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RESUMO 
 

O coronavírus nomeado Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 
(SARS-CoV-2) foi descoberto em Wuhan, China em dezembro de 2019. Esse é o 
agente etiológico da Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), caracterizada por um 
surto de pneumonia incomum. Os kits comercialmente disponíveis de 
imunodiagnósticos são voltados à detecção de anticorpos antivirais. Contudo, sabe-
se que a resposta humoral à COVID-19 tem duração insatisfatória, dificultando a 
predição de uma infecção secundária ou infecção pós-vacinal, por exemplo. Assim, 
as técnicas de mensuração de respostas imunes celulares têm sido aperfeiçoadas 
para uso em ambiente point-of-care. O presente projeto teve o objetivo de 
determinar a viabilidade técnica para diferentes métodos de análise de respostas 
celulares, com o propósito de se obter um teste celular rápido para 
imunodiagnóstico. O presente documento foi dividido em quatro capítulos. O capítulo 
1 trata de uma revisão bibliográfica sobre os temas COVID-19 e sistema imune, para 
maior compreensão do trabalho. No capítulo 2 é mostrado uma investigação in silico 
da relação entre o coronavírus bovino (BCoV) e a atual pandemia de SARS-CoV-2. 
O Brasil foi utilizado como modelo para a análise do impacto das populações 
bovinas na prevalência de COVID-19 em pessoas. Além disso, foi determinado o 
reconhecimento de HLA e a reatividade de linfócitos humanos a epítopos de BCoV 
usando recursos de bioinformática. O capítulo 3 teve por objetivo analisar 
documentos publicados na última década utilizando respostas imunes celulares no 
diagnóstico de doenças, possibilitando relatar os avanços na área e quais as 
principais técnicas atualmente utilizadas. Já no capítulo 4 considerou-se a produção 
de espécies reativas de oxigênio na diferenciação de linfócitos T, analisando a 
utilização de eletrodos de carbono para o diagnóstico de COVID-19 por meio das 
respostas imunes celulares.  
 

Palavras-chave: Diagnóstico. Biossensores. SARS-CoV-2. Coronavírus bovino 
(BCoV). Reatividade cruzada. Epítopo. In silico. 
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ABSTRACT 
 

The coronavirus named Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 
(SARS-CoV-2) was discovered in Wuhan, China in December 2019. It is the 
etiological agent of Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), characterized by an 
outbreak of unusual pneumonia. Commercially available immunodiagnostic kits are 
aimed at detecting antiviral antibodies. However, it is known that the humoral 
response to COVID-19 has an unsatisfactory duration, making it difficult to predict a 
secondary infection or post-vaccine infection, for example. Thus, techniques for 
measuring cellular immune responses have been improved for use in a point-of-care 
environment. This project aimed to determine the technical feasibility of different 
methods of analyzing cellular responses, with the aim of obtaining a rapid cellular test 
for immunodiagnosis. This document is divided into four chapters. Chapter 1 deals 
with a bibliographical review on the themes of COVID-19 and the immune system, for 
a better understanding of the work. Chapter 2 presents an in silico investigation of the 
relationship between bovine coronavirus (BCoV) and the current SARS-CoV-2 
pandemic. Brazil was used as a model for analyzing the impact of bovine populations 
on the prevalence of COVID-19 in people. In addition, HLA recognition and reactivity 
of human lymphocytes to BCoV epitopes were determined using bioinformatics 
resources. Chapter 3 aimed to analyze documents published in the last decade using 
cellular immune responses in the diagnosis of diseases, making it possible to report 
advances in the area and which are the main techniques currently used. In Chapter 
4, the production of reactive oxygen species in the differentiation of T lymphocytes 
was considered, analyzing the use of carbon electrodes for the diagnosis of COVID-
19 through cellular immune responses. 
 

Keywords: Diagnosis. Biosensors. SARS-CoV-2. Bovine coronavirus (BCoV). Cross-
reactivity. Epitope. In silico. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
Descoberto em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, China, o coronavírus 

nomeado Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é o 

agente etiológico da Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), doença caracterizada 

por um surto de pneumonia incomum. Quanto ao imunodiagnóstico da mesma, os 

kits comercialmente disponíveis são voltados à detecção de anticorpos antivirais. 

Entretanto, estudos demonstram que a resposta humoral contra a COVID-19 tem 

duração insatisfatória, dificultando, por exemplo, a predição de uma infecção 

secundária ou infecção pós-vacinal (GEURTSVANKESSEL et al., 2022). 

Considerando esses casos, uma alternativa aos métodos de diagnóstico com foco 

na detecção de anticorpos específicos são as técnicas baseadas em respostas 

imunes celulares. A imunidade celular é uma maneira eficaz e eficiente de 

diagnosticar doenças, uma vez que possui uma resposta mais duradoura que a 

apresentada pela imunidade humoral (MURPHY, 2014). Sendo assim, as técnicas 

de mensuração de respostas imunes celulares têm sido aperfeiçoadas para uso em 

ambiente point-of-care, ou seja, a realização dos testes de diagnósticos em 

ambientes fora de laboratórios clínicos. O presente projeto teve o objetivo geral de 

determinar a viabilidade técnica para diferentes métodos de análise de respostas 

celulares, com o propósito de se obter um teste celular rápido para 

imunodiagnóstico.  

A presente dissertação foi dividida em quatro capítulos, com objetivos 

específicos para cada um. O capítulo 1 se trata de uma revisão bibliográfica sobre os 

temas COVID-19 e sistema imune, finalizando com a utilização de biossensores 

eletroquímicos, servindo como base teórica para maior compreensão dos capítulos 

seguintes. O capítulo 2 é mostrado uma investigação in silico da relação entre o 

coronavírus bovino (BCoV) e a atual pandemia de SARS-CoV-2. No projeto, o Brasil 

foi utilizado como modelo para a análise do impacto das populações bovinas na 

prevalência de COVID-19 em pessoas. Além disso, foi determinado o 

reconhecimento de HLA e a reatividade de linfócitos humanos a epítopos de BCoV 

usando recursos de bioinformática. Já no capítulo 3 teve por objetivo analisar 

documentos publicados na última década (2011-2021) que utilizem respostas 

imunes celulares no diagnóstico de doenças, de forma que seja possível relatar os 

avanços na área e quais as principais técnicas utilizadas atualmente. Por fim, no 

capítulo 4 considerou-se a produção de espécies reativas de oxigênio no processo 



19 
 

de diferenciação de linfócitos T, analisando a utilização de eletrodos de carbono para 

o diagnóstico de COVID-19 por meio das respostas imunes celulares. 
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CAPÍTULO 1 – COVID-19 E O SISTEMA IMUNE: REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

1 COVID-19 
1.1 CORONAVÍRUS 

Coronavírus (CoVs) são vírus compostos por RNA fita simples classificados 

na ordem Nidovirales, família Coronaviridae, consistindo de duas subfamílias: (1) 

Coronavirinae e (2) Torovirinae (SAIF et al., 2019).  Dentro da primeira subfamília 

citada há quatro gêneros que a compõem: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, 

Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (WU et al., 2020).  

 
FIGURA 1 – FILOGENIA DE CORONAVÍRUS. 

 
FONTE: BURRELL; HOWARD; MURPHY (2016). 

LEGENDA: Árvore filogenética de 50 coronavírus construída usando sequências parciais de 

nucleotídeos de RNA polimerase dependente de RNA. Em vermelho encontram-se marcados os 

coronavírus capazes de causar doenças em humanos. Pode-se perceber que entre os β CoV há a 
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divisão em quatro grupos diferentes, os β CoV A, B, C e D. Exemplos notáveis no grupo A incluem os 

HCoV-HKU1, HCov-OC43 e o coronavírus bovino (BCoV), quanto nos grupos B e C se encontram o 

SARS-CoV e MERS-CoV, respectivamente. Dentro do gênero Betacoronavirus há o subgênero 

Sabercovirus, que engloba o SARS-CoV e o SARS-CoV-2, sendo esses dois vírus os mais 

semelhantes entre si. 

 

Os vírus dessa família possuem o formato redondo, envelopados e cobertos 

por projeções superficiais espaçadas claviformes. De tamanho médio, os 

coronavírus podem medir entre 100-150 nm de diâmetro, sendo que as projeções 

apresentam em média 20 nm de comprimento, representadas por agregados da 

proteína spike (S). Em sua superfície, os beta-coronavírus podem conter uma 

proteína de envelope mais curta, intitulada hemaglutinina esterase (HE), além da 

própria proteína envelope (E) (PEIRIS, 2016). 

 
FIGURA 2 – ESTRUTURA DE UM CORONAVÍRUS. 

 
FONTE: MENEZES; LIMA; MARTINELLO (2020). 

 

Esses vírus são capazes de infectar diversos animais, como humanos, outros 

mamíferos e aves, causando doenças respiratórias, gastrointestinais e neurológicas. 

Como exemplos de coronavírus prejudiciais para mamíferos há o beta-coronavírus 

BCoV (coronavírus bovino), responsável por perdas na pecuária, e o delta-

coronavírus IBV (Infectious bronchitis virus, em inglês), o qual infecta aves. 

Atualmente são conhecidas sete espécies diferentes aptas a causarem doenças em 

humanos (YAN; CHANG; WANG, 2020), sendo eles: 

- Alfa-coronavírus: 

(1) HCoV-NL63: Human Coronavirus NL63 ou Coronavírus Humano NL63. 

Encontrado majoritariamente em crianças, idosos e pacientes 

imunocomprometidos, esse vírus foi descrito pela primeira vez em 2004. Ele é 
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responsável por causar infecções leves a moderadas do trato respiratório 

superior e inferior e bronquiolite (ABDUL-RASOOL; FIELDING, 2010); 

(2) HCoV-229E: Human Coronavirus 229H ou Coronavírus Humano 229E. 

Descrito em 1966, foi o primeiro entre todos os coronavírus caracterizados. 

Este vírus é responsável por causar resfriados em humanos (NISHIOKA, 

2020); 

- Beta-coronavírus: 

(3) HCoV-OC43: Human Coronavirus OC43 ou Coronavírus Humano OC43. 

Isolado em 1967, assim como HCoV-229E foi descrito como responsável por 

causar resfriados leves em humanos (NISHIOKA, 2020); 

(4) HCoV-HKU1: Human Coronavirus HKU1 ou Coronavírus Humano HKU1. 

Identificado em 2005, em Hong Kong. Em humanos esse vírus é causador de 

resfriado moderado, com desconforto respiratório agudo e pneumonia (LIM, 

2016); 

(5) MERS-CoV: Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus ou Coronavírus 

da Síndrome Respiratória do Oriente Médio (MERS). Descoberto em 2012 em 

países do Oriente Médio, o MERS-CoV chegou aos humanos por camelos 

infectados, sendo responsável por causar MERS e resultando em mais de 

800 mortes em 27 países diferentes (OMS, 2022); 

(6) SARS-CoV: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus ou Coronavírus 

da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS). Surgido na China, em 2002, 

esse vírus foi responsável por causar a epidemia de SARS, a qual causou 

mais de 700 mortes em 29 países (NISHIOKA, 2020); 

(7) SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 ou 

Coronavírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave 2. Descoberto em 2019, 

na China, o SARS-CoV-2 é responsável pela pandemia de COVID-19 

(coronavirus disease 2019, em inglês) (WALLS et al., 2020). 

Sendo o maior genoma viral de RNA conhecido, o genoma dos coronavírus 

apresenta tamanho variando de 25,4 a 31,8 kb, fita simples, sentido positivo, 

adenilado e capeado (YAN; CHANG; WANG, 2020). Os beta-coronavírus codificam 

no genoma 4 proteínas estruturais, envelope (E), membrana (M), nucleocapsídeo (N) 

e spike (S), além das non-structural proteins (NSP) e de 7 a 14 open reading frame 

(ORF) (YAO et al., 2020; HASOKSUZ, KILIÇ, SARAÇ, 2020; BURREL, HOWARD, 

MURPHY, 2016). 
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FIGURA 3 – ESTRUTURA DO GENOMA DO SARS-CoV, MERS-CoV E SARS-CoV-2. 

 
FONTE: ADAPTADO DE YAN; CHANG; WANG (2020). 

 

1.2 SARS-CoV-2 E COVID-19 

Em dezembro de 2019, um novo coronavírus chamado severe acute 

respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) foi descoberto em Wuhan, na 

província de Hubei na China (WALLS et al., 2020). Esse vírus é responsável por 

causar a coronavirus disease 2019 (COVID-19), caracterizada por um surto de 

pneumonia incomum. A principal forma de transmissão do SARS-CoV-2 ocorre por 

aerossóis e gotículas liberados por espirros e tosses de pessoas contaminadas 

(SALIAN et al., 2021).  

Apesar de possuir taxa de mortalidade relativamente baixa se comparada 

com outras doenças virais, de apenas 3,1%, o número de reprodução (R0) é 

estimado próximo de 5.9 pelo Centro de Controle e Prevenção de Doenças (Centers 

for Disease Control and Prevention ou CDC, em inglês). Esse valor é definido como 

o número médio de infecções secundárias que uma pessoa infectada pode produzir, 

determinando, assim, o potencial de transmissão de doenças infecciosas (SALIAN et 

al., 2021).  

Devido a alta taxa de transmissão e o aumento de casos em todos os 

continentes, a Organização Mundial de Saúde (OMS) declarou uma pandemia do 

novo coronavírus no dia 11 de Março de 2020 (OMS, 2020). Mais dados temporais 

do surto de COVID-19 estão representados na FIGURA 4. 
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FIGURA 4 – LINHA DO TEMPO MUNDIAL DO SURTO DE COVID-19. 

 
FONTE: ADAPTADO DE HU et al. (2021). 

 

Após o período de incubação aproximado de 4 a 14 dias, a maioria dos 

indivíduos infectados começam a manifestar sintomas da doença. Os sintomas mais 

comuns e leves apresentados em pessoas infectadas assemelham-se aos de uma 

pneumonia viral, como tosse (46-82%), febre (77-98%) e desconforto ao respirar 

(CHEN; LI, 2020). Também são observados alguns sintomas menos comuns, como 

diarreia, náusea, vômito, cefaleia, corrimento nasal, perda de paladar (disgeusia) e 

olfato (anosmia), dado a capacidade do vírus de afetar diversos órgãos, não apenas 

o pulmão (HU et al., 2021). 

Em indivíduos pertencentes aos grupos de risco é mais comum o 

desenvolvimento de casos graves da COVID-19, com dispneia e infiltração pulmonar 

bilateral, elevando os casos de internações e mortes nesta população (HU et al., 

2021). Fazem parte dos grupos de risco os pacientes idosos e pacientes com 

comorbidades, como diabetes, obesidade, tabagismo, hipertensão, doença 

cardiovascular, doença pulmonar crônica (ex. asma e bronquite) e indivíduos 

imunossuprimidos (SALIAN et al., 2021).  

Aproximadamente 30% das pessoas que testam positivo para COVID-19 são 

assintomáticos. Entretanto, dentro dessa população a taxa de contágio do vírus 

ainda pode acontecer, sendo necessário altos níveis de testagem e detecções de 

indivíduos contaminados.  
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FIGURA 5 – CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA COVID-19. 

 
FONTE: ADAPTADO DE HU et al. (2021). 

 

1.3 PREVALÊNCIA DA COVID-19 NO MUNDO 

Desde 2020 a COVID-19 vem sendo um grande problema de saúde pública, 

ainda com milhares de novos casos diários. Até o dia 27 de Maio de 2022, a COVID-

19 já é responsável por 524.878.064 de casos e 6.283.119 de mortes ao redor do 

mundo, de acordo com dados atualizados diariamente pela OMS (OMS, 2022). Na 

FIGURA 13 é possível observar a distribuição de casos de COVID-19 pelo mundo. 

Ao longo da pandemia, a média mundial do número de casos da doença é de 

6.729,2/100.000 habitantes e a relação sobre o número de óbitos é de 80,6/100.000 

habitantes. Observando apenas os dados do primeiro ano de pandemia, os números 

mundiais foram de 1.062,9/100.000 habitantes e 24,7/100.000 habitantes para casos 

e óbitos, respectivamente. Já em 2021, houve um aumento de 2,5 vezes a média do 

número de casos do ano anterior, sendo de 2.617,5/100.000 habitantes. Para a 

média do número de óbitos no mesmo ano, também foi observado aumento, nesse 

caso de 1,8 vezes, sendo de 45,1/100.000 habitantes (OMS, 2022). Apesar de 2021 

ter sido o ano do início da vacinação mundial, o aumento tanto do número de casos 

quanto de óbitos mundialmente se deve a alguns fatores diferentes, entre eles: Início 

tardio da vacinação em alguns países, demora para completar o ciclo vacinal, 

segunda onda de contaminação mais forte e surgimento de novas cepas de SARS-

CoV-2, como a variante Delta (B.1.617.2) (OMS, 2022).   
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FIGURA 6 – PREVALÊNCIA DE COVID-19 NO MUNDO. 

 
FONTE: OMS (2022). 

