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RESUMO

A infeccdo ocasionada pelo Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-
CoV-2), responsavel pela Doenca do Coronavirus 2019 (COVID-19), provoca uma gama de
manifestacdes clinicas que podem levar ao 6bito. Embora diversos estudos demonstrem a
importancia da participacédo do sistema imune do hospedeiro no desenvolvimento dos distintos
perfis clinicos, muitos questionamentos ainda permanecem. No presente estudo, anlises
comparativas em células T Reguladoras (Treg) de voluntarios nao previamente infectados com
SARS-CoV-2 (CTL) e aqueles que se recuperaram das formas leve (Leve Recuperado) e grave
(Grave Recuperado) da COVID-19 foram realizadas. Células Mononucleares do Sangue
Periférico (PBMC) de voluntérios foram coletadas e estimuladas com peptideos relacionados
ao SARS-CoV-2 (Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2) ou Staphylococcal enterotoxin B (SEB).
Mediante ensaio de citometria de fluxo, foram relatados, no grupo Leve Recuperado, niveis
mais elevados de Tregs bem como da expressao de IL-10, IL-17, perforina, granzima B, PD-1
e coexpressao CD39"CD73" pelas células estudadas em comparagdo com grupos Grave
Recuperado e/ou CTL em alguns estimulos relacionados ao SARS-CoV-2. Além disso, PBMCs
do grupo Leve Recuperado ndo estimuladas também apresentaram maior frequéncia de Tregs e
expressao de IL-10 e granzima B, comparado ao CTL, sugerindo alteracdes imunoldgicas de
longa duragdo apos resolucdo da doenca. Comparado ao estimulo Pool CoV-2, Pool Spike CoV-
2 reduziu a expressdo de IL-10, enquanto melhorou a expressdao de PD-1 pelas Tregs de
voluntérios Leve Recuperado. Curiosamente, Pool Spike CoV-2 provocou uma diminuicdo na
frequéncia Tregs IL-17* no grupo Grave Recuperado. No grupo CTL, por sua vez, a expressao
de LAP e a coexpressdo de granulos citotdxicos perforina*granzima B* pelas Treg foram
maiores em amostras estimuladas com Pool CoV-2 sugerindo uma reatividade cruzada. No
presente estudo também foram realizadas analises comparativas dos dados imunoldgicos entre
voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou ndo alguns sintomas durante a fase aguda
da COVID-19. Os principais dados revelam que o estimulo Pool Spike CoV-2 provocou um
padrdo de reducdo na frequéncia de Tregs IL-10" e Tregs CTLA-4" em PBMC de voluntérios,
que ndo experimentaram alguns sintomas. Em conjunto, niveis mais elevados de perforina e da
coexpressdo perforina*granzima B* pelas células T Reguladoras foram encontrados em
voluntérios Leve Recuperado, que desenvolveram dispneia. Finalmente, foram observadas
expressao diferencial das ectonucleotidases CD39 e CD73 em Tregs de voluntéarios Leve
Recuperado, que se queixaram de dores musculoesqueléticas. Em resumo, o estudo sugere que
mudancas nas ferramentas de imunossupressdo dos linfocitos T Reguladores poderiam
influenciar o desenvolvimento dos distintos perfis clinicos associados a COVID-
19. Considerando os dados comparativos do grupo Leve Recuperado, o presente trabalho
revelou possiveis modulacBes a nivel de Treg que poderiam auxiliar no estabelecimento de
formas mais leves da doenca possuindo, assim, grande potencial para contribuir com os esforcos
cientificos na compreenséao do sistema imune durante a COVID-109.

Palavras-Chave: Células T Reguladoras; COVID-19; Imunomodulacdo; SARS-CoV-2



ABSTRACT

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), the causative agent of
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), causes a range of clinical symptoms that can lead to
death. Although several studies have demonstrated the pivotal role of the host immune system
in the development of distinct clinical profiles, many questions still remain. In the present study,
comparative analyses in Regulatory T cells (Treg) of the volunteers not previously infected
with SARS-CoV-2 (HC) and volunteers who recovered from mild (Mild Recovered) and severe
(Severe Recovered) COVID-19 were performed. Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC)
from enrolled volunteers were stimulated with SARS-CoV-2 related peptides (Pool Spike CoV-
2 and Pool CoV-2) or Staphylococcal enterotoxin B (SEB). Using a multicolor flow cytometric
assay were reported higher levels of Treg frequency and expression of IL-10, IL-17, perforin,
granzyme B, PD-1, and CD39*CD73" coexpression by studied lymphocytes in Mild Recovered
compared to Severe Recovered and/or HC groups in some SARS-CoV-2 related stimulus.
Moreover, Mild Recovered unstimulated PBMCs also presented more frequency of Tregs and
expression of IL-10 and granzyme B than HC, suggesting long-term immunomodulation after
disease resolution. Compared to Pool CoV-2 stimuli, Pool Spike CoV-2 reduced the 1L-10
while improving PD-1 expression by Tregs from Mild Recovered volunteers. Curiously, Pool
Spike CoV-2 elicited a decrease in Tregs IL-17* frequency in Severe Recovered. In HC, the
expression of LAP and cytotoxic granules coexpression by Treg were higher in Pool CoV-2
stimulated samples suggesting an immunological cross-reactivity. In the present study,
comparative analyses of the immunological data between Mild Recovered volunteers who
experienced or did not experience some symptoms during the acute phase of COVID-19 were
also performed. The main results showed that Pool Spike CoV-2 stimulus elicited a decreased
pattern of Tregs IL-10" and Tregs CTLA-4" frequency in PBMC from volunteers who did not
develop some symptoms. Moreover, higher levels of perforin and perforinfgranzyme B*
coexpression by regulatory T cells were found in Mild Recovered volunteers who experienced
dyspnea. Finally, were observed differential expressions of the ectonucleotidases CD39 and
CD73 in Tregs between Mild Recovered volunteers that experienced musculoskeletal pain.
Collectively, this study suggests that changes in immunosuppressive tools of Tregs could
influence the development of a distinct COVID-19 clinical profile. Considering the
comparative data of the Mild Recovered group, this work revealed a possible modulation at the
Treg level that could help in the establishment of mild disease, thus having a great potential to
contribute to the scientific efforts in understanding COVID-19 immunity.

Keywords: Regulatory T cells; COVID-19; Immunomodulation; SARS-CoV-2
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1. INTRODUCAO

Desde a década de 60, seis coronavirus que sdo capazes de causar infec¢cbes em humanos
ja haviam sido identificados, sendo quatro deles (OC43, 229E, NL63 e HKU1) responsaveis
por provocarem quadros clinicos geralmente leves, aléem de dois coronavirus descobertos nos
anos 2000 (Coronavirus da Sindrome Respiratdria Aguda Grave (Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus) - SARS CoV) e Coronavirus da Sindrome Respiratoria do Oriente
Médio (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) - MERS CoV) causadores de
infeccdes mais graves (HELMY et al., 2020). Em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan
(China), surtos associados a casos de pneumonia de etiologia até entdo desconhecida foram
observados. Anélises posteriores auxiliaram na identificacdo do patégeno como sendo
pertencente ao grupo dos coronavirus (HU et al., 2021). O virus, mais tarde nomeado de
Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 (Severe acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2 - SARS-CoV-2), se espalhou rapidamente para outros paises levando a
Organizacdo Mundial de Salde (OMS) a decretar pandemia em 11 de mar¢o de 2020
(MARTELLUCCI et al., 2020; HU et al., 2021).

Estruturalmente, o0 SARS-CoV-2 é um virus envelopado apresentando um material
genético de RNA de fita simples que codifica para uma série de proteinas (YAO et al., 2020;
PENG et al., 2021). Dentre estas, estdo as proteinas estruturais denominadas de Envelope (E),
Nucleocapsideo (N), Membrana (M) e Spike (S) (YAO et al., 2020). O componente Spike, um
dos principais componentes virais alvo de modelos vacinais contra 0 SARS-CoV-2, atua na
interacdo virus-célula mediante a associagdo da Regido Dominio de Ligacdo com o Receptor
(receptor binding domain - RBD) com o receptor Enzima Conversora de Angiotensina 2
(ECAZ2) presente no hospedeiro (PATEL et al., 2022; YAO et al., 2020). As estruturas E e M,
por sua vez, sdo importantes para a formacédo das particulas virais em conjunto com a proteina
N. Esta também efetua o empacotamento do RNA viral em ribonucleocapsideos helicoidais
(MITTAL et al., 2020). Em conjunto, 0 RNA viral também codifica para estruturas proteicas
acessorias bem como polipeptidios que quando clivados dardo origem a proteinas ndo
estruturais (non-structural proteins (nsps) - fundamentais para a replicagéo viral) (PENG et al.,
2021).

A transmissdo do SARS-CoV-2 pode ocorrer mediante contato direto com pessoas
contaminadas (aperto de maos e posterior manuseio do membro a boca, nariz e olhos) e
goticulas de saliva expelidas via espirro ou tosse, por exemplo (BRASIL, 2021a). O

comportamento dessas goticulas varia com o seu diametro (mas nao apenas) influenciando no
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tempo de permanéncia no ar (ROBLES-ROMERO et al., 2022). Nesse aspecto, o papel dos
aerossois (pequenas particulas sélidas ou liquidas dispersas no ambiente) se mostraram cada
vez mais relevantes na transmissdo do SARS-CoV-2 tornando-se uma das principais rotas de
disseminacéo do patdgeno (GENG; WANG et al., 2022; ROBLES-ROMERO et al., 2022) Uma
vez infectados, os individuos podem ndo desenvolver sintomas (assintomatico) ou podem
apresentar sinais clinicos que variam de leve a grave (BRASIL, 2021c). Dentre os sinais leves
estdo febre, coriza, dor de garganta, calafrios, mialgia, cefaleia, fadiga, anosmia, ageusia e dores
abdominais (BRASIL, 2021c). O agravamento do quadro pode ser acompanhado de pressdo
persistente no torax, saturacdo de oxigénio menor que 95%, cianose, sepse, Sindrome do
Desconforto Respiratério Agudo, pneumonia com gravidade, insuficiéncia respiratdria grave,
disfuncdo de multiplos 6rgéos, necessidade de suporte respiratorio e internagdes em unidades
de terapia intensiva (UTI) (BRASIL, 2021c).

Estudos mostram que o sistema imune inato e adaptativo podem se correlacionar aos
distintos quadros clinicos. Na imunidade inata, pesquisas revelam um processo de infiltracdo
de macréfagos e mondcitos no microambiente pulmonar, podendo auxiliar no aumento de
mediadores inflamat6rios como a interleucina (IL)-6, Fator de Necrose Tumoral (Tumour
Necrosis Factor - TNF), IL-13, CCL2, CCL3, CCL4 e CCL7 (CODO et al., 2020; LIAO et al.,
2020; SETHI; HOTAMISLIGIL, 2021). A nivel circulatério, modificacbes subpopulacionais
de mondcitos podem ser observadas mediante aumento de mondcitos ndo classicos
(CD14'CD16™) e intermediarios (CD14"*CD16") com reducdo de mondcitos classicos
(CD147"CD16") (ZHANG D. et al., 2021). Considerando a diferenca funcional entre as citadas
subpopulacdes, € possivel que tais alteracdes possam auxiliar na modulacdo da responsividade
imunoldgica frente a infeccdo pelo SARS-CoV-2 contribuindo para o direcionamento dos
distintos perfis clinicos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 8°d, 2015; NARASIMHAN et al.,
2019, GATTI et al., 2020). Em conjunto, pesquisas sugerem susceptibilidade de mondcitos ao
SARS-CoV-2 no qual, mediante glicolise e aumento nos niveis de glicose, 0s mondcitos
infectados podem apresentar niveis mais elevados de mediadores envolvidos com a tempestade
de citocinas como IL-6, TNF e IL-1pB além de interferons (IFN) a, p ¢ A bem como maior
replicacéo viral (CODO et al.,2020). Acerca dos INFs, um interessante estudo conduzido por
Csordas et al. (2022) demonstrou elevada expressao de INFy e diminuida expressao de IFNa
em células Natural Killers (NK) periféricas de voluntarios recuperados da forma grave
comparados aqueles que se recuperaram da forma leve da Doenca do Coronavirus 2019

(Coronavirus disease 2019 - COVID-19). A resposta antiviral via IFN tipo | parece, de fato,
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ser importante na luta contra o SARS-CoV-2. Este, no entanto, apresenta componentes que
podem driblar vias de sinalizacdo associadas a este grupo de citocinas (LEI et al., 2020; KIM;
SHIN, 2021).

Neutréfilos também podem manifestar caracteristicas que espelham um quadro de
gravidade da doenca como niveis celulares mais elevados, aumento na taxa neutrofilo/linfocitos
(neutrophil-to-lymphocyte ratio - NLR) bem como crescimento no numero de neutrofilos
infiltrantes nas vias aéreas superiores e no espaco bronco alveolar (AGRATI et al., 2020; LIU
etal., 2020; YAN et al., 2020; REUSCH et al., 2021). Nos casos de pacientes acometidos pela
forma grave da doenca, os neutréfilos parecem manifestar reduzida capacidade de producgéo de
espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS) e aumento na degranulacdo de
granulos primarios bem como formacao de armadilhas extracelulares de neutréfilos (neutrophil
extracellular traps - NET), estes estando enriquecidos em autopsias pulmonares e encontradas
elevadas em plasma de enfermos graves (REUSCH et al., 2021). Nestes, também sdo
identificados atenuada atividade citotoxica de células NK e Natural Killer T (NKT) em
comparacdo a individuos com um perfil mais leve da doenca (VIGON et al., 2021; KOAY et
al., 2022).

Na imunidade adaptativa, Tan et al. (2021) sugerem uma correlacdo entre uma resposta
celular mais répida e a resolucdo da doenca no qual, em conjunto, maiores niveis de células
secretoras de IFN-y em estagios iniciais e tardios parecem se associar a quadros mais leves. De
fato, a proteina Spike parece direcionar a uma resposta de IFN-y nos linfocitos T, mas ndo a um
perfil T helper 2 (Th2) e Th17 (NEIDLEMAN etal., 2020; GIL-ETAYO et al., 2021). Em casos
mais graves, marcadores de ativacao (KI-67 e CD25), imunossupressao (T-cell immunoglobulin
and mucin-domain-3 - TIM3, Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 - CTLA-4) e quimiocionas
(CCL2, CCL3, CCL4, CCL7, CCL8 e CXCL8) podem estar aumentadas em células T CD4*
presentes no liquido de lavagem bronco alveolar (LLBA) (ROWSHANRAVAN; HALLIDAY;
SANSOM, 2018; KALFAOGLU et al., 2020; MODABBER et al., 2021). Mesmo a gravidade
da doenca podendo elevar a expressao de granulos citotoxicos em células T CD4* e T CD8",
nestas a atividade citotoxica parece estar prejudicada em pacientes graves (KANG et al., 2020;
VIGON et al., 2021).

Acerca da frequéncia dos linfocitos T reguladores, alguns estudos revelam resultados
contrarios na COVID-19 nos quais fatores como a idade dos voluntarios, marcadores de
identificacdo para as Tregs, critérios de incluséo e exclusdo (ou mesmo a composicdo de cada

grupo) para a formacdo dos grupos e/ou o periodo de coleta das amostras poderiam influenciar.
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Chen et al. (2020) e Tan et al. (2020) mostram que a doenca pode provocar aumento na
frequéncia e, possivelmente, funcionalidade de Tregs (CD4*CD25*CD127'%) circulantes. Em
conjunto, Vigon et al. (2021) revelaram niveis mais elevados de Tregs (mediante uso dos
marcadores CD4,CD25 e CD127) em Células Mononucleares do Sangue Periférico (Peripheral
Blood Mononuclear Cell - PBMC) de pacientes gravissimos em comparagao ao grupo controle.
No entanto, enquanto Mohebbi et al. (2020) revelaram diminui¢do nos niveis de expressdo de
RNA mensageiro (RNAm) em marcadores caracteristicos de Tregs (CD25 e Forkhead box P3
- FOXP3) em amostras sanguineas de voluntarios acometidos pela COVID-19, Qin et al. (2020)
demonstram atenuacio dessa célula (CD3*CD4*CD25*CD127'°") ainda mais acentuada em
pacientes graves. Nestes, foi encontrado menor expressdo de FOXP3 em CD4'CD25*
comparados a um quadro moderado (KALFAOGLU et al., 2020).

Diante do exposto, compreende-se que alteracBes nas caracteristicas imunoldgicas
podem se correlacionar com o quadro clinico observado na infeccéo pelo SARS-CoV-2. Sendo
assim, torna-se fundamental a compreensdao acerca da participagdo dos diferentes grupos
celulares do sistema imune no curso da COVID-19. Considerando o papel imunomodulador das
células T Reguladoras sob respostas inatas e adaptativas frente a patdgenos, bem como as
incertezas associadas a contribuicdo dessas células nos distintos perfis da COVID-19, o
presente trabalho teve por objetivo avaliar as Tregs de voluntarios recuperados das formas leve
e grave da doenca na busca por biomarcadores que pudessem se associar aos diferentes perfis
clinicos (GROVER; GOEL e GREENE, 2021; RAHIMZADEH; NADERI, 2021; WANG H.
etal., 2021; WANG Y. et al., 2021; SIMSEK et al., 2022).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico e epidemiologia

Os séculos XX e XXI foram marcados pelo surgimento de um conjunto de doencas
infecciosas causadas por patégenos componentes do grupo dos coronavirus (HELMY et al.,
2020; HU et al., 2021). Do intervalo que se estendeu da década de 60 ao periodo pré-pandémico
atual, seis coronavirus que infectam humanos foram identificados sendo quatro deles (OC43,
229E, NL63 e HKUL1) caracterizados por causarem doencas semelhantes apenas a um resfriado
leve ou mesmo uma infec¢do do trato gastrointestinal (HELMY et al., 2020). No entanto, em
2002 e 2012, respectivamente, o surgimento do SARS-CoV e MERS-CoV trouxe consideravel
preocupacdo por serem altamente patogénicos e apresentarem elevada taxa de mortalidade
(HELMY et al., 2020; HU et al., 2021).

Em dezembro de 2019, uma pneumonia de causas desconhecidas foi relatada na
provincia de Wuhan, China. Estudos retrospectivos revelaram que o primeiro caso havia sido
notificado ainda em oito de dezembro. Desde entdo, foi observado que a maioria das 27
primeiras hospitalizacbes estavam epidemiologicamente associadas a um mercado que
comercializava frutos do mar, animais selvagens e aves. O surto, no entanto, foi noticiado a
populacdo e a OMS apenas em 31 de dezembro pela Comissdo Municipal de Saude de Wuhan
(HU et al., 2021). Estudos posteriores permitiram identificar o patbgeno como sendo um novo
coronavirus pertencente a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, género Betacoronavirus
e subgénero Sarbecovirus (HU et al., 2021; JACKSON et al., 2022; HELMY et al., 2020).

O primeiro sequenciamento completo do virus, publicado em 10 de janeiro de 2020,
auxiliou  pesquisadores na identificacdio do patdgeno pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction - RT-PCR) (BHAT et al., 2021; HU et al., 2021). Um dia ap6s a divulgacéo, a
midia chinesa revelou a primeira morte suscitada pelo novo coronavirus e, em dois dias, 0
primeiro caso fora da China foi relatado na Tailandia. Ap6s evidéncias sugerirem a transmissao
entre humanos, houveram confirmacGes de casos nos Estados Unidos (21 de janeiro de 2020),
Franca (trés casos em 24 de janeiro de 2020) e Emirados Arabes Unidos (29 de janeiro de 2020),
sendo os primeiros relatos nas Americas, Europa e Regido do Mediterraneo Oriental,
respectivamente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022a). A publicagdo do primeiro
artigo referente ao entdo denominado novo coronavirus 2019 (2019 novel coronavirus - 2019-

nCoV) mostrou um compartilhamento genético de 79,5% e 95%, respectivamente, com o
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SARS-CoV e o coronavirus de morcegos SL-CoV-RaTG13, respectivamente (BHAT et al.,
2021).

Ao fim de janeiro de 2020, todas as 34 provincias chinesas ja haviam identificado casos
da doenca enquanto que a OMS classificava o surto provocado pelo novo coronavirus como
sendo de Emergéncia de Salude Publica de Preocupacéo Internacional (BHAT et al., 2021; HU
et al., 2021). Em 11 de fevereiro do mesmo ano, o virus foi renomeado como SARS-CoV-2
pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (International Committee of Taxonomy of
Viruses - ICTV), enquanto a OMS batizava a enfermidade de COVID-19 (HELMY et al., 2020;
HU et al., 2021). Devido a elevada capacidade de transmissdo somada a abundéncia de viagens
internacionais, o patdégeno rapidamente se disseminou para outros paises, levando a OMS
decretar pandemia em 11 de marco de 2020 (HU et al.,, 2021; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022a).

Apo6s dois dias do andncio de pandemia, a Europa foi reconhecida como epicentro
pandémico relatando o maior numero de infec¢bes e Obitos didrios. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022a). Nos primeiros dias de abril (2020), o mundo registrou mais de
1.000.000 de casos e 55.242 Gbitos, enquanto 0 més de maio, do mesmo ano, trouxe ao
continente americano o maior numero de casos e Obitos notificados (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022a). Até 14 de setembro de 2022, Estados Unidos, india e Brasil foram
responsaveis por 28,51% e 34,67% do total de infeccbes e mortes, respectivamente, em todo o
mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022b). A figura 1 detalha os principais

eventos associados ao periodo inicial da atual pandemia.
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Figura 1. Linha do tempo acerca dos principais eventos iniciais associados a pandemia
provocada pelo SARS-CoV-2.

31.12.2019 10.01.2020 13.01.2020 21.01.2020
Divulgagao do surto pela Publicagao do primeiro . . .
Comissao Municipal de Sadde de sequenciamento do SARS- Primeiro caso relatado Primeiro caso na América
Wuhan CoV-2 fora da China (Tailandia) (EUA)
I — 1 I
09.01.2020 11.01.2020 19.01.2020 21.01.2020
Prové\?:i 13&%}; 0 Primeiro artigo publicado
relatado emquhan (China) Identificagéo do patégeno Primeiro 6bito Evidéncia de transmissdo referente ao entdo 2019-
como novo Coronavirus relatado na China entre humanos nCoV
p= '
< 1] ' 1 ,
1
10.05.2020 13.03.2020 11.02.2020 . 29.01.2020 » 24.01.2020
O continente americano Europa reconhecida Patégeno nomeado Prlmewo_s casos na I_Ieglaa do Primeiros casos
passa a apresentar o maior como epicentro da como SARS-CoV-2ea Mediterrdneo Oriental na Europa
numero de casos acumulados pandemia doenga como COVID-19 (Emlrados Arabes Unidos (Franqa)
—
29.05.2020 03.04.2020 11.03.2020 30.01.2020 29.01.2020
0 continente americano = OMS classifica o surto como sendo As 34 provincias
passa a apresentar o | |0 mundo ultrapassa d demi Emergéncia de Salde Publica de chinesas confirmaram
maior niimero de 6bitos| [ 1.000.000 de casos | [OMS decreta pandemia Preocupagdo Internacional casos da doenca
acumulados

Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022. Criado com BioRender.com

No Brasil, a atualizacdo realizada pelo Ministério da Saude em 14 de setembro de 2022
mostrava um actmulo de 34.558.902 casos e 685.121 ébitos conferindo ao pais uma taxa de
mortalidade (TM) de 1,98%, quase 1% acima da TM mundial (1,07%). Entre as regifes
brasileiras, o Sudeste possui maior nimero de casos e mortes por COVID-19. No entanto, em
notificacBes acumuladas por 100 mil habitantes, o Sul se configura como lider seguido da regido
Centro-Oeste enquanto que para 6bitos, o Centro-Oeste e Sudeste sdo 0s mais afetados. Em
conjunto, apenas o Sudeste possui uma TM acima da média nacional com 2,40%. Porém, todas
as regides brasileiras apresentam TM acima da média mundial: o Nordeste com 1,91%; Norte
com 1,85%, Centro-Oeste com 1,65% e Sul com 1,47% (BRASIL, 2022; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022b).

