelas células T 

CD8 está diminuída no grupo Linf + DC / VE COV comparado aos grupos Linf + DC / VE 

CRTL (Figura 29 A). Por fim, com relação à frequência ou nível de expressão das citocinas IL-

10, IFNγ e TNF pelas células T CD8 não encontramos diferenças entre os grupos analisados 

(Figura 29 B, C e D, respectivamente). 



74  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 27 – Produção de citocina IL-10 em linfócitos Tregs. Para avaliação da produção de citocina IL-10 pelas 

Tregs, no 5º dia da MLR, com 1x105 de linfócitos alogênicos e 1x104 mo-DC’s (10:1) por poço, foi adicionado 

Brefeldina A (BFA) nas últimas 12 horas de cultivo. Em seguida, as células foram marcadas, adquiridas por 

citometria de fluxo e analisadas baseadas em suas frequências (%) e padrões de expressão de marcadores (MFI). 

Os eixos y dos gráficos mostram os grupos analisados com linfócitos alogênicos + mo-DC’s tratadas com VEs de 

grupo controle (Linf + DC / VE CTRL) ou SRAG (Linf + DC / VE SRAG) ou COVID (Linf + DC / VE COV), 

respectivamente. As análises foram realizadas pelo teste estatístico ANOVA ( * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001) 

seguidas pelo teste de Mann-Whitney ( # p <0,05; # # p <0,01; # # # p <0,001). 



75  

 

 

 
 

 

Figura 28 – Produção de citocinas por linfócitos T CD4+. Para avaliação da produção de citocina IL-2 (A), IL-

10 (B), IFNg (C) e TNF (D) pelos linfócitos T CD4, no 5º dia da MLR, com 1x105 de linfócitos alogênicos e 1x104 

mo-DC’s (10:1) por poço, foi adicionado Brefeldina (BFA) nas últimas 12 horas. Em seguida, as células foram 

marcadas, adquiridas por citometria de fluxo e analisadas baseadas em suas frequências (%) e padrões deexpressão 

de marcadores (MFI). Os eixos y dos gráficos mostram os grupos analisados com linfócitos alogênicos + mo-DC’s 

tratadas com VEs de grupo controle (Linf + DC / VE CTRL) ou SRAG (Linf + DC / VE SRAG) ou COVID (Linf 

+ DC / VE COV), respectivamente. As análises foram realizadas pelo teste estatístico ANOVA ( * p <0,05; ** p 

<0,01; *** p <0,001) seguidas pelo teste de Mann-Whitney ( # p <0,05; # # p <0,01; # # # p <0,001). 
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Figura 29 – Produção de citocinas por linfócitos T CD8+. Para avaliação da produção de citocina IL-2 (A), IL-

10 (B), IFNg (C) e TNF (D) pelos linfócitos T CD8, no 5º dia da MLR, com 1x105 de linfócitos alogênicos e 1x104 

mo-DC’s (10:1) por poço, foi adicionado Brefeldina (BFA) nas últimas 12 horas. Em seguida, as células foram 

marcadas, adquiridas por citometria de fluxo e analisadas baseadas em suas frequências (%) e padrões de expressão 

de marcadores (MFI). Os eixos y dos gráficos mostram os grupos analisados com linfócitos alogênicos 

+ mo-DC’s tratadas com VEs de grupo controle (Linf + DC / VE CTRL) ou SRAG (Linf + DC / VE SRAG) ou 

COVID (Linf + DC / VE COV), respectivamente. As análises foram realizadas pelo teste estatístico ANOVA ( * 

p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001) seguidas pelo teste de Mann-Whitney ( # p <0,05; # # p <0,01; # # # p <0,001). 
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A produção de IL-10 em linfócitos Treg é uma das formas de supressão dessas células 

que ao secretar citocinas anti-inflamatórias, retroalimentam o estímulo de células reguladoras, 

assim como, suprimem a proliferação de linfócitos efetores (FUJIO et al., 2017; 

SEEPATHOMNARONG et al., 2022). Nossos achados evidenciaram um aumento na produção 

de IL-10 em Tregs oriundas da MLR com DC’s tratadas com VEs de SRAG mostrando que na 

presença de infecções respiratórias há um potencial aumento de produção desta citocina, 

contribuindo para o equilíbrio da resposta inflamatória, porém o mesmo não pôde ser notado 

no grupo tratado com VEs de COVID-19, evidenciando que este componente regulador é 

importante para limitar imunopatologias e sugerindo que a ausência deste mecanismo pode ter 

contribuido para o estado moderado e grave nos pacientes com COVID- 19. 

