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A COVID-19 é uma infeccdo respiratoria a(

capaz de desencadear diferentes quadros clinicos que variam ae assintomatico a grave, nos
quais a resposta imune do hospedeiro é determinante para o seu estabelecimento. As células
T de memoria CD4+ e CD8+ especificas para SARS-CoV-2 de vida longa sdo essenciais
para a protecdo imunoldgica de longo prazo para a COVID-19, pois tém uma capacidade
aumentada de restringir a replicacdo viral em uma infeccdo secundaria. Nesse contexto, o
presente estudo tem como objetivo investigar os mecanismos imunomoduladores mediados
pelos subtipos de linfocitos T CD4+ e CD8+ em pacientes que se recuperaram de formas
leve e grave de COVID-19. Para tal, amostras de sangue periférico foram coletadas de
voluntarios recrutados entre o periodo de novembro de 2020 a junho de 2021, antes de serem
vacinados, e distribuidos nos grupos controle (CTL - n = 9), leve (n = 9) e grave (n = 6).
Amostras de PBMCs foram obtidas e incubadas sob 3 diferentes condic¢des: ndo estimuladas
(meio), e estimuladas com peptideos SARS-CoV-2 (Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2). As
células T CD4+/CD8+ foram analisadas e classificadas quanto a expressdo de CCR7+ e
CD45RA+ em T CD4+/CD8+ naive (TN), células T CD4+/CD8+ de memoria central
(TMC), células T CD4+/CD8+ de memoria efetora (TME) e células T CD4+/CD8+ de
memdria efetora que reexpressam CD45RA (TMERA). Assim, nas diferentes
subpopula¢des mencionadas acima, a expresséo de citocinas (IL-10, IFN-y, TNF-a e IL-17)
e marcadores de ativacdo (CD69, CD137 e Ki67) foi analisada por citometria de fluxo. Os
estimulos Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2 provocaram uma frequéncia mais alta de células
CD8+ TCM e células CD4+ TEMRA no grupo leve recuperado. Células TCM e TEM CD4+
e CD8+ mostraram heterogeneidade na expressao de marcadores de ativacdo CD137 e CD69
entre grupos recuperados leves e graves. Além disso, observamos uma predominancia na
expressdo de CD137 por células CD4+ e CD8+ virgens, TCM e TEM do grupo leve
recuperado quando estimulado com pools antigénicos. Além disso, uma maior expressao de
CD69 do grupo recuperado grave por células TEMRA CD4+ e CD8+ foi observada em pools
de epitopos SARS-CoV-2. Os subconjuntos de células CD4+ e CD8+ virgens, TCM e TEM
de voluntérios leves recuperados apresentaram maior expressdo de TNF-o, enquanto a
expressao de IFN-y, IL-10 e IL-17 aponta para uma assinatura antiviral por células TEMRA
CDB8+. Nossas descobertas contribuem para a elucidagdo acerca das capacidades funcionais
de cada subpopulacgéo de células T de memoria durante a reexposicao antigénica SARS CoV-
2, bem como sua atuagao no desfecho da doenca em individuos recuperados da COVID-109.

Palavras-chave: Memoria Imunoldgica. Resposta Imune. Subtipos de Linfécitos T. Infeccdo por
SARS-CoV-2. COVID-19.



ABSTRACT

COVID-19 is a severe acute respiratory infection caused by the SARS-CoV-2 virus capable
of suffering from different clinical conditions ranging from asymptomatic to severe, in which
the host's immune response is crucial for its establishment. Long-lived SARS-CoV-2-
specific CD4+ and CD8+ memory T cells are essential for long-term immune protection
against COVID-19 as they have an increased ability to restrict viral replication in a secondary
infection. Thus, the present study aims to investigate immunomodulatory mechanisms
mediated by CD4+ and CD8+ T lymphocyte subtypes in patients who recovered from mild
and severe forms of COVID-19 before vaccination by flow cytometry. Thus, peripheral
blood samples were obtained from recruited volunteers and distributed into control (CTL -
n = 9), mild (n =9), and severe (n = 6) groups. Samples of PBMCs were obtained and
incubated under 3 different conditions: unstimulated (medium), and stimulated with SARS-
CoV-2 peptides (Pool Spike CoV-2 and Pool CoV-2. CD4+ and CD8+ T cells were analyzed
and classified for CCR7+ and CD45RA+ expression in naive CD4+/CD8+ T cells (TN),
CD4+/CD8+ central memory T cells (TMC), CD4+/CD8+ effector memory T cells (TME),
and CD4+/CD8+ effector memory T cells that reexpress CD45RA (TMERA). Thus, in the
different subpopulations mentioned above, cytokines (IL-10, IFN-y, TNF-a, and IL-17) and
activation markers (CD69, CD137, and Ki67) were expressed analyzed by flow cytometry.
Pool Spthe ike CoV-2 and Pool CoV-2 stimulus elicited a higher frequency of CD8+ TCM
cells and CD4+ TEMRA cells in recovered mild group. CD4+ and CD8+ TCM and TEM
cells showed heterogeneity in CD137 and CD69 activation marker expressions between mild
and severe recovered groups. Also, we observed a predominance in CD137 expression by
naive CD4+ and CD8+ cells, TCM, and TEM from the mild recovered group when
stimulated with antigenic pools. Additionality, a higher CD69 expression from the severe
recovered group by CD4+ and CD8+ TEMRA cells was observed under SARS-CoV-2
Epitope Pools. CD4+ and CD8+ naive, TCM and TEM cells subsets from recovered mild
volunteers had higher expression of TNF-o while the expression partner of IFN-y, 1L-10,
and IL-17 point to an antiviral signature by TEMRA CD8+ cells. Our findings contribute to
the elucidation of the functional capabilities of each subpopulation of memory T cells during
SARS CoV-2 antigenic reexposure, as well as their role in disease outcome in individuals
recovered from COVID-109.