2.2 Estrutura e interagdo virus-célula

SARS-CoV-2 é caracterizado por um formato esférico de 60-140 nm de didmetro, sendo
composto por uma bicamada lipidica (envelope) encapsulando o material genético de RNA de
fita simples e sentido positivo (Figura 2) (MITTAL et al., 2020; CHEN et al., 2021; PENG et
al., 2021). Este apresenta cerca de 30.000 nucleotideos de comprimento sendo encontrado, nas

regides 5° e 3’ respectivamente, as estruturas m’G-cap e um poliadenilamento (causa poli-A),
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ambos conferindo estabilizacdo e protecdo contra a digestdo celular exercida por
exoribonucleases (MITTAL etal., 2020; BRANT etal., 2021; PENG et al., 2021). Em conjunto,
também sdo observadas duas regifes flanqueadas ndo traduzidas (untranslated region - UTR)
além de vérias janelas de leitura aberta (open reading frames - orf) (MITTAL et al., 2020). A
UTR da porgdo 5’ contém elementos que regulam a tradugdo viral, sintese de subgenomas,
empacotamento do RNA viral além de conferir resisténcia & degradacdo de RNAm do virus
(BRANT et al., 2021). Por outro lado, a UTR da por¢ao 3’ ¢é dotada de regido de ligagdo com o
complexo de replicacdo e transcricdo associadas ao intermediario RNA de sentido negativo (-
RNA) (BRANT et al., 2021). Em conjunto, na regido 5” é observada a orfla/b (orfla e orflb)
ocupando cerca de 70% do genoma viral, sendo codificante dos polipeptideos ppla e pplab
(MITTAL et al., 2020; BRANT et al., 2021). Este processo ocorre ap6s acesso do RNA viral
ao citoplasma celular no qual posteriormente, duas proteases autoativadas - as nsp3 e nsp5 -
codificadas pelo préprio genoma viral, clivam as ppla e ppla/b em 16 nsps, responsaveis pela
sintese do RNA do virus (MITTAL et al., 2020; BRANT et al., 2021; PENG et al., 2021).
Como caracterizadas abaixo, as nsps codificadas pelo genoma viral desempenham papel
fundamental no processo de replicacdo e evasao da responsividade imunoldgica:
1. a nspl inibe a traducdo do RNAm do hospedeiro e facilita a traducdo do RNAm viral em
celulas infectadas;
2. a nsp2 pode estar associada com a troca de calcio no reticulo endoplasmético bem como na
biogénese das mitocondrias além de, possivelmente, apresentarem capacidade de interacdo com
estruturas celulares como endossomos, RNA ribossomal e proibitinas (1 e 2) celulares;
3. ansp3 atua na clivagem do polipeptideo viral NSP1-4 bem como na clivagem de
Fator de Transcricdo Regulador de Interferon (interferon regulatory transcription fator - IRF)3
podendo, portanto, causar perturbacdes na responsividade antiviral;
4. a nsp4 desempenha papel importante na replicacdo viral além de, possivelmente, contribuir
com a homeostase do Reticulo Endoplasmaético (RE);
5. a nsp5 pode interagir com proteinas associadas com resposta imune, interferindo na mesma.
E possivel que esta proteina possa afetar a responsividade de IFN tipo | enquanto eleva os niveis
de citocinas pré-inflamatorias;
6. estudos sugerem que a nsp6 pode inibir a autofagia, o que poderia conduzir a ativacao de
inflamassomas, resultando em morte celular grave mediante inflamacéo;
7. ansp9 aparenta atuar na replicagdo viral, sendo também caracterizada como uma proteina de

ligacdo ao RNA, além de apresentar um sitio de interagdo com a nsp12;
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8. anspll, por sua vez, parece contribuir para a interagdo do virus com a membrana celular do
hospedeiro;

9. a nspl2 pode ativar o receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 (RIPK1), um
mediador que contribui com a inflamacédo e morte celular;

10. a nsp13 é uma helicase importante na replicacdo do material genético viral, podendo formar
um Unico complexo com as nsp7, nsp8 e nspl2 a qual desempenham fungdo de NTPase,
dNTPase, helicase e RNA 5°-trifosfatase;

11. a nspl5 é dotada de atividade de endoribonuclease. Em conjunto, nsp13 e nspl5 podem
atuar de forma antagonista ao interferon.

Além das funcBes acima mencionadas, as nsps podem se organizar em complexos
fundamentais para a multiplicacdo do patégeno no organismo hospedeiro:

1. A nsp7, nsp8 e npl2 formam um complexo de RNA polimerase sendo, as duas primeiras,
cofatores enquanto a Gltima é dotada da subunidade catalitica;

2. a nspl0 pode agir como cofator em dois complexos: o complexo formado com a nspl4
(metiltransferase de guanosina-N7 (guanosine-N7 methyltransferase) - N7-MTase) (nspl10-
nspl4), que atua como RNases sendo, esta atividade, aparentemente importante para o reparo
de RNA durante a replicacdo. Além disso, estudos sugerem que tal atividade de RNase pode
ser melhorada na presenca de nsp7-nspl2 e nsp8; O complexo nspl0-nspl6 (RNA
metiltransferase), que atua na metilacdo do RNA viral resultando em uma mudanca de estrutura
gue imitaa RNAmM hospedeiro. Com isso, é possivel que tais metilagdes possam auxiliar o virus
no escape da resposta imune inata (MITTAL et al., 2020; BRANT et al., 2021; ZHANG,;
YANG, 2022).

Acerca da porgdo 3’ do RNA viral, essa codifica 4 proteinas estruturais (M, E, N e S)
importantes para a interacdo com o receptor celular, montagem, morfologia e liberacdo das
particulas virais da célula (Figura 2) (MITTAL et al., 2020; PENG et al., 2021). A proteina
transmembranar M é a mais abundante proteina de superficie do virus auxiliando no brotamento
viral bem como em sua morfogénese (MITTAL et al., 2020; BRANT et al., 2021; ZHANG;
YANG, 2022). A estrutura E, por sua vez, € 0 menor componente estrutural, importante ndo
apenas para a morfogénese viral (com a criacdo de um canal idnico na membrana), mas também
contribuindo com a patogenicidade viral (MITTAL et al., 2020; BRANT et al., 2021; ZHANG,;
YANG, 2022). Além disso, estudos revelam capacidade de interacdo entre a proteina E com
tight junctions no epitélio pulmonar, bem como uma habilidade em modular o inflamassoma
NLRP3 em diferentes estagios da doenca (ZHANG; YANG, 2022).
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Por fim, a proteina N é responsavel pelo empacotamento do RNA do virus em um
ribonucleocapsideo helicoidal (MITTAL et al., 2020). No entanto, estudos demonstram o
envolvimento dessa estrutura com a replicacdo do genoma do virus, uma vez que o blogueio na
etapa de separacdo entre N e RNA interrompem o ciclo do viral (ZHANG; YANG, 2022). Além
disso, é possivel que a estrutura N possa inibir a fosforilacdo dos fatores de transcricao
Transdutor de Sinal e Ativador de Transcricdo (signal transducer and activator of transcription
- STAT) 1 e STAT2 enquanto induz a fosforilacdo do Fator Nuclear-«B (nucleic fator — (NF)-
kB), assim, prejudicando a resposta antiviral do IFN enquanto modula a sintese de citocinas
pro-inflamatorias (TANIGUCHI; KARIN, 2018; ZHANG; YANG, 2022). Distribuidos entre
0S genes estruturais estdo os nove componentes acessorios (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF14 e ORF10) que, assim como as proteinas estruturais, sdo
derivados do RNA subgenémico (sgRNA) (MITTAL et al., 2020; BRANT et al., 2021; PENG
et al., 2021; ZHANG; YANG, 2022). Acredita-se que essas proteinas sejam importantes na
evasdo da resposta imune além de auxiliarem na patogénese viral (PENG et al., 2021; ZHANG,;
YANG, 2022).

Emergindo da camada lipidica, estdo cerca de 30-60 trimeros da glicoproteina Spike
com 9-12 nm de comprimento que dao a aparéncia de coroa solar ao virus (MITTAL et al.,
2020; CHEN et al., 2021; PENG et al., 2021). Cada mondmero da S € composto de duas
subunidades (S1 e S2 - que se ligam covalentemente na “regido de fronteira™), do dominio
transmembranar e da porcéo citoplasmatica (MITTAL et al., 2020; CHEN et al., 2021). A
subunidade S1 é formada por um dominio N terminal (N-terminal domain - NTD) e um dominio
C terminal (C-terminal domain - CTD) também conhecido por RBD (CHEN et al., 2021; PENG
et al., 2021). A subunidade S2, por sua vez, € dotada da maquinaria de fusdo (CHEN et al.,
2021). Nesta subunidade, pode-se identificar os seguintes elementos: a regido upstream helix
(UH), o peptideo de fusdo (PF), o heptad repeat 1 (HR1), o dominio central (DMC), o heptad
repeat 2 (HR2 - que protege o PF), o dominio transmembranar (DTM) e a cauda citoplasmatica
(CC) (Figura 2) (PENG et al., 2021).
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Figura 2. Estrutura do SARS-CoV-2.
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A interagdo covalente entre S1/S2 é fundamental para a estabilidade pré-fusional da
proteina S (CHEN et al., 2021). Além disso, cada unidade do trimero de S pode apresentar uma
conformacédo aberta ou fechada que pode, respectivamente, se ligar ou ndo com o receptor
ECAZ2, expresso na célula e que interage com a RBD (PENG et al., 2021). Embora a
conformacdo das unidades de S seja assimétrica (podendo uma estar apta para interacdo com
ECAZ2 enguanto as outras ndo), acredita-se que a interacao de uma Spike com a ECA2 provoque
alteracdes conformacionais nas demais unidades que podem, assim, adquirir conformacéo
aberta (PENG et al., 2021).

A interacdo entre RBD e receptor promove a desestabilizacdo e dissociacdo das
subunidades S1/S2 através da clivagem na regido de fronteira S1/S2, o que transforma a
proteina S em uma forma competente de fusdo e facilita a posterior clivagem dentro da
subunidade S2 (CHEN et al., 2021; PENG et al., 2021). Nesta, a Serina Protease
Transmembranar 2 (Transmembrane Protease Serine 2 - TMPRSS2), na superficie celular,
realiza uma clivagem logo acima do PF resultando na remog¢&o do dominio UH a fim de ativar
a capacidade de fusdo da proteina S através de alteracdes conformacionais irreversiveis da
subunidade S2 (CHEN et al., 2021; PENG et al., 2021). Nesse processo, € pensado que a por¢do
DMC, HR1 e HR2 se associem e formem uma estrutura responsavel pela aproximacéo entra as
membranas viral e celular facilitando o acesso da PF a membrana celular (PENG et al., 2021).
Em células que ndo expressam a TMPRSS2, a catepsina L pode exercer um importante papel.

Nesse contexto, apos 0 SARS-CoV-2 sofrer endocitose em um processo dependente de clatrina,
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a catepsina L endossomal pode mediar a fuséo entre as membranas viral e endossomal (CHEN
etal., 2021).

Uma vez lancado no citoplasma celular, 0 RNA viral sera inicialmente desempacotado
das proteinas N mediante acdo de proteases celulares (BRANT et al., 2021). Sendo assim, 0
RNA gendmico (gRNA) servira de base para a transcri¢do de intermediarios de -RNA além de
agir como RNAm para a tradugdo das ORF1a e ORF1b (BRANT et al., 2021). No interior de
vesiculas de membrana dupla (VMD), nsps derivadas da clivagem das poliproteinas oriundas
das citadas ORFs dardo origem ao mencionado complexo de replicacéo e transcricdo (BRANT
et al., 2021). Tal complexo é responsavel pela sintese de RNA genémico de sentido positivo
(+gRNA) e RNA subgendmico de sentido positivo (+sgRNA) através da transcricdo de um
intermediario de RNA gendmico de sentido negativo (-gRNA) e de transcri¢des descontinuadas
de RNA subgenémicos de sentido negativo (-sgRNA) (BRANT et al., 2021). O sgRNA ira
codificar proteinas estruturais e acessorias enquanto que o +gRNA serd empacotado com as
proteinas N, encapsulado no envelope viral e, finalmente, lancado fora da célula (BRANT et
al., 2021).

2.3 Formas de transmissao, sinais e sintomas

O SARS-CoV-2 pode ser transmitido mediante goticulas de saliva e, principalmente,
particulas menores (aerossois) - que podem pousar nas mucosas oculares, nasais e boca de
individuos proximos - expelidas durante tosses, espirros e conversas de pessoas contaminadas.
O risco de contaminacdo aumenta quando os interlocutores se encontram a uma distancia
inferior a um metro. Ambientes fechados e dotados de tratamento de ar inadequado facilitam o
processo de transmissdao. O patdégeno também pode ser disseminado através do contato direto
com uma pessoa infectada (como um aperto de méo) e a posterior conducdo do membro a
regides do nariz, boca e olhos. Objetos e superficies contaminadas também podem apresentar
certo risco infeccioso. (BRASIL, 2021a; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2022a; GENG; WANG et al., 2022; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021b). A figura 3 esquematiza as principais formas de transmissdo do SARS-CoV-2.
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Figura 3. Formas de transmissdo do SARS-CoV-2.
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Uma vez infectados, os individuos podem desenvolver sintomas apds um periodo médio
de incubacéo (PMI) viral que difere entre as variantes (BRASIL, 2021c; DU et al., 2022; WU
et al., 2022). Nesse cenario, analises mostram que o PMI para a cepa original do SARS-CoV-2
é de 6.3-6.65 dias, seguido de um PMI de 5 dias para a variante Alfa, 4.5 dias para a Beta, 4.41-
4.8 dias para a Delta e 3.6 dias para a Omicron (BRASIL, 2021c; DU et al., 2022; WU et al.,
2022). Quando contaminados, pacientes podem ndo serem acometidos por sinais clinicos
(assintomaticos) ou podem apresentar sintomas que variam entre leve, moderado, grave e critico
(Figura 4). No primeiro, ha a possibilidade de serem observadas febre, tosse seca, fadiga, dor
de garganta e coriza. Porém, sinais como anosmia, ageusia, congestdo nasal, conjuntivites,
erupcdes cutaneas, nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal, calafrios, mialgia, artralgia e
cefaleia podem ocorrer. De acordo com o Ministério da Salde, sintomas moderados podem
abranger sinais leves da doenga como tosse e febre persistentes além de sinais de piora como
prostracéo, adinamia, hiporexia, diarreia e pneumonia sem sinal de gravidade (BRASIL, 2021c;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2022b; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021a).
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Para os casos graves, o Centro de Controle e Prevencgéo de Doencas (Centers for Disease
Control and Prevention - CDC), OMS e Ministério da Salde elencam os seguintes sintomas:
dificuldade respiratoria, pressao persistente no torax ou peito, saturacdo de oxigénio menor que
95% em ar ambiente, coloracdo azulada de labios ou rosto, incapacidade de acordar ou ficar
acordado, perda de fala ou movimento, confusdo, perda de apetite e altas temperaturas (acima
de 38°C). H& aqueles que experimentam a forma critica desenvolvendo quadros de sepse,
choque séptico, insuficiéncia respiratoria grave, faléncia respiratoria, disfuncdo de mdultiplos
orgdos, tromboembolismo, pneumonia grave, necessidade de suporte respiratorio e internacdes
em unidades de terapia intensiva. Importante salientar que a infeccéo pelo SARS-CoV-2 pode
ocasionar manifestagdes mentais e neuroldgicas como as ja citadas anosmia e ageusia, além de
irritabilidade, confusdo, dano no nervo, ansiedade, delirio, encefalopatia, agitacdo, acidente
vascular cerebral, inflamacdo cerebral, meningoencefalite, disturbios do sono e depressdo
(BRASIL, 2021c; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2022b;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021a).

Figura 4. Sinais e sintomas da COVID-19.
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2.4 Diagnostico
Atualmente, algumas formas de diagndstico sdo utilizadas para a confirmagdo da
infeccdo aguda ou prévia pelo SARS-CoV-2:

e Diagnostico clinico: um profissional de salde observa os sinais clinicos e realiza uma
anamnese com o individuo. Faz-se necessario o0 conhecimento acerca de possiveis contatos
com pessoas positivas para COVID-19 nos ultimos 14 dias do inicio dos sintomas.

e Diagnostico Molecular: Objetiva a detecgdo do RNA do SARS-CoV-2 mediante amostras
de secrecdo respiratoria. A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em
Tempo Real (real-time quantitative polymerase chain reaction - RT-gPCR) é uma das
utilizadas na detec¢do do componente viral.

e Sorologia: Busca identificar a presenca de anticorpos IgM, IgA ou IgG sintetizados em
decorréncia da infeccdo pelo SARS-CoV-2.

e Teste rapido: Os testes inseridos nesse grupo podem identificar a presenca de anticorpos
IgM e/ou IgG (teste de anticorpo) em amostras de soro, plasma ou sangue ou mesmo
antigenos virais (teste de antigeno) em material biologico coletado da naso/faringe. Esses
testes utilizam a metodologia de imunocromatografia. Também hé& a possibilidade de
realizacdo de autotestes, podendo ser realizados em qualquer lugar, independente do status
de vacinac¢do ou se o individuo possui ou ndo sintomas.

e Diagndstico por imagem: Através de uma tomografia computadorizada de alta resolucéo,
objetiva observar alteracbes tomograficas que sejam compativeis com a COVID-19
(BRASIL, 2021b; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2022c).

2.5 Sistema imune na COVID-19

A infeccdo desencadeada pelo SARS-CoV-2 resulta em uma doenca cujo quadro clinico
pode se caracterizar por sinais leves, moderados e graves (BRASIL, 2021c). Compreender o
comportamento responsivo do sistema imune nos diferentes estagios e formas clinicas torna-se

fundamental para a adog@o de medidas terapéuticas mais adequadas.

2.5.1 Sistema imune inato na COVID-19

Avaliando proteinas séricas, Long et al. (2020) mostraram niveis semelhantes em uma
consideravel quantidade de citocinas, entre pacientes assintomaticos e individuos saudaveis
enquanto que, comparado ao grupo sintomatico, este apresentou concentragdes mais elevadas,

0 que sugere uma resposta inflamatoria mais atenuada em individuos que ndo manifestaram
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sinais clinicos. No entanto, evidéncias sugerem um papel do sistema imune inato em casos
graves da COVID-19, no qual tanto uma acdo hiper inflamatoria quanto um perfil
imunossupressor podem se manifestar (PEYNEAU et al., 2022).

Referente aos neutrofilos, embora estudos em sangue periférico revelem niveis elevados
dessas células na doenca, pacientes moderados e graves possuem uma quantidade mais
acentuada (EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022; VITTE et al., 2020). Nos ultimos, a
capacidade de sintese de ROS pelos neutréfilos parece estar prejudicada enquanto que maior
competéncia para degranulacdo de granulos primarios e construcdo de NETs sdo observadas
(REUSCH et al., 2021). Ademais, pacientes graves podem apresentar maior taxa NLR (um
biomarcador de inflamacdo clinica) que se correlacionam com niveis de I1L-2, IL-6 e IL-10 e
menor contagem de células T CD4" (CAVALCANTE-SILVA et al., 2020; ZHANG B et al.,
2020). O aumento da NLR também foi observado ser um fator de risco de mortalidade em
pacientes hospitalizados em decorréncia da doenca (CAVALCANTE-SILVA et al., 2020).
Embora marcadores de ativagdo tanto no plasma (mieloperoxidase - MPO, lipocalina-2,
calprotectina e NETSs), quanto em superficie celular (CD66b e CD11b) estejam elevadas em
pacientes graves ou criticos, nestes, alguns componentes parecem estar mais intensificados
(PEYNEAU et al., 2022). Em pacientes criticos, a redugdo de CD62L e CD16 pode ser
observada. De fato, marcadores que caracterizam neutréfilos maduros (CD10 e CD16) parecem
atenuados durante a infeccdo, sendo mais evidente em quadros que levaram a o6bito
(EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022; PEYNEAU et al., 2022). Diante de perfis graves e
criticos, neutrofilos com fendtipo imunossupressor podem estar mais elevados (PEYNEAU et
al., 2022).

Peyneau et al. (2022) demonstraram que em pacientes hospitalizados, mondcitos e
neutrofilos apresentaram atenuada capacidade de fagocitose sendo, nos mondcitos, até mais
acentuado naqueles que foram submetidos a UTI. O mesmo estudo também sugere que a queda
nesse mecanismo pelas referidas células pode se correlacionar com a mortalidade e o
desenvolvimento de choque séptico (PEYNEAU et al., 2022). Alem disso, pesquisas referentes
a explosao oxidativa (EO) em neutrdfilos revelam divergéncias de resultados no qual em um
estudo observa-se auséncia de mudangas significativas entre grupos enquanto em outro, mostra-
se uma EO mais elevada em pacientes criticos (EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022;
PEYNEAU et al., 2022). Em conjunto, estudos conduzidos por Peyneau et al. (2022) sugerem
uma disfuncdo na competéncia dessas células no combate a patdgenos ja que a capacidade de
NETosis em niveis basais ou estimuladas estava prejudicada sendo, em alguns estimulos, até

mais acentuada em voluntarios criticos. No entanto, estudos previos também encontraram
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elevados niveis de NETs em pacientes com COVID-19 no qual altos niveis séricos poderiam
se correlacionar com a gravidade da doenca (CAVALCANTE-SILVA et al., 2020). Assim
como nos monacitos, a doenca parece ndo afetar a capacidade de apoptose inicial e tardia dos
neutrofilos (EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022).

Anélises em citometria de fluxo mostram aumento na frequéncia de monadcitos em
pacientes apresentando a forma leve da doenga comparado as formas moderada e grave
(EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022). Em mondcitos circulantes de pacientes graves e
criticos, ha aumento na expressao do marcador de ativacdo CD11b. Por outro lado, a expressao
de Antigeno Leucocitario Humano (human leukocyte antigen - HLA) - DR se mostra reduzida
durante a doenga no qual parece estar mais acentuada em individuos criticos (CHARONIS;
JAMES; GEORGOPOULOS, 2022; EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022; PEYNEAU et al.,
2022). Em conjunto, pacientes graves possuem aumento na expressdo do Ligante do Receptor
de Morte Celular Programada 1 (Programmed Cell Death Ligand 1 - PD-L1) sendo um
marcador importante por atuar como um inibidor checkpoint (VITTE et al., 2020). Mondcitos
intermediarios (CD14"CD16"), por sua vez, se mostraram elevados em pacientes graves
enguanto gue em comparagao com estes, pacientes criticos apresentaram reducéo na frequéncia
dessas células (PEYNEAU et al., 2022).