Atualmente se sabe que muitas citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-2, IL-4, IL- 

6 e TNFs se encontram positivamente reguladas na COVID-19 principalmente associadas ao 

recrutamento e secreção em células do sistema imune inato como os neutrófilos e macrófagos 

(AKBARI et al., 2020; HASANVAND, 2020). Nossos achados revelam que comparado à 

presença de VEs derivadas de outras doenças respiratórias, os linfócitos T CD4+ estimulados 

com VEs de pacientes com COVID apresentaram menores expressões de INFγ evidenciando 

diminuição da capacidade efetora nesta população. INFγ no contexto de infecções virais, é uma 

potente citocina anti-viral e seus níveis tendem a ser aumentados quando na presença de 

infecção (HUANG et al., 2005), porém, seus níveis em pacientes com COVID-19 grave pode 

se tornar comprometido e até mesmo diminuído (GRIFFIN et al., 2021; GADOTTI et al., 2020; 

HOU et al., 2020; LOPEZ et al., 2020), enquanto que em estágio precoce da COVID- 19 estes 

níveis tendam a ser aumentados (GADOTTI et al., 2020). Rha et al. (2021) relatam a baixa 

produção de INFγ relacionados à infecção por COVID-19 quando comparado ao vírus 

Influenza. Segundo Clementi et al. (2021), a capacidade de evasão do sistema imune já é 

associada a infecções virais pela família dos Coronavírus, que por sua vez, apresenta produção 

alterada de INFs durante a sua replicação. Nossos resultados também revelaram uma 

diminuição da produção da citocina TNFα em linfócitos T CD4+ co-cultivadas com DC/VE 

COV. Este resultado se contrapõe a recentes pesquisas acerca do papel de TNFα na infecção 

por SARS-CoV-2, pois, esta é uma importante citocina encontrada aumentada em pacientes 

com COVID-19, assim como, seus níveis de expressão no soro estão diretamente relacionados 

com o grau de gravidade da doença, sendo associada a IL-6 em diversos estudos como 

marcadores de predição de severidade (CHEN et al., 2020; QIN et al., 2020; NI et al., 2020; 

SUN et al., 2020). No entanto, aqui observamos que linfócitos T CD4+ apresentaram 



78  

 

 

altos níveis de CTLA-4 sendo potencialmente induzidos ao impedimento de suas funções 

efetoras o que pode explicar a diminuição de TNF e INFγ. 

Em linfócitos T CD8+ co-cultivados com as mo-DC’s sob estímulo de VEs derivadas da 

COVID-19, houve uma menor expressão de IL-2 comparado com o grupo controle. IL-2 é uma 

importante citocina inflamatória que possui uma importante função na maturação e ativação de 

linfócitos T, assim como, estimula outras células do sistema imune. Nos linfócitos ativados, a 

produção e secreção de IL-2 também atua diretamente na maturação de plasmócitos (células B 

de memória) (HUSSEL et al., 1996; OPENSHAW et al., 2003). Em linfócitos T CD8+, a 

produção está relacionada a evolução de um fenótipo de memória nestas células, assim como, 

resistência à exaustão, sendo assim, estas células desenvolvem um efeito protetivo evitando 

comprometimento de suas funções (KAHAN et al., 2022). Nossos resultados corroboram com 

o observado por Kahan et al., pois a possibilidade de haver uma menor produção de IL-2 nestas 

células pode estar correlacionada com o aumento dos níveis de PD-1, ou seja, quanto maior a 

exaustão celular, menor a produção de IL-2. Segundo Thornton et al. (1998), a alta absorção de 

IL-2 é necessária para o pleno funcionamento de Tregs, via seu receptor CD25, o que torna 

diminuída a disponibilidade desta citocina em células T efetoras periféricas, sendo o mRNA de 

IL-2 inibido nestas células. Esta observação também pode explicar o fato de, em nosso trabalho, 

as contagens de Tregs estarem aumentadas no ambiente estimulado por VEs derivados da 

COVID. As demais citocinas produzidas por linfócitos T e analisadas no presente trabalho não 

tiveram sua expressão alterada em comparações entre os grupos estudados. Embora tenha 

havido aumento na frequência de Tregs no grupo estimulado com VEs de pacientes com 

COVID-19, não foi detectada produção alterada de IL-10 por linfócitos T CD4+ e CD8+ , no 

entanto, a produção dessa citocina não foi avaliada nas mo-DC’s. 

O objetivo principal deste trabalho foi a avaliação dos potenciais aspectos 

imunorregulatórios de VEs derivadas do plasma de pacientes com COVID-19 em células 

dendríticas derivadas de monócitos (mo-DC’s) in vitro, e, deste modo, revela-se através das 

evidências encontradas que tal objetivo e seus desdobramentos foram contemplados como 

representado no Quadro 1. 
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Quadro 1 – Objetivos e suas evidências demonstradas no presente estudo. 
  

 

 
Objetivos Específicos Evidências 

 

 

Isolar VEs a partir de plasma de pacientes com 

COVID-19, SRAG e doadores saudáveis (grupo 

controle). 

As amostras de plasma foram pré selecionadas 

através do banco de dados do laboratório de 

Hematologia da Faculdade de Farmácia da UFMG 

seguindo os critérios de inclusão e exclusão descritos 

nos métodos do presente trabalho. A obtenção de VEs 

foi realizada através da técnica de ultracentrifugação 

do material seguido de filtração em filtro 0,22 µm. 