 

Considerando os dados anuais de 2022 até o mês de Maio, houve um 

aumento de 2,9 e 1,2 vezes em relação a 2020 e 2021, respectivamente, para a 

média no número de casos de COVID-19, sendo de 3.048,7/100.000 habitantes. O 

número de mortes, no entanto, decaiu 2,3 e 4,2 vezes se comparado com os anos 

de 2020 e 2021, respectivamente, sendo de 10,7/100.000 habitantes (OMS, 2022). 

O aumento do número de casos se deve pelo afrouxamento de algumas medidas de 

segurança, como uso de máscara e capacidade máxima reduzida, retorno de 

diversas atividades presenciais e principalmente pelo surgimento da variante 

Ômicron do SARS-CoV-2 (B.1.1.529) e suas diferentes cepas (BA.1, BA.2, BA.3, 

BA.4, BA.5) (OMS, 2022). Atualmente, a variante B.1.1.529 é conhecida por ser a 

mais transmissível da COVID-19 (INSTITUTO BUTANTAN, 2022). A FIGURA 7 

apresenta a atualização diária do número de casos e óbitos de COVID-19 no mundo. 

Cada variante nova do vírus foi responsável por diferentes ondas de contágio 

em regiões diferentes. Devido principalmente por causa da Ômicron, atualmente a 

Europa é o continente com maior número de casos confirmados de COVID-19, 

representando 42,0% do total mundial. Em seguida, há as Américas com 29,8% dos 

casos confirmados, acompanhado do Pacífico Ocidental e Sudeste da Ásia com 

11,3% e 11,1% dos casos totais, respectivamente. O Mediterrâneo Oriental 

concentrou 4,1% e por último há a África com 1,7% do total (OMS, 2022). 
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FIGURA 7 – ATUALIZAÇÃO DIÁRIA DE (A) CASOS E (B) ÓBITOS DE COVID-19 NO MUNDO. 

 
FONTE: OMS (2022). 

 
FIGURA 8 – NÚMEROS DIÁRIOS DE CASOS DE COVID-19 POR CONTINENTE. 

 
FONTE: OMS (2022). 

 

O cenário se altera quando se trata da porcentagem do número de óbitos nas 

regiões diferentes. Em primeiro lugar está as Américas com 43,6% dos óbitos 

globais, seguida da Europa com 32% do total de óbitos. O Sudeste da Ásia 

representa 12,5% e o Mediterrâneo Oriental 5,5% dos casos de óbitos. As regiões 

com as menores porcentagens são o Pacífico Ocidental e a África, com 3,7% e 2,7% 

dos óbitos totais no mundo, respectivamente (OMS, 2022). 
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FIGURA 9 – NÚMEROS DIÁRIOS DE ÓBITOS DE COVID-19 POR CONTINENTE. 

 
FONTE: OMS, 2022. 

 

 Na TABELA 1 está indicado os dez principais países responsáveis pelos 

maiores números de casos e óbitos no mundo. Não há relação direta entre todos os 

países nas duas listas, representando que apesar de alguns países terem uma 

grande quantidade de casos elevada, esse número não se converteu 

proporcionalmente em óbitos, como é o caso da Alemanha, República da Coreia e 

Turquia.  

 
TABELA 1 – PRINCIPAIS PAÍSES COM CASOS E ÓBITOS DE COVID-19. 

Número de casos Número de óbitos 

País Casos confirmados País Óbitos confirmados 

Estados Unidos 82.853.070 Estados Unidos 996.108 

Índia 43.147.530 Brasil 666.037 

Brasil 30.846.602 Índia 524.539 

França 28.561.540 Federação Russa 378.784 

Alemanha 26.199.643 México 324.768 

Reino Unido 22.272.992 Peru 213.134 

Federação Russa 18.315.292 Reino Unido 178.397 

República da Coreia 18.053.287 Itália 166.358 

Itália 17.333.299 Indonésia 156.565 

Turquia 15.068.094 França 144.809 
FONTE: ADAPTADO DE OMS (2022). 
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Entretanto, os Estados Unidos se encontram em primeiro lugar tanto para o 

número de casos quanto para o número de óbitos. Esse país sozinho é responsável 

por 15,8% dos casos globais e por 15,9% dos números de óbitos globais (OMS, 

2022). 

O Brasil ocupa, atualmente, a terceira posição de casos totais confirmados e 

o segundo lugar em relação ao número de óbitos confirmados, representando 5,9% 

e 10,6% do total, respectivamente. Diferentemente dos Estados Unidos, o qual teve 

as porcentagens de casos e óbitos iguais, os óbitos brasileiros são quase o dobro 

dos casos confirmados em porcentagem mundial. 

 
FIGURA 10 – ATUALIZAÇÃO DIÁRIA DE (A) CASOS E (B) ÓBITOS DE COVID-19 NO BRASIL. 

 
FONTE: OMS (2022). 

 

A incidência de COVID-19 no Brasil desde o início da pandemia é de 

14.678,6/100.000 habitantes, enquanto o coeficiente de mortalidade da doença é de 

316,9/100.000 habitantes. Os valores referentes às cinco regiões brasileiras, tanto 

para os casos confirmados quanto para os óbitos confirmados, estão indicados na 

TABELA 2 abaixo. 
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TABELA 2 – NÚMERO DE CASOS E ÓBITOS NO BRASIL POR REGIÃO. 

Região População 
Casos 

acumulados 
Casos acumulados 

100mi 
Óbitos 

acumulados 
Óbitos acumulados 

100mi 

Centro-Oeste 16297074 3325436 20405 63487 390 

Nordeste 57071654 6268986 10984 129008 226 

Norte 18430980 2507151 13603 50185 272 

Sudeste 88371433 12103839 13697 318769 361 

Sul 29975984 6641190 22155 104588 349 

Totais 210147125 30846602 14679 666037 317 
FONTE: ADAPTADO DE MS (2022). 

 

Observando cada estado individualmente, tem-se que, em números brutos, o 

estado de São Paulo apresentou o maior número de casos confirmados de COVID-

19, superando 5,4 milhões de casos, o que representa 11.936/100.000 habitantes. 

Entretanto, o estado que mais tem casos acumulados por 100.000 habitantes é o 

estado do Espírito Santo, com um valor de 26.161/100.000 habitantes, o que 

equivale a aproximadamente 1 milhão de casos confirmados. 

Novamente o estado de São Paulo acumulou o maior número de óbitos totais 

do Brasil, com quase 170 mil mortes por COVID-19. O coeficiente de mortalidade da 

doença nesse estado é de 368/100.000 habitantes. O estado que apresenta o maior 

número de casos confirmados por 100.000 habitantes é o estado do Rio de Janeiro, 

com mais de 73 mil óbitos e coeficiente de mortalidade equivalente a 427/100.000 

habitantes (MS, 2022). Os dados para os números de casos e óbitos, totais e para 

cada 100.000 habitantes, para todos os estados brasileiros mais o Distrito Federal 

encontram-se na TABELA 3 abaixo. 

 
TABELA 3 – NÚMERO DE CASOS E ÓBITOS NO BRASIL POR ESTADO E DISTRITO FEDERAL. 

(continua) 

UF População Casos 
acumulados 

Casos acumulados 
100mi 

Óbitos 
acumulados 

Óbitos acumulados 
100mi 

AC 881935 124974 14170 2002 227 

AL 3337357 298871 8955 6936 208 

AM 4144597 582734 14060 14173 342 
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TABELA 3 – NÚMERO DE CASOS E ÓBITOS NO BRASIL POR ESTADO E DISTRITO FEDERAL. 
(conclusão) 

UF População Casos 
acumulados 

Casos acumulados 
100mi 

Óbitos 
acumulados 

Óbitos acumulados 
100mi 

AP 845731 160418 18968 2133 252 

BA 14873064 1547372 10404 29922 201 

CE 9132078 1246002 13644 27051 296 

DF 3015268 703602 23335 11690 388 

ES 4018650 1051335 26161 14405 358 

GO 7018354 1357565 19343 26604 379 

MA 7075181 437344 6181 10888 154 

MG 21168791 3394187 16034 61520 291 

MS 2778986 532610 19166 10565 380 

MT 3484466 731659 20998 14628 420 

PA 8602865 773846 8995 18354 213 

PB 4018127 604539 15045 10220 254 

PE 9557071 934383 9777 21700 227 

PI 3273227 368074 11245 7745 237 

PR 11433957 2502334 21885 43284 379 

RJ 17264943 2177585 12613 73791 427 

RN 3506853 504990 14400 8199 234 

RO 1777225 403680 22714 7214 406 

RR 605761 155679 25700 2152 355 

RS 11377239 2408431 21169 39472 347 

SC 7164788 1730425 24152 21832 305 

SE 2298696 327411 14243 6347 276 

SP 45919049 5480732 11936 169053 368 

TO 1572866 305820 19443 4157 264 

Totais 210147125 30846602 14679 666037 317 

FONTE: ADAPTADO DE MS (2022). 
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1.4 PREVENÇÃO E TRATAMENTO  

 A prevenção da COVID-19 é feita seguindo as medidas de segurança contra 

a doença e com a vacinação completa. As medidas de segurança contra a COVID-

19 são um conjunto de ações não farmacológicas para prevenção e segurança da 

pandemia (MS, 2021). As medidas apontadas pelo Ministério da Saúde contam com 

o distanciamento social, higienização das mãos, etiqueta respiratória, uso de 

máscara em ambientes fechados, aglomerados ou em serviços de saúde, limpeza e 

desinfecção de ambientes, além da quarentena de casos confirmados e suspeitos de 

COVID-19. As etiquetas respiratórias incluem (1) cobrir o nariz e a boca com lenço 

de papel ou com o antebraço ao tossir ou espirrar, (2) evitar contato nos olhos, nariz 

e boca com as mãos não higienizadas, (3) manter distanciamento de pelo menos 1 

metro de indivíduos que estejam tossindo ou espirrando, (4) evitar contatos físicos, 

como abraços, beijos e apertos de mão, (5) higienizar com frequência objetos de uso 

contínuo e evitar compartilhar objetos de uso pessoal e (6) evitar aglomerações e 

manter os ambientes com boa ventilação (MS, 2021). 

 O programa de vacinação contra COVID-19 iniciou-se mundialmente em 

Dezembro de 2020, com a autorização pela OMS para uso de emergência da vacina 

Pfizer/BioNTech Comirnaty. Outras vacinas aprovadas para uso de emergência pela 

própria OMS incluem a SII/Covishield e AstraZeneca/AZD1222, desenvolvidas pela 

AstraZeneca/Oxford, a Janssen/Ad26.COV 2.S, desenvolvida pela Johnson & 

Johnson, a Sinopharm COVID-19, produzida pelo Beijing Bio-Institute of Biological 

Products Co Ltd e a vacina Moderna COVID-19 (mRNA 1273). Outras vacinas foram 

comprovadas como seguras e eficazes, nesse caso sendo necessário a autorização 

do uso das mesmas pelas agências reguladoras nacionais (OMS, 2021). 

 A FIGURA 11 abaixo apresenta um panorama mundial da vacinação contra 

COVID-19 até o dia 29 de Maio de 2022, enquanto na FIGURA 12 é informado os 

principais países com maiores valores de doses aplicadas para cada 100 habitantes, 

até a mesma data da figura anterior. 
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FIGURA 11 – MAPA DO TOTAL DE DOSES DE VACINA PARA COVID-19 ADMINISTRADAS PARA 

CADA 100 PESSOAS. 

 
FONTE: MATHIEU et al. (2022). 

 
FIGURA 12 – TOTAL DE DOSES DE VACINA PARA COVID-19 ADMINISTRADAS PARA CADA 100 

PESSOAS POR PAÍSES. 

 
FONTE: MATHIEU et al. (2022). 
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O Brasil é o quinto país com maior número de doses de vacina para COVID 

aplicadas para cada 100 habitantes. Aqui a vacinação se iniciou no dia 17 de Janeiro 

de 2021 e segue o Plano Nacional de Operacionalização da Vacinação contra a 

COVID-19 apresentado pelo Ministério da Saúde. Ainda segundo o Ministério da 

Saúde, já foram aplicadas 399 milhões de doses, de forma que 91,5% dos 

brasileiros estejam pelo menos com a 1ª dose e 85,8% completamente vacinados 

(MS, 2022). As vacinas aprovadas pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) para uso no Brasil são as CoronaVac (Instituto Butantan/Sinovac), a 

Pfizer/BioNTech Comirnaty, Janssen/Ad26.COV 2.S (Johnson & Johnson), 

SII/Covishield (Oxford/AstraZeneca) e a Gam-COVID-Vac, também conhecida como 

Sputnik V (ANVISA, 2022). 

 
FIGURA 13 – DOSES TOTAIS DE VACINAS CONTRA COVID-19 APLICADAS NO BRASIL. 

 
FONTE: MATHIEU et al. (2022). 

  

 Atualmente há apenas um medicamento aprovado pela Food and Drug 

Administration (FDA) para o tratamento de COVID-19, o antiviral Remdesivir. 

Entretanto, apenas um antiviral pode não ser o adequado para o tratamento devido a 

possibilidade de surgimento de novas cepas resistentes ao medicamento por 

mutações (SUPURAN, 2021).  

Por essa razão, há a necessidade de complementar o tratamento com novas 

opções antivirais e anticorpos monoclonais anti-SARS-CoV-2. O National Institutes 

of Health (NIH) por meio do COVID-19 Treatment Guidelines Panel apresenta 

diversas opções de tratamentos, seja para pacientes hospitalizados ou não, 

baseados em estudos clínicos realizados com diferentes opções de medicamentos 
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utilizados no tratamento da doença (NIH, 2022). A TABELA 4 resume a informação 

referente aos antivirais recomendados ou contraindicados para o tratamento de 

COVID-19. 

 
TABELA 4 – RECOMENDAÇÕES PARA O TRATAMENTO DE COVID-19 COM ANTIVIRAIS. 

Recomendado para pacientes não hospitalizados 

Tratamento indicado 
Tratamento APENAS se o indicado não está 

disponível ou não é apropriado  

Ritonavir-boosted nirmatrelvir (Paxlovid) Bebtelovimab 

Remdesivir Molnupiravir 

Recomendado para pacientes hospitalizados 

Remdesivir com imunomoduladores, como dexametasona, corticosteróides, baricitinib, IV tocilizumab 
ou IV sarilumab 

Drogas antivirais não recomendadas 

Não recomendados, exceto em ensaios 
clínicos 

Não recomendado em nenhum caso para 
tratamento de COVID-19 

Interferons para pacientes não 
hospitalizados 

Cloroquina ou Hidroxicloroquina para qualquer 
paciente 

Interferon alfa ou lambda para pacientes 
hospitalizados Azitromicina para qualquer paciente 

Ivermectina  Lopinavir/ritonavir para qualquer paciente 

Nitazoxanide Interferon beta sistêmico para pacientes hospitalizados 

FONTE: ADAPTADO DE NIH (2022). 

 

2 PROCEDIMENTOS PARA DIAGNÓSTICO DE COVID-19 
 A importância do diagnóstico rápido e eficiente é essencial para prevenir a 

propagação do vírus por pessoas em fase assintomática ou assintomáticos, que 

possuem a capacidade de transmitir a doença para diversos indivíduos, incluindo 

grupos mais vulneráveis.  Dessa forma, a detecção em massa de COVID-19 com 

alta sensibilidade e especificidade é um ponto importante para conter o avanço da 

pandemia de COVID-19, quando devidamente associado com quarentena dos casos 

confirmados (KEVADIYA et al., 2021). 

 De acordo com o Ministério da Saúde, as formas de diagnóstico da COVID-19 

utilizadas no Brasil são por (1) diagnóstico clínico, (2) diagnóstico laboratorial, 
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envolvendo biologia molecular, sorologia e testes rápidos e (3) diagnóstico por 

imagem (MS, 2021). 

 No caso do diagnóstico clínico, ele é realizado por meio de uma investigação 

clínico-epidemiológica, anamnese e adequado exame físico do indivíduo. Devem ser 

considerados os sintomas característicos da doença e também se houve contato 

próximo com casos confirmados para COVID-19 nos últimos 14 dias. Como as 

características clínicas da doença se assemelham a outros vírus respiratórios, como 

é o caso da influenza, rinovírus, adenovírus, etc., não há especificidade para a 

COVID-19, sendo necessário outros exames para confirmar o diagnóstico (MS, 

2021). 

O diagnóstico de imagem é executado por tomografia computadorizada de 

alta resolução (TCAR) do pulmão, podendo ser confirmado também com a 

complementação de ressonância magnética (RM) do cérebro. As alterações 

tomográficas observadas no caso da COVID-19 são opacidade em vidro fosco 

periférico e bilateral, opacidade em vidro fosco multifocal de morfologia arredondada 

e sinal de halo reverso, característico de pneumonia (MS, 2021; KEVADIYA et al., 

2021). 

 
FIGURA 14 – REPRESENTAÇÃO DE (a) TCAR DO PULMÃO E (b) RM DO CÉREBRO EM CASOS 

GRAVES DE COVID-19. 