A expressdo de CD16 em mondcitos (que define caracteristica de um perfil
inflamatorio) parece estar elevada na doenca, embora em comparacdo com grupo leve,
pacientes graves apresentem atenuacdo (EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022). Em conjunto,
em mondcitos CD16" assim como em cDC, é observada elevada expressdo de genes
estimulados por interferon bem como genes HLA (YU et al., 2020). Curiosamente, esses
mondcitos inflamatérios foram detectados em todos os grupos estudados (fase pré-grave, fase
grave, fase pds-grave, fase pos-leve e convalescentes da fase leve), indicando sua persisténcia
responsiva para a infeccdo (YU et al., 2020). Embora a doenca pareca atenuar a capacidade de
fagocitose em mondcitos em pacientes graves e criticos, esse quadro é mais proeminente no
ultimo (PEYNEAU et al., 2022).

Acerca das células NKs, a contagem absoluta demonstra uma queda significativa no
namero de NKs circulantes, porém com aumento de CD8+NKs, sem distin¢@es entre individuos
acometidos pelas formas leve, moderada e grave da COVID-19 (EKSIOGLU-DEMIRALP et
al., 2022). Nestes, as NKs parecem estar mais ativadas, também expressando de forma mais
acentuada o PD-L1, além de apresentarem um fenotipo exausto pela expressao da Proteina de
Morte Celular Programada 1 (Programmed Cell Death Protein 1 - PD-1) (VITTE et al., 2020;
VIGON etal., 2021). Em estudo conduzido por Csordas et al. (2022), diferencas na coexpressio
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de perforina‘granzima B* e na expressdo de INFa e y por NKs foram observadas em entre
voluntéarios recuperados das formas leve e grave da COVID-19. Nestes, niveis de NK IFNy*
estavam mais elevados enquanto que NK IFNa* e NK perforina‘granzima B* foram mais
acentuados no primeiro grupo (CSORDAS et al., 2022). Os niveis de basofilos, por sua vez,
podem estar reduzidos na doenca além de, aparentemente, sofrerem diminuicdo na expressao
de CD294 (o que também ocorre em eosinofilos), um receptor de prostaglandina D2, e CD11b,
este também diminuido em neutrofilos (VITTE et al., 2020). A reducdo de CD294 foi ainda
mais evidente em pacientes graves (VITTE et al., 2020). N&o obstante, a expressao de PD-L1
em basofilos e eosinofilos também foi mais acentuada em casos graves, se correlacionando
positivamente com a gravidade da doenca enquanto que neutrofilos CD11b e eosindéfilos
CD294 apresentaram correlacdo negativa com o referido grupo (VITTE et al., 2020). Sendo
assim, possiveis alteracdes na frequéncia subpopulacional e de marcadores funcionais nos
granuldcitos parecem se intensificar em casos graves sugerindo a participacdo de componentes
da imunidade inata no direcionamento de distintos perfis clinicos (VITTE et al., 2020).

2.5.2 Sistema imune adaptativo na COVID-19

Em consonancia com a imunidade inata, a resposta adaptativa coordenada pelos
linfdcitos se apresenta como uma importante linha de defesa no qual, através de acdes humorais
e celulares, desempenham um papel protetivo de elevada especificidade (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 8°ed, 2015). Na infeccdo desencadeada pelo SARS-CoV-2, a frequéncia
de linfdcitos periféricos se mostra reduzida em pacientes apresentando as formas moderada e
grave em comparacio ao grupo leve (EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022). Além disso, a
linfopenia parece ser mais frequente em pessoas idosas, principalmente a partir de 80 anos (YU
et al., 2020).

Investigagdes conduzidas por Eksioglu-Demiralp et al. (2022) revelaram diminuido
namero de células B circulantes durante a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Porém, a presenca de
linfocitos B efetores podem ser consideravelmente mais elevados em casos graves (YU et al.,
2020). Nestes, a resposta humoral, mensurada por linfocitos plasmaticos e B ativadas, de fato
conseguiu ser mais robusta enquanto a responsividade celular, aferida via identificacdo de
células T CD4" e CD8" efetoras, estava relativamente baixa (YU et al., 2020). Tendo em vista
0 papel da resposta celular no combate a infecgéo viral, Yu etal. (2020) sugerem que o resultado
pode apontar para um parametro de progressdo da doenga através da chamada “infeccdo viral
melhorada dependente de anticorpos”. Kaneko et al. (2020) levantam a hipdtese de uma reposta
humoral prejudicada associada a forma grave da COVID-19, na qual em pacientes que vieram
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a Obito foi observada auséncia do centro germinativo dos linfonodos toracicos e queda na
frequéncia de células B Bcl6™ nos linfonodos e bago.

Em alguns individuos, anticorpos podem ser detectados ainda nos primeiros dias de
sintomas ao contrario de uma parcela expressiva de infectados que desenvolve esse mediador
humoral entre duas e trés semanas (KOBLISCHKE et al., 2020; WANG et al., 2020). Nesse
aspecto, ao avaliarem pacientes moderados, graves ou que vieram a 6bito, Koblischke et al.
(2020) revelaram correlacdo negativa entre os niveis de anticorpos neutralizantes e a carga viral
sem haver, no entanto, diferencas significativas no nivel platd entre os distintos grupos. Ja
Zhang B. et al. (2020) identificaram correspondéncia entre a concentragéo de 1gG e a gravidade
da COVID-19. Por outro lado, também é demonstrado elevados niveis de anticorpos
neutralizantes (neutralizing antibodies - nAbs) contra as proteinas S e N, maior carga viral e
capacidade mais atenuada de proporcionar o clearance patogénico em pacientes graves. Assim,
é possivel que uma exposicdo mais robusta e prolongada a antigenos virais possa contribuir
com tais resultados (KOBLISCHKE et al., 2020; WANG et al.,, 2020). Ja& pessoas
assintomaticas, menores niveis de IgG e maior durabilidade de RNA viral é visto comparado
ao grupo sintomatico. Adicionalmente, nos primeiros a taxa de reducdo de 1gG bem como a
frequéncia de soronegatividade durante a fase convalescente é maior (LONG et al., 2020).

Acerca dos linfocitos T, alteracGes sdo observadas durante a COVID-19 podendo haver
variagdes a depender do quadro clinico (EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022). Em contagem
absoluta, Eksioglu-Demiralp et al. (2022) encontraram aumento de células T em pacientes
apresentando a forma leve, enquanto em termos de frequéncia, individuos moderados e graves
demonstraram reducdo em comparagdo ao grupo controle. Além disso, niveis mais acentuados
de células T PD-1" sdo encontrados em pacientes graves. Em conjunto, individuos com
COVID-19 (sem distincdo de grupos) podem apresentar niveis elevados de células T
CD3*CD56" (consideradas citotoxicas contra tumores e patogenos) (EKSIOGLU-DEMIRALP
etal., 2022).

Acerca dos linfocitos T CD8" na COVID-19, Eksioglu-Demiralp et al. (2022) revelaram
aumento celular em pacientes leves ou mesmo redugdo em moderados e graves considerando a
forma de mensuracdo realizada. Este ultimo também manifestou niveis mais elevados de
linfocitos T CD8*CD69* além de CD8*CD28", uma subpopulacdo de células T reguladoras
(EKSIOGLU-DEMIRALP et al., 2022). Ademais, dois grupos de células T CD8* de memoria
(Tm1 e Tm2) foram identificados, estando a classe Tm2 presente em elevadas proporcdes na

fase grave e pds-grave. Curiosamente, analises diferenciais na expressao genética revelaram
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que o grupo Tm2 era dotado de caracteristicas de células T de memoria de células tronco
altamente proliferativas formadas recentemente durante a doenga (YU et al., 2020).

Em consonancia com as informacdes acima descritas, pesquisas desenvolvidas por Yu
et al. (2020) durante a infeccdo e na fase de convalescéncia de casos leves demonstraram a
presenca de alguns grupos de linfdcitos T CD8" como naive, efetores, de memoria e células T
invariantes associadas a mucosa (mucosal-associated invariant T cells - MAIT), sendo o
segundo mais atenuado em casos graves e pos-graves. Porém, diferentes pesquisas também
explicitam resultados distintos acerca de linfécitos T CD8* de memdria efetora (T effector
memory - Tem) em casos mais graves enquanto elevada presenca de células T CD8" de memoria
terminalmente diferenciadas (Terminally Differentiated Effector Memory - TEMRA) podem ser
observadas (MAZZONI et al., 2020; VIGON et al., 2021).

Os linfécitos T CD4* podem se mostrar reduzidos durante a fase aguda da COVID-19
sendo mais expressivo em pacientes moderados e graves. Nestes, a expressdo de CD69" parece
estar mais acentuada nas citadas células sugerindo um quadro mais ativado nesse grupo clinico
(EKSIOGLU-DEMIRALRP et al., 2022). Além disso, uma robusta montagem responsiva em
pacientes hospitalizados com um quadro moderado e grave é observada no qual se
correlacionam negativamente com a carga viral (KOBLISCHKE et al., 2020). Nesse contexto,
as proteinas virais S e M podem ser responsaveis por 78% das células T CD4" reativas
(KOBLISCHKE et al., 2020). Por outro lado, quatro grupos de CD4" foram identificados
durante a infeccdo e em fases de convalescéncia: naive, memoria, efetores e regulatérias, sendo
o terceiro menos frequente em todos os estagios da doenca (YU et al., 2020).

Em quadros mais graves, o perfil Th1l parece estar prejudicado enquanto que a expanséo
de células T foliculares (T follicular helper cells - Tfh) direcionadas a um fen6tipo Th2 e Th17
sugere uma resposta celular CD4* ndo adequada em um quadro de infec¢do viral (FENOGLIO
et al., 2021). De fato, Meckiff et al. (2020) sugerem que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode
conduzir a uma falha responsiva consideravel de células Thl polifuncionais bem com uma
diminuida frequéncia de Th17 entre células T CD4" reativas. Em pacientes hospitalizados
também foi observado maior presenca de células T foliculares citotoxicas (cytotoxic follicular
helper cells - Tfh - CTL) durante o inicio da doenca que se correlacionaram negativamente com
0s niveis de anticorpos 1gG anti-S (MECKIFF et al., 2020).

Células T CD4" parecem contribuir com a extensao da reposta humoral frente a infeccao
pelo SARS-CoV-2. Anélises em pacientes que vieram a Obito revelam uma diminuida presenca
de células Tth Bcl6" que poderia contribuir com a prejudicada formacdo do centro germinativo

nesses individuos (KANEKO et al., 2020). Estes resultados sdo de extrema relevancia uma vez
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que € bem estabelecido a importancia dos linfécitos T CD4" na sintese de anticorpos de alta
afinidade e na mudanca de classe de isotipo refletindo na correlacdo positiva entres tais células
e os niveis de IgG encontradas em pacientes hospitalizados (KOBLISCHKE et al., 2020).
Nestes, podem haver niveis mais elevados de células T CD4 citotoxicas (cytotoxic CD4+ T
cells - CD4 - CTL) (MECKIFF et al., 2020).

Embora Fenoglio et al. (2021) tenham demonstrado niveis semelhantes de linfécitos T
reguladores (CD4*CD25"FOXP3") entre voluntarios com COVID-19 grave e individuos
saudaveis, Meckiff et al. (2020) revelaram que pacientes hospitalizados podem experienciar
uma queda nos niveis de células T reguladoras e T foliculares reguladoras (follicular regulatory
T cells - Tfr) circulantes comparados aqueles ndo hospitalizados. Neste estudo, uma correlagéo
negativa entre Treg e CD4 — CTL foi revelada sugerindo que a deficiéncia nas primeiras
contribuiria com uma reposta mais robusta da segunda (MECKIFF et al.,, 2020).
Interessantemente, 0 mesmo trabalho conduzido por Fenoglio et al. (2021) mostra a expanséo
de células T CD8 com perfil regulador (CD8*CD28 CD127'°"CD39*) sugerindo uma tentativa
de controle inflamatério, mas que poderia interferir na velocidade de clearance viral em
individuos com a forma grave da doenca (WANG et al., 2020; FENOGLIO et al., 2021).

Por outro lado, Sadeghi et al. (2021) revelaram um desbalango entre as subpopulacfes
Treg (CD4"CD25"CD127°) e Th17 em pacientes submetidos a UTI no qual, comparado aqueles
que apresentaram uma melhora no quadro clinico, individuos que vieram a Obito foram
caracterizados por maior taxa entre Treg/Th17 bem como fatores associados e esses subtipos
celulares (RORyt/FOXP3 e IL-17/IL-10), demonstrando uma importante participacdo dessas
celulas no curso da doenga.

De fato, modificacfes a nivel de subpopulacdes de células T reguladoras parecem se
relacionar a distintos perfis clinicos. Diante disso, pacientes que experienciaram formas mais
graves da COVID-19 apresentaram niveis mais elevados de Treg (CD3*CD4*CD25"FOXP3*)
IL-10" (NEUMANN et al., 2020). De modo interessante, um importante estudo conduzido por
Vick et al. (2021) revelou assinatura diferencial no compartimento de células T reguladoras
(CD4'CD25'CD127) em individuos infectados pelo SARS-CoV-2 comparado a outras
doencas respiratorias. Além disso, pacientes acometidos pela forma critica da COVID-19
apresentaram Tregs (CD4"CD25"CD127'FOXP3™) com fendtipo mais supressivo bem como
com maior potencial de migracéo, resultados ndo encontrados em diferentes perfis clinicos de
doencas respiratorias como influenza e Virus Sincicial Respiratorio (Respiratory Syncytial
Virus - RSV) (VICK et al., 2021).
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Diante do exposto, e considerando seu importante papel na modulacdo da resposta
imune, o presente trabalho propds comparar a frequéncia de linfocitos T reguladores
(CD3"CD4*CD25"FOXP3") e a expressao de marcadores importantes para a atuacdo dessas
células entre grupos de voluntarios ndo previamente infectados pelo SARS-CoV-2 e grupos de
voluntarios recuperados das formas leve e grave da COVID-19. Em conjunto, para o grupo de
voluntarios recuperados da forma leve da doencga, foram realizadas anélises comparativas dos
parametros imunologicos entre aqueles que experienciaram um sintoma e aqueles que néo se
gueixaram do mesmo sinal clinico durante a fase aguda. Estas andlises, no entanto, ndo foram

exploradas no grupo grave devido ao pequeno numero de voluntarios.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho compreendeu identificar linfocitos T reguladores

(CD3"CD4*"CD25"FOXP3") bem como avaliar marcadores chave para sua atividade, em grupos

de voluntarios saudaveis e voluntarios recuperados das formas leve e grave da COVID-19, na

busca por biomarcadores que pudessem se correlacionar ao prognostico da doenca.

3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos englobaram os pontos abaixo elencados:

v' Andlise das caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos voluntarios recuperados da
COVID-19;

v Reconhecimento de marcadores celulares relevantes bem como identificacdo de marcadores

de gravidade na COVID-19 a partir da utilizacdo de estimulos por peptideos antigénicos do
SARS-COV-2. Diante disso, objetivou-se:

Caracterizar fenotipicamente as células T reguladoras através da analise da expressdo
das proteinas CD3, CD4, CD25 e FOXP3;

Verificar a producdo de citocinas de carater pro-inflamatério (IL-17) e imunossupressor
(IL-10 e LAP);

Caracterizar marcadores citotoxicos das células T reguladoras mediante andlise de
producdo de perforina e granzima B;

Avaliar a expressdo de receptores inibitérios PD-1 e CTLA-4 como ferramentas de
modulacdo negativa pelas células T reguladoras;

Avaliar a expressdo de enzimas envolvidas no metabolismo purinérgico representadas
pelas CD39 e CD73.

Avaliar, no grupo de voluntarios recuperados do quadro leve da doenca, diferencas
guanto a frequéncia de linfocitos T reguladores bem como a expressao de I1L-10, IL-17,
LAP, perforina, granzima B, PD-1, CTLA-4, CD39 e CD73 pela célula estudada entre
voluntarios que desenvolveram um determinado sintoma e voluntarios que ndo

experienciaram do mesmo sinal clinico durante a fase aguda da COVID-19.
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4. METODOLOGIA

4.1 Consideragdes Eticas

O presente estudo estd inserido no projeto denominado “PARTICIPACAO DE
CELULAS DO SISTEMA IMUNE NO PADRAO DE RESPOSTAS PATOGENICAS OU
SUPRESSORAS DESENCADEADA POR ANTIGENOS PEPTIDICOS EM PACIENTES
COM COVID-19” o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
do Hospital Universitario Lauro Wanderley — CEP/HULW (NUmero do Parecer: 4.101.879 e
CAAE:31354720.0.0000.5188) do Centro de Ciéncias da Saude da UFPB (APENDICE 1).

4.2 Amostras Clinicas

Para o estudo, foram coletadas amostras de PBMCs provenientes de 24 voluntarios
distribuidos em 3 grupos. O recrutamento dos voluntarios foi realizado entre os meses de maio
de 2020 e maio de 2021, periodo que englobou o virus em sua linhagem original, as variantes
alfa e gama (detectadas pela primeira vez no 4° trimestre de 2020), finalizando poucos dias
apos a variante delta ser identificada no pais (26 de abril de 2021) (ADAMOSKI, 2022;
BRASIL, 2021d). Para o grupo controle (CTL, n = 8), foram incluidos voluntarios saudaveis,
assintomaticos nas Gltimas 10 semanas, sem enfermidades cronicas, que ndo faziam uso
continuo de medicamentos além de apresentarem exames soroldgicos e de RT-qPCR negativos
para a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Voluntarios recuperados da COVID-19 foram confirmados
mediante prévio diagndstico por RT-gPCR, durante a fase aguda bem como teste sorolégico
para IgG apds a cura. Nesse contexto, o grupo leve (Leve Recuperado, n = 9) foi composto por
voluntarios recuperados da COVID-19, que manifestaram sinais e sintomas leves compativeis
com a infec¢do, ndo necessitando de internagéo. O grupo grave (Grave Recuperado, n = 7), por
sua vez, foi caracterizado por voluntarios anteriormente acometidos pela infeccdo por SARS-
CoV-2, desenvolvendo sinais mais graves compativeis com a COVID-19 e apresentando
sintomas pulmonares que necessitaram de internagdo. Para fins epidemiol6gicos, a COVID-19
grave foi definida mediante sintomas de dispneia grave, taxa respiratoria de 30 ou mais
respiraces por minuto, saturacdo de oxigénio no sangue de 93% ou menos, e infiltracdo em
mais de 50% do pulmao (WU; MCGOOGAN, 2020).

Objetivando garantir que todos os voluntarios inseridos nos grupos estudados nao
enfrentavam um quadro de reinfeccdo (para os grupos Recuperado) ou de uma infecgédo
priméria (para o grupo CTL), foram coletadas amostras da nasofaringe ou orofaringe, mediante

swab, para posterior realizacdo do diagnostico molecular RT-qPCR. Também foi realizado
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diagndstico sorolégico para a deteccdo de anticorpos IgG especificos ao SARS-CoV-2. Todos
0s voluntarios apresentaram idade igual ou superior a 18 anos, ndo sendo previamente
vacinados contra a infeccdo pelo SARS-CoV-2, ndo gestantes e ndo acometidos por problemas
neuroldgicos (como sindrome de Guillain-Barré, Alzheimer, Parkinson, Esclerose Multipla e
Esclerose Lateral Amiotréfica - ELA). Os participantes da pesquisa foram informados sobre a
importancia da mesma bem como, via assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), participaram voluntariamente do projeto (APENDICE 2). Ademais, 0s
voluntarios preencheram um questionario clinico epidemioldgico contendo dados gerais
somados a informagfes acerca de sua saude bem como aspectos clinicos e laboratoriais

relacionados ao inicio da doenga (APENDICE 3).

4.3 Ensaio de RT gPCR

A técnica de RT-qPCR foi realizada como descrito anteriormente (GUERRA-GOMES
et al., 2021), em parceria com o Laboratério de Biologia Molecular de Doencas Infecciosas e
do Cancer da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Durante a coleta do sangue,
amostras da nasofaringe ou orofaringe foram coletadas com o uso de swab para a extracao e
isolamento do RNA (QlAprep&amp Viral RNA UM Kit QIAGEN, USA). Este foi entéo
amplificado através da técnica de RT-gPCR (SARS-CoV-2 N1+N2 Assay Kits - QIAGEN,
USA) para a deteccdo do material genético do SARS-CoV-2 objetivando, assim, descartar um
quadro de reinfeccdo em voluntarios inseridos nos grupos leve e grave e confirmar a insercao

dos voluntarios no grupo controle.

4.4 Desenho e preparacao do Pool de peptideos do SARS-CoV-2

Nossas analises consistiram na busca dos alelos mais frequentes de HLA de classe I/11
na populacdo brasileira, excluindo os alelos de popula¢des isoladas. Em seguida, realizamos
analises de afinidade de ligacdo, predicdo de antigenicidade e dindmica molecular peptidica
entre MHC-1 e 11 e proteinas do SARS-CoV-2. Assim, os peptideos especificos do SARS-CoV-
2 para CD4" e CD8" (Tabela 1), foram sintetizados (GenOne Biotechnologies, Rio de Janeiro,
Brasil), liofilizados, e armazenados a -20 °C até o uso. Posteriormente, foram eluidos em H20
(MiliQ) e agrupados (Pool CoV-2 o qual contém peptideos da proteina Spike e ndo Spike / Pool
Spike CoV-2 o qual contém apenas peptideos da proteina Spike).
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Tabela 1. Lista de peptideos escolhidos no estudo.

Posicéo

Nome Peptideos aa* Fonte

ORFla ILASFSASTSAFVET 476-490 Este estudo

ORFla FLHFLPRVFSAVGNICYTP 22%%%' Este estudo

ORF1b FVDGVPFVVSTGYHFR ‘2773161' Este estudo
o EP'KE—NT NIDGYFKIYSKHTPINLY ~ 196-210  STEINHAGEN etal., 2021

00
Spike | SPIKELRB  ATRFASVYAWNRKRI  344-358  STEINHAGEN etal. 2021
Pool | cov-2 | D

CoV-2 SPIKE_S2 ALQIPFAMOMAYRFN  893-907  STEINHAGEN et al., 2021

ORF3 KKRWQLALSKGVHFV 66-80 Este estudo

E FYVYSRVKNLNSSRV 56-70 Este estudo

y LYLYALVYII\:/ILQSINFVRII 14123 Eete estudo

M KEITVATSRTLSYYK 166-180 Este estudo

ORF8 FYSKWYIRVGARKSA 41-55 Este estudo

Fonte: Adaptado de CSORDAS et al., 2022. *a.a = amino&cidos.