 

 

Quantificar e caracterizar as VEs purificadas a partir 

do plasma de pacientes (COVID-19 e SRAG) e 

doadores saudáveis por análise de rastreamento de 

nanopartículas, western blot e microscopia eletrônica 

de transmissão, respectivamente. 

A presença de vesículas foi validada por meio de sua 

caracterização, como confirmação dos marcadores 

CD9 e TSG101 por meio da técnica de western blot, 

assim como, visualizadas por microscopia eletrônica 

de transmissão e criomicroscopia. Seu tamanho 

médio e dispersão foram também evidenciados pela 

análise de rastreamento de nanopartículas. A 

concentração aproximada obtida de cada grupo foi 

cerca de 1x108 partículas/ml. 

 

Avaliar e comparar entre os grupos o fenótipo de mo- 

DC’s diferenciadas in vitro a partir de monócitos de 

doador saudável (mo-DCs) após tratamento com VEs 

de pacientes com COVID-19 (DC/VE COV), SRAG 

(DC/VE SRAG) e grupo controle (DC/VE CTRL), 

separadamente. 

O perfil de células dendríticas foi avaliado através da 

técnica de citometria de fluxo, onde evidenciou-se a 

modulação de alguns marcadores após a exposição a 

VEs derivadas de pacientes com COVID-19, 

revelando que nessa condição há indução de um 

fenótipo mais imaturo, com baixa expressão de HLA- 

DR e da molécula co-estimulatória CD86. 

 

 

 

Avaliar e comparar entre os grupos a atividade 

funcional das mo-DC’s através da análise do perfil 

fenotípico de linfócitos T alogênicos co-cultivados 

com DC/VE COV, DC/VE SRAG ou DC/VE CTRL. 

O perfil fenotípico de linfócitos T alogênicos co- 

cultivados com Mo-DC’s expostas à VEs de 

pacientes com COVID-19 revelou um padrão 

regulador com maiores frequências de linfócitos Treg 

e menores níveis de PD-1 nas Tregs, frequências 

elevadas de linfócitos T CD8 PD-1+, maior 

frequência de linfócitos T (CD4 e CD8) CTLA-4+. 

Menor de produção de INFγ e TNF pelos linfócitos T 

CD4+ e diminuição de IL-2 em T CD8+. 

 

 

 

Fonte: Autoria própria 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

As células dendríticas derivadas de monócitos (mo-DC’s) diferenciadas sob o estímulo de 

VEs de pacientes com COVID-19 têm seu fenótipo alterado, com menor expressão de HLA- 

DR e CD86, indicando um estado imaturo e possivelmente regulador. Mo-DC’s diferenciadas 

sob estímulo de VEs derivadas de pacientes SRAG não apresentaram mudanças quanto aos 

níveis de marcadores responsáveis por apresentação antigênica e co-estimulação, o que nos 

conduz a hipótese de que as alterações encontradas em mo-DC’s expostas as VEs de pacientes 

com COVID-19 moderado e grave causam alterações fenotípicas importantes, provavelmente 

induzidas por potenciais moléculas carreadas por estas vesículas, como longos RNAs não 

codificantes e miRNAs. Os linfócitos T alogênicos co-cultivados com as mo-DC’s estimuladas 

com VEs de pacientes com COVID-19 apresentaram maior frequência de células T reguladoras, 

revelando uma possível modulação induzida por mo-DC’s com o fenótipo regulador, capazes 

de induzir a formação de Tegs. Além disso, mo-DC’s diferenciadas na presença de VEs de 

COVID-19 modularam a resposta adaptativa efetora de modo regulador, como observado pelas 

células T CD4+ e CD8+ expressando maiores níveis de CTLA-4, assim como caráter de exaustão 

observado pela elevada frequência de linfócitos T CD8 PD-1+ e a menor produção de IL-2 pelas 

células T CD8. (Figura 30). 
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Figura 30 – Desenho conclusivo do estudo. Verificou-se que células dendríticas derivadas de monócitos (mo- 

DC’s) sob a influência de VEs derivadas de pacientes com COVID-19 moderado e grave foram moduladas a 

apresentarem fenótipo imaturo, potencialmente tolerogênico, com baixa expressão de MHC-II (HLA-DR) e CD86 

e induzirem o aumento de células T reguladoras, bem como, estimularem fenótipo de exaustão em linfócitos T 

CD8+ e sinais de tolerância periférica em T CD4+ e CD8+. Diversas moléculas e peptídeos podem estar envolvidos 

no processo de sinalização através de vesículas, como lncRNA’s e miRNAs. 

 

Diante do exposto, conclui-se que as VEs derivadas do plasma de pacientes com 

COVID-19 moderado e grave são capazes de induzir modulação de resposta imune como um 

potencial mecanismo de escape viral de SARS-CoV-2. 
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