 
FONTE: ADAPTADO DE KEVADIYA et al. (2021).  
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 O diagnóstico laboratorial que envolve biologia molecular se dá por duas 

técnicas: a Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction em tempo real (RT-

qPCR) e a amplificação isotérmica mediada por loop com transcriptase reversa 

(Reverse Transcriptase Loop-mediated isothermal Amplification ou RT-LAMP, em 

inglês). Ambas as técnicas são responsáveis por identificar o material genético do 

SARS-CoV-2.  

A RT-qPCR é considerada o padrão ouro para COVID-19 e se baseia em 

converter o RNA viral em DNA complementar (cDNA), o qual é amplificado pela Taq 

DNA polimerase e, assim, quantificado. Alguns pontos negativos da técnica, se 

comparado com métodos que não são baseados em biologia molecular, envolvem a 

possibilidade de falso negativo a depender da evolução do vírus, armazenamento 

das amostras, purificação do ácido nucleico com baixa qualidade, alto custo e 

demora na realização do procedimento (KEVADIYA et al., 2021). Entretanto, os 

casos de falsos negativos por erros operacionais e pela baixa carga viral não são 

limitações da técnica em si, que apresentaria o resultado esperado caso o 

diagnóstico fosse realizado dentro das condições padrões para a RT-qPCR.  

A técnica RT-LAMP utiliza como método de detecção medidas colorimétricas, 

níveis de turbidez ou de fluorescência. Esse teste utiliza uma estrutura de lab-on-a-

chip com tiras integradas em uma plataforma microfluídica, onde fluoresceína é 

concedida ao conjunto de primers utilizados, de forma que o produto da reação RT 

seja marcado (KEVADIYA et al., 2021).  

Já o diagnóstico laboratorial por sorologia é baseado na detecção de 

anticorpos contra o SARS-CoV-2, como o IgM, identificável na primeira semana e 

com pico após duas semanas, IgA, detectáveis entre os dias 4 e 10 da infecção, e 

IgG, com início da detecção mais tardio, mas perdurando até 48 dias em média, 

podendo, assim, ser diagnosticados casos em que a doença esteja ativa ou tenha 

ocorrido a infecção no passado (KEVADIYA et al., 2021).  

Os métodos aplicados nesse caso são Imunoensaio por Quimioluminescência 

(CLIA), Imunoensaio por Eletroquimioluminescência (ECLIA) e principalmente o 

Ensaio Imunoenzimático (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou ELISA, em 

inglês) (MS, 2021). 
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FIGURA 15 – MÉTODO DE (a) RT-PCR E (b) RT-LAMP PARA DETECÇÃO DE SARS-CoV-2. 

 
FONTE: ADAPTADO DE KEVADIYA et al. (2021). 

 

Por último há a utilização de testes rápidos como forma de diagnóstico 

laboratorial da COVID-19. Esses testes se encontram disponíveis de duas formas, 

sendo (1) de antígeno, detectando proteínas do SARS-CoV-2 em amostras 

naso/orofaringe coletadas durante a fase aguda da doença, e (2) de anticorpo, 

detectando os anticorpos anteriormente citados, utilizando como amostra sangue 

total, soro ou plasma do paciente contaminado (MS, 2021). A metodologia dos testes 

rápidos é por imunocromatografia (FIGURA 16) e oferece alta sensibilidade e 

especificidade (97% e 98%, respectivamente) a baixo custo e resultados fornecidos 

dentro de 15 minutos. 
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FIGURA 16 – TESTE RÁPIDO SOROLÓGICO. 

 
FONTE: ADAPTADO DE KEVADIYA et al. (2021). 

 

3 SISTEMA IMUNE 
 A imunologia é definida como sendo o estudo das defesas do organismo 

contra infecções. A forma como o organismo se defende dos agentes infecciosos e 

suas infecções é mediada por células e moléculas que constituem o sistema imune. 

São quatro as principais funções que o sistema imune confere para proteger o 

indivíduo contra o patógeno: (1) reconhecimento imune, (2) funções imunes efetoras, 

(3) regulação imune e (4) memória imune (MURPHY, 2014). 

 A resposta imunológica que o sistema imune realiza é dividida em dois 

grupos: resposta imune inata, envolvendo barreiras físicas e químicas (ex.: pele e 

sistema complemento), além de células (ex.: macrófagos, células dendríticas, etc.), e 

resposta imune adaptativa, que conta com células T e B, juntamente com os seus 

produtos. Há também a divisão da resposta imunológica em humoral e celular, 

quando é mediada por anticorpos e por células, respectivamente (TERRA et al., 

2012). 

 

3.1 RESPOSTA IMUNE INATA E ADAPTATIVA 

 A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do indivíduo e é 

caracterizada por ser mais ágil, de forma que esteja sempre disponível de imediato 

para combater uma ampla variedade de patógenos. Entretanto, a imunidade inata 



40 
 

não é específica para nenhum patógeno e também não produz uma imunidade 

duradoura (MURPHY, 2014). 

 A partir do momento em que os patógenos cruzam as barreiras físicas e 

químicas, o sistema complemento é responsável por reconhecer e destruir de 

imediato os agentes estranhos ao corpo, sendo que a imunidade inata disponibiliza 

células fagocitárias, como macrófagos e neutrófilos, células dendríticas (DC) e 

células natural killers (NK) para eliminar os patógenos por meio da produção de 

substâncias químicas tóxicas, como moléculas antimicrobianas assim como óxido 

nítrico (NO), juntamente de enzimas de degradação (MURPHY, 2014; TERRA et al., 

2012). 

 As células dendríticas são a ligação entre a resposta imune inata e a resposta 

imune adaptativa, uma vez que são especializadas em fazer a apresentação dos 

antígenos para as células da imunidade adaptativa, sendo também chamadas de 

células apresentadoras de antígenos (APC). Ao invés de realizar a eliminação dos 

patógenos, as DC se maturam em células que irão ativar células T por apresentar os 

antígenos em sua superfície, fornecendo também outros sinais importantes para a 

ativação de células T (MURPHY, 2014). 

 
TABELA 5 – FUNÇÕES DA IMUNIDADE INATA. 

Principais funções do sistema imune inato 

Impedir a entrada de agentes estranhos pelas barreiras físicas e químicas 

Prevenir a disseminação da infecção por meio de mediadores humorais 

Remover não próprios via fagocitose ou meios citotóxicos 

Ativar o sistema imune adaptativo através de citocinas de sinalização e apresentação de antígenos 

FONTE: ADAPTADO DE GLEICHMANN; STEWARD (2020). 

 

 A resposta imune adaptativa produz imunidade específica, com a produção de 

anticorpos e células específicas contra um agente infeccioso em particular ou 

produtos do mesmo. Ao contrário da imunidade inata, a adaptativa é caracterizada 

pela resposta imunológica tardia, levando dias para se sintetizar. Dessa forma, o 

organismo consegue desenvolver memória imune, conferindo imunidade protetora 

contra reinfecções causadas pelo mesmo patógeno (MURPHY, 2014; TERRA et al., 

2012). 
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A imunidade adaptativa inclui principalmente a atuação de leucócitos 

conhecidos como linfócitos, envolvendo as células T (CD4+ e CD8+), com produção 

de citocinas, e células B, as quais produzem anticorpos. Essas células são capazes 

de reconhecer e agir contra determinados antígenos devido à presença de 

receptores de antígenos especializados na superfície desses linfócitos, permitindo 

com que as células se liguem aos antígenos (MURPHY, 2014). 

Quando o antígeno se encontra com um receptor de antígeno de célula T (T-

cell receptor ou TCR, em inglês), os linfócitos T se proliferam e se diferenciam em 

efetoras. São três variações de células T efetoras, com funções diferentes: (1) As 

células T citotóxicas (CD8+) são responsáveis por matar as células infectadas com 

patógenos intracelulares; (2) as células T auxiliares (CD4+) efetuam sinais que 

influenciam a atividade de outras células, como células B e células fagocitárias, 

melhorando a produção de anticorpos e tornando-as mais eficientes para eliminar os 

patógenos, respectivamente; e (3) as células T reguladoras (CD4+) regulam as 

atividades dos linfócitos, inibindo as respostas imunes das células T (MURPHY, 

2014). 

 
FIGURA 17 – CÉLULAS DOS SISTEMAS IMUNES INATO E ADAPTATIVO. 

 
FONTE: ADAPTADO DE GLEICHMANN; STEWARD (2020). 
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As células T amadurecem em um órgão linfoide central chamado de timo, 

localizado no tórax superior. As células maduras circularam pelos órgãos linfoides 

periféricos, abrangendo os linfonodos, tecidos linfoides de mucosa, como intestino, 

trato respiratório e urogenital, etc., e baço, onde ficarão até o início da resposta 

imune adaptativa. As células ativadas se proliferam produzindo progênies para o 

mesmo antígeno, processo conhecido como expansão clonal (MURPHY, 2014).  

 

3.2 RESPOSTA IMUNE HUMORAL E CELULAR 

 A resposta imune adaptativa é dividida em duas: a resposta imune humoral e 

a resposta imune celular/mediada por células. A resposta imune humoral é mediada 

por anticorpos e controlada pelas células B ativadas. Ou seja, quando há eliminação 

de um patógeno por moléculas liberadas pelo sistema imune a resposta imunológica 

é humoral (TERRA et al., 2012). 

 A ativação de células B ocorre com a ligação do antígeno ao receptor de 

células T (BCR), transmitindo sinais intracelulares para indicar a ligação. Além disso, 

o BCR envia o antígeno para o meio intracelular, gerando peptídeos do patógeno 

que são devolvidos para a superfície da célula B associados a moléculas do 

complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex ou 

MHC, em inglês) de classe II. As células T auxiliares específicas para o antígeno são 

capazes de reconhecer os complexos de peptídeos ligados aos MHC de classe II. 

Dessa forma, essas células liberam citocinas que promovem a proliferação de 

células B, diferenciando-se em células secretoras de anticorpos, as células 

plasmáticas, e em células B de memória (MURPHY, 2014). 

 São três as principais funções dos anticorpos: neutralização, opsonização e 

ativação do complemento. Na neutralização os anticorpos se ligam ao patógeno para 

impedir a entrada dos mesmos nas células. A opsonização é caracterizada pelo 

revestimento da superfície de um agente infeccioso, promovendo a fagocitose. Por 

último há a ativação do complemento, que ocorre quando os anticorpos ativam 

proteínas do sistema do completo pela via clássica, aumentando a opsonização e 

lise de alguns patógenos (MURPHY, 2014; DORNELL, 2021). 

 A resposta imune celular ou resposta imune mediada por células é aquela 

onde a eliminação do patógeno é mediada principalmente por células T. Esse tipo de 

resposta atua contra patógenos intracelulares, tanto quando o agente infeccioso é 

fagocitado e escapa para o interior da célula ao burlar os mecanismos, quanto na 
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infecção de um patógeno ao penetrar uma célula-alvo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 

2015). 

 As células T CD8+ virgens reconhecem peptídeos apresentados pelo MHC de 

classe I, diferenciando-se em células T CD8+ citotóxicas, as quais atuam contra 

patógenos intracelulares, especialmente em células infectadas por vírus, liberando 

substâncias que causam a fagocitose da célula infectada (DJAOUD; PARHAM, 

2020). É comum que as células necessitem do auxílio de células T CD4+ auxiliares 

para se tornarem efetoras (MURPHY, 2014).  
 

FIGURA 18 – FUNÇÕES DAS CÉLULAS T EFETORAS. 

 
FONTES: MURPHY (2014). 

 

As células T CD4+ virgens se diferenciam após o reconhecimento de 

peptídeos específicos apresentados por MHC de classe II, havendo subpopulações 

de células efetoras com funções imunes distintas. As células T CD4+ auxiliares são 

identificadas nas classes funcionais TH1, TH2, TH17 e TFH (célula T auxiliar folicular), 

auxiliando diferentes células do sistema imune. As características destas classes se 

encontram na FIGURA 18. A segunda função efetora que a célula pode adquirir é a 

de célula T CD4+ reguladora (Treg), podendo inibir as respostas das células T. Elas 

podem ser conhecidas como células Treg naturais quando realizam sua função no 

próprio timo ou células Treg induzidas quando células T CD4+ virgens são ativadas na 

presença de fator de transformação de crescimento β (TGF-β) e na ausência de IL-6, 

além de outras citocinas (MURPHY, 2014; ALVES, 2021). 
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A principal consequência da imunidade adaptativa é a construção de uma 

imunidade protetora contra as reinfecções, por meio da memória imune. Essa 

imunidade duradoura é estabelecida por anticorpos pré-formados, células T efetoras 

e a geração de novas populações de linfócitos. As novas populações adquirem a 

capacidade de atender imediatamente novas infecções pela transferência da 

atividade de células B e T instruídas para linfócitos virgens. Sabe-se também que as 

células T CD4+ são essenciais para regular as células T CD8+ de memória 

(MURPHY, 2014).  

 

3.3 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (ROS) E DE NITROGÊNIO (RNS) 

 Durante as funções do metabolismo e da via aeróbica há um processo 

fundamental para o organismo chamado de reações redox, compostas por 

oxidações e reduções. A oxidação é uma reação química onde há a perda de 

elétrons de uma substância ou um aumento no estado de oxidação da mesma. Já a 

redução é quando há o ganho de elétrons de uma substância ou diminuição no 

estado de oxidação (REDOX, 2012). Essas reações quando são aplicadas para os 

conceitos de química orgânica há também a transferência de elétrons, que fica 

visível e representada pelas moléculas envolvidas na transferência. No caso, a 

oxidação orgânica ocorre quando há ganho de oxigênio ou perda de hidrogênio, 

enquanto a redução orgânica é o ganho de hidrogênio e perda de oxigênio 

(NISHINAGA, 2015). 

 As reações de oxidação no organismo formam radicais livres, os quais 

apresentam um ou mais elétrons desemparelhados nos átomos de nitrogênio ou de 

oxigênio. Quando o elétron está centrado em um átomo de oxigênio, é chamado de 

espécies reativas de oxigênio (reactive oxygen species ou ROS, em inglês), que há 

como exemplos radicais superóxido (O2
•-) e hidroxila (HO•) e derivado não radical 

peróxido de hidrogênio (H2O2). Quando as espécies são derivadas de nitrogênio, 

elas são nomeadas de espécies reativas de nitrogênio (reactive nitrogen species ou 

RNS, em inglês), tendo como exemplos o óxido nítrico (NO•), o dióxido de nitrogênio 

(NO2
•) e o intermediário peroxinitrito (ONOO-) (CALAS-BLANCHARD; CATANANTE; 

NOGUER, 2014; VASCONCELOS et al., 2007). 

 Por se tratar de uma função essencial no metabolismo em condições normais 

fisiológicas, ocorre o balanço entre geração e eliminação de ROS/RNS nas células, 

importantes para a sinalização celular, regulação de citocinas inflamatórias e fatores 
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de crescimento (SUHAIL et al., 2020). Caso os níveis dessas espécies estejam 

inferiores ao normal, elas podem ser sinalizadores para promover a sobrevivência e 

proliferação celular, enquanto o aumento na concentração delas pode induzir a 

morte celular por causar dano às macromoléculas celulares, como proteínas, lipídios 

e DNA. O desequilíbrio nos níveis de moléculas oxidantes e antioxidantes, é 

chamado de estresse oxidativo (SILVA; CERCHIARO; HONÓRIO, 2011). 

Células T ativadas e citocinas secretadas se encontram próximas de fagócitos 

ativados, os quais produzem H2O2 via NOX-2. O H2O2 pode oxidar os tióis (SH-) 

presentes na superfície das células T ou, intracelularmente, oxidar a glutationa 

(GSH) ou interferir na síntese de DNA. O estresse oxidativo em células T pode 

causar hipo ou hiperresponsividade das mesmas, o que pode acarretar no 

desenvolvimento de diversas enfermidades (BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI, 

2015). 

 
FIGURA 19 – REGULAÇÃO REDOX DE CÉLULAS T. 

 
FONTE: BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI (2015). 

LEGENDA: Fagócitos ativados e células dendríticas (DC) secretam cisteína (Cys) para o espaço 

extracelular, onde é absorvida pelas células T e, então, convertida em GSH. A GSH é um antioxidante 

responsável por neutralizar efeitos supressores de ROS liberadas pelos fagócitos ativados e DC, 

mantendo os tióis de superfície reduzidos, neutralizando o H2O2 intracelular e permitindo a síntese de 

DNA. Além disso, a interação TCR-peptídeo-MHC provoca secreção de tioredoxina (TRX) pelas 

células T, Tregs e DCs. Essa substância também é responsável por conservar os tióis se superfície no 

estado reduzido.  
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Há também estudos sobre a participação de ROS durante a ativação de 

células T humanas, as quais produzem as espécies após estimulação com 

diferentes agentes. Um fator a ser levado em consideração é a possibilidade das 

ROS detectadas serem produzidas por contaminantes durante a preparação das 

células T, como células fagocíticas (BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI, 2015). 

 
FIGURA 20 – ROS NA ATIVAÇÃO DE CÉLULAS T. 

 
FONTE: BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI (2015). 