Keywords: Immunological Memory. Immune response. T Lymphocytes subsets. SARS-CoV-2
infection. COVID-19.
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INTRODUCAO

Em 2002, infeccbes pelo Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave

1 INTRODUCAO

(SARS-CoV) foram relatadas no sudeste da China e em 2012 casos da sindrome respiratdria
do Oriente Médio (MERS) foram descritos, sendo esses ultimos causados pelo Coronavirus
da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV). A pandemia da Doenca do
Coronavirus 2019 (COVID-19) declarada em marco de 2020 pela Organizacdao Mundial de
Saude (OMS), tornou o Coronavirus da Sindrome Respiratdria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-
2) o terceiro dentre os coronavirus relacionados a epidemias desde os anos 2000 devido a
capacidade em comum de causar infeccdes respiratdrias potencialmente graves (DROSTEN
etal., 2003; ZAKI et al., 2012; OMS, 2020).

O SARS-CoV-2 é, portanto, o agente etioldgico da COVID-19, a qual consiste em
uma infeccdo respiratoria aguda grave que foi relatada pela primeira vez em dezembro de
2019 na cidade de Wuhan na china. Estruturalmente, consiste em um virus envelopado
composto por RNA de fita simples de sentido positivo pertencente a familia Coronaviridae,
género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus (LU et al., 2020; YAN et al., 2020; IZDA;
JEFFRIES; SAWALHA, 2021). Seu genoma é composto por 11 genes, que codificam as
proteinas estruturais como a glicoproteina Spike (S), proteina do envelope (E), proteina de
membrana (M) e proteina nucleocapsidica (N) assim como as proteinas ndo estruturais como
a RNA polimerase, helicase e a endoribonuclease, as quais se associam com 0 mecanismo
de replicacdo e transcricdo viral (CHENG et al., 2020; MOUSAVIZADEH; GHASEMI,
2021). A glicoproteina S, presente na superficie viral, é essencial para a passagem do SARS-
COV- 2 para 0 meio intracelular através da sua interagdo com a enzima conversora
da angiotensina 2 (ECA2). Esta é expressa em células humanas e funciona como
um receptor também para 0 SARS-CoV-1 (HOFFMANN et al., 2020; RAHMAN et al.,
2020).
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Diante desse contexto, atualmente o nimero de casos de COVID-19 no mundo ¢ de
aproximadamente 761 milhdes, e 6,9 milhdes de mortes, de acordo com dados oficiais da
OMS. No Brasil, ao longo do periodo pandémico atingiu-se 37 milhdes de casos confirmados
e a expressiva marca de 699.634 mil mortes (OMS, 2023). A transmissdo do SARS-CoV-2
se da sobretudo por meio da exposi¢do a goticulas respiratdrias expelidas por uma pessoa
infectada ao tossir ou espirrar, em uma distancia inferior a um metro da outra. Entretanto,
cabe ressaltar que a transmissdo por contato ou por aerossol também pode ocorrer
(BOUROUIBA, 2020; LEWIS, 2020; RODRIGUEZ-MORALES, 2020). O periodo de
incubacdo viral é de 1 a 14 dias, com uma média de 5-6 dias desde 0 momento da infeccédo
até o surgimento dos primeiros sinais e sintomas (LAUER et al., 2020; HEAD; ANDREKJO;
REMAIS, 2021).

