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Agenda

• Imunomonitoramento
Linfócitos T específicos de antígeno

Métodos

• Interesse e aplicações clinicas
Vacinas, imunoterapias, transplantes, infecções, câncer

• Resultados 
COVID-19

Biomarcadores de eficácia dos “immune-checkpoints blockers” em 
imunoterapia do câncer



Imunomonitoramento

• Exploração ex-vivo do comportamento do sistema imunitário
Aspectos quantitativos e qualitativos

Situações de imunodepressão 

inata ou adquirida (infecciosa, imunossupressores,...) 

Imunoterapias, vacinas

Infecções agudas ou crônicas latentes

Neoplasias malignas

Autoimunidade



Imunomonitoramento quantitativo
• Rastreamento da quantidade das células imunocompetentes 

Linfócitos T, B e NK; monócitos, neutrófilos, células dendríticas,…

Exemplos: Reconstituição imunitária apos transplante de medula óssea,

Imunodeficiência, infecção HIV, tratamento de indução anti-linfocitário nos 
transplantes de órgãos,…



Avaliação quantitativa das células dendríticas circulantes 
(« dendritograma »)
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Correlação inversa entre o numero de células 
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Imunomonitoramento das células T 
especificas de antígenos

Importante no diagnóstico e no acompanhamento de patologias
Correlatos potenciais da eficácia do tratamento ou da progressão 
da doença
Infecções virais, bacterianas, fúngicas
Neoplasias

antígenos tumorais
Transplante de órgãos e tecidos

antígenos alogênicos
Autoimunidade e Alergia 



Fases da imunidade T especifica de Ag
• Reconhecimento específico do antígeno e Ativação
• Diferenciação e expansão clonal
• Controle da infecção e contração clonal
• Memória (heterogeneidade)



Heterogeneidade das células memória :
diferentes funções, “homing”, sensibilidades ao antígeno, 
capacidades proliferativas, etc…

• LT naives (Tn)

• LT memória central (TCM)

• LT memória efetora (TEM)

• LT memória efetora altamente diferenciada» (TEMRA)



Avaliação quantitativa direta dos LT específicos de 
antígeno usando tetramers

Limitado pelo HLA e peptídeo usado
Avaliação de funções possível



Função Metodologias de avaliação

Proliferação 3H-thymidine, 
Citometria de fluxo (CFSE, ciclo celular)

Secreção de citocinas/quimiocinas

– IFN-γ, IL-2, TNF-α, IL-17, MIP-1β,… ELISpot, ELISA

Citometria de fluxo (marcação intracelular)

Citotoxicidade

– Lise de células alvo Liberação de 51Cr

– Liberação de perforina/granzima B Citometria de fluxo , ELISpot

– Mobilização/degranulação CD107a Citometria de fluxo 

Células raras, ~0,1% dos linfócitos T sanguíneos

Algumas funções das células T memória 
importantes para imunidade específica de antígeno



Avaliando a citotoxicidade pela expressão 
de CD107a na membrana

Avalia indiretamente desgranulação, método não radioativo

CD107a



Avaliando a proliferação pela diluição de CFSE

Medium

+ Antígeno



Négatif Positif

Contrôle Négatif

ESAT-6
Panel A

CFP10
Panel B

Contrôle Positif

Diagnosticando a tuberculose latente pela 
presença de células T memória com ELISpot

T-SPOT.TB™, teste IGRA
« interferon-gamma releasing assay »

Teste quantitativo e semi-qualitativo
(tamanho dos spots proporcional à 
quantidade de IFN-γ produzido)

Sem informações sobre o fenótipo das 
células produtoras de IFN-γ nem sobre 
outras funções



Activation-induced marker « AIM » method

Upregulation of expression of
CD25, CD69, CD134, CD154, CD137…



Cultura celular com pools de peptídeos imunodominantes

Apresentação antigênica pelas moléculas HLA de classe I e classe II :

Estimulação dos LT CD4 e CD8 de memoria específicos de antígeno
Cultura overnight para produção de citocinas

Acumulação intracitoplasmática (bloqueio da secreção pela BFA)

Citometria de Fluxo multiparamétrica e identificação dos LT específicos
Imunofenotipagem de membrana (viabilidade, CD3, CD4, CD8, CD197, CD45RA, 
CD28, etc...)

Marcação intracelular das citocinas

Exemplo : IFN-γ, TNF-α e IL-2

Avaliação funcional de linfócitos específicos de 
Ag por citocinas intracelulares 



Avaliação funcional de linfócitos específicos de 
Ag por citocinas intracelulares 

Identificação possível das células T multifuncionais, os mais eficazes contra os antígenos



Function Flow cytometry

ICS

ELISPOT

IFN-γ+ total 0.08% (800/106 cells) 0.09% (225/2x105 cells)

IL-2+ total 0.13% (1300/106 cells)

IFN-γ+ only 0.02% (200/106 cells)

IL2-+ only 0.07% (700/106 cells)

IFN-γ+/IL-2+ 0.06% (600/106 cells)

A Citometria de Fluxo permite também a 
determinação do fenótipo das células T 
respondendo ao antígeno : 
CD4, CD8, memoria, exaustão, …

Comparação de 2 métodos para detectar 
células T específicas de M. tuberculosis



Medium

SARS-COV-2 Spike

SARS-COV-2 Nucleoprotein



Gating et analyse en cytométrie



IFN-γ

IFN-γ+ 
IL-2+

IFN-γ+ 
TNF-α+ TNF-α+

IL-2+ 
TNF-α+

IL-2+

3 fonctions

IFN-γ+ monofuncional

TNF-α+ monofuncional

IL-2+ monofuncional

IFN-γ +TNF α + bifuncional

IFN-γ +IL2+ bifuncional

TNF-α +IL2+ bifuncional

IFN-γ +TNF-α +IL-2+ trifuncional

Operações booleanas e determinação 
das 7 subpopulações produtoras de 
citocinas 

Subtração da produção espontânea de cada subpopulação
Limite de positividade : Δ > 0,01%