LEGENDA: A estimulação de TCR ou CD28 acarreta a produção de ROS por 5-lipoxigenase, NOX-2 

e mitocôndrias em células T. A ativação da via da lipoxigenase (LOX) ocorre durante a ligação do 

CD28, alavancando a expressão de CD25, IL-2 e IL-4. Já o TCR tem duas participações em relação 

às ROS, a primeira aumentando a produção de O2
•- pelo complexo mitocondrial III (CIII) e a segunda 

pela ativação de NOX-2. Como descrito anteriormente, a NOX-2 é responsável pela produção de 

H2O2 que, uma vez dentro da célula, ativa GATA-3 e STAT-3, além de inibir STAT-6. A diferenciação 

da célula T é dependente desses fatores, uma vez que GATA-6 e STAT-6 direcionam para o fenótipo 

TH2 e produção de IL-4 e IL-5, enquanto a STAT-3 para TH17 com produção de IL-17 (BELIKOV; 

SCHRAVEN; SIMEONI, 2015).  

 

É possível monitorar a produção intracelular de ROS/RNS em células vivas 

principalmente com a utilização de sondas fluorescentes. Os métodos mais comuns 

para monitoramento das ROS são utilizando as sondas vermelho amplex (10-acetil-

3,7-dihidroxifenoxazina ou ADHP) e o diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceína 

(DCFH-DA) (ENOMOTO; MATHARU; REVZIN, 2013; CHEN et al., 2012). A sonda 
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DCFH-DA é desacetilada após atravessar a membrana celular, tornando-se 

acessíveis para reagir com oxidantes. Após ser oxidada, há a geração de 

diclorofluoresceína fluorescente, a qual pode ser quantificada nos comprimentos de 

onda de excitação de 485 nm e de emissão em 530 nm (WU; YOTNDA, 2011).  

Já o controle das RNS acontece especialmente pela medição de espécies de 

óxido nítrico com a utilização de sondas fluorescentes, como diaminofluoresceínas, 

ou o agente Griess, que reage com o óxido nítrico, formando um complexo que pode 

ser mensurado no comprimento de onda de 548 nm (CALAS-BLANCHARD; 

CATANANTE; NOGUER, 2014). Entretanto, o Griess detecta apenas o nitrito nas 

amostras, não outras formas de RNS, além de ser uma sonda pouco sensível. 

 

3.4 MECANISMOS IMUNOLÓGICOS DA COVID-19 

 O SARS-CoV-2 infecta o organismo via naso-oral e interage com as células 

pulmonares que expressam o receptor da enzima conversora da angiotensina 2 

(angiotensin-converting enzyme 2 ou ACE2, em inglês), como as células alveolares 

tipo 2 (SHAH et al., 2020). Após o vírus se ligar ao receptor ACE2 pela proteína S, 

ele consegue adentrar as células pulmonares por duas vias distintas: (1) na ausência 

de serinoprotease transmembrana II humana (TMPRSS2) e (2) na presença de 

TMPRSS2.  

 No caso da célula-alvo não expressar TMPRSS2 suficiente ou se o vírus 

ligado ao ACE2 não encontra a proteína, o complexo vírus-ACE2 será internalizado 

na célula via endocitose mediada por clatrina nos endolisossomos. O local S2’, 

interno à subunidade S2 da proteína S, é clivado por catepsina L, a qual só tem 

atividade em ambiente ácido. Já em situações em que a célula-alvo expressa 

TMPRSS2, a proteína é responsável por realizar a clivagem no local S2’ da proteína 

S, a qual ocorre na superfície da célula sem prévia internalização do complexo vírus-

ACE2 (JACKSON et al., 2022). 
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FIGURA 21 – VIAS DE ENTRADA DO SARS-CoV-2 NA CÉLULA-ALVO. 

 
FONTE: ADAPTADO DE JACKSON et al. (2022). 

 

 Independente da via de entrada do SARS-CoV-2 na célula, quando ocorre a 

clivagem do sítio S2’ há mudanças conformacionais na subunidade S2 que além de 

exporem o peptídeo de fusão (FP) também impulsionam o mesmo para dentro da 

membrana do alvo, acontecendo a fusão entre as membranas viral e celular. A fusão 

de membranas é realizada com a formação de um poro de fusão pelo qual é liberado 

o RNA viral no citoplasma da célula-alvo (JACKSON et al., 2022). 

Os primeiros a identificarem o vírus no organismo são os receptores de 

reconhecimento de patógenos (PRRs), sobretudo os receptores do tipo Toll (toll-like 

receptors ou TLR, em inglês) 3, 7 e 8, elevando a produção de interferon. A resposta 

imune inata, em especial a mediada por interferons do tipo I, interfere e pode 

influenciar na resposta imune adaptativa e no quadro clínico da doença, sendo que 

quadros clínicos graves são caracterizados pela inflamação precoce, com altos 

níveis de IFN-α, TNF e IFN-γ21, juntamente de resposta imune adaptativa tardia e 

excessiva (MOSS, 2022). 
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No decorrer da infecção pelo SARS-CoV-2, as células T reconhecem os 

antígenos do vírus que são apresentados pelo MHC de classe I, também chamado 

de HLA em humanos (Antígeno Leucocitário Humano ou Human Leukocyte Antigen, 

em inglês), que promove a atividade citotóxica de células T CD8+ e a liberação de 

citocinas. De forma similar, também é possível que o MHC de classe II apresente 

peptídeos do vírus para células T CD4+ (SHAH et al., 2020). 

A resposta imune celular com controle eficaz da COVID-19 e em casos leves 

da doença é caracterizada pelo desenvolvimento precoce de resposta por células T 

CD8+ citotóxicas, associado ao alto nível de expressão de moléculas efetoras por 

essas células, e células T CD4+ tipo 1, com pico em aproximadamente 14 dias após 

a aparição dos sintomas. Já quando há a ativação em excesso de células T e um 

perfil de células T CD4+ tipo 2, o quadro clínico da doença é frequentemente grave 

(MOSS, 2022). Em casos assintomáticos de COVID-19, as respostas das células T 

vírus-específicas são definidas pela produção de citocinas inflamatórias e IL-10 em 

equilíbrio, enquanto a infecção sintomática há produção polarizada dos mediadores 

inflamatórios (SHAH et al., 2020). 

 
FIGURA 22 – PERFIL DE CÉLULAS T DURANTE INFECÇÃO POR SARS-CoV-2. 

 
FONTE: ADAPTADO DE MOSS (2022). 

LEGENDA: Durante os 12 primeiros meses após a eliminação da infecção primária de SARS-CoV-2 

(viremia) por células T CD4+ e CD8+, há a manutenção das respostas de células T de memória. Essas 

populações representam aproximadamente 0,5% e 0,2% do repertório de células T CD4+ e CD8+, 

respectivamente, visando 19 e 17 epitopos cada.  

 



50 
 

Nos casos de reinfecção por SARS-CoV-2, as células T CD4+ de memória, 

com a produção de citocinas, estimulam células B e outras células do sistema 

imune, apresentando mais marcadores de memória central, como CD45RA-, CD62L- 

e CCR7+. Já as células T CD8+ citotóxicas de memória são responsáveis pela 

destruição das células infectadas com o vírus, sendo que esse grupo celular tem 

marcadores de memória efetora, como CD45RA+, CD62L- e CCR7- (SHAH et al., 

2020). 

 

4 BIOSSENSORES 
 De acordo com a União Internacional de Química Pura e Aplicada 

(International Union of Pure and Applied Chemistry ou IUPAC, em inglês), sensores 

químicos são definidos como instrumento que respondem de maneira seletiva a 

espécies ou compostos químicos contidos em uma amostra, de tal forma que o sinal 

originado do sistema é proporcional à concentração (HULANICKI; GLAB; INGMAN, 

1991).  

Os sensores são constituídos por um receptor, o qual transforma a 

informação química em energia, e um transdutor, responsável por medir a energia 

do receptor por meio de um sinal analítico. A depender da origem do sinal, os 

receptores podem ser baseados em princípios físicos (sem reação química), 

químicos (com reação química) e bioquímicos (processo bioquímico). Neste último 

caso de receptor os sensores são classificados como biossensores (HULANICKI; 

GLAB; INGMAN, 1991). 

Biossensores são definidos como dispositivos encarregados de converter uma 

resposta biológica em um sinal elétrico, onde os receptores são elementos 

biológicos, como células, enzimas, anticorpos, etc. Dessa forma, é possível realizar 

o monitoramento de doenças, detecção de drogas, patógenos e marcadores, como a 

detecção de hormônios, toxinas, metais pesados, etc. (METKAR, GIRIGOSWAMI, 

2019). 

Como características de biossensores há a seletividade para detectar o 

analito específico em uma amostra; reprodutibilidade; estabilidade para não ser 

suscetível a mudanças no ambiente; sensibilidade, ou seja, capacidade de detectar 

analitos com baixíssimas concentrações, como limite de detecção na faixa de ng/mL; 

e linearidade, atribuído à precisão da resposta medida, havendo mudança do sinal 
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captado quando se altera a concentração do analito (METKAR, GIRIGOSWAMI, 

2019). 

Um modelo eletroquímico que pode ser utilizado como um biossensor são os 

eletrodos serigrafados (screen-printed electrodes ou SPE, em inglês). Esses 

eletrodos são constituídos pela deposição de camada por camada de tinta sobre a 

base sólida, sendo comumente utilizadas as tintas de prata, ouro e carbono, na 

configuração de três eletrodos impressos: eletrodo de trabalho, eletrodo de 

referência e contra eletrodo. A prata impressa no eletrodo funciona como uma trilha 

condutora no eletrodo de referência, enquanto o ouro ou carbono compõem o 

eletrodo de trabalho e contra eletrodo (TALEAT; KHOSHROO; MAZLOUM-

ARDAKANI, 2014). A prevalência da utilização de carbono na construção dos 

eletrodos é devido ao baixo custo e por ser quimicamente inerte, entretanto é 

necessário a adição de polímeros no eletrodo de trabalho para que haja a 

imobilização de amostras biológicas. 

 
TABELA 6 – DESENVOLVIMENTO HISTÓRICO DE ELETRODOS E BIOSSENSORES. 

Década Evento 

1970 

Descoberta do transistor de efeito de campo sensível a íons (ISFET) 

Detecção de CO2 e O2 por biossensor de fibra óptica 

Primeiro biossensor comercial para detecção de glicose 

Primeiro imunossensor baseado em micróbios 

1980 

Biossensor de fibra óptica para detecção de glicose 

Imunossensor de ressonância plasmônica de superfície (SPR) 

Primeiro biossensor mediado por amperometria 

Desenvolvimento de ultramicroeletrodos 

Desenvolvimento de eletrodo revestido de polímero 

1990 

Biossensor baseado em SPR 

Biossensor de sangue portátil 

Desenvolvimento de screen-printed eletrode (SPE) 

FONTE: ADAPTADO DE METKAR, GIRIGOSWAMI (2019); WANG (1994). 
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Os materiais mais empregados nesses casos são o ácido poli-lático (PLA), 

poli L-lisina (PLL), poliamida (PA) e acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) (MARTINS 

et al., 2021; GUVEN; LOZANO-SANCHEZ; GUVEN, 2013).  

 
FIGURA 23 – COMPOSIÇÃO DE UM SCREEN-PRINTED ELECTRODE. 

 
FONTE: ADAPTADO DE KAVCIC; KARLOVITS; ZULE (2020). 

 

 Dessa forma, os SPE de ouro ou de carbono, este último quando combinado 

com outros polímeros, podem ser aplicados como biossensores eletroquímicos, com 

exemplos de sensores enzimáticos, imunológicos ou de genes. Podendo ser 

integrados em dispositivos eletrônicos, os SPE oferecem uma alternativa rápida, de 

alta sensibilidade, com facilidade de operação e portátil no diagnóstico de doenças 

(POHANKA, 2020). 

 O diagnóstico realizado pelos SPE ocorre por meio da medição de compostos 

ativos redox presentes na amostra biológica, utilizando técnicas de voltametria, 

como a voltametria de onda quadrada e a voltametria cíclica (POHANKA, 2020). A 

voltametria cíclica é uma técnica eletroquímica responsável pelo estudo de reações 

iniciadas por transferência de elétrons, como a redução e oxidação. Os resultados 

são transferidos para um gráfico, conhecido como voltamograma, contendo no eixo x 

o potencial aplicado enquanto no eixo y há a corrente resultante para aquele 

potencial. A varredura positiva do potencial gera o traço anódico, formando o pico de 

oxidação, seguido de uma alteração na direção da varredura, percorrendo o 

potencial negativamente com o traço catódico, gerando o pico de redução 

(ELGRISHI et al., 2018). 
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FIGURA 24 – REPRESENTAÇÃO DE UM VOLTAMOGRAMA. 

 
FONTE: ADAPTADO DE KIM et al. (2020). 

 

 Sendo assim, uma alternativa para os diagnósticos tradicionais de COVID-19, 

descritos no tópico 2 (página 34) deste documento, é a utilização de biossensores 

SPE na detecção de ROS produzidas durante a ativação e diferenciação de células 

T específicas para a doença. Os biossensores são alternativas para a falta de 

sensibilidade e ocorrência de falsos negativos nos testes por antígeno e por 

anticorpos. Já o diagnóstico baseado em respostas imunes celulares torna-se 

relevante por ser mais duradoura que a resposta imune humoral, além de abranger 

pacientes que não tenham desenvolvido anticorpos contra o SARS-CoV-2. Como 

publicado na pesquisa de GEURTSVANKESSEL et al. (2022), indivíduos vacinados 

para COVID-19 que apresentavam falta de anticorpos neutralizantes ainda 

mantinham células T CD4+ e CD8+, potencialmente auxiliando na prevenção ou 

limitando casos graves da doença. 
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CAPÍTULO 2 – ANÁLISE IN SILICO DAS CORRELAÇÕES ENTRE BCoV E SARS-
CoV-2 

1 INTRODUÇÃO 
 Coronavírus (CoVs) são vírus compostos por RNA fita simples pertencentes à 

família Coronaviridae, capazes de infectar diversos animais causando doenças 

respiratórias, gastrointestinais e neurológicas. Os quatro gêneros que compõem 

essa família são: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus and 

Deltacoronavirus (WU et al., 2020). Entre os beta-coronavírus estão o SARS-CoV-2 

e o coronavírus bovinos (BCoV), sendo o último responsável por perdas na pecuária 

causando diarréia em bezerros neonatos e infecções respiratórias em bezerros e 

gado confinado (VLASOVA; SAIF, 2021; TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2008). 

Ambos codificam no genoma 4 proteínas estruturais, envelope (E), membrana (M), 

nucleocapsídeo (N) e spike (S), além das non-structural proteins (NSP) e open 

reading frame (ORF) (YAO et al., 2020; HASOKSUZ; KILIÇ; SARAÇ, 2020). 

 A reatividade cruzada entre cepas de coronavírus é capaz de induzir uma 

memória imunológica que ajuda a reduzir a gravidade e propagação de doenças. 

Essa imunidade pré-existente pelo contato com outros coronavírus, como o BCoV, 

pode fornecer proteção ou aumentar susceptibilidade contra o SARS-CoV-2 sem que 

seja necessário exposição prévia (LEE et al., 2020). No entanto, trabalhos anteriores 

que previam a imunidade cruzada se concentraram em coronavírus de diferentes 

gêneros (THE PHARMALETTER, 2021). 

Aqui, é realizada uma análise in silico das correlações entre os coronavírus 

bovino e humano. A correlação espacial entre bovinos e COVID-19 foi avaliada 

usando dados do Brasil. O país possui áreas grandes e bem definidas com alta 

densidade de gado. As análises dentro do estado permitem a comparação 

controlada dos fatores de risco da COVID-19, pois as políticas públicas mais 

importantes que alteram os riscos da COVID-19 são distribuídas igualmente em nível 

estadual. Além disso, realizamos uma avaliação imunológica da probabilidade de 

que a exposição ao BCoV possa induzir respostas imunes protetoras em humanos 

contra o SARS-CoV-2. Procuramos peptídeos originados das proteínas BCoV M, N, 

S e ORF que potencialmente poderiam induzir respostas de células T e B em 

pessoas e que apresentam alta identidade com SARS-CoV-2. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1 EPIDEMIOLOGIA DO COVID-19 E ASSOCIAÇÃO COM FATORES DE RISCO 

A epidemiologia do COVID-19 foi avaliada a partir de dados disponíveis 

publicamente (JUSTEN, 2021). Para as análises intra-estaduais, foi utilizada a 

inclinação de aumento de casos/100.000 pessoas para cada município do estado 

brasileiro de Mato Grosso do Sul (MS) (entre janeiro de 2020 e setembro de 2021) 

(ISLAM et al., 2021). A inclinação dos casos de COVID-19 foi comparada com o 

número de bovinos/100.000 habitantes para cada município do estado (IBGE, 2021). 