As manifestacdes clinicas podem variar desde um quadro assintomatico até sintomas
inespecificos leves como febre, tosse, mialgia, cefaleia, coriza, dor de garganta, fadiga,
dispneia, diarreia, anosmia e ageusia, podendo evoluir para presenca de pneumonia sem
sinais ou sintomas de gravidades (WU et al., 2020; BRASIL, 2021b). A forma grave da
COVID-19, por sua vez, se caracteriza como uma sindrome gripal na qual o paciente
apresenta significativo desconforto respiratdrio associada a saturacdo de O2 menor que 95%
em ar ambiente e cianose. Este Ultimo, portanto, pode ainda evoluir para estado critico
quando na presenca de sepse, insuficiéncia respiratéria grave, disfuncdo de maltiplos 6rgéos,
e internages em unidades de terapia intensiva (WU et al., 2020; BRASIL, 2021b).

Em linhas gerais, a presenca de lesdes pulmonares agudas e um progndstico
desfavoravel na COVID-19 estdo associados a uma tempestade de citocinas no epitélio
respiratorio, manifestando niveis séricos elevados de IL-1pB, IL-2, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,
IL-17, GM -CSF, IFNy, TNFa, IP10, MCP1, MIP1A ¢ MIP1B. Comparados com pacientes
que apresentam a forma leve da doenca, 0s pacientes graves apresentam niveis ainda mais
altos de IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF, IP10, MCP1, MIP1A e TNFo (HUANG et al., 2020).
Torna-se valido comentar que tal resposta imunologica comumente associada a casos graves
da doenca podem causar danos a 6rgaos como figado, rins, coracdo e pulmdes, assim como
ao desencadeamento de complicagdes posteriores a infeccdo pelo SARS- COV-2.
Adicionalmente, linfocitopenia, neutrofilia, elevados niveis de proteina C reativa (PCR), D-
dimero, lactato desidrogenase, IL-2, IL-6, IL-10 e niveis reduzidos de células T CD4+/CD8+
e natural killers (NK) s&o achados laboratoriais comumente relatados em casos de COVID-
19 (ROKNI; GHASEMI; TAVAKOLL, 2020; ZHOU et al., 2020; IWAMURA et al., 2021).
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A tempestade de citocinas esta intimamente ligada a atuacdo dos mecanismos de
reconhecimento e resposta ao padrdo molecular exposto pelo SARS-CoV-2 da imunidade
inata. Este virus se caracteriza citopético, ou seja, capaz de induzir processos de piroptose
celular que acabam exacerbando a inflamag&o no epitélio respiratorio atraves da liberacéo
de citocinas e padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS). O processo
inflamatdrio desencadeado pelo virus no sitio de infec¢do promove o recrutamento de células
mononucleares favorecendo assim uma infiltragdo de fagdcitos no microambiente pulmonar,
0 que se associa a elevagdo dos niveis de citocinas inflamatérias como IL-6, TNF-a. e IL-15
(GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020; HUANG et al., 2020; PARK et al., 2020;
ZHANG et al., 2020). Adicionalmente, sobretudo em pacientes graves, uma reducdo na
capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) e um aumento na formacédo de
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs) é observada em neutrofilos, assim como
uma atenuacdo na atividade citotoxica de células NK e NKTs em comparacéo aos individuos
com quadro leve da doenca (REUSH et al., 2021; VIGON et al., 2021).

Em relacdo a imunidade adaptativa celular, em linhas gerais, durante o curso da
infecgdo por SARS-CoV-2, os linfécitos totais, CD3+ e as contagens de células T CD4+ séo
baixas, especialmente em casos graves da doenca, enquanto as células T CD8+ sao
ligeiramente mais variaveis sugerindo variados perfis de respostas desencadeadas por estes
linfocitos, as quais oscilam entre um fendtipo de exaustdo, um fenétipo citotdxico efetor,
além de subpopulacdes de meméria que sdo geradas sobretudo em pacientes recuperados da
COVID-19 (IWAMURA et al., 2021). Na fase aguda da doenca, em especifico, prevalece o
perfil de células T CD8+ especificas para SARS-CoV-2 que expressam altos niveis de
moléculas associadas a potentes funcdes efetoras citotoxicas, como IFNy, granzima B,
perforina e CD107a (JAJOUR; MASOPUST; JAMESON., 2021). As células T CD4+, por
sua vez, apresentam um aumento na expressdo de marcadores de ativagdo e/ou exaustdo
semelhante ao observado nas células T CD8+, além de terem a capacidade de se diferenciar
em uma variedade de células auxiliares e células efetoras, com capacidade de instruir células
B, auxiliam as células T CD8+, recrutam celulas inatas, tém atividades antivirais diretas,
facilitam o reparo tecidual e geram memoria imunoldgica (SETTE; CROTTY., 2021).
Assim, sugere-se uma correlacdo entre as respostas especificas das células T CD4+ e CD8+
e 0s respectivos estagios da infecgéo, sugerindo o papel primordial desses subtipos celulares
na vigilancia antiviral (GANGAEV, 2020).
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Dessa forma, apesar das respostas de células T CD8+/CD4+ estarem presentes
durante a infeccdo pelas distintas variantes atuais do SARS-COV-2, a compreensao do
desenvolvimento de memdria imunoldgica nos subtipos de linfécitos T CD8+/CD4+ Naive
TMERA, TME e TMC, sua geragdo em casos graves e leves da doenca, assim como sua
duracdo sdo alvos relevantes de estudo no presente momento, sobretudo no que diz respeito
aos protocolos associados a vacinacao e sua periodicidade. Evidéncias sugerem que células
T de memoria foram detectadas para multiplas proteinas do SARS-COV-2, como a proteina
Spike, Nucleoproteina e a proteina de Membrana presentes na estrutura viral. Células T CD8
+ foram detectadas em 70% dos pacientes que se recuperaram (GRIFONI et al., 2020). Nesse
sentido, os dados oriundos de pacientes convalescentes sdo relevantes por serem um
indicativo de que tal memoria é induzida nas distintas subpopulacdes celulares conforme
supracitado.