Para os estudos de predicdo dos epitopos SARS-CoV-2 foram utilizadas as sequéncias
proteicas derivadas das sequéncias brasileiras de SARS-CoV-2 depositadas no GenBank e no
Banco de Dados de Epitopos Imunes e Recurso de Analise (Immune Epitope Database and
Analysis Resource - IEDB). A predicéo do epitopo do SARS-CoV-2 para as células T CD4" foi
realizada, como relatado anteriormente, usando o algoritmo NetMHClIIpan 4.0 e a previsdo de
imunogenicidade de CD4* (IEDB), (HLA-DRB*1:03:01; HLA-DRB*1:07:01; HLA-
DRB*1:15:01; HLA-DRB*3:01.01; HLA-DRB*3:02:02; HLA-DR*4:01:01 e HLA-
DRB*5:01:01). Sabendo que a populagdo brasileira é extremamente heterogénea, tivemos o
cuidado de adicionar HLA | e 1l mais frequentes nessas populacdes, além das populacdes HLA
mais frequentes do mundo. A predicdo de epitopo do SARS-CoV-2 para células T CD8" foi
desenvolvida como relatado anteriormente, utilizando o algoritmo NetMHCpan4.0 (HLA-A*
01: 01; HLA-A* 02: 01; HLA-A* 11: 01; HLA-A* 24: 02; HLA-A* 68: 01; HLA-A* 23: 01;
HLA-A* 26: 01; HLA-A* 30: 02; HLA-A* 31: 01; HLA-B* 07: 02; HLA-B* 51: 01; HLA-B*
35: 01; HLA-B* 44: 02; HLA-B* 35: 03; HLA-C* 05: 01; HLA- C* 07: 01 e HLA-C* 15: 02).
O Processo de desenvolvimento dos polipeptideos antigénicos de coronavirus da sindrome
respiratdria aguda grave e sua aplicacdo descrita acima esta sob protecdo patentearia (NUmero
do processo: BR 10 2022 005518 1) do Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(APENDICE 4).
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4.5 Processamento de Amostras e Obtencéo do Soro

Para a aquisicao do soro dos voluntarios, os tubos de coleta com as amostras foram
mantidos a temperatura ambiente (TA) por, no minimo, 1 hora para que houvesse a retragdo do
codgulo. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 1.500 rpm durante 5 minutos a TA e
encaminhados para camara de fluxo laminar, local onde o soro foi transferido para tubos
eppendorfs de 1,5mL, estéreis e devidamente identificados. Por fim, o soro foi mantido por 24h
a -20°C e, posteriormente, transferidos para um freezer -80°C, onde ficaram armazenados até a

utilizacdo para o teste soroldgico.

4.6 Sorologia para Diagndstico de Anticorpos 1gG

O teste soroldgico foi realizado utilizando o Kit Anti-SARS-CoV-2 ELISA 1gG
(EUROIMMUN a Perkin Elmer company — REF. El 2606-9601 G) em amostras sanguineas
dos voluntarios inseridos em todos 0s grupos estudados. O teste foi realizado seguindo todas as
orientagdes do fabricante, visando confirmar ou descartar a presencga dos anticorpos contra o

SARS-CoV-2 nas amostras coletadas.

4.7 Imunofluorescéncia para Analise de Células Reguladoras

Aproximadamente 25 mL de sangue periférico foram coletados em tubos a vécuo
contendo anticoagulante heparina sédica para obtencdo de PBMC, mediante separacdo por
gradiente de densidade (Ficoll Paque™Plus - GE Healthcare, Life Sciences, Pittsburgh, PA,
USA). Inicialmente, uma diluicdo 1:1 do volume de sangue coletado com Solugdo Fosfato
Salina (Phosphate Buffered Saline - PBS) foi realizada em tubos Falcon 50 mL estéreis. Em
seguida, as amostras diluidas foram, cuidadosamente, inseridas sobre o Ficoll e posteriormente
submetidas a centrifugacao (40min, 2000rpm, 20°C). Com isso, o anel de PBMC foi coletado,
lavado por 3 vezes com PBS e, em cada ciclo de lavagem, as amostras eram centrifugadas
(10min, 1200rpm, 4°C) e o sobrenadante descartado. Na sequéncia, as células foram mantidas
em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)  suplementadas com 1% de antibioticos
(penicilina/estreptomicina) e 10% Soro Fetal Bovino (SFB) (Sigma-Aldrich). Uma
concentragio de 2,5 X 10° células/pogo foi utilizada em placas de 96 pogos de fundo U e
incubadas em 4 condi¢@es: 1. células ndo estimuladas (meio); 2. estimuladas com Pool Spike
CoV-2 (lug/pogo); 3. estimuladas com Pool CoV-2 (lug/pogo); 4. estimuladas com
Staphylococcal enterotoxin B (SEB) (1ug/poco) das Staphylococcus aureus (Sigma-Aldrich),
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por 16 horas em estufa 5% CO2 a 37°C. Em seguida, 10uL/pogo de Brefeldina A (1mg/mL) -
(Sigma Aldrich) - para marcacdo intracelular - foi adicionada e as amostras novamente
incubadas em estufa 5% CO2 & 37°C durante 4 horas. A Brefeldina A atua sobre a estrutura do
complexo de Golgi impedindo, deste modo, que haja exportacdo de proteinas para 0 meio
extracelular. Posteriormente, a placa foi retirada da estufa e centrifugada por 8 minutos
(1300rpm, 4°C). O sobrenadante foi desprezado e as células suspensas por agitagdo. Em
seguida, os anticorpos para estruturas de superficie (BD Biosciences, CA, USA), ja diluidos
conforme titulacdo padronizada na fase de padronizacdo dos reagentes, num volume final de
40pL foram adicionados: anti-CD3-PE-Cy5 (clone UCHT]Y, isotipo. Mouse BALB/c 1gG1, ,
cat. 555334, espécie. Mouse), anti-CD4-APC-Cy7 (clone RPA-T4, isotipo. Mouse IgG1, , cat.
557871, espécie. Mouse), anti-CD25-PE-Cy7 (clone M-A251, isotipo. Mouse BALB/c IgG1,
K, cat. 557741, espécie. Mouse), anti-CD39-PE (clone TUG66, isotipo: Mouse IgG2b, «, cat.
555464, espécie. Mouse), anti-CD73-APC (clone AD2, isotipo: Mouse IgG1, k, cat. 560847,
espécie. Mouse), anti-PD1-PE (clone MIH4, isotipo. Mouse IgG1l, «, cat. 557946, espécie.
Mouse), anti-LAP-PE (clone TW4-2F8, isotipo. Mouse BALB/c IgG1, k, cat. 562260, espécie.
Mouse) e os anticorpos controle de isotipo IgG3-FITC (clone J606, isotipo. Mouse BALB/c
IgG3, k, cat. 555578, espécie. Mouse), 1gG3-Alexa Fluor 647 (clone J606, isotipo. Mouse
BALB/c 1gG3, «, cat. 560803, espécie. Mouse), IgG1-APC-H7 (clone MOPC-21, isotipo.
Mouse IgG1, , cat. 560167, espécie. Mouse), IgG1-PE-Cy-7 (clone MOPC-21, isotipo. Mouse
IgG1, «, cat. 557872, espécie. Mouse) e IgG1-PE-Cy5 (clone MOPC-21, isotipo. Mouse 1gG1,
K, cat. 555750, espécie. Mouse). Apos adicdo dos anticorpos, a placa foi incubada a 4°C por 30
minutos ao abrigo da luz. Terminado o periodo de incubacdo, realizou-se uma lavagem das
células adicionando 150 uL de PBS/ pogo. A placa foi entdo centrifugada durante 8 minutos
(1300rpm, 4°C), seguida da remocéo do sobrenadante e na sequéncia, agitada para suspencao
das células. Em seguida, 100uL de PBS e 100uL de solucdo de formaldeido 4% foram
adicionados em cada poco de marcacdo extracelular por 20 min a TA sob abrigo da luz, para a
fixacdo da marcacdo. Apds remover a solucdo de fixacdo por centrifugacdo (8min, 1300rpm,
4°C) e lavar as células com 150uL de PBS, a permeabilizacao celular foi realizada, incubando
as células por 10 minutos com Permeabilization Buffer (PB) (0,5% BSA, w/v e 0,5% saponina,
w/v, em PBS) a TA. ApGs o processo, a placa foi centrifugada durante 8 minutos (1300rpm,
4°C), o sobrenadante desprezado e as células ressuspendidas. Em seguida, 40uL da solugo de
anticorpos intracelulares (BD Biosciences, CA, USA) adequadamente diluidos em solucdo de

PB foi adicionada aos pogos: anti-Perforina- Alexa Fluor 647 (clone 8G9, isotipo. Mouse
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BALB/c 1gG2b, «, cat. 563576, espécie. Mouse), anti-Granzima B-PE (clone GB11, isotipo.
Mouse BALB/c IgG1, k, cat. 561142, espécie. Mouse), anti-CTLA-4-PE (clone BNIS3, isotipo.
Mouse BALB/c 1gG2a, «, cat. 555853, espécie. Mouse), anti-IL10-APC (clone JES3-19F1,
isotipo. Rat 19gG2a, «, cat. 554707, espécie. Rat), anti-IL-17-PE (clone SCPL1362, isotipo.
Mouse 1gG1, k, cat. 560436, espécie. Mouse), anti-FOXP3-Alexa Fluor 488 (clone 236A/E7,
isotipo. Mouse BALB/c IgG1, «, cat. 561181, espécie. Mouse) e os anticorpos controle de
isotipo 19gG1-PE (clone MOPC-21, isotipo. Mouse IgG1, k, cat. 559320, espécie. Mouse). As
amostras foram, entéo, incubadas por 45 minutos a TA. Apds este periodo, 150uL/poco de PB
foi adicionada, a placa foi centrifugada durante 8 minutos (1300rpm, 4°C) e o sobrenadante
desprezado. Posteriormente, 200uL/poco de solucdo Wash B (PBS/BSA) foi adicionada. Por
fim, o volume final de 200uL/poco de solugdo contendo as células marcadas foi transferido
para tubos préprios para leitura no citbmetro de fluxo FACS CANTO Il (BD Biosciences). As
células foram mantidas a 4'C, ao abrigo da luz para que as fluorescéncias ndo fossem perdidas

até o momento da leitura.

4.8 Analise de dados por citometria de fluxo

O limite para a posicdo dos quadrantes foi baseado na utilizacdo de controles negativo
(células), de isotipo e Fluorescence Minus One (FMO), quando apropriado. Para a
caracterizacdo dos linfocitos T Reguladores e a andlise de expressdo de marcadores
imunoldgicos pelas células em estudo, foram associados 5 ou 6 fluorocromos conjugados a
anticorpos especificos para os parametros de interesse. Quatro diferentes fluorocromos, anti-
CD3 PE-Cys5, anti-CD4 APC-Cy7, anti-CD25 PE-Cy7 e anti-FOXP3 Alexa Fluor 488 foram
usados para a caracterizagdo das células T Reguladoras (CD3*CD4*CD25"FOXP3™). A figura
5 explicita a estratégia de analise utilizada para a caracterizacdo dos linfocitos T Reguladores.
Inicialmente selecionamos a regido correspondente aos linfécitos totais mediante os parametros
tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) seguida pela identificacdo das singles cells (FSC-
A x FSC-H). Em seguida, linfécitos T CD3"CD4* foram identificados e, dentro dessa
populacdo, foram selecionadas as células CD25". Na sequéncia, os linfécitos T
CD3"CD4*"CD25"FOXP3" foram revelados.
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Figura 5. Estratégia de anélise para a selecdo de linfécitos T Reguladores.
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Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022.

Dois outros fluorocromos (PE e APC/ Alexa Fluor 647) foram utilizados para a analise
da expressédo de IL-10, IL-17, LAP, Perforina, Granzima B, PD-1, CTLA-4, CD39 e CD73 pela
célula estudada no presente trabalho. Sendo assim, apo6s a identificacdo dos linfocitos T
Reguladores, a frequéncia destas expressando os marcadores supracitados foram exploradas
(Figura 6). Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos da companhia BD Biosciences

(CA, USA).
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Figura 6. Estratégia de anélise para a selecdo de linfocitos T Reguladores expressando 0s
marcadores de interesse.
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4.9 Aquisicéo e Andlise dos dados por Citometria de Fluxo

As amostras celulares previamente marcadas com 0s anticorpos monoclonais
fluorescentes acima revelados foram adquiridas em citdmetro de fluxo modelo FACS CANTO
I1 (BD Biosciences). Durante a aquisi¢do dos dados foram coletados pelo menos 70.000 eventos
(células)/poco sendo, os mesmos, analisados utilizando o software Flowjo v.10.8.1 (BD,
Ashland - EUA).

4.10 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism
versdo 8.4.3. O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi realizado. Para a comparacdo de
multiplos grupos, os testes two-way ANOVA (seguido pelo pds-teste de Tukey) e one-way
ANOVA (seguido pelo pds-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pos-teste
de Dunn) foi utilizado onde apropriado. Para analises comparativas entre dois grupos, teste t de
Student ou Mann-Whitney foram usados onde apropriado. Para as analises comparativas dos
dados imunolégicos entre voluntérios Leve Recuperado que experienciaram um determinado
sintoma e voluntarios do mesmo grupo que ndo desenvolveram do mesmo sintoma durante a
fase aguda da COVID-19, os seguintes sinais clinicos foram considerados: dispneia, dor de
garganta, obstrucdo nasal, mialgia, artralgia, fadiga, diarreia, anosmia e ageusia. Para estas
andlises, foram utilizados os testes one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey ou
Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn, onde apropriado. Os resultados foram
mostrados como média + erro padrdo da média (Standard Error of the Mean - SEM). O
intervalo de confianca foi de 95% e os valores foram considerados significativos quando p <
0.05. Para criar o heat map acerca dos marcadores imunoldgicos analisados, foi utilizado o
software Morpheus no qual foi ajustado para 0 Z-score

(https://software.broadinstitute.org/morpheus/). A figura 7A traz um esquema resumido acerca

do protocolo de citometria de fluxo enquanto a figura 7B-7D explicita as analises realizadas no
presente trabalho.


https://software.broadinstitute.org/morpheus/
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Figura 7. Resumo do protocolo de citometria de fluxo e das analises realizadas nos grupos
inseridos no estudo.
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Legenda: (A) 1° dia - PBMCs foram coletadas de voluntarios ndo infectados pelo SARS-CoV-
2 (Controle - CTL, n = 8) e voluntarios recuperados das formas leve (Leve Recuperado, n = 9)
e grave (Grave Recuperado, n = 7) da COVID-19, formando os grupos do estudo. As amostras
foram incubadas por 16 horas sob 4 condi¢Bes (subgrupos): ndo estimuladas (meio) ou
estimuladas com peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs néo
estimuladas e estimuladas com SEB foram usadas como controles negativo e positivo,
respectivamente. 2° dia - Na sequéncia, a Brefeldina A foi adicionada as amostras que foram
incubadas por mais 4 horas. Posteriormente, anticorpos monoclonais para identificacdo das
proteinas extracelulares e intracelulares de interesse foram adicionados e as amostras foram
transferidas para tubos apropriados para leitura em citdmetro de fluxo. 3° dia — A leitura das
amostras em citbmetro de fluxo foi realizada seguida, em dias posteriores, pela analise de dados
no software Flowjo. (B) comparacdo dos parametros imunoldgicos entre os grupos CTL, Leve
Recuperado e Grave Recuperado; (C) dados oriundos das analises no Flowjo foram convertidos
em gréaficos heat map; (D) comparacdo dos parametros imunoldgicos entre voluntarios Leve
Recuperado que experienciaram ou ndo certos sintomas (os sintomas foram avaliados
isoladamente). Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022. Criado com BioRender.com
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5. RESULTADOS

5.1 Analises demograficas e clinicas dos voluntarios inseridos nos grupos CTL, Leve
Recuperado, Grave Recuperado.

Para o presente estudo, um total de 24 voluntarios distribuidos em 3 grupos foram
recrutados. Para o grupo CTL, foram inscritos 8 voluntarios, sendo 4 homens e 4 mulheres com
média de idade de 35,62 (£8,63). O grupo Leve Recuperado foi composto por 4 mulheres e 5
homens com média de idade de 33,22 (£6,70). Por fim, do grupo Grave Recuperado
participaram 7 voluntarios com uma distribuicdo de 3 e 4 componentes do sexo feminino e
masculino, respectivamente. A idade média para o grupo foi de 36,85 (+7,64) (Tabela 2).
Diferencas significativas na idade ndo foram encontradas entre 0s grupos estudados (Figura
8A).

A tabela 2 explicita a média de dias acerca da duracdo dos sintomas em ambos 0s grupos
recuperados. Nesse contexto, 0 grupo Leve Recuperado apresentou uma média de duracgdo de
sinais clinicos de 14,75 (£7,92) enquanto que o grupo Grave Recuperado possuiu uma média
de 22,66 (£12,32). A tabela 2 também expGe a média de dias cujas amostras foram coletadas
apos o fim dos sintomas. Os grupos Leve Recuperado e Grave Recuperado apresentaram uma
média de 148,44 (+81,83) e 122,42 (+93,40), respectivamente. Ainda quanto ao tempo de
coleta, observa-se a presenca de dois grupos com distribuicdo mais homogénea em Leve
Recuperado enquanto que Grave Recuperado revelou uma distribuicdo mais heterogénea
(Figura 8C). Perfil heterogéneo também foi observado quanto & duragdo dos sintomas em ambos
o0s grupos Recuperado (Figura 8B). N&o foram observados resultados estatisticos significativos

guanto aos dados explicitados (Figura 8B e 8C).
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Figura 8. Dados demograficos — (A) idade - e clinicos — (B) Duragdo de sintomas, (C) Tempo
de coleta de amostras e (D) Prevaléncia de sintomas.
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Legenda: PBMCs foram coletadas de voluntarios ndo infectados pelo SARS-CoV-2 (Controle
- CTL, n = 8) e voluntarios recuperados das formas leve (Leve Recuperado, n = 9) e grave
(Grave Recuperado, n = 7) da COVID-19, formando os grupos do estudo. Os simbolos o, O ¢
A representam, respectivamente, voluntarios componentes dos grupos CTL, Leve Recuperado
e Grave Recuperado. 1) Para o grupo Grave Recuperado, um voluntario ndo soube informar a
duragéo dos sintomas fornecendo, portanto, um intervalo entre 0os meses de maio e junho de
2020; 2) para o grupo Leve Recuperado, um voluntario ndo soube informar a duracdo dos
sintomas fornecendo um intervalo entre os meses de abril e junho de 2020. Nesse contexto, 0s
dados referentes as observacdes 1 e 2 ndo foram inseridas na figura 8B; 3) para 0s grupos Leve
Recuperado e Grave Recuperado, respectivamente, dois voluntarios e um voluntario nao
recordam o dia exato, mas apenas 0 més/ano do fim dos sintomas. Sendo assim, foi realizado
um célculo aproximado do intervalo entre o fim dos sintomas e a coleta de amostras sendo, 0s
resultados, inseridos na figura 8C. 4) Um dos voluntarios do grupo Grave Recuperado foi
infectado duas vezes em um intervalo de 68 dias (contados do fim dos sintomas da primeira
infeccdo até o inicio dos sintomas referentes a segunda infecgdo). Portanto, as informagdes
inseridas nas figuras 8B e 8C séo referentes a ultima infeccéo.

Multiplos grupos foram comparados mediante analises estatisticas one-way ANOVA (seguido
pelo pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pos-teste de Dunn) onde
apropriado. Anélises comparativas entre dois grupos foram realizadas mediante teste t de
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Student ou Mann-Whitney onde apropriado. As barras de erro nas figuras 8 A-8C mostram erro
padrdo da média (SEM) para cada subgrupo. Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022.

Por fim, todos os voluntérios recrutados responderam a um questionério clinico. Entre
0s 16 individuos previamente acometidos por infeccdo pelo SARS-CoV-2, cefaleia, fadiga e
febre foram os sintomas mais prevalentes (Figura 8D). Dentro do grupo Leve Recuperado,
cefaleia, fadiga e coriza foram mais expressivas enquanto que todos os voluntéarios Grave
Recuperado experienciaram cefaleia, baixa saturacdo de oxigénio e infiltragdo pulmonar
sequido de fadiga, febre e taquipneia. Nao foram observadas comorbidades no grupo controle
enguanto que a obesidade foi a comorbidade prevalente nos grupos Recuperado. A tabela 2
detalha a distribuicdo de sinais e sintomas experienciados durante a fase ativa da COVID-19
além das comorbidades relatadas pelos voluntarios componentes dos grupos Leve e Grave
Recuperado.
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Tabela 2. Aspectos demograficos e clinicos de voluntarios inseridos nos grupos Controle
(CTL), Leve Recuperado e Grave Recuperado.

Parametros Total de Voluntarios
Controle Leve Grave
Recuperado Recuperado
Total de Voluntarios 8 9 7
Género - F*/M* 4F/4AM 4F/5M 3F/4M
Média de Idade (DP¥) 35,62(+8,63) 33,22 (+6,70) 36,85 (+7,64)
Tempo de Coleta (dias) ap6s o fim dos sintomas X 148,44 (£81,83) 122,42 (£93,40)
Meédia (dias) de duracéo de sintomas (DP?) X 14,75 (£7,92) 22,66 (x12,32)
Sinais e Sintomas
Cefaleia (%) X 6 (66,66%) 7 (100%)
Fadiga (%0) X 6 (66,66%) 6 (87,71%)
Febre (%) X 4 (44,44%) 6 (87,71%)
Dor de Garganta (%) X 4 (44,44%) 5 (71,42%)
Tosse Seca (%) X 4 (44,44%) 4 (57,14%)
Dispneia (%) X 3 (33,33%) 5 (71,42%)
Coriza (%) X 6 (66,66%) 2 (28,57%)
Mialgia (%0) X 3 (33,33%) 4 (57,14%)
Arrepios (%) X 3 (33,33%) 3 (42,85%)
Anosmia (%0) X 3 (33,33%) 4 (57,14%)
Taquipneia (%) X 1(11,11%) 6 (87,71%)
Baixa Saturacéo de Oz (%) X 0 (0%) 7 (100%)
Infiltragdo Pulmonar (%) X 0 (0%) 7 (100%)
Ageusia (%0) X 2 (22,22%) 3 (42,85%)
Obstrucdo Nasal (%) X 3 (33,33%) 2 (28,57%)
Diarreia (%) X 3(33,33%) 3 (42,85%)
Artralgia (%) X 2 (22,22%) 2 (28,57%)
Tosse com Catarro Espesso (%0) X 2 (22,22%) 1 (14,28%)
Nausea (%0) X 1(11,11%) 2 (28,57%)
Vomito (%) X 1(11,11%) 1 (14,28%)
Inchaco Ocular (%) X 0 (0%) 2 (28,57%)
Tosse com Sangue (%) X 0 (0%) 1 (14,28%)
Comorbidades
Hipertensao (%) X 0 (0%) 2 (28,57%)
Obesidade (%0) X 4 (44,44%) 5 (71,42%)
Asma (%) X 0 (0%) 1 (14,28%)

*F = Feminino, *M = Masculino: *DP = Desvio Padrdo. Fonte: de Sousa Palmeira et al.,
2022.

5.2 Frequéncia de linfocitos T Reguladores em PBMCs de voluntarios inseridos nos
grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado.

A analise em PBMCs de voluntarios recuperados da COVID-19 revela que em amostras
ndo estimuladas, comparado ao grupo CTL, houve maior frequéncia de células T reguladoras
em Leve Recuperado. Neste, assim como em Grave Recuperado, PBMCs estimuladas com Pool
CoV-2 apresentaram niveis mais elevados de células T reguladoras em comparagdo ao CTL
(Figura 9A). Também foram realizadas analises comparativas entre a frequéncia de Treg e
voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou ndo 0s seguintes sintomas durante a fase

aguda da COVID-19: dispneia, mialgia, dor de garganta, artralgia, fadiga, obstrucdo nasal,
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diarreia, anosmia e ageusia. Com isso, foi observado que em voluntarios ndo acometidos por
obstrucdo nasal houve niveis mais elevados de Tregs em PBMCs nédo estimuladas e estimuladas
com Pool Spike CoV-2 comparado a voluntarios com o sintoma (Figura 9C). Ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas relacionadas aos demais sintomas citados

(dados ndo mostrados).