Como controle, a distância de cada município até a grande cidade da sub-

região do estado foi comparada com a inclinação dos casos de COVID-19 

(SALDANHA et al., 2015). A eficiência geral dos gastos públicos (não correlacionada 

diretamente com a COVID-19) também foi usada como controle em uma análise de 

correlação com a prevalência da COVID-19. Foram utilizados dados da literatura 

sobre investimento público. O rigor dos gastos foi pontuado de 1 a 4, sendo quatro o 

uso público de recursos de melhor qualidade (DORSA et al., 2020). A correlação dos 

dados com a prevalência de COVID-19 foi avaliada com o teste de corrida em uma 

correlação linear. 

Dados de todo o país do Brasil foram avaliados usando QGIS 3.24.1 Tisler. 

Os dados da COVID-19 de todos os municípios brasileiros e o mapa das estradas 

brasileiras foram obtidos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (PORTAL, 

2022). A localização e densidade da população de gado foi de um conjunto de dados 

publicado anteriormente, não havendo distinção entre gado de corte e leiteiro 

(GILBERT et al, 2018). 

As taxas de prevalência de COVID-19, densidade de estradas e populações 

de gado foram comparadas pela intensidade de pixel das respectivas camadas 

rasterizadas usando ‘Point Sampling Tool Plugin’ para QGIS (versão 0.5.3, por Borys 

Jurgiel). Uma grade de pontos foi colocada sobre os mapas de interesse para 

análise usando o plugin. A malha foi posicionada para cobrir todo o território 

brasileiro ao sul do Equador, onde estão localizadas as regiões pecuárias. A 

prevalência de COVID-19 foi corrigida em relação à densidade de estradas na 

respectiva região. Para isso, cada ponto COVID-19 da grade de análise foi dividido 

pela soma dos 9 pontos de ‘intensidade’ da estrada mais próxima. GraphPad Prism 

8 (GraphPad Software, Inc., EUA) foi usado para gráficos e para análise estatística. 
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2.2 CONFIGURAÇÃO DE PEPTÍDEOS PARA AVALIAÇÃO IMUNOLÓGICA 

As sequências proteômicas do coronavírus bovino foram obtidas do banco de 

dados do NCBI e focadas em quatro proteínas (TABELA 7): proteína spike (S), 

proteína de membrana (M), proteína do nucleocapsídeo (N) e poliproteína replicase 

(Orf1ab). 

 
TABELA 7 – SEQUÊNCIAS PROTEÔMICAS DE CORONAVÍRUS BOVINO E SARS-COV-2 

HUMANO OBTIDAS DO NCBI.  

 Coronavírus bovino SARS-CoV-2 
Proteína spike NP_150077.1 YP_009724390.1 

Proteína de membrana NP_150082.1 YP_009724393.1 

Proteína do nucleocapsídeo NP_150084.1 QQD86936.1 

Orf1ab NP_150073.3 BCT04066.1 

Orf1ab = poliproteína replicase. 

FONTE: A AUTORA (2022). 

 

 Todas as sequências de proteínas foram organizadas em peptídeos de 15 

meros que se sobrepuseram por 10 aminoácidos, usando um programa 

desenvolvido em python versão 3.10 (RECHE, 2020). 

 
FIGURA 25 – SCRIPT EM PYTHON PARA FORMAR PEPTÍDEOS USADOS NO PRESENTE 

TRABALHO.  

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

NOTA: Observa-se na figura um código construído em python versão 3.10, onde uma estrutura de 

repetição ‘while’ gera peptídeos de 15 aminoácidos com sobreposição de 10 aminoácidos devido a 
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variável ‘volta’ que, ao imprimir um peptídeo, voltará 5 aminoácidos para então adicionar os 15 

aminoácidos do próximo peptídeo. Ou seja, a sobreposição dos peptídeos são pelos 5 primeiros 

aminoácidos, comum ao peptídeo anterior, e os 5 últimos aminoácidos, comum ao peptídeo seguinte. 

O código é genérico e pode ser utilizado para gerar peptídeos de qualquer proteína, bastando inserir 

a sequência completa dentro da variável ‘sequencia’, sendo que a mesma em seguida retira as 

quebras de linhas da proteína, transformando em um texto contínuo que pode ser utilizado pela 

repetição em seguida. É possível também alterar o tamanho e sobreposição dos peptídeos apenas 

alterando os valores presente nas variáveis ‘tamanho’ e ‘volta’. 

 

2.3 PREVISÃO DA REATIVIDADE DAS CÉLULAS T 

A reatividade das células T de peptídeos de coronavírus bovino foi avaliada 

pela previsão de sua ligação a moléculas de antígeno leucocitário humano classe I 

(Human Leucocyte Antigen class I ou HLA I em inglês) usando a ferramenta de 

previsão de ligação TepiToll (http://tools.iedb.org/tepitool/) enquanto a previsão de 

ligação a moléculas de antígeno leucocitário humano classe II (Human Leucocyte 

Antigen class II ou HLA II em inglês) foi realizada usando a ferramenta de previsão 

de ligação IEDB MHC II (http://tools.iedb.org/mhcii/). A ligação peptídica foi prevista 

para o painel de 27 alelos A e B mais frequentes e todas as moléculas HLA classe II, 

respectivamente. Um ponto de corte de 20% no percentile rank foi escolhido como 

um limite de predição universal (PAUL et al., 2015). 

 

2.4 PREVISÃO DA REATIVIDADE DAS CÉLULAS B 

A reatividade das células B de peptídeos de coronavírus bovino foi avaliada 

usando o IEDB Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 (http://tools.iedb.org/bcell/). 

Os resíduos com pontuações acima do limiar (0,5) e com 5 aminoácidos ou mais 

foram previstos como parte de um epítopo (GASTEIGER et al., 2005; JESPERSEN 

et al., 2017). 

 

2.5 SEMELHANÇA DE PEPTÍDEOS BCOV EM RELAÇÃO ÀS PROTEÍNAS SARS-

COV-2 

Todos os peptídeos BCoV que estavam acima dos limites nas análises de 

células T e B foram avaliados quanto à sua semelhança com as proteínas 

correspondentes do SARS-CoV-2 (TABELA 7) usando o Multiple Sequence 

Alignment (Clustal Omega, https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Sequências 
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com uma identidade maior ou igual a 80% foram selecionadas como 

correspondências de peptídeos (RECHE, 2020). 

 

3. RESULTADOS 
3.1 EPIDEMIOLOGIA DO COVID-19 E ASSOCIAÇÃO COM FATORES DE RISCO 

Analisamos a correlação da prevalência de COVID-19 com a densidade de 

bovinos no estado brasileiro de MS. Isso foi realizado como uma investigação inicial 

de uma possível associação epidemiológica entre a exposição humana ao 

coronavírus bovino (BCoV) e a propagação pandêmica alterada. 

A densidade de gado (gado/100.000 pessoas) correlacionou-se 

negativamente com a inclinação do aumento de casos de COVID-19 na EM. Em 

contrapartida, os fatores de confusão nesta análise epidemiológica não mostraram 

associação com a inclinação dos casos de COVID-19 no estado (os fatores 

avaliados foram distância de cada município ao principal polo regional e qualidade 

do gasto público) (FIGURA 26). 

 
FIGURA 26 – REGRESSÃO LINEAR ENTRE A DENSIDADE DE BOVINOS E A INCLINAÇÃO DO 

AUMENTO CUMULATIVO DE CASOS DE COVID-19 NO ESTADO BRASILEIRO DO MATO 

GROSSO DO SUL.  

 

FONTE: A AUTORA (2022). 

NOTA: Foram utilizados dados entre 20/jan/21 e set/21. A densidade de gado foi calculada como o 
número de gado/100.000 habitantes no município. A distância do município à cidade-polo principal foi 
utilizada para controlar a menor conectividade de pessoas das áreas de pecuária. A eficiência dos 
gastos públicos foi usada para controlar possíveis respostas mais lentas à pandemia de COVID-19 
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dos municípios pecuaristas. Análise por teste de corrida em uma regressão linear. Os valores P são 
mostrados para cada regressão. As linhas pontilhadas ao redor da tendência de regressão linear 
indicam o IC de 99%. 

 

Em uma segunda análise de prova de conceito, determinamos a correlação 

entre a) prevalência de COVID-19 em todo o Brasil; b) a densidade de populações 

de gado nas respectivas áreas. Como controle, o tráfego humano foi determinado 

pela avaliação da densidade de estradas na área. 

Os municípios brasileiros foram classificados como a) com menos casos de 

COVID-19 do que o esperado para a infraestrutura viária do entorno ou, b) com mais 

casos de COVID-19 do que o esperado para a infraestrutura viária do entorno. No 

último grupo de alto risco, a densidade bovina correlacionou-se negativamente com 

a prevalência de COVID-19 (FIGURA 27). 
 

FIGURA 27 – CORRELAÇÃO ENTRE A DENSIDADE DE POPULAÇÕES DE GADO E A 

PREVALÊNCIA DE COVID-19 EM TODO O BRASIL. 

 

FONTE: A AUTORA (2022). 

NOTA: A densidade de gado foi negativamente associada à prevalência de COVID-19 no Brasil. A 
prevalência de COVID-19 (A, em vermelho) e a densidade do gado (B, tons de cinza) foram avaliadas 
usando um sistema de informações geográficas. A densidade de estradas (C) também foi avaliada 
como um controle para a relevância do movimento humano na prevalência de COVID-19. Embora 
não mostrada, a grade aplicada em (A) também estava em (B) e (C) para as respectivas medidas. O 
efeito da densidade de gado foi avaliado separadamente em áreas com baixo (D) e alto risco (E) 
(como esperado da densidade de estradas). O valor P indica afastamento da linearidade para as 
linhas de correlação. A linha tracejada indica 95% CI. 
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3.2 CONFIGURAÇÃO DE PEPTÍDEOS PARA AVALIAÇÃO IMUNOLÓGICA 

Um total de 136, 23, 45 e 709 peptídeos 15-mer que se sobrepuseram por 10 

aminoácidos foram obtidos para as proteínas S, M, N e ORF1ab, respectivamente. 

 

3.3 PREVISÃO DA REATIVIDADE DAS CÉLULAS T 

Os resultados adquiridos pela ferramenta de predição de ligação ao MHC I do 

IEDB TepiToll, 81 peptídeos da proteína S, 18 peptídeos da proteína M, 25 

peptídeos da proteína N e 452 peptídeos da proteína ORF1ab tiveram uma 

classificação percentual igual ou inferior a 20%. 

A partir dos resultados obtidos pela ferramenta de predição de ligação do 

IEDB MHC II, 106 peptídeos da proteína S, 20 peptídeos da proteína M, 24 

peptídeos da proteína N e 566 peptídeos da proteína ORF1ab estavam acima do 

limite de seleção. 

 

3.4 PREVISÃO DA REATIVIDADE DAS CÉLULAS B 

A partir dos resultados obtidos pelo IEDB Bepipred Linear Epitope Prediction 

2.0, 70 peptídeos da proteína S, 9 peptídeos da proteína M, 38 peptídeos da 

proteína N e 386 peptídeos da proteína ORF1ab tiveram pontuações acima do limiar. 

 

3.5 SEMELHANÇA DE PEPTÍDEOS BCOV EM RELAÇÃO ÀS PROTEÍNAS SARS-

COV-2 

Entre os peptídeos que mostraram bons resultados para interações de células 

T ou B humanas putativas, apenas 2 peptídeos da proteína S, 1 peptídeo da 

proteína M e 2 peptídeos da proteína N mostraram pelo menos 80% de similaridade 

com SARS-CoV-2 (TABELA 8). Nenhuma sequência peptídica dessas três proteínas 

foi encontrada acima dos valores de corte para ambas as células T e células B. 

Em relação à proteína ORF1ab, 109 peptídeos estavam acima do limite para 

epítopos de células T ou B potenciais. Neste caso, 15 peptídeos foram encontrados 

acima do corte para células T e células B (TABELA 9). 
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4 DISCUSSÃO 
Os coronavírus bovinos (BCoV) são membros do gênero Betacoronavirus 

juntamente com o SARS-CoV-2, denotando suas semelhanças. Além disso, dentro 

do Betacoronavirus, o BCoV está entre os mais semelhantes ao SARS-CoV-2 

(ZHOU et al., 2021; TILOCCA et al., 2020). De fato, o gado pode ser infectado 

experimentalmente com SARS-CoV-2 (ULRICH et al., 2020) e os coronavírus 

bovinos já se espalharam para humanos antes - as cepas atuais de BCoV podem 

ser cultivadas em células de adenocarcinoma retal humano, demonstrando que a 

infecção entre espécies ainda é um risco, se não um evento comum já (VLASOVA; 

SAIF, 2021; RUSSOW; BRUSSOW, 2021; STIPP, 2007). Outros trabalhos já 

discutiram os impactos imunológicos que os coronavírus de animais domésticos 

podem ter em humanos. No Brasil, o uso do Deltacoronavirus da Bronquite 

Infecciosa Aviária está sendo testado clinicamente para vacinação contra COVID-19, 

por exemplo (THE PHARMALETTER, 2021; TILOCCA et al., 2020). No entanto, tais 

considerações ainda não haviam sido direcionadas ao BCoV. 

A hipótese levantada aqui é que a exposição ao BCoV influenciou as 

respostas imunes humanas ao COVID-19. Se fosse esse o caso, seria de esperar 

que a epidemiologia da pandemia tivesse sido alterada pela exposição humana ao 

gado, uma vez que o BCoV ocorre de forma natural e ampla em rebanhos bovinos 

(ROSSI et al., 2017). Nesse cenário, a exposição ao BCoV seria um entre outros 

fatores de interação na disseminação do COVID-19, como taxas de renda e níveis 

de vulnerabilidade social (CESTARI et al., 2021). Os resultados do estado do MS e a 

análise mais ampla do Brasil apoiaram a hipótese de que a exposição humana ao 

gado teve impacto na epidemiologia da COVID-19. 

O estado brasileiro de MS foi escolhido como um estudo de caso prova de 

conceito, por ser um grande produtor de carne bovina sem megacidades, o que pode 

“distorcer” o status epidemiológico local devido à sua grande influência nas 

estatísticas e suas conexões mundiais (DESAI, 2020; REN et al., 2020). Para o 

Brasil, as condições de infraestrutura, escolaridade, renda e produção animal dentro 

do estado são mais homogêneas do que nas comparações interestaduais 

(KRAWCZYK; VIEIRA, 2006; LEBIODA; CABRAL; TEZZA, 2019). Os dados da 

COVID-19 do MS puderam ser comparados com a eficiência geral dos gastos 

públicos – um fator importante na disseminação e controle da pandemia no Brasil 

(SZYLOVEC et al., 2021) – e para a distância dos grandes centros das cidades. 
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Prevê-se que os municípios com mais gado fiquem mais afastados dos pólos 

regionais, uma vez que são necessárias grandes áreas de terra para a agricultura. 

Portanto, qualquer associação entre os casos de COVID-19 com a densidade de 

bovinos poderia estar associada à menor conectividade do município, que é uma das 

principais causas da proliferação espacial da doença (JO; HONG; SUNG, 2021). 

Esses dados estavam disponíveis gratuitamente e, portanto, foram utilizados para a 

análise do estado do MS. 

Os dados do COVID-19 brasileiro em todo o país demonstraram um padrão 

interessante em que municípios menos impactados foram mais “beneficiados” da 

exposição ao gado. A prevalência de COVID-19 foi corrigida para densidade de 

estradas, criando um índice de cidades que tiveram prevalência de COVID-19 maior 

ou menor do que o esperado teoricamente com base na densidade de estradas 

(uma inferência de movimentos populacionais, que alteram muito a propagação de 

doenças infecciosas). Taxas de COVID-19 “inferiores do que o esperado” podem 

indicar uma infinidade de fatores, como melhores sistemas de saúde ou leis de 

controle de COVID-19 mais rígidas. Nesse caso, os resultados indicariam que a 

exposição ao BCoV beneficiou apenas populações humanas com baixo risco de 

COVID-19. A alta exposição ao SARS-CoV-2 pode ter superado quaisquer 

benefícios conferidos pelo contato anterior com o BCoV. A densidade rodoviária 

regional também pode não ter normalizado adequadamente a prevalência de 

COVID-19, pois é um controle muito limitado (HU et al., 2021). No entanto, é 

interessante observar que o conjunto de dados mostrou melhorias nas taxas de 

COVID-19 com alto poder estatístico. 

Deve-se ressaltar que não foi objetivo deste estudo confirmar a associação de 

BCoV com COVID-19 usando dados epidemiológicos. Nossa análise é 

extremamente restrita para este propósito. No entanto, esses resultados são uma 

indicação do papel da exposição humana ao gado no que diz respeito ao 

desenvolvimento da pandemia. 

Avançamos nossa avaliação da conexão entre BCoV e COVID-19 usando 

uma abordagem totalmente diferente. Nós avaliamos in silico se epítopos de BCoV 

podem ser reconhecidos por linfócitos B e T humanos. Aqui, relatamos vários 

epítopos que provavelmente serão importantes na resposta ao COVID-19 e que são 

compartilhados com o BCoV. Essa análise é valiosa para entender o impacto que a 

exposição ao coronavírus bovino pode ter na COVID-19. É possível que a 
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epidemiologia do COVID-19 tenha sido moldada pela exposição humana ao BCoV, 

assim como a varíola foi naturalmente reduzida pela exposição à varíola bovina 

(RIEDEL, 2005), e este artigo oferece evidências de proteção cruzada viral a partir 

da análise de epítopos comuns. 