A hipoétese que norteou este trabalho foi a de que marcadores de susceptibilidade ao
agravamento ou controle da doenca fossem reconhecidos a partir da avaliacdo de aspectos
moleculares e celulares presentes na resposta imunolédgica desencadeada por individuos
recuperados de quadros graves e leves da COVID-19, assim como em individuos saudaveis
a partir de estimulos por peptideos antigénicos do SARS-COV-2. Além disso, a de que 0
perfil de manifestac6es clinicas desencadeadas por esses individuos influenciaram o perfil
de memoria imune desencadeada nas distintas subpopulagdes de linfocitos T de memoria.
Neste sentido, o presente estudo teve por objetivo investigar 0s mecanismos
imunomoduladores mediados pelas subpopulacées de linfécitos T CD8+ e CD4+ naive e de
memoria, correlacionando as caracteristicas clinicas de pacientes recuperados das formas
leve e grave da COVID-19.



24



25

REFERENCIAL TEORICO

2.1 COVID-19

2.1.1 Breve Histdrico e Contexto Epidemiolégico

Nos ultimos 20 anos, 0s coronavirus que eram até entdo considerados patdgenos
relativamente inofensivos aos humanos tornaram-se motivo de atencdo global por
protagonizarem trés grandes surtos de doencas respiratorias graves, sendo estes causados
respectivamente pelo SARS-CoV, MERS-CoV e o recém descrito SARS CoV-2 (KAHN;
MCcINTOSH, 2005; ARORA et al., 2020). No total, sete coronavirus ja tiveram sua
patogenicidade reconhecida, sendo o coronavirus humano 229E (HCoV 229E), o
coronavirus humano OC43 (HCoVOC43), o coronavirus humano NL63 (HCoVNLG63) e o
coronavirus humano HKU1A (HCoVHKU1A) causadores de resfriados comuns em
humanos e infec¢bes clinicamente categorizadas como leves. No entanto, tais virus
apresentam como propriedade elevadas taxas de mutagdo por serem constituidos de RNA,
assim comumente evoluem, gerando novas cepas. Sendo assim, acredita-se que dessa forma
surgiram as infeccdes respiratorias graves decorrentes de infecgbes por coronavirus,
causadas pelo SARS-CoV, MERS-CoV e 0 SARS-CoV2 conforme supracitado (MARRA
etal., 2003; ARORA et al., 2020).

Historicamente, as doencas zoondticas moldaram a vida humana ao longo dos
séculos (MORENS et al., 2020). Cabe ressaltar que os distintos coronavirus humanos
constituem parte de uma grande familia viral de origem zoonotica encontradas em diferentes
espécies de animais como bovinos, aves, morcegos, roedores e humanos. Especificamente,
0 SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV2, HCoV 229E e HCoVNLG63 sdo originarios de
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morcegos, enquanto HCoV OC43 e HCoVHKUL sdo originarios de roedores (ARORA et
al., 2020; DE SOUZA et al., 2021). A transmissdo de patdégenos de um animal vertebrado
para 0s humanos denomina-se transbordamento zoon6tico, no qual animais domesticos ou
selvagens atuam como hospedeiros intermediarios o que permite a transmisséo do virus de
tais hospedeiros naturais para os humanos. Sendo fatores intrinsecos a cada populacdo como
parametros ecoldgicos, econémicos, comportamentais, nutricionais e culturais associados ao
grau de suscetibilidade a infeccdo pelos distintos coronavirus em cada localidade
(RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020).