Figura 9. Frequéncia de linfocitos T Reguladores em sangue periférico de voluntarios.
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Legenda: PBMCs foram coletadas de voluntarios ndo infectados pelo SARS-CoV-2 (Controle
- CTL, n = 8) e voluntarios recuperados das formas leve (Leve Recuperado, n = 9) e grave
(Grave Recuperado, n = 7) da COVID-19, formando os grupos do estudo. As amostras foram
incubadas por 20 horas sob 4 condic¢Ges (subgrupos): ndo estimuladas (meio) ou estimuladas
com peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs ndo estimuladas e
estimuladas com SEB foram usadas como controles negativo e positivo, respectivamente. (A)
Frequéncia de linfocitos T Reguladores em CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado. (B)
Heat Map da frequéncia de linfécitos T Reguladores dos grupos CTL, Leve Recuperado e
Grave Recuperado com base nas anlises de citometria de fluxo. Cada linha indica a condicéo
em que as PBMCs foram submetidas (mostradas a direita). Cada coluna indica um voluntario
inserido no estudo. (C) Comparacéo da frequéncia de linfocitos T reguladores entre voluntarios
Leve Recuperado acometidos ou ndo por obstrucéo nasal durante a fase aguda da COVID-19.
Os simbolos e, m ¢ A representam cada voluntario Leve Recuperado cujas amostras foram
inseridas nas condi¢gdes meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2, respectivamente.

Multiplos grupos foram comparados mediante analises estatisticas two-way ANOVA (seguido
pelo pos-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pds-teste de Tukey) ou teste de
Kruskal-Wallis (seguido pelo pés-teste de Dunn) onde apropriado. As barras de erro mostram
erro padrdo da média (SEM) para cada subgrupo. As linhas horizontais acima das barras
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identificam diferencas significativas dos mesmos subgrupos entre grupos diferentes. *p < 0,05.
SEB, Staphylococcal enterotoxin B. Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022.

5.3 Expressdo de IL-10, IL-17 e LAP pelos linfécitos T Reguladores em PBMCs de
voluntarios inseridos nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado.

A expressdo de citocinas pelos linfocitos T Reguladores também foi avaliada. Em
amostras Leve Recuperado nédo estimuladas foram observados niveis mais elevados de células
T Reguladoras produtoras de IL-10 em comparacdo ao CTL (Figura 10A). Além disso, em
PBMCs estimuladas com Pool CoV-2, a frequéncia de CD3"CD4*CD25"FOXP3*IL-10" foi
menor em Grave Recuperado comparado ao Leve Recuperado (Figura 10A). Neste, o estimulo
Pool CoV-2 induziu a uma maior frequéncia de Treg IL-10* em comparag¢do com as amostras
submetidas ao Pool Spike CoV-2 (Figura 10A).

Curiosamente, comparado com CLT e Grave Recuperado, os dados revelaram niveis
elevados de Treg IL-17" em PBMCs de Leve Recuperado estimuladas com peptideos
relacionados ao SARS-CoV-2 (Figura 10B). No entanto, em Grave Recuperado também houve
maior expressdo de IL-17 pelas Treg comparado ao CTL em amostras estimuladas com Pool
CoV-2 (Figura 10B). Em conjunto, amostras CTL incubadas com SEB apresentaram maior
frequéncia de Treg IL-17" que PBMC incubadas com peptideos relacionados ao SARS-CoV-2
(Figura 10B). Por outro lado, em Grave Recuperado, Pool Spike CoV-2 reduziu a expressdo da
IL-17 em Tregs (Figura 10B). Estatisticamente, a expressdo de LAP pelas Treg ndo diferiu entre
os grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado (Figura 10C). No entanto, com o
estimulo Pool CoV-2, houveram niveis de Treg LAP* mais acentuados em comparagao com as
amostras estimuladas com Pool Spike CoV-2 no grupo CTL (Figura 10C).
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Figura 10. Frequéncia de linfocitos T Reguladores expressando 1L-10, IL-17 e LAP em
sangue periférico de voluntarios.
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Legenda: PBMCs foram coletadas de voluntarios ndo infectados pelo SARS-CoV-2 (Controle
- CTL, n = 8) e voluntarios recuperados das formas leve (Leve Recuperado, n = 9) e grave
(Grave Recuperado, n = 7) da COVID-19, formando os grupos do estudo. As amostras foram
incubadas por 20 horas sob 4 condic¢Ges (subgrupos): nao estimuladas (meio) ou estimuladas
com peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2 ou SEB. PBMC néo estimuladas e
estimuladas com SEB foram usadas como controles negativo e positivo, respectivamente. (A)
Frequéncia de linfécitos T Reguladores que expressam IL-10 em CTL, Leve Recuperado e
Grave Recuperado. (B) Frequéncia de linfécitos T Reguladores que expressam IL-17 em CTL,
Leve Recuperado e Grave Recuperado. (C) Frequéncia de linfocitos T Reguladores que
expressam LAP em CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado. (D) Heat Map da frequéncia
de linfécitos T Reguladores expressando IL-10, IL-17 ou LAP nos grupos CTL, Leve
Recuperado e Grave Recuperado com base nas analises de citometria de fluxo. Cada linha
indica a condi¢do em que as PBMC foram submetidas (mostradas a direita). Cada coluna indica
um voluntario inserido no estudo. Cada sequéncia de 4 linhas indica um parametro imunologico
analisado (mostrados a esquerda).

Multiplos grupos foram comparados mediante analises estatisticas two-way ANOVA (seguido
pelo pos-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pds-teste de Tukey) ou teste de
Kruskal-Wallis (seguido pelo pos-teste de Dunn) onde apropriado. Os simbolos representados
por letras minusculas representam diferencas estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢des dentro
de cada grupo: a (Meio x Pool Spike CoV-2), d (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2), e (Pool
Spike CoV-2 x SEB), f (Pool CoV-2 x SEB). As barras de erro mostram erro padrdo da média
(SEM) para cada subgrupo. As linhas horizontais acima das barras identificam diferengas



62

significativas dos mesmos subgrupos entre grupos diferentes. *p < 0.05; **p < 0.01. SEB,
Staphylococcal enterotoxin B. Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022.

5.4 Expressao de perforina e granzima B pelos linfocitos T Reguladores em PBMCs de
voluntarios inseridos nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado

A producao de granulos citotoxicos pelas células T reguladoras também foi analisada
no presente estudo. Acerca da perforina, Tregs de amostras estimuladas com Pool CoV-2
revelaram maior expressdao em Leve Recuperado em comparacdo aos demais grupos (Figura
11A). Por outro lado, em estimulo Pool Spike CoV-2, Tregs do grupo Leve Recuperado
produziram mais perforina em comparacdo com Grave Recuperado (Figura 11A). PBMCs do
grupo CTL incubados com SEB apresentaram niveis mais elevados de Treg perforina® que o
Grave Recuperado (Figura 11A). Finalmente, em amostras Leve Recuperado estimuladas com
Pool CoV-2, houve maior nivel de células T reguladoras produtoras de perforina que em
PBMCs estimuladas com SEB (Figura 11A).

Também foram encontrados niveis elevados de Tregs produtoras de granzima B no
grupo Leve Recuperado comparado ao CTL em amostras ndo estimuladas ou estimuladas com
peptideos relacionados ao SARS-CoV-2 (Figura 11B). Ao analisarmos a coexpressao
perforina*granzima B* nas Tregs observou-se que, sob estimulo SEB, Tregs do grupo CTL
apresentaram niveis superiores ao Grave Recuperado (Figura 11C). Ainda referente ao grupo
CTL, peptideos Pool CoV-2 induziram maior frequéncia de Tregs perforinfgranzima B* em
comparagdo com amostras ndo estimuladas, enquanto em Grave Recuperado, amostras
incubadas com SEB apresentaram menores niveis de Tregs perforinfgranzima B* do que as

outras condi¢es (Figura 11C).
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Figura 11. Frequéncia de linfocitos T Reguladores expressando perforina e granzima B em
sangue periférico de voluntarios.
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Legenda: PBMCs foram coletadas de voluntarios ndo infectados pelo SARS-CoV-2 (Controle
- CTL, n = 8) e voluntarios recuperados das formas leve (Leve Recuperado, n = 9) e grave
(Grave Recuperado, n = 7) da COVID-19, formando os grupos do estudo. As amostras foram
incubadas por 20 horas sob 4 condi¢Ges (subgrupos): ndo estimuladas (meio) ou estimuladas
com peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs ndo estimuladas e
estimuladas com SEB foram usadas como controles negativo e positivo, respectivamente. (A)
Frequéncia de linfécitos T Reguladores que expressam perforina em CTL, Leve Recuperado e
Grave Recuperado. (B) Frequéncia de linfocitos T Reguladores que expressam granzima B em
CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado. (C) Frequéncia de linfécitos T Reguladores que
coexpressam perforina e granzima B em CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado. (D) Heat
Map da frequéncia de linfocitos T Reguladores expressando ou coexpressando perforina e
granzima B nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado com base nas analises de
citometria de fluxo. Cada linha indica a condicdo em que as PBMCs foram submetidas
(mostradas a direita). Cada coluna indica um voluntério inserido no estudo. Cada sequéncia de
4 linhas indica um parametro imunologico analisado (mostrados a esquerda).

Multiplos grupos foram comparados mediante analises estatisticas two-way ANOVA (seguido
pelo pos-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pds-teste de Tukey) ou teste de
Kruskal-Wallis (seguido pelo pds-teste de Dunn) onde apropriado. Os simbolos representados
por letras minusculas indicam diferencas estatisticas (p < 0.05) entre as condic¢des dentro de
cada grupo: b (Meio x Pool CoV-2), ¢ (Meio x SEB), e (Pool Spike CoV-2 x SEB), f (Pool
CoV-2 x SEB). O simbolo # representa diferencas estatisticas significativas na condicdo SEB
entre os grupos CTL e Grave Recuperado. As barras com # acima retratam a expressao superior
do marcador analisado relacionado ao outro grupo. As barras de erro mostram erro padrao da
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média (SEM) para cada subgrupo. As linhas horizontais acima das barras identificam diferencas
significativas dos mesmos subgrupos entre grupos diferentes. *p < 0.05; #p < 0,05; #p < 0.01.
SEB, Staphylococcal enterotoxin B. Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022.

5.5 Expressdo de PD-1 e CTLA-4 pelos linfocitos T Reguladores em PBMCs de
voluntarios inseridos nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
Seguido da analise dos mecanismos supracitados, os niveis de Treg PD-1" e Treg
CTLA-4" foram mensurados em sangue periférico dos voluntarios inseridos nos grupos
estudados. Embora a frequéncia de Treg CTLA-4" ndo tenha sofrido alteragdes significativas
entre os grupos inseridos no presente trabalho (Figura 12B), a frequéncia de células T
reguladoras expressando PD-1 foi menor em Grave Recuperado quando comparado ao grupo
Leve Recuperado em PBMCs estimuladas com o peptideo Pool Spike CoV-2 (Figura 12A).
Sob estimulo Pool Spike CoV-2, os niveis de Treg PD-1* foram mais expressivos que aqueles
presentes em amostras estimuladas com Pool CoV-2 em Leve Recuperado (Figura 12A).

Figura 12. Frequéncia de linfdcitos T Reguladores expressando PD-1 e CTLA-4 em sangue
periférico de voluntarios.
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Legenda: PBMCs foram coletadas de voluntarios ndo infectados pelo SARS-CoV-2 (Controle
- CTL, n = 8) e voluntarios recuperados das formas leve (Leve Recuperado, n = 9) e grave
(Grave Recuperado, n = 7) da COVID-19, formando os grupos do estudo. As amostras foram
incubadas por 20 horas sob 4 condicGes (subgrupos): ndo estimuladas (meio) ou estimuladas
com peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs néo estimuladas e
estimuladas com SEB foram usadas como controles negativo e positivo, respectivamente. (A)
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Frequéncia de linfécitos T Reguladores que expressam PD-1 em CTL, Leve Recuperado e
Grave Recuperado. (B) Frequéncia de linfocitos T Reguladores que expressam CTLA-4 em
CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado. (C) Heat Map da frequéncia de linfocitos T
Reguladores expressando PD-1 e CTLA-4 nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave
Recuperado com base nas analises de citometria de fluxo. Cada linha indica a condi¢do em que
as PBMCs foram submetidas (mostradas a direita). Cada coluna indica um voluntario inserido
no estudo. Cada sequéncia de 4 linhas indica um parametro imunoldgico analisado (mostrados
a esquerda).

Multiplos grupos foram comparados mediante andlises estatisticas two-way ANOVA (seguido
pelo pds-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pos-teste de Tukey) ou teste de
Kruskal-Wallis (seguido pelo pés-teste de Dunn) onde apropriado. O simbolo representado por
letra minGscula indica diferenca estatistica (p < 0.05) entre as condi¢Ges dentro de cada grupo:
d (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2). As barras de erro mostram erro padrdo da média (SEM)
para cada subgrupo. As linhas horizontais acima das barras identificam diferencas significativas
dos mesmos subgrupos entre grupos diferentes. *p < 0.05. SEB, Staphylococcal enterotoxin B.
Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022.

5.6 Expressao de CD39 e CD73 pelos linfécitos T Reguladores em PBMCs de voluntarios
inseridos nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado

Além disso, foram analisadas a expressao das enzimas CD39 e CD73 pelas Tregs. Como
observado nas Figuras 13A e 13B, ndo foram identificadas, entre os grupos estudados,
alteracdes significativas nos niveis de células T reguladoras expressando CD39 ou CD73. No
entanto, ao avaliarmos a coexpressdo CD39*CD73* em Tregs, amostras do grupo Leve
Recuperado incubadas com o peptideo Pool CoV-2 apresentaram maior frequéncia que o grupo
CTL (Figura 13C). Neste, observou-se também niveis mais altos de Treg coexpressando
CD39°CD73" em PBMCs estimuladas com SEB quando comparadas com o estimulo Pool
CoV-2 (Figura 13C).
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Figura 13. Frequéncia de linfocitos T Reguladores expressando CD39 e CD73 em sangue
periférico de voluntarios.
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Legenda: PBMCs foram coletadas de voluntarios ndo infectados pelo SARS-CoV-2 (Controle
- CTL, n = 8) e voluntarios recuperados das formas leve (Leve Recuperado, n = 9) e grave
(Grave Recuperado, n = 7) da COVID-19, formando os grupos do estudo. As amostras foram
incubadas por 20 horas sob 4 condi¢Ges (subgrupos): ndo estimuladas (meio) ou estimuladas
com peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs ndo estimuladas e
estimuladas com SEB foram usadas como controles negativo e positivo, respectivamente. (A)
Frequéncia de linfocitos T Reguladores que expressam CD39 em CTL, Leve Recuperado e
Grave Recuperado. (B) Frequéncia de linfocitos T Reguladores que expressam CD73 em CTL,
Leve Recuperado e Grave Recuperado. (C) Frequéncia de linfocitos T Reguladores que
coexpressam CD39 e CD73 em CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado. (D) Heat Map da
frequéncia de linfécitos T Reguladores expressando ou coexpressando CD39 e CD73 nos
grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado com base nas andlises de citometria de
fluxo. Cada linha indica a condicdo em que as PBMC foram submetidas (mostradas a direita).
Cada coluna indica um voluntario inserido no estudo. Cada sequéncia de 4 linhas indica um
parametro imunoldgico analisado (mostrados a esquerda).

Multiplos grupos foram comparados mediante analises estatisticas two-way ANOVA (seguido
pelo pos-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pds-teste de Tukey) ou teste de
Kruskal-Wallis (seguido pelo pds-teste de Dunn) onde apropriado. Os simbolos representados
por letras minusculas indicam diferencas estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢des dentro de
cada grupo: f (Pool CoV-2 x SEB). As barras de erro mostram erro padrdo da média (SEM)
para cada subgrupo. As linhas horizontais acima das barras identificam diferencas significativas
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dos mesmos subgrupos entre grupos diferentes. *p < 0.05. SEB, Staphylococcal enterotoxin B.
Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022.

5.7. Comparacdo da expressdo de citocinas pelas células T Reguladoras e sintomas
desenvolvidos no grupo Leve Recuperado durante a COVID-19 aguda.

Também foram realizadas analises comparativas da expressdo de citocinas pelas células
T Reguladoras entre voluntarios Leve Recuperado, que desenvolveram ou ndo certos sintomas
durante a fase aguda da COVID-19. Para aqueles que ndo desenvolveram mialgia, fadiga e
obstrucdo nasal, as amostras estimuladas com Pool Spike CoV-2 apresentaram menor
frequéncia de Treg IL-10" que PBMCs ndo estimuladas (Figura 14A). Niveis reduzidos de
células T Reguladoras produtoras de I1L-10 também foram observados sob estimulo Pool Spike
CoV-2 comparado a amostras incubadas com Pool CoV-2 em voluntérios que desenvolveram
mialgia, diarreia e anosmia (Figura 14A). Em PBMCs ndo estimuladas, a expressdo da IL-10
por células T Reguladoras foi maior e menor, respectivamente, em voluntarios que
experienciaram artralgia e fadiga em comparacdo com aqueles que ndo desenvolveram esses
sintomas (Figura 14A).

Comparado a amostras ndo estimuladas em voluntarios Leve Recuperado que nao
desenvolveram mialgia, o estimulo Pool CoV-2 provocou maior expressdo de IL-17 em Tregs
enquanto naqueles que desenvolveram esse sintoma, a frequéncia de Treg IL-17" foi diminuida
na mesma condi¢do (Figura 14B). Em PBMCs ndo estimuladas de voluntarios que nédo
apresentaram mialgia, os niveis de células T reguladoras expressando IL-17 foram menores em
comparacdo aqueles que desenvolveram esse sintoma (Figura 14B). Os dados também
revelaram que em amostras estimuladas com Pool CoV-2, a expressdo de IL-17 por Tregs foi
menos prevalente naqueles com fadiga comparado aqueles sem (Figura 14B). Acerca dos
voluntarios que experimentaram anosmia, o estimulo com Pool Spike CoV-2 reduziu a
frequéncia de IL-17* em comparacdo com PBMCs néo estimuladas (Figura 14B).

Também foi identificada maior expressdo de LAP pelas Tregs, sob estimulo Pool CoV-
2, de voluntarios que desenvolveram dispneia, enquanto o oposto foi verificado para aqueles
que experienciaram obstrucdo nasal, comparado aos voluntarios que ndo desenvolveram esses
sintomas (Figura 14C). Por outro lado, PBMCs ndo estimuladas de voluntarios que néo
experimentaram dor de garganta revelaram maior frequéncia de Tregs LAP* comparado aos
individuos que se queixaram desse sinal clinico (Figura 14C). Anélises comparativas
relacionadas aos demais sintomas explicitados no presente trabalho foram realizadas, no

entanto, ndo foram observados resultados estatisticos significativos (dados ndo mostrados).
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Legenda: Foram coletadas amostras de PBMCs de 9 voluntarios recuperados da forma leve
(Leve Recuperado) da COVID-19. As amostras foram incubadas por 20 horas sob 4 condigdes:
ndo estimuladas (meio) ou estimuladas com peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-
2 ou SEB (ndo inseridos nos graficos de comparacéo). (A) Comparacédo da frequéncia de células
T Reguladoras expressando IL-10 entre voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou
ndo os seguintes sintomas: mialgia, artralgia, fadiga, obstrucéo nasal, diarreia e anosmia durante
a fase aguda da COVID-19. (B) Comparacdo da frequéncia de células T Reguladoras
expressando IL-17 entre voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou nao os seguintes
sintomas: mialgia, fadiga e anosmia durante a fase aguda da COVID-19. (C) Comparacédo da
frequéncia de células T Reguladoras expressando LAP entre voluntarios Leve Recuperado que
experienciaram ou ndo os seguintes sintomas: dispneia, dor de garganta e obstrugdo nasal
durante a fase aguda da COVID-19. Os simbolos e, m € A representam cada voluntario Leve
Recuperado cuja amostra foi incubada nas condi¢Ges meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2,
respectivamente.

Mudltiplos grupos foram comparados mediante andlises estatisticas two-way ANOVA (seguido
pelo pds-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pos-teste de Tukey) ou teste de
Kruskal-Wallis (seguido pelo pds-teste de Dunn) onde apropriado. As linhas horizontais acima
das barras identificam diferencas significativas entre os grupos avaliados. *p < 0.05. Fonte: de
Sousa Palmeira et al., 2022.

5.8. Comparacdo da expressdo de granulos citotdxicos pelas células T Reguladoras e
sintomas desenvolvidos no grupo Leve Recuperado durante a COVID-19 aguda.

Ao serem realizadas analises comparativas entre a frequéncia de Treg perforina® e
voluntarios Leve Recuperado que desenvolveram ou ndo certos sintomas durante a fase aguda,
foram identificados maiores niveis em PBMCs ndo estimuladas e estimuladas com Pool CoV-
2 de voluntarios que experienciaram dispneia em comparacdo com aqueles que ndo a
desenvolveram (Figura 15A). Em condi¢cdo sem estimulo também foram encontrados niveis
mais elevados de perforina em Tregs de voluntarios que apresentaram ageusia comparado
aqueles que ndo desenvolveram esse sintoma (Figura 15A). Ao analisarmos a sintese de
granzima B pelas Tregs, observamos expressdo elevada em amostras estimuladas com Pool
Spike CoV-2 de voluntarios que ndo desenvolvem artralgia durante a fase aguda da COVID-19
em comparacdo aqueles que a desenvolveram (Figura 15B).

Em amostras ndo estimuladas e estimuladas com peptideos relacionados com 0 SARS-
CoV-2, a coexpressao desses granulos citotoxicos pelas Tregs foi maior em voluntarios Leve
Recuperado que experienciaram dispneia comparado aqueles que ndo a desenvolveram (Figura
15C). Para voluntarios que foram acometidos por artralgia, houve maior frequéncia de Tregs
perforina*granzima B* apenas em PBMCs estimuladas com Pool CoV-2 comparado aqueles
que ndo desenvolveram esse sintoma (Figura 15C). Curiosamente, em voluntarios que
desenvolveram obstrugéo nasal, o Pool Spike CoV-2 induziu levemente a coexpressao em Tregs

guando comparado a amostras ndo estimuladas (Figura 15C). Anélises comparativas
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relacionadas aos demais sintomas explicitados no presente trabalho foram realizadas, no

entanto, ndo foram observados resultados estatisticos significativos (dados ndo mostrados).

Figura 15. Comparacao da frequéncia de linfécitos T Reguladores expressando perforina e
granzima B entre voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou ndo certos sintomas.
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Legenda: Foram coletadas amostras de PBMC de 9 voluntérios recuperados da forma leve
(Leve Recuperado) da COVID-19. As amostras foram incubadas por 20 horas sob 4 condigdes:
ndo estimuladas (meio) ou estimuladas com peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-
2 ou SEB (ndo inseridos nos graficos de comparacéo). (A) Comparacdo da frequéncia de células
T Reguladoras expressando perforina entre voluntarios Leve Recuperado que experienciaram
ou ndo o0s seguintes sintomas: dispneia e ageusia durante a fase aguda da COVID-19. (B)
Comparacdo da frequéncia de células T Reguladoras expressando granzima B entre voluntarios
Leve Recuperado que experienciaram ou nao artralgia durante a fase aguda da COVID-19. (C)
Comparacao da frequéncia de células T Reguladoras coexpressando perforina e granzima B
entre voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou ndo 0s seguintes sintomas: dispneia,
artralgia e obstrucdo nasal durante a fase aguda da COVID-19. Os simbolos o, m ¢ A
representam cada voluntario Leve Recuperado cuja amostra foi incubada nas condi¢des meio,
Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2, respectivamente.