 

5 CONCLUSÕES 
O SARS-CoV-2 e o BCoV compartilham vários epítopos comuns, que podem 

conferir imunidade cruzada. A relevância dessa conexão para o desenvolvimento da 

pandemia é ainda desconhecida e deve ser comprovada com ensaios controlados 

de respostas humanas ao vírus bovino. No entanto, nossos resultados para a 

correlação entre a prevalência de COVID-19 e a densidade do gado são uma 

indicação do papel da exposição humana ao gado no que diz respeito ao 

desenvolvimento da pandemia. Um resultado importante dessa análise é que, se as 

vacinas veterinárias forem consideradas para uso humano contra o COVID-19, como 

está sendo testada no Brasil, o BCoV é um provável candidato. 
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CAPÍTULO 3 – DETECÇÃO DE RESPOSTAS IMUNES CELULARES PARA 
DIAGNÓSTICO DE DOENÇAS: REVISÃO DOS ÚLTIMOS 10 ANOS DE 
DESENVOLVIMENTO 

1 INTRODUÇÃO 
 Quando se fala em doenças emergentes ou negligenciadas, há a necessidade 

de desenvolver e aprimorar técnicas e medicamentos aplicados ao diagnóstico, 

tratamento e prevenção delas. Sem sombra de dúvidas a identificação correta e 

precoce de uma doença possibilita a utilização do melhor tratamento disponível. 

 Majoritariamente os métodos de diagnósticos usam a resposta imune humoral 

de forma indireta como auxiliar para indicar o agente causal da doença. Nos dias 

atuais muito são usados os testes sorológicos que detectam a presença de 

anticorpos no paciente, e a biologia molecular, como a técnica de RT-PCR, para 

identificar a presença de ácidos nucléicos do patógeno, pela amplificação de seu 

material genético. Essas técnicas possuem desvantagens para diagnosticar 

doenças, como por exemplo, resultados falsos negativos que podem ocorrer devido 

à baixa quantidade de material genético do patógeno ou pela ausência de anticorpos 

mesmo havendo contato com o antígeno (MORALES-NARVÁEZ; DINCER, 2020). 

Uma alternativa aos métodos tradicionais de diagnóstico são as técnicas baseadas 

em respostas imunes celulares, que incluem as células T, as citocinas produzidas e 

marcadores celulares para estas células. A imunidade celular é uma maneira eficaz 

e eficiente de diagnosticar doenças, sendo uma resposta mais duradoura que a 

apresentada pela imunidade humoral, além de contornar algumas limitações 

referentes aos métodos tradicionais de diagnóstico (MURPHY, 2014). 

Adicionalmente, alguns patógenos causam importantes respostas celulares, 

podendo apresentar, no entanto, respostas de anticorpos inconsistentes 

(GEURTSVANKESSEL et al. 2022). Segundo os autores da pesquisa, foi constatado 

que indivíduos vacinados para COVID-19, mas que apresentavam falta de 

anticorpos neutralizantes, ainda mantinham a imunidade contra a doença por células 

T CD4+ e CD8+, potencialmente auxiliando na prevenção ou limitando casos graves 

da doença. 

 Sendo assim, o presente capítulo tem por objetivo analisar documentos 

publicados nos últimos 10 anos e que usaram respostas imunes celulares no 

diagnóstico de doenças. Essa revisão possibilitará relatar os avanços na área e 
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organizar em um só documento quais são as principais técnicas atualmente 

utilizadas. 

 

2 PESQUISA BIBLIOGRÁFICA 
Parte do conhecimento científico reside em artigos e resenhas publicados em 

diversos periódicos. Para compilar esses documentos, foram desenvolvidos bancos 

de dados e plataformas de busca. Este capítulo tem como objetivo mostrar os 

resultados de uma pesquisa bibliográfica na área de diagnósticos baseados em 

respostas imunes celulares dos últimos 10 anos (de 2011 a novembro de 2021). 

 A base de dados Web of Science/ISI Web of Knowledge e Derwent 

Innovations Index foram escolhidas para realizar esta pesquisa, pois possui acesso 

gratuito a documentos de mais de 50 países com títulos e resumos em inglês e 

possibilita uma análise rápida dos dados. A primeira base de dados forneceu o 

resultado de artigos, capítulos de livros, estudos de casos e outras publicações, 

enquanto a segunda base de dados resultou em dados de patentes publicadas. 

 Os termos de busca utilizados nestas bases de dados seguiu a associação 

das palavras "cell-mediated" AND immun* AND (diagnost* OR biosensor* OR "point-

of-care") no tópico do documento para refinar os resultados. Essa estratégia foi 

escolhida por se entender que os resultados obtidos eram adequados para análise 

posterior. Não houve restrição para o idioma dos documentos na realização das 

buscas, entretanto todos os resultados apresentavam pelo menos o resumo do texto 

em inglês. 

 Para a análise dos dados fornecidos nos documentos foram selecionados o 

país e ano do estudo, doença ou patógeno diagnosticado, método utilizado no 

diagnóstico e qual molécula ou célula pertencente à resposta imune celular era 

identificada pela técnica. Os dados extraídos dos artigos e patentes foram utilizados 

para o desenvolvimento de uma tabela de resultados. 

 

3 RESULTADOS 
3.1 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

A busca realizada gerou 450 resultados na Coleção Principal do Web of 

Science/ISI Web of Knowledge e para o Derwent Innovations Index, 96. Foi 

estabelecido um banco de dados em Excel para a análise dos documentos. Os 

artigos da primeira busca tiveram seus títulos e resumos lidos para seleção primária. 
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Dos 450 documentos, 186 foram mantidos. As patentes da segunda busca tiveram 

seus títulos, resumos e reivindicações lidos como primeiro critério de seleção. Das 

96 patentes, 51 foram mantidas. Como critério de exclusão secundário, todos os 

documentos de ambas as buscas foram lidos na íntegra. Para a primeira busca, 137 

documentos foram selecionados para as análises definitivas, enquanto para a 

segunda busca foram 43 patentes. A exclusão de documentos foi feita de forma a 

manter apenas aqueles que realmente estavam ligados ao tema. 

 
FIGURA 28 – (A) ARTIGOS E (B) PATENTES ADQUIRIDOS DO WEB OF SCIENCE E DERWENT. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

 

 Os resultados obtidos melhoraram a construção gráfica do país de origem, a 

evolução do número de documentos por ano e uma análise das técnicas mais 

aplicadas. 

 As origens dos documentos obtidos são diversas. No caso dos 137 artigos 

publicados, 20 (14,6%) publicações foram realizadas nos Estados Unidos, 14 na 

África do Sul (10,2%) e 10 (7,3%) na Alemanha e também na Espanha. No total há 

36 países publicando sobre o tema, incluindo aqueles em desenvolvimento. Ou seja, 

a pesquisa não está concentrada apenas em potências econômicas. Já das 43 

patentes, 17 (39,5%) foram depositadas nos Estados Unidos, seguido da Austrália e 

China com 6 (13.9%) e 5 (11.6%), respectivamente. As demais patentes foram 

depositadas majoritariamente em países europeus, com poucas publicações em 

outros países desenvolvidos e em desenvolvimento, demonstrando que no caso de 

patentes há predominância em países detentores de tecnologias, diferenciando dos 

artigos com publicações em países mais variados.  
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FIGURA 29 – PUBLICAÇÕES DE (A) ARTIGOS E (B) PATENTES PELO MUNDO NO TEMA DE 

DIAGNÓSTICOS USANDO IMUNIDADE CELULAR. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

 

 Ao longo dos anos, o número de documentos publicados se manteve 

constante, tendo pico de publicações em 2021, uma indicação da busca por novas 

técnicas e revisões de protocolos já bem estabelecidos devido à pandemia de 

COVID-19. As patentes tiveram uma grande variação de publicações nos últimos 10 

anos. No entanto, as inovações nesta área referem-se a novos métodos de 

diagnósticos ou a novas moléculas utilizadas em técnicas já estabelecidas. 
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FIGURA 30 – PUBLICAÇÕES NO TEMA DE DIAGNÓSTICOS USANDO IMUNIDADE CELILAR 

ENTRE 2011 E 2021. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

 

 A análise completa dos dados obtidos pela pesquisa está representada na 

TABELA 10 para os artigos e na TABELA 11 para as patentes analisadas. Além 

disso, os dados principais quanto às doenças pesquisadas, métodos utilizados e 

alvos na detecção dos diagnósticos foram resumidos nos gráficos (FIGURA 31 a 33) 

a seguir. Para todos os gráficos, os resultados mencionados apenas uma vez foram 

omitidos das imagens. 

 Enquanto os artigos publicados focam no diagnóstico de doenças causadas 

por bactérias do gênero Mycobacterium, principalmente a tuberculose bovina e 

tuberculose humana, as patentes desenvolvem novas substâncias que possam ser 

utilizadas no diagnóstico de diversos tipos de câncer (FIGURA 31). Foram 

encontradas também 52 e sete doenças que apareceram apenas uma vez nos 

resultados dos artigos e patentes, respectivamente. Já para a técnica utilizada, os 

artigos utilizam principalmente o ensaio de imunoabsorção enzimática (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay ou ELISA, em inglês) e o ensaio de imunoadsorção 

ligado à enzima em pontos (Enzyme-Linked Immune Absorbent Spot ou ELISpot, em 

inglês), seguida da citometria de fluxo. As patentes, por sua vez, focam no 

desenvolvimento de novos peptídeos que possam causar imunorresponsividade 

mediada por células T, ou seja, não é descrito qual a técnica que seria utilizada para 
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a detecção dessa imunorresponsividade. Além disso, as técnicas ELISA e citometria 

são, respectivamente, a segunda e terceira técnicas mais usadas nas patentes aqui 

analisadas (FIGURA 32). Além disso, nos artigos houve 12 tecnologias citadas 

apenas uma vez, além de quatro documentos que não especificaram o método 

utilizado, enquanto as patentes tiveram 15 métodos com única citação. Por fim, o 

principal alvo detectado nas técnicas apresentadas pelos artigos são as citocinas, 

seguidas de outro biomarcadores de superfície celular e da detecção da proliferação 

de linfócitos. Como comentado anteriormente, a maioria das patentes focaram no 

desenvolvimento de novos epítopos que possam ser utilizados para causar resposta 

imune celular e, assim, ao invés de comentarem sobre o alvo detectado, as patentes 

trouxeram o desenvolvimento de fragmentos de ligação ao antígeno de interesse e 

até mesmo anticorpos. Na terceira e quarta posição para os alvos apresentados em 

patentes estão as citocinas e biomarcadores de superfície específicos para a 

resposta imune celular (FIGURA 33). A pesquisa também encontrou 11 e quatro 

alvos utilizados na detecção que foram citados apenas uma vez nos artigos e 

patentes analisadas, respectivamente. 

 Diversos documentos utilizaram mais de uma técnica para diagnóstico da 

doença por resposta imune celular, sendo também comum o número de artigos e 

patentes que confirmaram a doença pelo uso de outros métodos, como os baseados 

em resposta imune humoral e em biologia molecular. Apenas alguns documentos 

utilizaram o diiagnóstico celular sozinho como resultado final. 
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FIGURA 31 – PRINCIPAIS DOENÇAS DIAGNOSTICADAS NOS (A) ARTIGOS E (B) PATENTES DA 

PESQUISA BIBLIOGRÁFICA. 

 
FONTE: A AUTORA (2022).
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FIGURA 33 – PRINCIPAIS ALVOS DETECTADOS NOS DIAGNÓSTICOS DOS (A) ARTIGOS E (B) 

PATENTES DA PESQUISA BIBLIOGRÁFICA. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

LEGENDA: PBMC é a sigla para células mononucleares do sangue periférico (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells, em inglês). 
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3.2 DIAGNÓSTICOS POR ELISA E ELISPOT 

 Citocinas são glicoproteínas com cerca de 25 kDa liberadas por diversos tipos 

celulares dos organismos, responsáveis por mediar e regular as respostas 

imunológicas, induzindo ligações a receptores específicos (TERRA et al., 2012). A 

atuação das citocinas pode ser definida como autócrina, quando atua na mesma 

célula que a liberou, parácrina, afetando células adjacentes a que liberou, ou 

endócrina, quando as citocinas são estáveis e capazes de afetar células distantes, o 

que depende de sua meia-vida e capacidade de entrar na circulação sanguínea 

(MURPHY, 2014). 

Outro grupo de citocinas são as quimiocinas, as quais fazem parte de uma 

família de citocinas quimioatraentes que são liberadas nas fases iniciais da infecção. 

Essas proteínas são responsáveis por induzir a quimiotaxia, ou seja, movimento 

celular em direção à fonte de quimiocina. Sua principal função no sistema imune é 

atuar como quimioatraentes para leucócitos, de forma que células imunes se 

desloquem para o local onde ocorreu a infecção. Elas também podem auxiliar no 

desenvolvimento, migração e guiar linfócitos da imunidade adaptativa (MURPHY, 

2014). As origens e funções das principais citocinas presentes durante a resposta 

imune celular estão representadas na TABELA 12. 

As citocinas e quimiocinas podem ser detectadas por meio das técnicas de 

ELISA e sua modificação ELISpot, sendo esta utilizada como padrão-ouro mediando 

a resposta imune de células T específicas em ensaios clínicos (MURPHY, 2014; 

JoVE, 2022). Em ambos os casos se pesquisa anticorpos específicos para a citocina 

de interesse em analisar. Na técnica de ELISpot as amostras de células T são 

adicionadas a uma placa na presença do anticorpo específico, de forma que caso a 

célula secrete a citocina de interesse, a mesma será capturada pelos anticorpos 

(MURPHY, 2014). 

Na pesquisa realizada o diagnóstico de doenças mediado por imunidade 

celular realizado pelas técnicas ELISA e ELISpot representam 62% dos artigos e 

21% das patentes analisadas, sendo que as patentes em sua grande maioria não 

descrevem a técnica utilizada no diagnóstico, tendo maior foco no desenvolvimento 

de novos antígenos/anticorpos específicos para serem aplicados em métodos já 

conhecidos. 
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A principal aplicação desses métodos se encontra na detecção de IFN-γ em 

doenças causadas por bactérias do gênero Mycobacterium, como a tuberculose 

humana, tuberculose bovina e paratuberculose. Como exemplo destes casos, os 

autores Goosen et al. (2015) e Casal et al. (2014), entre outros listados na TABELA 

1, trazem o kit BOVIGAM™ TB (Applied Biosystems, Foster City, CA) no diagnóstico 

de tuberculose bovina, detectando a produção de IFN-γ a partir de amostras de 

sangue incubadas com o antígeno overnight. Já Jung et al. (2017) e Deborska-

Materkowska et al. (2018) trouxeram a utilização dos kit comerciais T-Track® CMV e 

QuantiFERON-CMV (QIAGEN, Germantown, MD, EUA), baseados nas técnicas de 

ELISpot e ELISA respectivamente, no diagnóstico de doenças causadas pelo herpes 

vírus, citomegalovírus, detectando a presença de IFN-γ nas amostras de sangue dos 

pacientes.  

 

3.3 DIAGNÓSTICOS POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 Outro método amplamente utilizado para diagnóstico mediado por imunidade 

celular é a citometria de fluxo com separador de células por fluorescência ativada 

(fluorescence-activated cell sorter ou FACS, em inglês). Essa técnica se baseia na 

identificação de linfócitos, pela diferença na expressão de proteínas encontradas na 

superfície celular, que são detectadas por anticorpos monoclonais específicos contra 

as mesmas. Essas proteínas também são chamadas de antígenos CD 

(conglomerados de diferenciação ou cluster of differentiation, em inglês) e são 

responsáveis pelo reconhecimento dos antígenos específicos (MURPHY, 2014).  

As células marcadas passam por um feixe de luz laser, de forma que cada 

tipo celular dispersa a luz de maneira diferente e o corante ligado à célula 

fluorescerá. A luz dispersada é, então, detectada por tubos fotomultiplicadores 

sensíveis, responsáveis por fornecer dados referentes ao tamanho e granulosidade 

celular. Já a fluorescência emitida indica a ligação dos anticorpos marcados e 

também a expressão das proteínas de superfície celular (MURPHY, 2014). A 

FIGURA 34 representa de forma resumida as proteínas principais na superfície de 

alguns tipos celulares. 
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FIGURA 34 – DISTRIBUIÇÃO DAS SUBPOPULAÇÕES DE LINFÓCITOS NO SANGUE 

PERIFÉRICO HUMANO. 

 
FONTE: MURPHY (2014). 

 

 Dos resultados obtidos na pesquisa, 19% dos artigos e 9,3% das patentes 

selecionadas aplicavam a citometria de fluxo no diagnóstico mediado por respostas 

imunes celulares de diversas doenças, sendo a segunda técnica mais utilizada. 