Em 2002, infeccdes causadas pelo SARS-COV-1 relatadas no sudeste da China
geraram uma epidemia com cerca de 8000 casos registrados em mais de 25 paises e 774
mortes decorrentes de uma pneumonia atipica. O coronavirus MERS (MERS-COV), por
sua vez, no ano de 2012 causou casos da sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS)
descritos inicialmente na regido da Arabia saudita e expandiu-se para outros continentes,
acometendo inclusive o continente americano. Cerca de 2500 casos de infec¢des por MERS-
COV e 858 dbitos foram relatados até o ano de 2019 (DROSTEN et al., 2003; ZAKI et al.,
2012). Em ambos os casos, 0s morcegos foram apontados como hospedeiros naturais desses
virus, que também se espalharam para 0 homem nesse contexto de transbordamento
zoonotico, possuindo como hospedeiros intermediarios, civetas e camelos (CUI; LI; SHI,
2019; RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020). Os morcegos sao também sugeridos como a
fonte original mais provavel do SARS-COV-2, o agente etiolégico da COVID-19, que se
destaca por ter se estabilizado entre os humanos, acometendo significativamente a populacéo
mundial e causando a pandemia vivenciada atualmente (NOVELLI et al., 2020; TANG et
al., 2020; YANG et al., 2020). Evidéncias sugerem que a disseminacdo do SARS-CoV-2
tenha se iniciado em um mercado umido de Wuhan na China no fim de 2019, sendo
inicialmente associada a 27 casos de hospitalizagdo por pneumonia, se espalhando para
outras cidades e provincias chinesas de onde cruzou fronteiras alcangando assim os demais
continentes (CHAN et al., 2020; HUANG et al., 2020; ZHU et al., 2020).

Em 31 de Dezembro de 2019, a Comissé@o Municipal de Saude de Wuhan notificou
a Organizacdo Mundial de Saude acerca do surto que ocorria naquela regido (MORENS et
al., 2020; HU et al., 2021). Nos primeiros dias de janeiro de 2020 a identificacdo viral foi
realizada pelo Centro Chinés de Controle e Prevencdo de Doencas a partir do
sequenciamento do RNA do patdgeno a partir de isolados oriundos de amostras advindas de

pacientes com pneumonia grave. Dessa maneira, foi possivel reconhecer que o agente
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etioldgico do presente surto se tratava de um novo coronavirus pertencente ao género
Betacoronavirus, denominado inicialmente de 2019 novo coronavirus (2019-nCoV) pela
OMS (OMS, 2020f; HU et al., 2021; JACKSON et al., 2022).

No dia 13 de janeiro de 2020, a OMS relatou os primeiros casos fora da China - na
Tailandia. Assim, até o fim do més de janeiro de 2020, foram notificadas e confirmadas
11.791 novas ocorréncias, e 213 mortes relatadas, estando o virus ja distribuido em 19 paises
incluindo Estados Unidos da América (EUA), Franca e Emirados Arabes (MACHI et al.,
2020; SRIVASTAVA et al., 2020; OMS, 2022). Diante das circunstancias de disseminagao
viral e evidéncia de transmissdo entre humanos na época, em fevereiro de 2020 a OMS
classificou o até entdo surto provocado pelo novo coronavirus como uma Emergéncia de
Saude Publica de Preocupacdo Internacional, denominou a patologia causada por ele de
COVID-19 e o virus foi renomeado como SARS-CoV-2 pelo Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus (ICTV) (CALLAWAY; CYRANOSKI, 2020; MACHI et al., 2020;
SRIVASTAVA et al., 2020; OMS, 2022).

A partir de ent&o, os relatos internacionais de infec¢des por SARS-CoV-2 seguiram
acontecendo, até que no inicio de margo mais de 82.000 pessoas estavam infectadas e mais
de 2.800 pacientes tinham ido a 6bito em todo o mundo. No dia 11 de mar¢o de 2020 a
pandemia da COVID-19 foi oficialmente declarada pela Organizacdo Mundial de Saude
(MACHI et al., 2020; ZU, Z.Y. et. al. 2020). Viagens internacionais e a elevada capacidade
de transmissdo viral foram fatores determinantes para que o virus rapidamente se
disseminasse ao redor do mundo. Dessa forma, a marca de 1.000.000 de infectados foi
atingida no dia 1° de abril de 2020, somada ao registro de mais de 55.000 mortes confirmadas
na mesma data (CALLAWAY, E.; CYRANOSKI, D. 2020; MACHI et al., 2020; OMS,
2020f). A partir dai, O SARS-CoV-2 se disseminou pelo mundo até que em 2022 paises
como os EUA, o Brasil e a India foram responsaveis por 37% das infeccdes e 35% das mortes
em todo o mundo (OMS, 2022).