Multiplos grupos foram comparados mediante analises estatisticas two-way ANOVA (seguido
pelo pos-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pds-teste de Tukey) ou teste de
Kruskal-Wallis (seguido pelo pos-teste de Dunn) onde apropriado. As linhas horizontais acima
das barras identificam diferencas significativas entre os grupos avaliados. *p < 0.05; **p < 0.01.
Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022.
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5.9. Comparacdo da expressdo de receptores inibitorios pelas células T Reguladoras e
sintomas desenvolvidos no grupo Leve Recuperado durante a COVID-19 aguda.

Comparando a expressdo de PD-1 em células T Reguladoras entre voluntarios Leve
Recuperado que desenvolveram ou ndo certos sintomas, aqueles que experimentaram dispneia
apresentaram niveis mais baixos de Tregs PD-1" sob estimulo Pool CoV-2 em comparagdo com
PBMCs estimuladas com Pool Spike CoV-2 (Figura 16B). Além disso, em voluntarios que ndo
desenvolveram dor de garganta e obstrucdo nasal, a expressdo de PD-1 pelas Tregs foi maior
em amostras ndo estimuladas comparada com o estimulo Pool CoV-2 (Figura
16B). Finalmente, em PBMCs ndo estimuladas de voluntarios que nao experimentaram dor de
garganta e fadiga, maior frequéncia de Tregs PD-1" foi encontrada em comparagdo com aqueles
que desenvolveram tais os sintomas (Figura 16B).

Quanto a frequéncia de Tregs CTLA-4*, observou-se que naqueles que nao
experimentaram dor de garganta, obstrucdo nasal, diarreia e ageusia o peptideo Pool Spike
CoV-2 induziu uma diminuicdo da expressdo CTLA-4 pelas Tregs em comparagdo com a
condicdo meio (Figura 16A). Em conjunto, também foram identificados niveis mais elevados
de Tregs CTLA-4" em estimulo Pool CoV-2 comparado a PBMCs estimuladas com o peptideo
Pool Spike CoV-2 em voluntérios Leve Recuperado que ndo experimentaram fadiga (Figura
16A). Para aqueles que desenvolveram anosmia, o estimulo Pool CoV-2 induziu a uma
diminuicdo de Tregs CTLA-4" quando comparados com a condi¢cdo meio (Figura 16A). Sob
estimulo Pool CoV-2, observou-se menor frequéncia de Tregs CTLA-4* em voluntérios Leve
Recuperado que desenvolveram fadiga, anosmia e ageusia comparado aqueles que nao
desenvolveram tais sintomas (Figura 16A). Por fim, os niveis de células T Reguladoras
produtoras de CTLA-4, sob estimulo Pool Spike CoV-2, foram maiores em voluntarios que
desenvolveram diarreia comparado com 0s que ndo a experienciaram (Figura 16A). Analises
comparativas relacionadas aos demais sintomas explicitados no presente trabalho foram
realizadas, no entanto, ndo foram observados resultados estatisticos significativos (dados ndo

mostrados).
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Figura 16. Comparacédo da frequéncia de linfocitos T Reguladores expressando CTLA-4 e

PD-1 entre voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou ndo certos sintomas.
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(Leve Recuperado) da COVID-19. As amostras foram incubadas por 20 horas sob 4 condigdes:
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ndo estimuladas (meio) ou estimuladas com peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-
2 ou SEB (ndo inseridos nos graficos de comparacéo). (A) Comparacédo da frequéncia de células
T Reguladoras expressando CTLA-4 entre voluntéarios Leve Recuperado que experienciaram
ou ndo os seguintes sintomas: dor de garganta, fadiga, obstrucdo nasal, diarreia, anosmia e
ageusia durante a fase aguda da COVID-19. (B) Comparacdo da frequéncia de células T
Reguladoras expressando PD-1 entre voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou ndo
0s seguintes sintomas: dispneia, dor de garganta, fadiga e obstrucdo nasal durante a fase aguda
da COVID-19. Os simbolos ®, m € A representam cada voluntario Leve Recuperado cuja
amostra foi incubada nas condicGes meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2, respectivamente.
Multiplos grupos foram comparados mediante analises estatisticas two-way ANOVA (seguido
pelo pos-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pos-teste de Tukey) ou teste de
Kruskal-Wallis (seguido pelo pds-teste de Dunn) onde apropriado. As linhas horizontais acima
das barras identificam diferencas significativas entre os grupos avaliados. *p < 0.05; **p < 0.01.
Fonte: de Sousa Palmeira et al., 2022.

5.10. Comparacdo da expressdo de ectonucleotidases pelas células T Reguladoras e
sintomas desenvolvidos no grupo Leve Recuperado durante a COVID-19 aguda.

Por fim, os dados referentes a expresséo de ectonucleotidases em Tregs revelaram maior
frequéncia de Tregs CD39* em PBMCs nao estimuladas de voluntarios Leve Recuperado que
ndo desenvolveram mialgia e artralgia comparado aqueles que apresentaram tais sintomas
(Figura 17A). Além disso, também foi demonstrado que em voluntéarios que experienciaram
fadiga e anosmia, o estimulo com Pool Spike CoV-2 reduziu os niveis de expressdo de
CD39 em Tregs (Figura 17A). Voluntarios positivos para o sintoma anosmia na fase aguda da
COVID-19 também foram caracterizados por menor frequéncia de Tregs CD39" sob estimulo
Pool CoV-2 em comparagdo com aqueles que ndo experimentaram esse sinal (Figura 17A).

Em amostras incubadas com Pool Spike CoV-2 de voluntarios que apresentaram
mialgia, artralgia e diarreia, foi relatada maior frequéncia de Tregs CD73" que aqueles que ndo
apresentaram esses sintomas (Figura 17B). Voluntarios Leve Recuperado que experimentaram
artralgia também apresentaram maior producdo de CD73 pelas Tregs em amostras néo
estimuladas, comparado aqueles que ndo desenvolveram tal sintoma (Figura
17B). Curiosamente, Tregs CD39*CD73* foram mais prevalentes em todas as condi¢cdes em
voluntarios que desenvolveram mialgia que aqueles que ndo a experimentaram durante a fase
aguda da COVID-19 (Figura 17C). Resultado semelhante foi observado para o sintoma diarreia,
porém, ndo foi constatada diferenca significativa na condicdo meio (Figura 17C). Anélises
comparativas relacionadas aos demais sintomas explicitados no presente trabalho foram
realizadas, no entanto, ndo foram observados resultados estatisticos significativos (dados ndo

mostrados).
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Figura 17. Comparacéo da frequéncia de linfécitos T Reguladores expressando CD39 e

tos sintomas.
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2 ou SEB (ndo inseridos nos gréaficos de comparacéo). (A) Comparacgdo da frequéncia de células
T Reguladoras expressando CD39 entre voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou
n&o os seguintes sintomas: mialgia, artralgia, fadiga e anosmia durante a fase aguda da COVID-
19. (B) Comparacdo da frequéncia de células T Reguladoras expressando CD73 entre
voluntarios Leve Recuperado que experienciaram ou ndo os seguintes sintomas: mialgia,
artralgia e diarreia durante a fase aguda da COVID-19. (C) Comparagdo da frequéncia de
células T Reguladoras coexpressando CD39 e CD73 entre voluntéarios Leve Recuperado que
experienciaram ou ndo 0s seguintes sintomas: mialgia e diarreia durante a fase aguda da
COVID-19. Os simbolos ®, m e A representam cada voluntario Leve Recuperado cuja amostra
foi incubada nas condices meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2, respectivamente.
Multiplos grupos foram comparados mediante andlises estatisticas two-way ANOVA (seguido
pelo pds-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pos-teste de Tukey) ou teste de
Kruskal-Wallis (seguido pelo pos-teste de Dunn) onde apropriado. As linhas horizontais acima
das barras identificam diferencas significativas entre os grupos avaliados. *p < 0.05. Fonte: de
Sousa Palmeira et al., 2022.
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6. DISCUSSAO

A pandemia da COVID-19 resultou em uma emergéncia global que conduziu esforcos
mais significativos da comunidade cientifica na compreensdo da resposta imune do hospedeiro
frente a infeccdo pelo SARS-CoV-2 (CALDRER etal., 2021). Embora a maioria dos individuos
infectados desenvolva a forma leve, uma parcela € acometida por uma COVID-19 mais grave
na qual a inflamacdo excessiva geralmente estd associada (MERAD, SUBRAMANUAN;
WANG, 2021; LI et al., 2022). Objetivando compreender os impactos a longo prazo que a
infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode provocar no sistema imune adaptativo apds a resolucdo da
infeccdo, o presente trabalho avaliou as Tregs periféricas em voluntarios que se recuperaram
das formas leve e grave da COVID-19. Com isso, em comparagdo com o grupo CTL, foram
relatados niveis mais elevados de Tregs em amostras estimuladas com Pool CoV-2 dos grupos
Leve Recuperado e Grave Recuperado. Além disso, PBMCs nédo estimuladas oriundas do grupo
Leve Recuperado apresentaram maior frequéncia das celulas em estudo que o grupo CTL,
sugerindo que a infeccdo pelo novo coronavirus pode conduzir a modificacbes de longa
duracdo, como relatado por Liu e et al. (2021). No entanto, a auséncia de diferencas estatisticas
entre ambos 0s grupos recuperados sugere que apenas a analise da frequéncia de Tregs ndo se
configuraria como um dado preditivo confidvel para o direcionamento de distintos quadros
clinicos da doenca.

Por outro lado, € provavel que com a resolugdo da COVID-19 os niveis celulares tenham
sido atenuados, o que pode dificultar a compreensdo de possiveis associacdes entre tais
parametros com o seu real impacto nas distintas formas da doenca. No entanto, os maiores
niveis de Tregs em PBMCs de voluntarios Leve Recuperado comparado ao CTL parecem
indicar melhorada atividade dessas células durante a infeccdo. Nesse contexto, o presente
trabalho também demonstra elevada frequéncia de Tregs em voluntarios Leve Recuperado que
ndo experienciaram obstrucdo nasal. Estudos mostram niveis elevados e diminuidos,
respectivamente, da IL-17 sérica e da IL-10 nasal em pacientes com rinite alérgica, enquanto
que a administracdo de celulas-tronco mesenquimais em modelos animais para a doenca
induziram ao aumento de células T reguladoras e a diminui¢do de células plasmaéticas e da
frequéncia de espirros nesses animais (ERKAN et al., 2020; RESTIMULIA et al., 2021). Diante
do exposto, € possivel a elevada frequéncia de Tregs na auséncia da obstrucdo nasal indique a
participacdo desses linfocitos no estabelecimento de uma COVID-19 mais atenuada. No
entanto, compreende-se que apenas a analise do nivel celular ndo fornece notaveis informac6es

acerca das implicacdes que a infecgdo pelo SARS-CoV-2 pode provocar no sistema imune.
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Sendo assim, foram analisadas a expressdo de moléculas associadas a atividade das células T
reguladoras em todos 0s grupos inseridos na pesquisa.

A IL-10 é uma citocina dotada de propriedades anti-inflamatérias sendo uma das
ferramentas diretas de imunossupresséo utilizada pelas Tregs (ROCAMORA-REVERTE et al.,
2021). Os dados aqui explicitados mostram maior frequéncia de Tregs IL-10" em PBMCs de
voluntarios Leve Recuperado ndo estimuladas ou estimuladas com Pool CoV-2 comparado ao
grupo CTL e Grave Recuperado, respectivamente, fortalecendo a hipdtese de alteracdes
imunologicas persistentes apos resolucdo de infeccdo, como ja mostrado (SHUWA et al., 2021;
SINGH et al., 2021). Embora alguns estudos correlacionem citocinas como IL-6 e IL-10 como
preditores de gravidade da COVID-19, altos niveis de IL-10 poderiam indicar a tentativa de
moderar uma inflamacéo excessiva ndo sendo, no entanto, capaz de controla-la (HAN et al.,
2020; ISLAM et al., 2021; DE-OLIVEIRA-PINTO et al., 2022).

Estudos conduzidos por Shuwa et al. (2021) demonstram que em PBMCs estimuladas
com GcPC, pacientes convalescentes com anormalidades no raio-X eram dotados de menor
frequéncia de células B 1L10" comparado aqueles sem tais anormalidades. Por outro
lado, Meckiff et al. (2020) sugerem uma prejudicada resposta de Tregs em pacientes
hospitalizados com COVID-19. Diante de um cenario em que voluntarios recuperados do
quadro leve apresentaram niveis de Tregs IL-10" elevados ainda durante a infeccdo, 0s
resultados poderiam indicar que, frente a uma atividade imunossupressora mais acentuada, as
células em estudo poderiam atuar na modulagdo responsiva antiviral contribuindo para uma
atenuada, porém equilibrada atividade anti-SARS-CoV-2 que auxiliaria na resolucdo de
infeccdo com pouca lesdo tecidual (KULINSKI; TARAKANOVA; VERBSKY, 2013; LIN et
al., 2018). Além disso, o estudo pode apontar para um microambiente imunossupressor
sustentado, com possibilidade de atenuar a resposta inflamatéria frente a uma reinfeccéo.
Considerando a significativa diferenca de Tregs IL-10* entre os estimulos Pool Spike CoV-2 e
Pool CoV-2 no grupo Leve Recuperado, os resultados aqui explicitados também sustentam a
presenca de Tregs reativas ao SARS-CoV-2.

A expressdo de IL-17 pelas células T reguladoras ja foi observada e, curiosamente, 0
presente estudo revelou niveis de Tregs IL-17" mais expressivos em voluntarios Leve
Recuperado (BERIOU et al., 2009; KRYCZEK et al., 2011; AFZALI et al., 2013; SEFIK et al.,
2015; JUNG, KWAK; SHIN, 2017). Alguns estudos apontam para a contribuicdo dessa
interleucina na gravidade da COVID-19, mostrando também que a ativacdo de vias de
sinalizagéo da IL-17, mediante interacdes da ORF8 do SARS-CoV-2, com o receptor da I1L-17

poderia induzir a expresséo de fatores pro-inflamatorios, podendo cooperar com a tempestade
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de citocinas (DARIF et al., 2021; LIN et al., 2021). Entretanto, Ghazavi et al. (2021)
encontraram niveis de IL-17 séricos mais elevados em pacientes com a forma leve da COVID-
19, enquanto Shuwa et al. (2021) observaram que em PBMCs estimuladas, células T CD4*
eram dotadas de capacidade para expressar IL-17 durante a doenca, sendo mantida na
convalescéncia independentemente do perfil clinico. Sendo assim, € possivel que a infeccdo
pelo SARS-CoV-2 tenha induzido a uma maior expressdo de IL-17 pelas Tregs de voluntarios
recuperados do quadro leve, durante o estagio agudo, sendo mantido apos a resolucdo da
doenca, considerando que apenas no estimulo de peptideos derivados do SARS-CoV-2 foram
observadas significancia estatistica. Em conjunto, os niveis similares de Tregs IL-17" em
amostras ndo estimuladas e estimuladas com Pool Spike CoV-2 e o Pool CoV-2 suportam a
hipbtese acima mencionada.

A maior sintese de IL-17 pelas Tregs em voluntarios Leve Recuperado pode apontar
para uma consideravel expressdo do fator de transcri¢do (FT) RORyt em niveis mais altos. Ndo
seria estranho considerar o desenvolvimento de Tregs RORyt" exercendo um papel de inibidor
da diferenciacdo de células Th1l7 atenuando, assim, a producdo de mediadores
inflamatdrios. Diante disto, estudos sugerem que Tregs podem expressar FT caracteristicas de
outras subpopulagdes de células T CD4" auxiliando as primeiras na imunossupressao de perfis
inflamatorios distintos (CLAY et al., 2020; SEFIK et al., 2015; LEVINE et al., 2017,
CHAUDHRY et al., 2009; KOCH et al., 2009). Por outro lado, considerando que estimulos
peptidicos associados ao SARS-CoV-2 parecem direcionar principalmente a um perfil de
resposta Thl por células T (GRIFONI et al., 2020; NEIDLEMAN et al., 2020; WEISKOPF et
al., 2020), a diminuicdo na expressao IL-17 por Tregs sob estimulo Spike pode apontar para
uma responsividade imunoldgica mais apropriada frente a reinfeccdo em voluntarios Grave
Recuperado. Diante do exposto, ambas hipoteses acima sugerem um perfil de Tregs distintos
entre voluntarios Leve e Grave Recuperado, mas potencialmente capazes de combater a
infeccdo pelo SARS-CoV-2 de forma mais adequada.

Cabe destacar a possibilidade da IL-17 derivada das células T reguladoras auxiliar no
combate ao virus causador da COVID-19, ja que estudos realizados por Schnoeller et al. (2014)
demonstraram um papel protetivo dessa citocina na infecgdo pelo virus RSV ap06s a vacinagao
com Bordetella pertussis atenuada, enquanto Wang et al. (2011) mostraram uma acéo benéfica
da IL-17 contra o virus H5N1, possivelmente mediante modulagdo migratdria de linfécitos B.

Por outro lado, sob certas condigdes, subpopulacGes de Tregs podem expressar I1L-17,
no qual ainda apresentam consideravel atividade imunossupressora podendo, esta atividade, ser
até mais expressiva (VOO et al., 2009; Ll et al., 2012; AFZALI et al., 2013). Curiosamente, em
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estudos in vitro, Li et al. (2012) demonstraram que Tregs produtoras de IL-17, na qual foram
nomeadas como Trl7, expressaram maior quantidade de perforina, granzima B e CD107a,
sugerindo uma maior capacidade de degranulacdo em comparacdo com Tregs IL-17". Com isso,
os dados divulgados neste trabalho também podem indicar uma subpopulacdo de Tregs com
um perfil imunomodulador mais acentuado em voluntarios que se recuperaram da forma leve
da COVID-19.

Em consonancia com Li et al. (2012), é possivel que as Tregs IL-17" sejam,
parcialmente, responsaveis pela maior expressdo de perforina e granzima B encontrada no
grupo Leve Recuperado. Com isso, seria valido considerar a contribuicdo dessa subpopulacao
no desenvolvimento da forma leve enfrentada pelos voluntarios do grupo citado. Curiosamente,
nossos dados de comparacdo mostraram maior expressao de perforina ou coexpressdo de
perforina*granzima B* em Tregs de voluntarios Leve Recuperado acometidos por alguns
sintomas, especialmente dispneia. Embora a expressao dos granulos citotdéxicos possa se
correlacionar com a gravidade da COVID-19, tem de se considerar que a producao de perforina
e granzima em Tregs € fundamental para suas propriedades imunossupressoras (CAO et al.,
2007; LOEBBERMANN et al., 2012; KANG et al., 2020; GROVER; GOEL; GREENE,
2021). Nesse aspecto, levando-se em conta os papéis imunomoduladores das celulas em estudo,
a expressao diferencial dos granulos entre voluntarios Leve Recuperado afetados,
principalmente, por dispneia sugerem uma contribuigdo parcial das Treg no controle da
inflamacdo através de mecanismos citotoxicos, o que levaria a manutencdo de uma COVID-19
leve. Em concordancia com esta hipdtese, Loebbermann et al. (2012) demonstram um papel
essencial das Treg produtoras de Granzima B no controle da inflamagé@o pulmonar durante a
infeccdo viral aguda. Possivelmente, as Tregs produtoras de granulos citotdxicos agiriam
mediante a morte de células do sistema imune, evitando uma resposta inflamatéria
exacerbada. Nesse sentido, estudos sugerem a importancia desses granulos, em Tregs, na
inducdo da morte de células dendriticas (DC), NK e células T CD8", levantando a possibilidade
de imunomodulacgéo a nivel de imunidade inata e adaptativa (CAO et al., 2007; BOISSONNAS
etal., 2010).

Curiosamente, o presente trabalho também mostrou um aumento significativo de células
T reguladoras expressando Peptideo Associado a Laténcia (Latency Associated Peptide - LAP)
e coexpressando perforina e granzima B em PBMCs estimuladas com Pool CoV-2 de
voluntarios do grupo CTL. Estudos anteriores ja haviam observado que amostras de pacientes
ndo expostos ao virus hospedavam células T reativas ao SARS-CoV-2, provavelmente devido

a exposicao a outros coronavirus endémicos (ANFT et al., 2021). Com isso, os achados aqui
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explicitados podem apontar para uma reatividade cruzada causada por infec¢des anteriores por
outros patégenos.

A modulacéo de receptores coestimuladores (como CD28 e ICOS) ou inibitorios (como
CTLA-4 e PD-1) consiste em um valioso mecanismo de controle responsivo dos linfocitos
T (CHIKUMA, 2017; ROWSHANRAVAN et al., 2018). Com isso, as células T reguladoras
podem expressar alguns receptores inibitdrios, desenvolvendo um importante mecanismo de
contato célula-célula na modulacéo da resposta imune (GROVER; GOEL; GREENE, 2021;
KOYAMA; NISHIKAWA, 2021). Apesar da similar expressdo de CTLA-4 entre 0S grupos
avaliados, os dados comparativos aqui revelados demonstraram um padrao de reducéo de Tregs
IL-10" e Tregs CTLA-4" diante de amostras estimuladas com pool Spike CoV-2 em voluntarios
componentes do grupo Leve Recuperado, que ndo experimentaram determinados sintomas.
Tais resultados se mostram interessantes pois sugerem modificacdes distintas nas ferramentas
de imunossupressdo utilizadas pelas Tregs, entre voluntarios Leve Recuperado que
desenvolveram ou ndo certos sinais clinicos durante a fase aguda da COVID-19. Alguns estudos
indicam que peptideos relacionados a0 SARS-CoV-2 induzem, principalmente, uma resposta
Thl (GRIFONI et al, 2020; NEIDLEMAN et al, 2020; WEISKOPF et al.,
2020). Considerando os dados diferenciais no grupo Leve Recuperado acima explicitados, é
possivel que estes, em uma reinfeccdo, possam experimentar uma resposta imune bem
coordenada, parcialmente mediante atenuacdo de mecanismos imunossupressores das Treg, ao
mesmo tempo em que montam uma rapida responsividade antiviral. Considerando uma
capacidade de resposta altamente funcional e equilibrada das células T em individuos
assintomaticos (LE BERT et al., 2021), nossos dados também podem levantar algumas
possibilidades de atuacdo, a nivel de Treg, que poderiam contribuir com uma melhor resolucdo
da infeccao.