Rogers et al. (2020) realizaram o diagnóstico de pacientes contaminados com 

citomegalovírus marcando as células com anticorpos CD4+ e CD8+ específicas para 

CMV. Já os autores Konstantinou et al. (2014), utilizando o marcador 5(6)-

Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE), detectaram a proliferação 

de PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell, em inglês) em pacientes com 

síndrome de enterocolite induzida por proteína alimentar (food protein-induced 

enterocolitis syndrome ou FPIES, em inglês). 

 

4 PERSPECTIVAS 
 A pesquisa bibliográfica realizada no presente documento apresentou um 

número relativamente reduzido de métodos usados para realizar o diagnóstico de 

doenças, alergias e microorganismos patogênicos tanto para humanos quanto para 

animais. Este pode representar um reflexo da prioridade em realizar diagnósticos 

usando biologia molecular e em imunidade humoral. Entretanto, a resposta imune 

celular é uma maneira muito eficiente e eficaz para detectar uma doença, 

contornando algumas limitações das outras técnicas, como baixa quantidade do 

patógeno ou de seu material genético, além dos casos onde não há produção de 

anticorpos apesar do contato com o antígeno.  
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Novas tecnologias já utilizadas no diagnóstico baseado em respostas imunes 

humorais com potencial para serem também desenvolvidas em imunidade celular 

são os biossensores e o point-of-care. Os biossensores são capazes de converter 

uma resposta biológica em um sinal elétrico. Esses dispositivos são caracterizados 

pela seletividade; estabilidade quanto a mudanças no ambiente; reprodutibilidade; 

alta sensibilidade, detectando analitos com baixíssimas concentrações, na faixa de 

ng/mL; e linearidade (METKAR, GIRIGOSWAMI, 2019). 

 Dey et al. (2019) em seu trabalho focado em diagnóstico por imunidade 

celular apresentaram diferentes modelos de biossensores, sendo eles: 

imunossensores de microarranjo e imunossensores de microfluídica. O primeiro 

modelo de biossensores é caracterizado pela detecção de moléculas em baixas 

concentrações presentes em amostras biológicas complexas, podendo apresentar 

como pontos negativos a adsorção não específica e difusão lenta de moléculas na 

matriz. Já o segundo modelo citado permite a redução do volume necessário de 

amostra, uma vez que apresenta canais micrométricos, além de ser possível realizar 

em um único chip diversas análises simultaneamente. A aplicação dos biossensores 

se encontra na detecção em diferentes tempos de moléculas secretadas por células 

T, sendo alguns dos exemplos citados pelos autores a detecção de citocinas TNF- α, 

IFN-γ, IL-2 e de célula T antígeno específicas em imunossensores de microarranjo, 

enquanto os imunossensores de microfluídica detectam em sua maioria a expressão 

de proteínas CD em células T, utilizando baixas concentrações de analito e não 

sendo necessário processamento prévio das células. 

 Os biossensores também podem ser enquadrados como um diagnóstico 

point-of-care (POC). A testagem POC é caracterizada pelo diagnóstico rápido e 

precoce, uma vez que envolve a proximidade com os pacientes devido à sua 

portabilidade. Dessa forma, o monitoramento de doenças infecciosas ou com alta 

mortalidade em fase inicial permite realizar o tratamento adequado para as mesmas, 

permitindo também a modificação do tratamento de acordo com o avanço da 

doença. Os modelos de POC incluem tiras reagentes (dipsticks, em inglês), 

imunoensaios de fluxo lateral (lateral flow immunoassays ou LFIA, em inglês) e 

microfluídica, já descrita neste documento, sendo os dois últimos modelos os mais 

aplicados para diagnósticos de doenças. O princípio de funcionamento do LFIA 

envolve o carregamento de anticorpo marcado em tiras de nitrocelulose, polímero, 

etc. que irão interagir com a amostra. As vantagens do método incluem a facilidade 
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de operação, não exigindo mão de obra especializada, além de serem rápidos e 

terem longa vida útil (KUMAR et al., 2021). No entanto, não foram encontradas 

utilizações do LFIA com diagnóstico baseado em respostas imunes celulares na 

presente pesquisa. Apesar das vantagens operacionais e na leitura do resultado do 

diagnóstico, o desenvolvimento de modelos que utilizam o LFIA é muito complexo, 

sendo necessário considerar diversos parâmetros até chegar no produto final.  

As duas técnicas, discutidas neste tópico, apresentam vantagens em relação 

aos atuais métodos atualmente aplicados em diagnóstico baseado em respostas 

imunes celulares, descritos anteriormente. As principais diferenças incluem tempo de 

resposta rápido, permitindo análises sem necessidade de prévia proliferação dos 

linfócitos, havendo casos de obtenção de resultados em tempo real; baixo custo de 

preparo; não necessidade de mão de obra altamente especializada; e a criação de 

dispositivos portáteis de fácil aplicação (MORALES-NARVÁEZ; DINCER, 2020). 

 

5 CONCLUSÕES 
 Os diagnósticos baseados em respostas imunes celulares são uma alternativa 

aos métodos tradicionais de diagnóstico, por se tratar de uma resposta mais 

duradoura que a da imune humoral, além de abranger pacientes que não tenham 

adquirido anticorpos contra o patógeno, evitando a falta de sensibilidade e 

ocorrência de falsos negativos.  

Tem-se que, na última década, mais da metade dos artigos publicados 

utilizavam as técnicas de ELISA e ELISpot, enquanto quase 20% das publicações 

realizavam o diagnóstico de diversas doenças com um citômetro de fluxo por FACS. 

O cenário para as patentes submetidas no mesmo período se difere, tendo como 

principal método utilizado o desenvolvimento de epítopos que possam, 

posteriormente, ser aplicadas para ativar as células do sistema imune, detectando a 

presença da doença por imunorresponsividade de células T. Além disso, os 

principais alvos para o diagnóstico de doenças baseados em respostas imunes 

celulares são as citocinas e quimiocinas, seguida dos biomarcadores de superfície 

celular. As patentes ainda trazem fragmentos de anticorpos ou de antígenos como 

moléculas desenvolvidas para corroborar no diagnóstico das mais diversas doenças. 

Entretanto, as téecnicas que são amplamente aplicadas no diagnóstico por 

imunidade celular apresentam algumas desvantagens, como elevado tempo de 

resposta e necessidade de mão de obra altamente especializada. Uma alternativa 
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para essas limitações se encontram no point-of-care e biossensores, como os 

imunossensores de microarranjo e microfluídica, capazes de reduzir os custos de 

produção e entregar o resultado do diagnóstico em tempo real. Ainda assim, há 

espaço para ampliar a aplicação dessas tecnologias em uma maior variedade de 

patógenos e doenças, além de melhorar a acessibilidade aos mesmos.  
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CAPÍTULO 4 – DIAGNÓSTICO DE COVID-19 BASEADO EM RESPOSTAS 
IMUNES CELULARES 

1 INTRODUÇÃO 
A tecnologia que cresce ao longo dos anos para realizar o diagnóstico das 

mais diversas doenças é o point-of-care (POC) que, devido sua portabilidade, 

permite realizar diagnósticos rápidos e precisos em mais pacientes, mesmo aqueles 

que teriam dificuldade de acesso a um hospital. Dentro do POC há o 

desenvolvimento de biossensores, dispositivos capazes de converter uma resposta 

biológica em um sinal elétrico, apresentando alta sensibilidade, seletividade, 

estabilidade para mudanças no ambiente e reprodutibilidade (METKAR, 

GIRIGOSWAMI, 2019). 

Uma abordagem que pode ser utilizada ao realizar o diagnóstico é a resposta 

imune celular, onde a eliminação do patógeno é mediada principalmente por 

linfócitos T. Essas células, ao entrar em contato com um determinado patógeno, irão 

se proliferar em linfócitos T antígenos específicos. Esse processo de proliferação é 

capaz de produzir espécies reativas de oxigênio, como o radical superóxido (O2
•-) e 

derivado não radical peróxido de hidrogênio (H2O2), substâncias que apresentam 

elétrons desemparelhados, formados quando há ganho de oxigênio ou perda de 

hidrogênio em uma reação orgânica (NISHINAGA, 2015).  Por serem moléculas com 

capacidade de oxidação e redução, podem, potencialmente, serem detectadas por 

biossensores. 

Quanto à COVID-19, os principais meios de diagnosticar a doença são pelo 

uso de biologia molecular para detectar a presença do vírus no paciente, como a 

técnica de RT-PCR, e a detecção de anticorpos contra a doença, principalmente o 

IgG e IgM. Considerando os pontos negativos desses métodos de diagnóstico, que 

incluem os casos de falsos negativos, basear-se em respostas imunes celulares é 

uma alternativa que permite uma detecção mais precisa dos casos de COVID-19. A 

utilização de biossensores imunoeletroquímicos corrobora, ainda, com o diagnóstico 

rápido e POC, atingindo a população fora de laboratórios clínicos. Sendo assim, a 

detecção rápida e precisa de casos de COVID-19 podem reduzir o número de 

internações e mortes pela doença, uma vez que permitem medidas rápidas de 

contenção da doença. Desta forma, o objetivo do presente projeto é testar um 
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modelo de detecção de ROS produzidas por linfócitos T no processo de proliferação 

e diferenciação em eletrodos impressos de carbono. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1 OBTENÇÃO E CULTURA DE CÉLULAS 

As células Jurkat, fornecidas pelo laboratório de Virologia Molecular do 

Instituto Carlos Chagas/FIOCRUZ Paraná, foram cultivadas em meio RPMI 1640 

com 10% SFB, 1% pen/strep e HEPES [1X], incubadas em estufa a 37ºC com 5% de 

atmosfera de CO2. A troca de meio foi realizada três vezes por semana até as 

células atingirem alta confluência (80%). 

 

2.2 ANÁLISE DE LINFÓCITOS POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO 

POR TRANSFORMADA DE FOURIER 

 As células Jurkat foram plaqueadas na concentração de 0,1x106 células/poço 

em placa de 96 poços (RPMI 1640, 10% SFB, 1% pen/strep, HEPES [1X]) nos 

grupos experimentais controle negativo, que não é induzido a proliferação, e 

induzido, que a proliferação dos linfócitos é induzida por concanavalina A (Sigma-

Aldrich, Missouri, Estados Unidos) na concentração de 0,0025 μg/μL. As células são 

mantidas em estufa a 37ºC com 5% de atmosfera de CO2 por cinco dias. Após o 

tempo de incubação as células são centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos e o 

pellet ressuspendido em  20 μL de RPMI 1640 sem suplementação. 

Como branco das células foi realizada uma leitura apenas do meio RPMI 

1640 sem suplementação. Amostras de 5 μL foram colocadas em cima do cristal e 

lidas no espectro de 650-4000 cm-1.  A superfície do cristal é limpa com etanol entre 

as leituras. Cada grupo foi escaneado sob as mesmas condições e para a análise de 

dados foram utilizadas duplicatas celulares.  

 

2.3 DETECÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO POR 

DICLOROFLUORESCEÍNA-DIACETATO 

As células Jurkat foram plaqueadas na concentração de 0,1x106 células/poço 

em placa de 96 poços (RPMI 1640, 10% SFB, 1% pen/strep, HEPES [1X]). O ensaio 

de detecção de espécies reativas de oxigênio foi realizado com quatro grupos 

experimentais: Jurkat não marcadas, Jurkat marcadas com 2,7-

diclorohidrofluoresceína-diacetato (DCFH-DA, Sigma-Aldrich, Missouri, Estados 
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Unidos), Jurkat marcadas com DCFH-DA e estimuladas com concanavalina A a 

0,0025 μg/μL e Jurkat marcadas com DCFH-DA e incubadas com H2O2 a 0,03%, 

que foi utilizado como controle positivo do ensaio.  

A marcação com DCFH-DA seguiu o protocolo descrito por Chen et al (2010). 

As células são lavadas uma vez com PBS [1X] para remoção de vestígios do meio 

original, centrifugando a 2000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente. As 

células são, então, marcadas com 1 μM de DCFH-DA em PBS [1X] e incubadas em 

estufa a 37ºC com 5% de atmosfera de CO2 por 30 minutos, protegidas da luz. As 

células são centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e lavadas mais duas vezes com 

PBS [1X] aquecido, para remoção do excesso de DCFH-DA. Meio fresco RPMI 1640 

suplementado com 10% de SFB foi adicionado nas células marcadas. Uma duplicata 

de Jurkat marcada foi estimulada para a proliferação celular e produção de espécies 

reativas de oxigênio com a adição de concanavalina A, enquanto o controle positivo 

foi adicionado de H2O2, ambos com concentrações previamente descritas. A placa 

com os quatro grupos experimentais foi incubada em estufa a 37ºC com 5% de 

atmosfera de CO2 por cinco dias, protegidas da luz.  

No quinto dia, a fluorescência dos poços foi monitorada pelo Tecan i-control 

M-200, nos comprimentos de onda de excitação em 485 nm e emissão em 530 nm. 

Cada amostra foi analisada por triplicata. 

 

2.4 DETECÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE NITROGÊNIO POR GRIESS 

Os grupos experimentais, célula e condições de cultivo são iguais ao 

realizado no tópico 2.2 (página 107). Após cinco dias de incubação as células foram 

centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos e o pellet ressuspendido em 80 μL de PBS 

[1X] para não haver interferência do fenol vermelho presente no meio RPMI 1640 na 

coloração do Griess. 

A detecção de espécies reativas de nitrogênio foi realizada por meio do 

Griess Reagent Kit for Nitrite Determination (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, Estados Unidos). Para construir a curva padrão de nitritos foram 

preparadas soluções de NaNO2 com concentrações de 1, 10, 25, 50, 75 e 100 μM 

diluindo a solução estoque de NaNO2 200 μM em água deionizada. 

A absorbância dos poços foi monitorada pelo equipamento Multiskan Sky 

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos), no comprimento de 

onda de 548 nm. 
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2.5 LEITURA DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO EM ELETRODOS DE 

CARBONO 

O cultivo das células Jurkat, assim como os grupos experimentais definidos, 

são os mesmos realizados no tópico 2.2 (página 107). O ensaio de leitura de 

espécies reativas de oxigênio utilizou eletrodos impressos de carbono comerciais da 

empresa Zimmer & Peacock A/S (Horten, Noruega). Os eletrodos são inseridos no 

potenciostato ANABOX ZP2000003 (Zimmer & Peacock A/S, Horten, Noruega) e 

lidos no programa PSTrace 5 (PalmSens, Houten, Países Baixos). 

Inicialmente, nos eletrodos foi realizada a eletrodeposição de quantum dot de 

grafeno (graphene quantum dot ou GQD, em inglês), obtido em parceria pelo 

laboratório Labsense do Prof. Luiz Humberto Marcolino e Prof. Marcio Bergamini no 

departamento de química da UFPR, já modificado para funcionalizar eletrodos, 

adicionando-se 45 μL de uma solução contendo GQD sobre os eletrodos de 

trabalho, referência e contra eletrodo. A eletrodeposição foi realizada por voltametria 

cíclica, variando a voltagem de 0V a -1,3V por 3 ciclos de varredura. Essa 

eletrodeposição de GQD teve por finalidade funcionalizar a superfície do eletrodo 

com grupamentos de ácido carboxílico, o que permite a posterior imobilização de 

PLL e células no mesmo. 

Após a lavagem da superfície dos eletrodos com água deionizada, os 

mesmos foram adicionados de 3 μL de PLL apenas no eletrodo de trabalho. 

Realizou-se após secagem da solução nova lavagem da superfície para remoção do 

excesso de PLL que não imobilizou no eletrodo. A partir dessa etapa as leituras 

utilizaram os seguintes parâmetros: 

 
TABELA 13 – PARÂMETROS DO PROGRAMA PSTRACE 5 PARA AS LEITURAS EM ELETRODOS 

IMPRESSOS DE CARBONO. 

Parâmetro Valor 

T equilibration 30 s 

E begin -0,5 V 

E vertex 1 0,8 V 

E vertex 2 -0,5 V 

E step 0,01 V 

Scan rate 0,05 V/s 

Number of scans 1 

FONTE: A AUTORA (2022). 
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Com os eletrodos completamente secos, foi adicionado 45 μL da solução de 

leitura, descrita no apêndice (página 135), na superfície dos eletrodos de carbono 

imobilizados com PLL, realizando-se a leitura por voltametria cíclica. Após uma nova 

lavagem com água destilada, foi depositado na superfície do eletrodo de trabalho 5 

μL de células, incubado por 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, uma 

última lavagem com água deionizada foi realizada para remoção do excesso de 

célula que não ficou imobilizada. Os eletrodos foram novamente lidos após a adição 

de 45 μL da solução de leitura na superfície dos mesmos. 

 

2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados são expressos como médio ± desvio padrão da média (SD). 

Para o ensaio descrito em 2.3 (página 107), os dados foram avaliados pela análise 

de variância (ANOVA) seguida do teste de múltipla comparação de Bonferroni. 