Numericamente, no presente momento o mundo ja alcancou a marca de mais de
761.071 milhdes de casos e 6,879 milhdes de dbitos confirmados pela COVID-19, sendo os
EUA o pais que ocupa o 1° no ranking de maiores indices. O Brasil, por sua vez, ocupa o 5°
lugar no ranking supracitado com 37,07 milhdes de casos confirmados da doenca e 699 mil
Obitos ocorridos ao longo de todo o periodo pandémico (CSSE, 2023). O Sudeste e o
Nordeste do Brasil se destacam como as principais regides acometidas, liderando em nimero

de casos e mortes por COVID-19. Entretanto, cabe ressaltar que todas as regides brasileiras
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apresentam taxa de mortalidade (TM) acima da TM mundial de 1,4%, visto que a TM
nacional se mantém em 2,4% (BRASIL, 2022a).

2.1.2 Filogenia e Estrutura Viral do SARS-CoV-2

A Familia Coronaviridae, pertencente a ordem Nidovirales, trata-se da familia
taxondbmica a qual pertencem os distintos subtipos de coronavirus, assim denominados
devido a uma organizag&o estrutural de uma coroa em torno do envelope viral. Os virus,
pertencentes a familia supracitada, sdo esféricos, medem aproximadamente 120-220 nm de
didmetro e encontram-se subdivididos nas subfamilias Coronavirinae e Torovirinae. Os
Coronavirinae se comportam como virus zoonéticos e se classificam em quatro géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus. O SARS-
CoV-2, por sua vez, pertence ao género Betacoronavirus e ao subgénero Sarbecovirus
(HELMY et al., 2020; KLEIN et al., 2020; KASMI et al., 2021).

Do ponto de vista estrutural, o agente etioldgico da COVID-19 consiste em um virus
de RNA de fita simples com sentindo positivo, envelopado e ndo segmentado. Seu genoma
apresenta um tamanho de ~30 kb o qual compartilha 80% de semelhan¢a com a sequéncia
do SARS-CoV (ARYA et al., 2020). Adicionalmente, 0 genoma do SARS-CoV-2 consiste
em duas regides ndo traduzidas (terminais 5> UTR e 3" UTR) e compreende 14 janelas de
leitura aberta (ORFs). A regulacdo da traducgdo viral, a sintese de subgenomas, assim como
0 empacotamento do RNA viral e estabilidade do RNA mensageiro (MRNA) ocorre devido
a UTR da porgdo de 5°. Enquanto que a 3> UTR contém sitios de ligagdo associados ao
complexo de replicacdo e transcrigdo associadas ao RNA de sentido negativo intermediario
(-RNA) (BRANT et al., 2021).

As ORF1A e ORF1B, localizadas na regido 5°, sdo as principais codificantes para
proteinas ndo estruturais (NSPs) sobretudo Nspl a Nspl16 as quais irdo atuar na formacdo e
regulacdo do complexo de transcri¢do-replicacdo (RTCs) responsavel pela replicacdo e
transcricdo do RNA viral no hospedeiro. As demais ORFs, localizadas na porg¢do 3’ do
genoma, encontram-se sobrepostas codificando as proteinas estruturais spike (S), envelope
(E), membrana (M) e nucleocapsideo (N), que atuam sobretudo sob a interagdo do virus com
o receptor celular, sua montagem, morfologia e liberacdo da célula. Além das proteinas
acessorias incluindo ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9 e ORF10 envolvidas
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com parametros como patogenicidade e interacdo virus-hospedeiro (ARYA et al., 2020;
MOUSAVIZADEH; GHASEMI, 2020).

A glicoproteina N é altamente expressa durante o processo de infecgdo uma vez que
¢ responsavel pelo enderecamento e empacotamento do RNA viral em um
ribonucleocapsideo helicoidal. A glicoproteina M se caracteriza como transmembranar e
interage com outras proteinas estruturais auxiliando no processo de montagem viral. A
proteina E atua no inicio do processo de infecgdo e montagem viral, contribuindo sobretudo
para sua patogenicidade, além de apresentar duas conformagdes estruturais: monomérica ou
homopentamérica (ARYA et al., 2020; BHAT et al., 2021; BRANT et al., 2021).