Também foi demonstrado que o estimulo Pool Spike CoV-2 induziu a uma maior
frequéncia Treg PD-1* comparado ao Pool CoV-2 em voluntarios Leve Recuperado, de modo
semelhante ao observado naqueles que desenvolveram dispneia durante a fase aguda da
COVID-19, no mesmo grupo. Uma pesquisa conduzida por Kamada et al. (2019) demonstrou
uma melhora na capacidade de imunossupressao apos o blogueio do PD-1 nas células T
Reguladoras. Analisando que, sob estimulo Pool Spike CoV-2, as Treg expressando PD-1 tém
sido mais acentuadas em amostras de voluntarios Leve Recuperado comparado ao Grave
Recuperado, esses resultados podem indicar uma atividade imunossupressora mais atenuada

favorecendo uma responsividade antiviral.
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Por fim, também foram avaliadas a expressao das ectonucleotidases CD39 (NTPDasel)
e CD73 (5'-ribonucleotideo fosfohidrolase) como mais um mecanismo imunossupressor
adotado pelas células T reguladoras, através da hidrolise de ATP extracelular (pro-inflamatorio)
e geracdo de adenosina (imunossupressora) (ANTONIOLI et al., 2013; ALLARD et al., 2017;
BATTASTINI et al., 2021; GROVER; GOEL; GREENE, 2021). Mesmo sem diferencas
significativas na expressdo da CD39 ou CD73 entre os grupos recuperados, PBMCs estimuladas
com Pool CoV-2 de voluntarios Leve Recuperado apresentaram niveis mais elevados de Tregs
CD39°CD73" que o CTL, sugerindo maior capacidade de sintese de adenosina na reinfeccao.

De modo interessante, voluntéarios Leve Recuperado que ndo desenvolveram sintomas
musculoesqueléticos (artralgia e mialgia), durante a fase ativa da infecdo, apresentaram maior
frequéncia de células T CD3"CD4"CD25"FOXP3*CD39* em amostras ndo estimuladas.
Estudos tém mostrado uma correlagéo entre a expressdo de CD39 em alguns linfécitos, com
uma boa responsividade aos tratamentos associados a Artrite Reumatoide (AR) ou mesmo a
reducdo da atividade da AR e dos niveis de Fator Reumatoide (FR) (PERES et al., 2015;
GUPTA et al., 2018; ZACCA et al., 2021). Por outro lado, Gu et al. (2017) demonstraram que
Tregs CD39"9" podem apresentar mais estabilidade e papel protetor em comparacéo as Tregs
CD39'%". Tais pesquisas poderiam, parcialmente, justificar a maior frequéncia de Tregs CD39*
em voluntarios Leve Recuperado que ndo experienciaram dores musculoesqueléticas durante a
fase aguda da COVID-19. Diante das pesquisas realizadas por Gu et al. (2017), seria
interessante avaliar se as Tregs CD39" de voluntarios que ndo desenvolveram artralgia e mialgia
seriam dotadas de maior capacidade imunossupressora que aqueles que desenvolveram esses
sintomas. Isso seria possivel considerando que em voluntérios Leve Recuperado que se
queixaram de anosmia e fadiga, o estimulo Pool Spike CoV-2 provocou reducao nos niveis de
Tregs CD39". Além disso, menor frequéncia dessa subpopulacdo foi encontrada em amostras
submetidas ao estimulo Pool CoV-2 de voluntarios Leve Recuperado que experimentaram
anosmia em comparagdo com aqueles sem este sintoma.

Ao contrario dos dados relacionados a CD39, a frequéncia de Tregs CD73" foi maior
em voluntarios Leve Recuperado, que desenvolveram mialgia e artralgia na fase aguda da
doenga, sugerindo uma modulacdo diferencial entre as ectonucleotidases diante de sintomas
musculoesqueléticos. Alguns estudos demonstraram ndo apenas uma correlacéo entre a baixa
expressao de CD73 com a gravidade da artrite idiopatica juvenil (juvenile idiopathic arthritis -
JIA), mas também revelaram um papel protetor dessa enzima na artrite induzida por colageno
(collagen-induced arthritis - CIA), um modelo de camundongo para o estudo da AR (BOTTA
GORDON-SMITH et al., 2015; CHROBAK et al., 2015). Assim, € possivel que uma maior
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sintese de adenosina em voluntérios recuperados de um quadro leve da COVID-19 que
experimentaram sintomas musculoesqueléticos possa ocorrer mediante as Tregs, hipotese
corroborada pela maior frequéncia de Tregs CD39"CD73" em pacientes que desenvolveram
mialgia.

Sem a realizagdo de estudos longitudinais, infelizmente ndo seria possivel afirmar que
os altos niveis de Tregs CD39" e baixa frequéncia de Tregs CD73" e Tregs CD39"CD73" em
voluntarios Leve Recuperado que experienciaram sinais musculoesqueléticos ocorreram antes,
durante ou ap6s a primeira infeccdo. Observando niveis semelhantes de Tregs CD39* em
PBMCs ndo estimuladas ou estimuladas com peptideos associados ao SARS-CoV-2, é provavel
que voluntérios Leve Recuperado sem sintomas musculoesqueléticos ja possuissem uma
frequéncia maior dessa subpopulacdo levando a auséncia desses sinais clinicos. Assim, esses
dados levantam a possibilidade da relacdo entre a expressdo de CD39 pelas Tregs e o
estabelecimento de distintos perfis da COVID-19. Por outro lado, € sugerido que voluntarios
Leve Recuperado que desenvolveram ou ndo determinados sintomas sejam dotados de Tregs
com diferentes propriedades imunossupressoras que poderiam convergir para a protecdo do
hospedeiro em caso de reinfeccdo. Devido a baixa frequéncia de Tregs CD39" e alta frequéncia
de Tregs CD73" em voluntarios Leve Recuperado que se queixaram de alguns sinais clinicos,
é provavel que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 conduza a expressao oposta de ambas as enzimas
no citado grupo, podendo persistir por longos periodos apos a resolugdo da doenca. Um resumo

dos principais resultados pode ser encontrado na figura 18A-18C.
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Figura 18. Resumo dos principais resultados encontrados no estudo.
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Legenda: (A.1) Comparado ao estimulo Pool CoV-2, Pool Spike CoV-2 reduziu os niveis de
Treg IL-10" e melhorou a frequéncia de PD-1" em voluntarios Leve Recuperado. (A.2) Pool

Spike CoV-2 provocou uma diminuicdo na frequéncia Tregs IL-17" no grupo Grave
Recuperado. (A.3) Ja no grupo CTL, Treg LAP* e Treg perforina*granzima B* foram maiores
em amostras estimuladas do Pool CoV-2. (B.1-5) Em determinadas condigdes, o grupo Leve
Recuperado apresentou niveis elevados de Tregs alem de Tregs expressando 1L-10, 1L-17,
perforina, granzima B, PD-1 e coexpressdo CD39°CD73" comparado aos grupos Grave
Recuperado e/ou CTL. (C.1) Os principais dados revelam que o estimulo Pool Spike CoV-2
provocou um padrédo de reducédo na frequéncia de Tregs IL-10" e Tregs CTLA-4" em PBMCs
de voluntarios que ndo experimentaram alguns sintomas. (C.2) Niveis elevados de Treg
perforina® e Treg perforina*granzima B* foram encontrados em voluntarios Leve Recuperado
que desenvolveram dispneia. (C.3) Foi observada expressdo diferencial das ectonucleotidases

CD39 e CD73 em Tregs de voluntarios Leve Recuperado que se queixaram de dores
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musculoesqueléticas durante a COVID-19 aguda. *Ado, Adenosina. Fonte: de Sousa Palmeira
et al., 2022. Criado com BioRender.com
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1. CONSIDERAQOES FINAIS

No presente estudo foi demonstrada maior frequéncia de Tregs bem como maior
expressdo de I1L-10, IL-17, perforina, granzima B, PD-1 e coexpressdo de CD39"CD73" em
Tregs oriundas de voluntarios Leve Recuperado em comparacdo com os grupos CTL e/ou
Grave Recuperado, em certas condi¢cbes. Também foi relatado nivel diferencial de Tregs
expressando marcadores imunoldgicos entre voluntarios Leve Recuperado que experienciaram
ou nao alguns sintomas durante a fase aguda da COVID-19, destacando-se 0s seguintes
resultados: em voluntarios Leve Recuperado que ndo desenvolveram alguns sinais clinicos, 0s
estimulos Pool Spike CoV-2 provocaram uma reducéo na frequéncia de Tregs CTLA-4" e Tregs
IL-10", apontando para a atenuacdo de mecanismos imunossupressores especificos que
possivelmente contribuiram com uma resposta antiviral mais eficaz; também foi observada uma
expressao diferencial entre as enzimas CD39 e CD73 pelas Tregs; a dispneia foi associada a
altos niveis de perforina bem como a elevada coexpressdo de granulos citotoxicos pelos
linfocitos estudados. Finalmente, foi mostrado que os peptideos relacionados ao SARS-CoV-2
(Pool Spike CoV-2 e/ou Pool CoV-2) induziram alteracfes na expressao de IL-10 e PD-1 (Leve
Recuperado), IL-17 (Grave Recuperado), LAP e coexpressdo de granulos citotoxicos (CTL).

Este trabalho possui algumas limita¢des, incluindo um pequeno nimero de voluntérios,
principalmente no grupo Grave Recuperado. Com isso, entende-se que esta pesquisa ndo
abrange a heterogeneidade da populacdo brasileira considerando que fatores genéticos e de
idade, por exemplo, podem afetar a resposta imune diante de infeccoes (BARTLESON et al.,
2021; SECOLIN et al., 2021). Sendo assim, estudos futuros abrangendo o perfil dos linfocitos
T reguladores em diferentes grupos populacionais tornam-se interessantes. Em conjunto,
avaliar a atividade imunossupressora pelas células em estudo também poderia expandir 0s
horizontes acerca do impacto que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 causaria em individuos
recuperados dos distintos perfis clinicos. Diante dos resultados comparativos no grupo Leve
Recuperado, ha a possibilidade de, mesmo diante de uma similaridade na capacidade de
imunomodulacao, esta ocorrer mediante mecanismos dispares. Por fim, o presente estudo revela
dados importantes sobre a participacdo das Tregs na COVID-19, sugerindo que a modulacéo
de marcadores imunossupressores poderia conduzir, parcialmente, a uma doenca leve podendo,
tais modificacOes, persistirem apds a resolucdo da patologia. Assim, os dados aqui explicitados
se mostram interessantes e ampliam o nosso conhecimento acerca de como mudancas a nivel
de células T reguladoras podem estar envolvidas com os distintos perfis clinicos da COVID-
19.
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9. APENDICES

APENDICE 1. Parecer consubstanciado emitido pelo comité de ética em pesquisa do
Hospital Universitario Lauro Wanderley - UFPB

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE {W
FEDERAL DA PARAIBA

FARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DO PROJETO DE PESGEUISA

Titulo da Pesquiaa: PARTICIPACAD DE CELULAS DO SISTEMA IMUNE MO PADRAC DE RESPOSTAS
PATOGEMICAS OU SUPRESSORAS DESENCADEADA POR ANTIGENOS
PEPTIDICOS EM PACIENTES COM COWVID-19

Peaquizador: Talana Keesen e Souza Lima Clements

Lrea Tematlca: Genétlca Humana:
[Trata-se de pesquisa envolvendo Genetica Humana gue ndo necesslta de analse
gfica por parte da CONER;);

Versdo: 2

CAAE: 313548720.0.0000.5183

Ingtitulgde Proponsnfs; PROGRAMA MULTICENTRICD DE POS-G H.-’-DUHI;Z;!;'D EM CIEMCIAS
Patrocinador Princlpal: Financlamento Préorie

DADDSE DO PARECER

Humers do Parecer: 2.101.672

Apresentagio do Projeto:
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Objetivo da Peaqulsa:
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Avallagie dos Riscos & Bansficlos:

Reallzada

Comentarios e Conalderagiss sobre a Pesquisa:

Faciivel

Conslderagtes sobre & Termos de aprassntacio obrigatoria:
Aprasentagos

Recomendacies:

vie conclusoss

Conclusdes ou Pendénclas & Lista de Inadequagdes:

A pESQUS3 2nconira-62 dentro das normas, podendo ser Iniciada

Emdersgo:  UNIVERSITARIO S8

Balma:  TASTELD ERAMCD CEF: canst-200

uF: P2 Eundgiplo:  JOAC PEESON
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APENDICE 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARATBA

CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE BEIOLOGIA CELULAR E MOLECTLAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIIHND (TCLE)

TITULO D0 FROJETO: P;'!.R.'HE‘]PAI;'.ELG DE I!:.'ELI.JT_ELE DD SISTEMA IMUNE
NO PADRAO DE PRESPOSTAS PATOGENICAS OU 5SUPRESS0RAS
DESENCADEADA POR ANTIGEMOS FPEPTIDICOS EM PACIENTES COM
CONVID-18

PESQUISATDMOEA - Tatjana Feesen Die Sonza Lima

Estamos convidando voce para participar como volunfario de uma pesguisa
sobre coronavims (SARS-Cov-2), responavel pela doenga COVID-19, gue & uma
doenca causads por um microorganismo (vius) ransmitido para © ser humano atraves
de outro ser lumano. Mosso objetive com essa pesquisa e svaliar porque exisiem
pessoas que ficam mais doentes que as ouwas, gquando estio com a COVID-19 e
comparar a difsrenca enire elas; por exemplo, algumsas podem ter febre, tosse seca e
fadiea podendo, alguns individuos, desenvolverem outras manifestagdes climicas a
exemplo de congestdo nazal, coriza, vomito, diarreia, perda do paladar (n3o sentir gosto)
e perda do olfato (nio senfir cheirg), alem de dificuldades respirasorizs. Embora cerca
da mavor parte (30%) das pessoas Ccom sinfomas se recuperam sem 3 Decessidade de
Tatamentos especiais, wma parcela de pacientes apresenta um quadro respiratorio grave
necessitando, portanto, de internacio hospitalar. Para isto, vamos realizar um estado do
seu sistema de defesa (imunologice), no qual serdo smalisadas as ceélulas que sdo
capazes de defender o organismo conTs o coronavimes (SARS-Cov-I). Iremos observar
um grupo determinado de celulas gue regulam o sistema de defess humano e 32 3
presenca dessas cehilas esm relacionada a capacidade de a pessoa desenvolver formas
mais graves da doenca. Caso aceite participar do estudo voce devera
permitir a realizacio da colsta do sen sangme. Alem disto, voce devera autorizar o nosso
acesso A sua ficha medica, quando voce teve a doenga COVID-19, para que possamos
coletar informagées da sua doenga e os resultados dos exames realizados. Vocs tambem
devera responder um questionario 2 Tespeito da sua sands. Quando voce estiver
respondendo esse guestionario se algums pergunta lhe causar constangimento voce
podera deixar de responde-la.

Vames 3 seguir, explicar a voce para que nilizaremos ¢ material coletado e os
riscos e desconforto que poderdo existir.

Coleta de sanzuwe - Serdo coletados, por wma pessoa devidsmente weinads
aproximadsmente 20 ml. do sen sangue; utilizando material estéril e descartavel. Esse
sangue =0 sera coletado apos 30-45 dias dos sinais clmicos relacionados a COVID-19
desaparecerem. Esse projete possui um carater de acompanhamento dos pacientes
durante 48 messs (4 anos). E importante explicar que, apos 3 primiers coletz do seu
sangme, precisaremos colefar novamenie depois de %0 dias, 180 dias, 12 mesas (1 oo),
24 meses (2 anos) e 36 meses (3 anos), apos o desaparecimento dos sintomas da
COVID-19. Chamamos iss0 de acompanhamento ao longe do tempo (longimdinal), e
ele & imporante para que 4 eguipe de pesquisa tenhs conheciments sobre possmveis
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alteracdies que o sen sistema de defesa (sistems immne), possa spresentar ao longo do
tempo. O riscos & desconfortos que voC2 CoITera messa coleta sdo minimos & poderio
seT desmaio, sangramentos, manchas amoxeadss ou infecgio no local da colets
Enfretanto minimiraremos estes riscos com cuidados na realizacio deste procedimento,
que 530 3 limpesa no local da colets ameves da wilizagio de alcool e pressionando a
regiio do brago onds fod feita a coleta com algoddio por alguns mimitos, spos a retirada
da agulha Com o sangue coletado iremos realizsr um exame laboratorizl dss celalas do
sel sangue (hemograma & medidas de marcadores de desnca), para determuinar o sen
estado amzl. Deestas celulas do zangme iremos Teslizar o estudo detenminando
caracterizticas especificas importantes da doenca, para estadar sen sistems de defesa
(sistema immmeldgics), como também faremos ws snalise pata conSrmar se vooe teve
a COVID-19, Todos os procedimentos estardo de scorde com a Fesolugio do Conselho
Macionzl de Saade (CMS 441711, Art. 1°, itens 210 e §; Portaria MS 2.201/11, Capitulo
IL Artigos 5° e Capriule IT, Artigo 37

O material biclogico wilizade neste trabsalho (zangue periférico) sera utilizado
somments para pesguisa e em seguida devidamente descamado.

Sna parficipagde & voluntaria, o que significa que voce podera desistir a
qualguer momenio, etirando sen consenfimento, sem gue 30 lhe taga neohom
prejuizo ou penalidade.

Oz beneficios da sua participacio nesta pesquiza € gue Voce sera informade do
rasultado que irsmos realizar com & amestra do sansue coletado.

Voce tambeém ira confribuir com a busca pela melhoria dos estudos na pesquisa
dessa doenca com informagdes gue poderio beneficiar o tratamento da doencs e/'ou da
(ile:

Garantimos que todas as informagdes obddas serdo sigilosas e seu nome Do
serd identificado em penhnm momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a
divulgacio dos resmltmdos sera feits de forms 3 nio identificar os volonfarios.
Clojetivando © carster confidencial, todos os voluntirios dessa pesqumisa serdo
identificados por codizes, que serdo inseridos no questionario. Assim, ofa) 5r.a) nio
sera identificado em qualquer publicagio que este esmdo podera resultsr. Caso vocé
tenha interesse nos resaltados da pesquizs basta solicitar a0 pesquisador responsavel.

Apesar de existiv o rsco de vazamento de dados presentes nos proofuanios dos
pacientes para fora ds equipe de pesguizs, os dades dos prontuarios e questonarios
aphc:adus serdo guardsdos em local seguro, conhecido apenas pela equipe eavolvids na
pesquisa, MtEI:I]PDdE-E!.EEIl;Il deste projete. Garantimos guoe sens dados e sumas
amosiras ser3e nilizades apenas para este esiido e, em 5.|.=g.1|1-:13 descartados.

Sua participacio nesta p-EEqms.a & voluntariz, vocé nio sera PaZ0 por participar
do estudo. Mo entmante, caso voos teaha a]g‘um gasto que saja devido 3 sua partcipagic
03 pesquiza, VOCE serd ressarcido, e se voce soffer algum dano comprovadaments
decorrente dests pesquizs, voce tera direito 3 indenizacio.

Oz} Sr.ia) ficara com wma copia deste documento e em caso de interesse na
obtencio dos resultados (exames) referemtes 3 sna amostra sangminea on de duvidas a
respeito deste estmdo basta contatar 3 pesquizadora responsavel, Dr* Tatjans Eessen de
Spuza Lima no Centro de Biotecnologiz, Departamento de Biplogia Celular e
Maolecular da Universidade Federal da Paratha, Cidade Universitaria- Jodo Pessoa - PB -
Brazil - CEP: 58051-200 Fone: (83) 3216-7173 ou ouiro membro da equipe cojo contato
sera fornecido no local da coleta.

Para esclarecimmentos referentes a questdes eficas desta pesquisa o (3)
vohmtirio(a) poderd entrar em contato com a Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) localizada no Centro de Ciéncias da Saade (1°
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andar | Campus I/ Cidads Universitiria CEP: 58.051-900 - Jodo Pessoa-PB Tel. (83)
3216 7791 emsil: comitedesticai@ocs ufob b e'ou C-:m_:ljs.siu Macional de Etica em
Pasguiza (CONEP), endsregads na Esplanads dos Ministerios, em Brasilis — OF (CEP:
TO058-900: Tel: (61) 33155877. e-mail: conepiasaude.zov.br) responsavel por elaborar
e afealizar pormas acerca dos aspectos edcos das pesquizas que envolvem serss
bomanos oo Brasil além de coordenar os CEPs das instituigdes.

Consentimento Livre ¢ Esclarecido

Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela sera desenveolvida, os
riscos e beneficios eavelvidos, bem como os meus direitos, e concordo em partcipar

vohmtarizmente do esmdo “PARTICTPACAO DE CELULAS DO SISTEMA
IMUNE NO FADEAD DE EESPOSTAS PATOCENICAS OU STPRESSORAS

DESENCADEADA POR ANTIGENOS PEPTIDICOS EM PACIENTES COM
COVID-197 autorizando o uso do men sangue para 2 realizacio desta esmdao.

Voluntario: Data:

Voluntario: Data:
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APENDICE 3. Questionario clinico epidemiolégico.

QUESTIONARIO
| DADOS GERAIS
HOME: [TELEFOME:
DATA DE NASCIMENTO: | | ETHIA: [ ) INDIGENA | ) BRANCO ( ) PARDO
BEXO: { ) MASCULING ( ) FEMINING i JAMARELO ({ ) PRETO

UNICIPIO: EDHA: [ RURAL [ } URBANA
NOERECO:
ROFISSAD:

DADOCS CLIMICOS E LABORATORIAIS

NICIO DOS SINTOMAS: i ! IMAL DOS SINTOMAS: /! !

PROVAVEL LOCAL DE CONTAGIO:

PACIENTE TEM CONHECIMENTO DE GUEM CONTRAIU A INFECCAD? [ ) SIM | ) NAD
)} FAMILIARES [NIVEL DE PARENTESCO: ]
} COMPANHEIRO{A)
} AMIGO{A)

} COLEGA DE TRABALHO
} DESCOMHECIDOD

PACIENTE FOI HOSPITALIZADC? [ | SIM [ |NAD

L OCAL DA INTERNACAD:

MNICIO DA INTERNACAD: [ | FIM DA INTERNACAD: | |
BOROLOGIA (IgM) CORONAVIRUS: BEOROLOGIA (IgG) CORONAVIRLS
1 POSITIVG i I MNEGATING } POSITVG { }MEGATING
RT-PCR (DATA DA REALIZACAC): RT-FCR
/! ! } POSITVG { }MEGATIND
[Tomou algum medicamento dutrante a e sim, qual (quais) medicamento (s):
nfecgdo: | ) SIM [ ) NAD
piualmente toma algum medicamento? e sim, qual {quais) medicamento [s):
JSIM [ ) NAD

COMORBIDADES
COMORBIDADE SIM MNAD

DIABETES MELLITUS

INSUFICIENCIA CARDIACA

HIFERTEMSAD

INSUFICIENCIA HEPATICA CROMNICA

INSUFICIENCIA RENAL CROMICA

IMUNCDEFICIENCIA

ASMA

OBESIDADE

OUTROS:
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SINAIS E SINTOMAS

INTENSIDADE

OBSERVACAD

FEBRE

CEFALEIA

CORIZA

DOR DE GARGANTA

TOSSE SECA

TOSSE COM
CATARRO ESPESS0

TOSSE COM SANGUE

DIFICULDADE
RESPIRATORLA

OBSTRUCAD NASAL

TAQUIPNELA

ARTRALGIA

MLALGIA

NAUSEA

VOMITO

DIARREIA

ARREPIOS

FADIGA

INCHAGO OCULAR

OUTROS

DATA DE PREENCHIMENTO:

CODIGO DO PACIENTE:

(ASSINATURA DO PESQUISADOR)
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APENDICE 5. Artigo publicado em revista internacional intitulado "Phenotypical
characterization of regulatory T cells in acute Zika infection”.