Valores de P menores que 0,05 (P<0,05) são considerados como indicativo de 

significância. Já para os outros experimentos realizados, os dados foram avaliados 

pelo teste t de student não paramétrico (Mann-Whitney) Os cálculos realizados 

utilizaram o software estatístico GraphPad Prism versão 6.00 (San Diego Califórnia, 

Estados Unidos).  

 

3 RESULTADOS 
3.1 ANÁLISE DE LINFÓCITOS POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO 

POR TRANSFORMADA DE FOURIER 

A intensidade detectada das células Jurkat não induzidas (controle negativo) 

e induzidas com concanavalina A (ConA) após cinco dias de cultivo por FTIR está 

indicada na FIGURA 35. A sobreposição de ambos os gráficos permite observar em 

quais comprimentos de onda há diferenciação dos picos gerados entre o grupo de 

controle negativo e as células induzidas com concanavalina A. Como representado 

na FIGURA 35, foram observadas duas distinções entre os grupos, sendo elas o 

surgimento de novo pico em 1600 cm-1 e a redução de pico em 3500 cm-1.  
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FIGURA 35 – SOBREPOSIÇÃO DOS RESULTADOS DA ANÁLISE POR FTIR PARA CÉLULAS (A) 

CONTROLE NEGATIVO E EM (B) CÉLULAS INDUZIDAS DOS GRÁFICOS EM FTIR. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

NOTA: A indução foi realiza com ConA por cinco dias em células Jurkat na concentração de 0,1x106 
células/poço em placa de 96 poços, incubadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB, 1% 
pen/strep, HEPES [1X] a 37ºC com 5% de atmosfera de CO2. Células não induzidas foram mantidas 
nas mesmas condições de cultivo, sem a adição de ConA. As setas indicam o surgimento de um novo 
pico em 1600 cm-1 e a redução de pico em 3500 cm-1 após a proliferação das células. 
 

3.2 DETECÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO POR 

DICLOROFLUORESCEÍNA 

 
FIGURA 36 – GERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO APÓS 5 DIAS DE INCUBAÇÃO 

COM CONCANAVALINA A. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

NOTA: A indução foi realiza com ConA por cinco dias em células Jurkat na concentração de 0,1x106 
células/poço em placa de 96 poços, marcadas com DCFH-DA e incubadas em meio RPMI 1640 
suplementado com 10% SFB, 1% pen/strep, HEPES [1X] a 37ºC com 5% de atmosfera de CO2. 
Células não induzidas foram mantidas nas mesmas condições de cultivo, sem a adição de ConA, 
enquanto as células utilizadas no controle positivo foram incubadas com H2O2 a 0,03%. Análise 
estatística por análise de variância (ANOVA) seguida do teste de múltipla comparação de Bonferroni. 
Valores de P menores que 0,05 (P<0,05) são considerados como indicativo de significância e estão 
representadas por asteríscos sobre as barras, comparando os grupos em questão com o controle 
negativo. O gráfico apresenta médias +/- SD. 
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A fluorescência detectada das células Jurkat após cinco dias de cultivo e 

marcação com DCFH-DA, após correção dos valores branco (células Jurkat não 

induzidas e não marcadas), está indicada na FIGURA 36. O controle negativo 

representa as células Jurkat marcadas com DCFH-DA e não induzidas, enquanto o 

controle positivo conta com as células Jurkat marcadas com DCFH-DA e 

adicionadas de H2O2. 

 

3.3 DETECÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE NITROGÊNIO POR GRIESS 

 Os resultados obtidos em fluorescência na leitura realizada após cinco dias de 

experimento foram convertidos em concentração de nitrito por meio de curva padrão 

de nitrito.  

 
FIGURA 37 – CURVA PADRÃO DE NITRITO. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

NOTA: A figura apresenta a curva padrão de nitrito obtida para a técnica de Griess. Para a 
construção da mesma foram preparadas soluções de NaNO2 com concentrações de 1, 10, 25, 50, 75 
e 100 μM diluindo a solução estoque de NaNO2 200 μM em água deionizada. 
 

O gráfico na FIGURA 38 indica que não houve diferença significativa entre os 

grupos experimentais. 
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FIGURA 38 – GERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE NITROGÊNIO APÓS 5 DIAS DE 

INCUBAÇÃO COM CONCANAVALINA A. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

NOTA: A indução foi realiza com ConA por cinco dias em células Jurkat na concentração de 0,1x106 
células/poço em placa de 96 poços, incubadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB, 1% 
pen/strep, HEPES [1X] a 37ºC com 5% de atmosfera de CO2. Células não induzidas foram mantidas 
nas mesmas condições de cultivo, sem a adição de ConA. Análise estatística pelo teste t de student 
não paramétrico (Mann-Whitney). O gráfico apresenta médias +/- SD. 
 

3.4 LEITURA DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO ELETRODOS DE 

CARBONO 

 A deposição de GQD na superfície dos eletrodos é confirmada com a redução 

do pico a partir da segunda varredura, como representado na FIGURA 40. Os 

eletrodos que apresentaram correta deposição de GQD em sua superfície seguiram 

para as próximas etapas.  

 
FIGURA 39 – VOLTAMETRIA CÍCLICA DE CÉLULAS JURKAT CONTROLES E INDUZIDAS EM 

ELETRODOS APÓS 5 DIAS DE INCUBAÇÃO COM CONCANAVALINA A. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

NOTA: A indução foi realiza com ConA por cinco dias em células Jurkat na concentração de 0,1x106 
células/poço em placa de 96 poços, incubadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB, 1% 
pen/strep, HEPES [1X] a 37ºC com 5% de atmosfera de CO2. Células não induzidas foram mantidas 
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nas mesmas condições de cultivo, sem a adição de ConA. Foi comparada a variação de corrente 
entre os picos para os gráficos de voltametria cíclica das leituras realizadas na ausência e na 
presença de células para cada um dos grupos analisados. Análise estatística pelo teste t de student 
não paramétrico (Mann-Whitney). Valores de P menores que 0,05 (P<0,05) são considerados como 
indicativo de significância e está representada por ** sobre as barras. O gráfico apresenta médias +/-
SD.  

 

As leituras das amostras em eletrodos foram analisadas de acordo com a 

variação de corrente (μA) dos picos dos gráficos gerados para o eletrodo sem e com 

amostra, o que indicaria a corrente gerada apenas pela presença das células, 

descontando os valores de corrente pelo ferricianeto de potássio, GQD e PLL da 

imobilização das células. 

 
FIGURA 40 – PADRÃO DE LEITURA DA TÉCNICA DE VOLTAMETRIA CÍCLICA PARA 

DEPOSIÇÃO DE GQD. 

 
FONTE: A AUTORA (2022). 

NOTA: Deposição de GQD em eletrodos de carbono. A curva em azul representa a primeira leitura 
pela voltametria cíclica, enquanto a curva vermelha e verde representam as leituras 2 e 3, 
respectivamente. Esse teste teve por finalidade funcionalizar a superfície do eletrodo com 
grupamentos de ácido carboxílico, o que permite a posterior imobilização de PLL e células no mesmo. 
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4 DISCUSSÃO 
 Apesar de biossensores já serem utilizados para diagnóstico de doenças, a 

principal aplicação deles é a partir da resposta imune humoral, detectando se o 

paciente adquiriu anticorpos contra a doença, como o exemplo de um sensor 

eletroquímico do tipo SPE para detecção de anticorpos IgM específico para dengue 

em amostras de soro (PARKASH et al., 2020). Entretanto, há casos em que não há 

produção de anticorpos apesar de ser infectado pelo patógeno ou que a proteção 

humoral seja de curta duração, assim como apresentado no estudo de 

Geurtsvankessel et al. (2022), pacientes vacinados para COVID-19 que mantinham 

a imunidade contra o SARS-CoV-2 pela presença de células T CD4+ e CD8+, 

faltando a presença de anticorpos neutralizantes, mas que devido à resposta imune 

celular limitaram o desenvolvimento de casos graves da doença e auxiliaram na 

prevenção. Considerando, então, o potencial da imunidade celular como alternativa 

aos métodos tradicionais de diagnóstico para COVID-19, a hipótese levantada no 

presente documento se baseia no diagnóstico imunoeletroquímico. Para tal, foram 

realizados experimentos que apoiassem a leitura de espécies reativas em sensores 

eletroquímicos devido à ativação de células T, como a análise da proliferação das 

células Jurkat pelo ensaio de FTIR e os ensaios de produção de ROS e RNS 

(apenas nitrito) por DCFH-DA e Griess, respectivamente.  

Os dados obtidos pelo ensaio de proliferação de linfócitos utilizando FTIR 

apresentaram dois pontos relevantes: o surgimento de um novo pico em 1600 cm-1 e 

a redução de pico em 3500 cm-1. Segundo os autores Wood et al. (1998) e Wald et 

al. (2015), a redução do pico em 3500 cm-1 devido a presença de meio residual nas 

amostras controles, enquanto o padrão do novo pico presente em 1600 cm-1 segue o 

mesmo apresentado por células T CD8+ e CD4+. Sendo assim, é possível afirmar 

que no período de cinco dias incubadas com concanavalina A as células Jurkat 

foram capazes de se proliferar, e isso foi detectado pela técnica de FTIR. Ensaios 

futuros de proliferação de linfócitos marcados com CFSE ou anticorpos contra 

proteínas específicas de células T podem ser realizados em um citômetro de fluxo 

para fornecer mais dados que corroborem com os resultados do FTIR. 

A verificação quanto a produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

durante a proliferação dos linfócitos T tinha por objetivo confirmar os dados teóricos 

sobre os linfócitos e determinar qual substância de fato estava sendo lida nos 

biossensores, se era uma combinação das duas espécies reativas ou apenas uma 
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delas. O ensaio de Griess realizado não apresentou diferença estatística entre os 

grupos estimulados e não estimulados, confirmando com dados da literatura que 

apresentam apenas a informação de produção de RNS em outros tipos celulares. 

Fagócitos, APCs e células B, devido à expressão de fator citosólico de neutrófilos 1 

(neutrophil cytosolic factor 1 ou NCF1, em inglês), responsável pela explosão 

oxidativa, produzem RNS quando estimulados por fatores inflamatórios ou 

interações com células T. O mesmo não é observado em células T, as quais 

expressam níveis baixos de NCF1 (ZHONG; YAU; HOLMDAHL, 2019).  

Já quanto à produção de ROS na ativação de células T há diversas 

publicações teóricas e experimentais que corroboram esta informação, além de 

apresentar os paéis da ROS na imunidade celular e descrever como ocorre a 

formação dessas sustâncias. Como já apresentado anterior, quando estimuladas 

com diferentes agentes, ocorre a produção de ROS por 5-lipoxigenase, NOX-2 e 

mitocôndrias em células T. A estimulação de TCR eleva a produção de O2
•- pelo 

complexo mitocondrial III (CIII) e a de H2O2 pela ativação de NOX-2 (PENG et al., 

2021; YAROSZ;  CHANG, 2018; BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI, 2015). Quanto 

ao resultado experimental, Tatla et al. (1999) quantificou a produção de ROS em 

diversas condições de cultivo para PBMC (peripheral blood mononuclear cells, em 

inglês), que condizem com os nossos achados utilizando a célula Jurkat nos 

experimentos. Os resultados obtidos no presente documento pelos ensaios de 

proliferação e produção de ROS sugerem que no processo de proliferação das 

células T há a geração de espécies oxidantes, tais como peróxido de hidrogênio e 

radical superóxido (BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI, 2015). Ensaios futuros para a 

confirmação da identidade do oxidante são necessários devido à oxidação da sonda 

DCFH-DA por outras substâncias além das citadas anteriormente (CHEN et al., 

2010). 

Para o ensaio realizado nesta dissertação quanto a leitura de células Jurkat 

controle e induzidas nos biossensores SPE, as análises estatísticas pelo teste t de 

student não paramétrico (Mann-Whitney) apresentou significância (P<0,05) quando 

comparando o grupo não induzido para proliferação e o grupo induzido com 

concanavalina A. Dessa forma, os ensaios de proliferação de linfócitos lidos por 

FTIR e a detecção de ROS por DCFH-DA corroboram com a hipótese levantada no 

projeto, reforçando o potencial da utilização de biossensores para realizar o 

diagnóstico baseado em respostas imunes célulares. 
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5 CONCLUSÕES 
 No período de cinco dias as células Jurkat apresentaram indícios de 

proliferação na presença de concanavalina A, como se pode analisar pelos dados da 

espectroscopia de infravermelho. Nessa condição, as células Jurkat foram levadas à 

produção de espécies reativas de oxigênio, embora o mesmo não foi observado para 

a produção de nitritos, uma espécie reativa de nitrogênio. 

Essas análises corroboraram o que foi encontrado com o uso de detecção 

eletroquímica da ativação celular. Nossos resultados, ainda que preliminares, 

indicam o potencial da utilização da plataforma eletroquímica para o diagnóstico 

rápido e point-of-care de doenças, com análises baseadas em respostas imunes 

celulares.  
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CONSIDERAÇÔES GERAIS 
 A pesquisa bibliográfica sobre diagnóstico baseado em respostas imunes 

celulares ao longo da última década demonstrou que não houve forte 

desenvolvimento de tecnologias novas, havendo predominância dos métodos de 

ELISA, ELISpot e FACS. 

Visando o uso de biossensores como alternativa no diagnóstico, os eletrodos 

impressos de carbono para detectar a presença de espécies reativas de oxigênio 

produzidas durante a proliferação de células Jurkat parece promissor, sendo 

necessárias novas análises para concluir o modelo. 

A análise in silico das correlações entre BCoV e SARS-CoV-2 demonstrou 

que os dois vírus podem conferir imunidade cruzada devido ao compartilhamento de 

vários epítopos comuns. Além disso, há indicativos da exposição humana ao gado 

quanto ao desenvolvimento da pandemia de COVID-19. 

 

PERSPECTIVAS 
As próximas etapas para a conclusão do projeto de utilizar uma plataforma 

eletroquímica como diagnóstico de COVID-19 baseado em respostas imunes 

celulares incluem, além dos ensaios já citados para confirmação da ativação de 

linfócitos e do perfil celular por citometria de fluxo com marcação de CFSE ou 

anticorpos contra proteínas específicas de células T, a ampliação no número 

amostral e utilização células tanto de animais de teste quanto de humanos 

imunizados contra COVID-19, realizando a estimulação dos linfócitos com antígenos 

do SARS-CoV-2, para, então, concluir os resultados com a leitura das células por 

voltametria cíclica nos biossensores SPE.  
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APÊNDICE 

1 PREPARO DE SOLUÇÕES 

1.1 Tampão fosfato salino 

O tampão fosfato salino (phosphate saline buffer ou PBS, em inglês) foi 

preparado diluindo 8 g de cloreto de sódio (NaCl), 0,2 g de cloreto de potássio (KCl), 

1,44 g de fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4) e 0,24 g de fosfato de potássio 

monobásico (KH2PO4) em um litro de água ultrapura. O tampão foi esterilizado por 

autoclavagem a 121 ºC por 40 minutos. A solução é mantida estéril em todos os 

usos e armazenada a 4 ºC. 

 

1.2 Solução de leitura de eletrodos 

A solução utilizada para realizar as leituras dos eletrodos de carbono é 

composta por PBS [1X] + 1 mM de ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]). A solução 

foi preparada adicionando 1 mg de K3[Fe(CN)6] em 10 mL de PBS [1X] e 

armazenada a 4ºC. 

 

1.3 Solução de lavagem de eletrodos 

A lavagem dos eletrodos de carbono é realizada utilizando uma solução de 

0,5 M de ácido sulfúrico (H2SO4) e 0,1 M de KCl. O preparo foi feito diluindo 0,037 

mg de KCl e 2,5 mL de H2SO4 1M em água deionizada q.s.p. 5 mL. A solução de 

lavagem é armazenada em temperatura ambiente. 

 

1.4 Diclorofluoresceína-diacetato 

 A solução de 2,7-diclorohidrofluoresceína-diacetato (DCFH-DA) a 1000 μM foi 

preparada adicionando 0,5 mg de DCFH-DA em 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) 

estéril. O preparo desta solução é realizado imediatamente antes do uso da mesma 

e toda a solução não utilizada no ensaio deve ser descartada. 

 

1.5 Padrão de Nitrito de Sódio 

Para construir a curva padrão da técnica de Griess para detecção de nitritos, 

foi preparada uma solução de nitrito de sódio (NaNO2) 1000 μM diluindo 6,9 mg de 

NaNO2 em 100 mL de água ultrapura. 
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O padrão foi diluído em estoques de nitrito de sódio 200 μM adicionando-se 

60 μL do padrão 1000 μM em 240 μL de água ultrapura. Ambas as soluções são 

armazenadas a 4ºC. 

 

1.6 Poli L-lisina 

 A Poli L-lisina (PLL) utilizada para imobilizar os linfócitos no eletrodo de 

carbono foi preparada diluindo 100 mg de PLL em 1 mL de água ultrapura, 

resultando em uma concentração de 0,1% w/v. A solução é armazenada a 4ºC. 

 