No envelope viral encontram-se trimeros de proteina S, a qual se caracteriza como
uma proteina cuja organizacao estrutural e transi¢cdo conformacional promove a fuséo viral
com a membrana da célula hospedeira. Cada mondmero desta proteina é formado por duas
subunidades ligadas, a S1 e S2, o dominio transmembranar e a porcao citoplasmatica. A
subunidade S1 na fase pré-fusao se dobra em quatro dominios: o dominio amino-terminal
(N-terminal) (NTD), o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) e dois dominios carboxi-
terminal (C-terminal); (CTD1 e CTD2). J& na subunidade S2 é possivel identificar a regido
upstream helix (UH), o peptideo de fusdo (FP), o heptad repeat 1 (HR1), o dominio central
(CD), o heptad repeat 2 (HR2 - e que protege o FP), o dominio transmembranar (TM) e a
cauda citoplasmatica (CP) (PENG et al., 2021). Na pré-fusdo a S2, por sua vez, forma um
feixe helicoidal central com repeticdo heptada 1 (HR1) dobrando-se de volta para a
membrana viral. Além disso, os trés RBDs do trimero S podem apresentar duas
conformac@es distintas: aberta, ou seja, um estado acessivel ao receptor, e fechada para um
estado inacessivel ao receptor. No estado p6s-fusdo, as mudancas conformacionais levam ao
desligamento da subunidade S1 de S2 e provavelmente sua dissociacdo de S2, enquanto S2
sofre uma cascata de eventos de redobramento para formar um trimero estavel e alongado
(KE et al., 2020; WANG et al., 2020; WRAPP et al., 2020; JACKSON et al., 2022).

2.1.3 Ciclo Viral e suas Formas de Transmissao

O ciclo bioldgico do SARS-CoV-2 tem como base inicial a injegdo do genoma viral
na célula hospedeira por via endossomal ou por fusdo do envelope viral com a membrana
celular, processo no qual a glicoproteina S supracitada é protagonista pois proporciona a

passagem do SARS CoV-2 para 0 meio intracelular através da sua interacdo com a
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enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2) a qual funciona como um receptor para 0s
coronavirus SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2 (HOFFMANN et al., 2020). Dois eventos de
clivagem da proteina S sdo normalmente necessérios para o processo de entrada do
coronavirus: um na juncdo das subunidades S1 e S2, e outro no local S2', interno a
subunidade S2. O contato entre a RBD presente na subunidade S1 da proteina Spike e o
ECAZ inicia o processo de infeccdo viral, uma vez que, induz a dissociacdo das subunidades
S1 e S2 através da clivagem na regido de fronteira S1/S2 decorrendo em alteracoes
conformacionais na subunidade S1 e na exposicdo do sitio de clivagem S2' na subunidade
S2. A partir disso, se a célula-alvo ndo expressar a serina protease transmembranar 2
(TMPRSS2), a clivagem de S2’ ocorre pela acdo de proteases denominadas catepsinas e
assim o complexo virus-ACE2 é internalizado via endocitose mediada por clatrina nos
endolisossomos. Ja na presenca da serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2), a
clivagem S2' ocorre na superficie da célula. A clivagem do sitio S2', portanto, expde o
peptideo de fusdo (FP) e mudancas conformacionais na subunidade S2 iniciam a fusdo de
membranas. Tal fusdo ocorre entre a membrana viral e a da célula formando um poro de
fusdo pelo qual o RNA viral é liberado no citoplasma da célula hospedeira para
desnudamento e replicacdo (ARYA et al., 2020; HOFFMAN et al., 2020; JACKSON et al.,
2022).

Apos a entrada na célula hospedeira, 0 RNA genémico (QRNA) viral é liberado no
citoplasma da célula hospedeira, desempacotado das proteinas N e traduzido pelos
ribossomos da célula hospedeira. Os produtos da traducédo sdo as poliproteinas ppla e pplab
as quais sdo clivadas em Nspl a Nspl6. As Nsp2-16, por sua vez, se unem formando o
complexo RTC dentro na célula infectada, no qual ocorre a replicacdo e transcricdo do
genoma viral. Inicialmente, a replicagdo ocorre na fita de RNA (+) gerando a fita de RNA (-
) e, em seguida, a fita negativa é usada para replicacdo na fita de RNA (+) para nova
montagem de virions ou transcricdo de mRNAs subgendmicos. Esses mMRNAs subgendmicos
sdo traduzidos nas proteinas estruturais — S, M, E, N e nas proteinas acessorias. As proteinas
S, M e E entram no reticulo endoplasmético (RE), e a proteina N se liga a fita de RNA
gendmico (+) para produzir o complexo nucleoproteico. O complexo nucleoproteico e as
proteinas estruturais se movem para o compartimento intermediario ERGolgi (ERGIC) onde
0s virions se reinem, amadurecem e brotam do Golgi na forma de pequenas vesiculas. Essas
vesiculas viajam para a membrana da célula hospedeira, onde sdo liberadas na regido

extracelular por meio de exocitose. Dessa forma, os virions liberados infectam um novo



31

conjunto de células promovendo o estabelecimento e a progressdo da doenca (ARYA et al.,
2020; ROMANO et al., 2020).