Cytokine 146 (2021) 155651

IISI\IIR

Contents lists available at ScienceDirect
Cytokine

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cytokine

Phenotypical characterization of regulatory T cells in acute Zika infection

Isabel Cristina Guerra-Gomes '

, Bruna Macédo Gois ™

!, Rephany Fonseca Peixoto *,

Pedro Henrique de Sousa Palmeira“, Cinthia Nobrega de Sousa Dias”,

Barbara Guimaraes Csordas”,

Josélio Maria Galvao Alaujo Robson Cavalcante Veras©,

Isac Almeida de Medeiros “, Fatima de Lourdes Assuncao Aratijo de Azevedo,

Rosemary Jane Boyton 4 Daniel Martin Altmann ®, Tatjana Souza Lima Keesen

a logy of

;. b
Diseases L y of Dep

[ Rl

of Cellular and Molecular Biology, Federal University of Paraiba, Joao Pessoa, Paraiba 58051-900, Brazil

® Molecular Biology of Cancer and Infectious Diseases Laboratory of Post-Graduation Program on Parasite Biology, Federal University of Rio Grande do Norte, Natal, Rio

Grande do Norte 58078-970, Brazil

© Research Institute for Drugs and Medicines, Federal University of Paraiba, Joao Pessoa, Paraiba 58051-900, Braxil
< qurtmcnt of Infectious Disease, Faculty of Medicine, Hammersmith Hospital Campus, Imperial College London, London W12 ONN, United Kingdom

logy and Infl

Depar of

Faculty of Medicine, Hammersmith Hospital Campus, Imperial College London, London W12 ONN, United Kingdom

ARTICLE INFO ABSTRACT

hology. 1

Zika virus (ZIKV), alongside Dengue virus (DENV), Chikungunya virus (CHIKV), and Yellow Fever Virus (YFV)
are prevalent arboviruses in the Americas. Each of these infections is associated with the development of

hological processes are an outcome of counter-balancing im-
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yi mec! In this context, regulatory T cells (Tregs) are key in

and, therefore, in tissue damage control. However, to date, Treg phenotypes

and mechanisms during acute infection of the ZIKV in humans have not been fully investigated. The main aim of
this work was to characterize Tregs and their immunological profile related to cytokine production and mole-
cules that are capable of controlling the exacerbated inflammatory profile in acute Zika infected patients. Using
whole blood analyses of infected patients, an ex vivo phenotypical characterization of Tregs, circulating during
acute Zika virus infection, was conducted by flow cytometry. We found that though there are no differences in
absolute Treg frequency between infected and healthy control groups. However, pro-inflammatory cytokine up-
regulation such as IFN-y and LAP was observed in the acute disease. Furthermore, acute ZIKV patients expressed
increased levels of CD39/CD73, perforin/granzyme B, PD-1, and CTLA-4, all markers involved in mechanisms
used by Tregs to attempt to control strong inflimmatory responses. Thus, the data indicates a potential contri-

bution of Tregs during the inflammatory ZIKV infection response.

1. Introduction

Arboviruses cause a range of serious infections in humans and
constitute a major public health concem in tropical and subtropical
areas [1]. The Zika virus (ZIKV) belongs to the Flaviviridae family and
Flavivirus genus. This virus was first isolated in 1947 from a monkey
(Macaca mulatta), captured in the Zika forest in Uganda, and then, from
humans in 1968, in Nigeria. Mosquitoes of the Aedes genus are respon-
sible for ZIKV transmission. During the 2016 pandemic, ZIKV was one of

the most prevalent arboviruses in the Americas, along with Dengue
(DENV), Chikungunya (CHIKV), and Yellow Fever (YFV) [2,3]. Zika is
predominantly an asymptomatic disease, only 20% develop a mild
illness characterized by an array of symptoms, such as fever, skin rash,
conjunctivitis, muscle and joint pain, and other sporadic symptoms [1].
Although Zika often only causes mild symptoms, our group recently
reported that arbovirus cases, including ZIKV cases, may be associated
with induction of neuropathology [4]. It has been demonstrated that
type I and II interferon responses play an essential role in the initial

Abbreviations: WB, Whole blood; HC, Healthy controls; ICS, Intracellular Cytokine Staining.
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Chikungunya is an important mosquito-borne disease caused by the arthritogenic chikungunya virus,
characterized by sporadic outbreaks all around the world. Although CD4+ T cells seem to have an impor-
tant role in the pathogenesis of chikungunya, the mechanisms involved in this process are not yet fully
elucidated. The ectoenzymes CD39 and CD73, also expressed by CD4 T lymphocytes, are involved in the

hydrolysis of pro-inflammatory extracellular ATP and generation of immunosuppressive adenosine and

Keywords:

Purinergic response
Coinhibitory receptor
Arbovirus

Arthritogenic alphavirus
Cytokines

seem to be modulated in some arthritogenic pathologies. However, their involvement in Chikungunya
disease is unclear. Thus, using flow cytometry, we investigated peripheral CD4+ T cells from patients with
acute and chronic chikungunya to assess the expression of ectonucleotidases CD39 and CD73 and coin-
hibitory receptors and production of cytokine and cytolytic granules. Patients in the acute phase dis-
played increased levels of PD-1, CTLA-4, IL-10, and IFN-y compared to healthy individuals and patients
in the chronic phase. Moreover, during chronic Chikungunya, analyses of Mean Fluorescent Intensity

(MFI) demonstrated a reduced density of LAP, Perforin and Granzyme B compared to the healthy control.
Finally, reduced levels of the ectoenzymes CD39 and CD73 expression was found during the chronic
phase suggesting a possible modulation of extracellular ATP and adenosine by CD4+ T cells that may
be involved in the persistence of arthritogenic symptoms.

© 2022 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights

reserved.

1. Introduction

Chikungunya is an important mosquito-borne disease caused
by the Chikungunya virus (CHIKV). Belonging to the genus Alpha-
virus of family Togaviridae, this virus is transmitted to humans by
arthropod vectors, primarily by Aedes aegypti and Ae. albopictus
mosquitoes within an urban cycle [1]. CHIKV was first isolated
from a Tanzanian patient in 1952, and since then CHIKV infections
have been reported in all continents [2]. Chikungunya disease is an
acute febrile illness characterized by a hallmark polyarthralgia,
along with other manifestations such as maculopapular rash and
myalgia [1,2]. Symptoms usually manifest after an incubation per-
iod of four to seven days and may progress to a chronic condition
with debilitating arthritis, which may persist for months or years
in some patients [1,2]. Arthralgia is considered the classic symp-

* Corresponding author.
E-mail address: tat.keesen@cbiotec.ufpb.br (T.S.L. Keesen).

https://doi.org/10.1016/j.humimm.2022.01.006

tom of chronic chikungunya disease, but a range of other symp-
toms may follow chikungunya infection, including
musculoskeletal stiffness [3].

CHIKV infection can promote immune cell activation inducing
production of pro-inflammatory and immunosuppressive media-
tors [4]. CD8 + T cells do not seem to be pivotal to Chikungunya
development; however, evidence for the functional competence
of CD8 + T cells in patients infected with CHIKV was previously
reported [ 5,6]. Conversely, regulatory T lymphocytes, a subpopula-
tion of CD4+ T cells that control pro-inflammatory responses, are
related to the prevention of joint swelling [7]. However, during
the acute and chronic phases of Chikungunya, these cells are
diminished [8]. Moreover, IgM and IgG production as well as
anti-CHIKV antibodies against E, glycoprotein epitopes seem to
be dependent on these CD4+ T cells, as shown in a study conducted
in an animal model [9].

It is well established that purinergic mechanisms play a pivotal
role in modulating the inflammatory process [10]. In an extracellu-

0198-8859/© 2022 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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Regulatory mechanisms

Chikungunya virus (CHIKV) infection generates strong immune responses that are associated with the
disease pathophysiology. Regulatory T cells (Treg-cluster of differentiation (CD)-4*CD25"#"forkhead box
P3 (FOXP3")) are essential for the induction and maintenance of peripheral tolerance. Thus, they play key
roles in determining the patient prognosis by preventing excessive immune responses via different
suppression immune mechanisms. However, the regulatory mechanisms involved in human CHIKV
infection are still poorly understood. Here, we characterize for the first time the Treg cell molecule-
associated-mechanism during acute and chronic human Chikungunya disease. Here, we assessed the
Treg cell population and molecule-associated mechanism in the peripheral blood samples of acute and
chronic patients with Chikungunya. Our results indicate that CHIKV infection is associated with reduced
frequency of Tregs, along with the impaired expression and production of Treg functional markers,
including CD39, CD73, perforin, granzyme, programmed death 1 (PD-1), cytotoxic T lymphocyte antigen
(CTLA)-4, and transforming growth factor (TGF)-f. This observation suggests that Treg cells possess the
poor regulatory capacity in both acute and chronic phases of the disease. Taken together, these data
provide significant evidence that the imbalanced response of Treg cells plays an essential role in
establishing the pathogenesis of Chikungunya.

© 2021 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus member of the
Togaviridae family that is transmitted to humans mainly by
mosquitoes of the genus Aedes sp. Infection further leads to a
serious and debilitating disease, mainly due to its intense pain joint
[1]. Although polyarthralgia is a hallmark symptom of CHIVK

* Corresponding author. Immunology of Infectious Diseases Laboratory of
Department of Cellular and Molecular Biology, Federal University of Paraiba, Joao
Pessoa, Paraiba, 58051-900, Brazil.

E-mail address: tat.keesen@cbiotec.ufpb.br (TS.L. Keesen).

! These authors contributed equally.
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infection, it also comprises a spectrum of other symptoms. Disease
onset may last up to 21 d with other manifestations, such as high
fever, myalgia, edema, headache, nausea, photophobia, and rash
[1-3]. The chronic phase of Chikungunya might be related to
several factors, such as viral persistence, severe clinical status in the
acute phase, pre-existing joint comorbidities, and age. After 3
months of infection, approximately 80% of infected individuals still
exhibit the persistence of polyarthralgia and polyarthritis [1,2].
Acute Chikungunya generates a strong immune proin-
flammatory response to stop the viral replication [4]. The chronic
stages are characterized by intense cell influx and inflammatory

1286-4579/© 2021 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Abstract

Microcephalic children due congenital Zika virus syndrome (CZS) present neurological symptoms already well described.
However, several other alterations can also be observed. Here, we aimed to evaluate the immune system of microcephaly
CZS children. We showed that these patients have enlarged thymus, spleen and cervical lymph nodes, analysed by ultrasound
and compared to the reference values for healthy children. In the periphery, they have an increase in eosinophil count and
morphological alterations as hypersegmented neutrophils and atypical lymphocytes, even in the absence of urinary tract
infections, parasitological infections or other current symptomatic infections. Microcephalic children due CZS also have
high levels of IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5 and type I IFNs, compared to healthy controls. In addition, this population showed a
deficient cellular immune memory as demonstrated by the low reactivity to the tuberculin skin test even though they had been
vaccinated with BCG less than 2 years before the challenge with the PPD. Together, our data demonstrate for the first time
that CZS can cause alterations in primary and secondary lymphoid organs and also alters the morphology and functionality
of the immune system cells, which broadens the spectrum of CZS symptoms. This knowledge may assist the development
of specific therapeutic and more efficient vaccination schemes for this population of patients.

Keywords Congenital Zika syndrome - Microcephaly - Immune system - Lymphoid organ - Cytokines - Immune memory

Introduction

Zika Virus (ZIKV) is an emergent flavivirus that was first
isolated in 1947 in Uganda [1] and in 2015 its arrival was
confirmed in Brazil [2, 3]. The classic symptoms of the dis-
ease are mild, such as low fever, non-purulent conjunctivitis,
retro-ocular pain, maculopapular rash, headache, myalgia,
gastrointestinal disorders and arthralgia. However, the ZIKV
epidemic was also associated with malformations in the
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central nervous system (CNS) of fetuses after the detection
of the virus in the blood, amniotic fluid and nervous tissue
of embryos after congenital ZIKV infection [4, 5].
Children with congenital zika virus syndrome (CZS) may
have symptoms as microcephaly, occipital bone protuber-
ance, excess and/or skin folds in the scalp, umbilical her-
nia, severe global hypertonia, irritability, hyperexcitability,
impaired auditory and visual responses, epileptic spasms,
arthrogryposis, retinal and optic nerve changes, etc. [6].
Among the whole range of symptoms, microcephaly, which
is generally severe, draws attention due to the craniofacial
disproportion and the serious consequences on the child's
neurodevelopment. Microcephaly is characterized by a mal-
formation in the CNS in which head circumference is at
least 2 standard deviations (SD) below the average for gesta-
tional age and gender. It usually causes delays in neurologi-
cal, mental and motor development [7-9] and has no cure.

@ Springer
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Natural Killer cells (NK) are crucial in host defense against viruses. There are many unanswered questions about
the immune system in COVID-19, especially the mechanisms that contribute to the development of mild or severe
forms of the disease. Although NK cells may have an essential role in the pathogenesis of COVID-19, the
mechanisms involved in this process are not yet fully elucidated. Here, we demonstrate that CD3'CD56 © NK cells
frequency in the volunteers who recovered from mild COVID-19 (Mild CoV) presented a significant increase
compared to the healthy control (HC) and individuals recovering from severe COVID-19 (Severe CoV) groups.
Furthermore, distinct IFN profiles in recovered COVID-19 patients with mild or severe clinical forms of the
disease were observed in the total NK cells (CD3°CD56"). In the first group, NK cells express increased levels of
IFN-at compared to the severe CoV, while higher production of IFN-y in severe CoV was found. Moreover, NK cells
in mild CoV express more cytolytic granules depicted by granzyme B and perforin. Compared to HC, PBMCs from
mild CoV presented higher Ki-67 and TIM-3 production after Pool CoV-2 and Pool Spike CoV-2 peptides stimulus.
In addition, non-stimulated PBMCs in the mild CoV group had higher NK TIM-3+ frequency than severe CoV. In
the mild CoV group, Pool Spike CoV-2 and Pool CoV-2 peptides stimuli elicited higher granzyme B and perforin
coexpression and IFN-a production by PBMCs. However, in severe CoV, Pool Spike CoV-2 reduced the coex-
pression of granzyme B, perforin, and CD107a suggesting a decrease in the cytotoxic activity of NK cells.
Therefore, our study shows that NK cells may have a crucial role in COVID-19 with the involvement of IFN-tt and
cytotoxic properties that aid in developing qualified i resp Furthermore, the data suggest that
higher amounts of IFN-y may be linked to the severity of this disease.

1. Introduction

(COVID-19). At the same time, the International Committee on Taxon-
omy of Viruses (ICTV) named the virus “Severe Acute Respiratory Syn-

In late 2019, an outbreak of pneumonia from an unknown infectious drome Coronavirus 2" (SARS-CoV-2). Shortly after that, COVID-19 was
agent was reported in Wuhan, China. After a month, the World Health recognized as a “Public Health Emergency of International Concern™
Organization (WHO) named the condition “Coronavirus Disease 2019” (PHEIC) and announced as a pandemic situation [1,2].

Abbreviations: 'Mild CoV, volunteers recovered from mild COVID-19; HC, healthy control; Severe CoV, individuals recovered from severe COVID-19; WHO, World
Health Organization; ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses; PHEIC, Public Health Emergency of International Concern; SEB, Staphylococcal
enterotoxin B from Staphylococcus aureus; SSC-A, Side Scatter; FSC-A, Forward Scatter.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keyword: The purpose of this review was to examine current evidence on immunomodulation mediated by conventional
Autoimmunity drugs and the use of novel biological agents for the treatment of rheumatoid arthritis (RA). Currently, treatment
Rhe“""’_'°id fmh‘iﬁs is focused on maximizing quality of life through sustained clinical remission and/or attenuating disease activity.
'IA‘:;::::;::S To do so, disease-modifying antirheumatic drugs, especially methotrexate, are used alone or in combination with
Therapeutic drugs other drugs, including lefl ide, biological di: difying antirheumatic drugs (bDMARDs) and targeted
Immunomodulation synthetic disease-modifying antirheumatic drugs (tsDMARDs). The most recent strategies modulate the immune

response of the individual RA patient using tsDMARDs such as JAK inhibitors and bDMARDs such as ig-CTLA-4,
anti- IL6R, anti-TNF-a and anti-CD20. To better understand current immunopharmacological interventions, we
also looked at documented mechanisms of RA-mediated immunomodulation, highlighting perspectives poten-
tially boosting RA treatment.

1. Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a progressive chronic inflammatory
joint disease characterized by synovial inflammation, joint and bone
cartilage degradation, and the presence of autoantibodies to 1gG Fc
bound by rheumatoid factor (RF) and anti-citrullinated protein anti-
bodies (ACPAs) [1].

RA affects approximately 1 % of the world population, with prefer-
ence for the elderly and women of childbearing age. The pathophysi-
ology is heterogeneous but involves the infiltration of activated
leukocytes, angiogenesis, inflammatory cytokine production in synovial
tissues, and differentiation and activation of synoviocytes and osteo-
clasts in multiple joint regions which, if left untreated, leads to signifi-
cant functional disability [2.3,4,5]. In addition, systemic clinical
manifestations involving cardiopulmonary, neurological and cutaneous
tissues in RA patients may result in increased morbidity and mortality
[6,7,8,9]. The etiology of RA remains unclear, but factors like genetic
predisposition marked by the presence of human leukocyte antigen
(HLA) alleles, such as HLA-DRB1 with shared epitope, epigenetics,
family history of RA, female sex, ethnicity, viral infections, smoking,

inflammation of the mucosa and changes in the microbiota contribute to
inducing the autoreactive immune responses preceding the establish-
ment of the disease [10,11].

Early diagnosis and immediate treatment help control disease ac-
tivity and prevent loss of functional capacity [2]. Treatment strategies
seek to maximize quality of life through sustained clinical remission or
lowering of disease activity, especially by employing disease-modifying
antitheumatic drugs (DMARDs), glucocorticoids (GCs) and nonsteroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs). As the first treatment strategy,
conventional synthetic (cs) DMARDs like hydroxychloroquine, metho-
trexate, sulfasalazine and leflunomide should be used. However, If a
patient shows nonresponse for csDMARDs, biological (b) DMARDs (i.e.,
tumor necrosis factor inhibitors, interleukin 6 receptor inhibitors,
Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen (CTLA)4-immunoglobulin
(Ig) and anti-CD20) or targeted synthetic (ts) DMARD:s (i.e. janus kinases
(JAK) should be added. Based on new insights into the immune factors
involved in the pathophysiology of RA, patients may now also be
managed with immunomodulating drugs [12,13,14,15] (see Table 1).

In this review, we describe the state of the art in RA therapy with
both conventional and novel immunomodulating drugs.

* Corresponding author at: Post-Graduate Program in Medical Sciences, Medical School, University of Fortaleza (Unifor), Fortaleza, Brazil.
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RESUMO: A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatoria
cronica progressiva, de natureza autoimune, que afeta regides
articulares resultando, quando nao tratada, em danos
articulares e incapacidade irreversivel. Embora apresente
caracteristicas semelhantes em estagio inicial, a doenca pode
apresentar diferentes causas e mecanismos variados entre os
acometidos. A formacao de autoanticorpos para imunoglobulina
G, como o fator reumatoide (FR) e as anti-proteinas citrulinadas
(ACPAs), sao importantes para o desencadeamento da doenca,
assim como para o seu diagnédstico. O principal fator de risco
relacionado ao desenvolvimento da AR é a predisposicao
genética, entretanto parametros epigenéticos, sexo, etnia,
habitos alimentares, microbiota e tabagismo também estao
correlacionados. Dessa forma, a presenca do alelo do antigeno
humano leucocitario (HLA)-DRB1 no DNA e demais fatores
supracitados associam-se a selecao inadequada de linfécitos T
e a apresentacao antigénica observada nas respostas imunes
autoreativas. Diversos subtipos celulares estao envolvidos no
estabelecimento e regulacdo da resposta imunologica pro-
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RESUMO: Isolado pela primeira vez em 1952, o virus da
Chikungunya (CHIKV) se tornou um dos maiores responsaveis
por crescentes surtos, principalmente em regides tropicais e
subtropicais do globo. Transmitido por mosquitos do género
Aedes € capaz de causar fortes dores articulares acompanhada
de febre alta e abrupta, mialgia e exantema além de outros
sinais ndo especificos tais como vomitos e diarreia. Objetivou-
se neste trabalho compilar informagdes gerais que caracterizam
a arbovirose Chikungunya, com énfase na atuacao de células
da imunidade adaptativa, especificamente linfocitos T CD4+,
CD8+ e células T reguladoras e suas respostas a infecgcao pelo
CHIKV. Apds a sua infeccao, o hospedeiro desenvolve uma
forte resposta imunologica a fim de desenvolver o mecanismo
de clearance viral. Estes, no entanto, podem ser insuficientes
para a completa eliminacao de antigenos relacionados a CHIKV
facilitando, consequentemente, o estabelecimento da
cronicidade da doenca. Com isso exposto € possivel destacar
o papel dos linfocitos T por sua capacidade de infiltracao em
regides articulares e criagcao de microambiente pré-inflamatério
importantes nos mecanismos imunopatogénicos. Com isso,
este capitulo ira abordar informagdes gerais que caracterizam
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APENDICE 13. Capitulo de livro intitulado "CARACTERISTICAS DA COVID-19E A
MODULACAO DA IMUNIDADE INATA”.
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RESUMO: A atual pandemia desencadeada pelo SARS-CoV-2
vem gerando diversos transtornos em todo o mundo. Batizada
de COVID-19, a infeccao provocada pelo novo coronavirus,
mobilizou diversos pesquisadores na busca pela sua
compreensao e por um tratamento adequado. Com elevada
capacidade de disseminacao, o virus afetou um grande numero
de pessoas conduzindo, até o momento, a mais de um milhao
obitos. Com um amplo espectro sintomatoldégico, uma densa
maioria de infectados apresentam sintomas leves enquanto que
uma pequena parcela € acometida por sinais clinicos mais
graves necessitando, muitas vezes, de hospitalizacdao. O
sistema imune inato caracteriza-se como primeira linha de
defesa sendo de extrema importancia no combate a diversos
patégenos. No entanto, embora desempenhe papel protetivo,
células inatas parecem contribuir de modo significativo com
sintomas mais graves associadas a doenca. Nesse contexto, o
presente trabalho compilou Informagdes associadas as
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APENDICE 14. Capitulo de livro intitulado "CORRELACAO DA IMUNIDADE
ADAPTATIVA COM A COVID-19”.
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RESUMO: O surgimento do novo coronavirus denominado de
SARS-CoV-2, agente causador da COVID-19, instaurou uma
pandemia mundial. Descoberto no final de dezembro de 2019 a
partir de supostos casos de pneumonia em Wuhan, China, até
o presente momento ja infectou mais de 35 milhdes de pessoas
no mundo. Pela sua recém-descoberta, os mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos da doenca e sua correlagao com a
imunidade adaptativa ainda sao obscuros. No entanto, com o
avancar das pesquisas se observou que essa desempenha
importante papel frente a infeccao, diante disso o trabalho
objetivou compilar informacdes e estudos associados ao papel
da imunidade adaptativa na COVID-19, por meio da revisao da
literatura encontrada até o presente momento acerca do SARS-
CoV-2. Aimunidade adquirida é caracterizada por ser a linha de
defesa especifica (do corpo), abarcando ambas respostas
humorais e celulares. A imunidade celular € o principal
mecanismo de combate aos microrganismos intracelulares,
como os virus a exemplo do SARS-CoV-2. No entanto, diante a
infeccao causadora da COVID-19, diversos aspectos
associados aos habituais mecanismos de acao dos linfoécitos T
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