“The 14-gene signature revealed in P. falciparum–reactive polyfunctional T cells
is associated with cytokine signaling and lymphocyte chemotaxis, and systems biology analysis
identified IL-27 as an upstream regulator of the polyfunctional gene signature”

“We demonstrate that quantitative assessment of T cell polyfunctionality correlates with 
T cell efficacy measured as the capacity to kill target cells in vitro and control infection in vivo. ”



As células T multifuncionais são as mais eficazes no controle das infecções 
(« qualidade » superior) (Anders Boyd et al, PLoS one 2014)

Correlação inversa entre carga antigênica e quantidade de LTs multifuncionais
(Roederer et al, Nat Rev Immunol 2008)



A heterogeneidade das respostas imunes
é dependente do antígeno

Diferentes características das células T anti-PSA e anti-hTERT no 
câncer de próstata

PSA 1.25µg/mL
total CD3+ Ag+: 0.68%

Maioria LT CD8+, TEFF et TEM
Bi-funcionais IFN-γ/TNF-α



A heterogeneidade das respostas imunes
é dependente do antígeno

Diferentes características das células T anti-PSA e anti-hTERT no 
câncer de próstata

Equivalente LT CD8+ e CD4+, TCM e TEM
Mono-funcionais IL-2, menor quantidade

UCPs 5µg/mL
total CD3+ Ag+: 0. 1%



Healthy coinfected blood 
donors.
“Immunological differences 
in frequency and phenotype 
of effector/memory and 
regulatory virus-specific
T cells. This suggests that 
different immune factors are 
solicited in the control
of HHV-6 infection than in 
that of HCMV infection.”



Heterogeneidade das células memória

Diferentes funções em relação à diferenciação,

Diferentes perfis com diferentes patógenos

A proporção de diferentes subpopulações de 
memória é diferente dependendo dos patógenos

(Appay V et al, Nat Med 2002)

A qualidade dessas populações também é variável 
dependendo dos patógenos
os LT CD8+ Teff anti-HIV são predominantemente 
monofuncionais, mas não os anti-CMV CD8+ Teff
(Riou C et al, J Immunol 2012)

Os correlatos de proteção para cada antígeno 
podem ser diferentes!

Appay V et al, Cytometry Part A 73A: 975983, 2008



Relevância clinica das células T multifuncionais

Vacinas



Relevância clinica das células T multifuncionais

TNF-α + LT monofuncional correlaciona-se com a forma de TB ativa, aparecimento de LT 
polifuncional após tratamento eficaz

Dominant TNF-α+ Mycobacterium tuberculosis–specific CD4+ T cell responses discriminate between latent infection
and active disease. Harari et al, Nat Med 2011

Citometria de fluxo multiparamétrica útil para diagnóstico e monitoramento de pacientes

Tuberculose



Relevância clinica das células T multifuncionais

Câncer



Relevância clinica das células T multifuncionais
Infecções virais

Transplantes





Plos One (2012) | Volume 7 | Issue 7 | e42403

n : numero de funções

(ex. 3 : IFN-γ, TNF-α, IL-2)

Fi : frequência (%) de células 

apresentando i funções

q : ponderação de cada Fi

Redução a um parâmetro

Comparação estatística mais fácil





Estudo COVIDIMM, Nancy CHRU 

Imunomonitoramento de 15 pacientes com Covid-19 em terapia intensiva  

- Expressão de HLA-DR por monócitos 

- Subpopulações de linfócitos T, B e NK

- Avaliação da resposta celular (LT anti-Sars-Cov-2) em 5 pacientes 



Resumo dos resultados de células T
do estudo COVIDIMM 

Antígenos Spike mais imunogênicos do que o antígeno Nucleoprotein
Presença de uma boa resposta multifuncional dos LT CD4 específicos
anti-SARS-CoV-2 
Resposta mais fraca e predominantemente monofuncional dos LT 
CD8 específicos
Resposta dos LT CD8 anti-infecciosa global preservada



Nucleoprotein-specific CD4 T-cells
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Comparação casos moderados vs. severos

n : 11 (each moderate and ICU)
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Nucleoprotein-specific CD8 T-cells
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SARS-CoV2-specific CD4 T-cells

NCAP SK1 SK2
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LT CD8 Polyfunctional Index
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Comparação casos moderados vs. severos

n : 11 (each moderate and ICU)



SARS-CoV2-specific CD4 T-cells
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Proposição para o imunomonitoramento
da COVID-19

Imunidade celular (ICS, IGRA com Elispot)

Imunidade humoral IgG + IgM, mas também IgA (salivar?)



Perspectivas

Medicina personalizada

Identificação de antígenos em doenças autoimunes, infectiosas, neoplásicas

Correlação com evolução clinica

Estudo das respostas pos-vacinais

Caracterização extensa de células T memoria
Citômetros de Fluxo com > 30 parâmetros

Classificação celular e sequenciamento do TCR (“single-cell sequencing”)

Determinação da afinidade pelo antígeno

Utilização para imunoterapia celular



Merci de votre attention

http://www.scoop.it/t/immune-monitoring-1

http://publicationslist.org/m_de_carvalho_bittencourt

marcelo.decarvalho@univ-lorraine.fr