A transmissdo do SARS-CoV-2 ocorre sobretudo por goticulas, entretanto a
transmissao por contato ou por aerossol também podem ocorrer. A transmissdo por contato
consiste na transmissdo da infec¢do por meio do contato direto com uma pessoa infectada
ou fémites. J& a transmissdo por goticulas se da por meio da exposicdo a goticulas
respiratdrias expelidas por uma pessoa infectada ao tossir ou espirrar, em uma distancia
inferior a 1 metro da outra. Por fim, a transmissdo por aerossol ocorre por meio do contato
com goticulas respiratdrias menores contendo virus e que podem permanecer suspensas no
ar por horas (CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS - CDC, 2022;
BOUROUIBA, 2020; LEWIS, 2020). Adicionalmente, cabe ressaltar que o risco de
contaminagdo aumenta em ambientes com elevado nimero de pessoas, assim como em
ambientes fechados e/ou pouco arejados, uma vez que tais condi¢des possibilitam o acimulo
de particulas respiratorias associado a uma maior permanéncia dos aerossoéis no ar. Sendo
assim, justifica-se 0 emprego das medidas preventivas recomendadas para a COVID-19
como o uso de mascaras, distanciamento social, higienizacdo constante das méos por meio
da lavagem ou utilizacéo do alcool e vacinacdo (KOKS et al., 2020; BRASIL, 2021).

2.1.4 Manifestagdes Clinicas e Diagnostico

Do ponto de vista clinico, a COVID-19 consiste prioritariamente como uma doenca
respiratoria, uma vez que as principais manifestacdes clinicas da doenca sdo pulmonares.
Entretanto, a infeccdo por SARS-CoV-2 ndo acomete apenas o sistema respiratorio, estudos
relatam o0 acometimento de outros 0rgaos e sistemas durante e, até mesmo, apés a fase aguda
da doenga (BEHZAD et al., 2020; OCHANI et al., 2021). Inicialmente, Sudre et al. (2020),
ao analisarem dados de 1.600 voluntarios adultos no Reino Unido, agruparam os quadros
clinicos possiveis durante a infeccdo de acordo com os sintomas emergentes em: 1) Gripe
sem febre; 2) Gripe com febre; 3) Gastrointestinal; 4) Nivel grave um - fadiga; 5) Nivel
grave dois - confusao; 6) Nivel grave trés - dor abdominal e dificuldade respiratoria (SUDRE
et al., 2020).

Atualmente, estima-se que a transmissdo do SARS CoV-2 ocorra por volta de 48
horas antecedentes ao inicio dos sintomas, com periodo médio de incubacdo de 6,4 dias
(OCHANI et al., 2021). As manifestacdes clinicas da COVID-19 podem variar desde
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quadros leves, moderados e graves até mesmo a casos assintomaticos, apesar do individuo
possuir um teste positivo indicando a presenca do virus. Os quadros leves e moderados, por
sua vez, se manifestam inicialmente através de sintomas inespecificos como febre, tosse,
cefaleia, dispneia, mialgia ou fadiga. Entretanto, sintomas como nauseas e vomitos, dor
abdominal, diarreia, anosmia, ageusia, congestdo nasal, coriza e calafrios também sao
comumente relatados. Adicionalmente, quadros de prostracdo, adinamia, hiporexia,
pneumonia sem sinal de gravidade, tosse e febre persistentes caracterizam os quadros
moderados (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2021; OMS, 2022).

Outra forma clinica da COVID-19 ¢ a forma grave; caracterizada pela presenca da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS), uma sindrome gripal na qual o paciente
apresenta dispneia/desconforto respiratorio, pressdo persistente no térax ou saturacdo de O
menor que 95% em ar ambiente ou coloracdo azulada de I&bios ou rosto - cianose. A SARS
pode evoluir para um estado critico, no qual os principais sintomas sdo pneumonia grave,
sepse, insuficiéncia respiratéria grave, disfuncdo de multiplos érgdos, necessitando de
suporte ventilatorio e unidades de terapia intensiva (WU et al., 2020; MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2021). No geral, cerca de 95% dos infectados tende a desenvolver
uma doenca leve, enquanto 5% dos pacientes acometidos desenvolvem a forma grave da
doenca (OCHANI et al., 2021).

Disfuncdo renal, complicacbes gastrointestinais, disfuncdo hepatica, achados
mediastinais, anormalidades neuroldgicas e manifestacbes hematoldgicas estdo entre as
manifestacdes extrapulmonares descritas (BEHZAD et al., 2020). Manifestacfes cutaneas
também sdo relatadas, sobretudo por volta do 10° dia ap6s o inicio dos sintomas sistémicos,
como lesdes eritematosas e urticariformes (ZHAO et al., 2020). Em criangas podem ocorrer
desde casos assintomaticos até a sindrome inflamatoria multissistémica (SIM) considerada
uma condicgdo rara, porém grave (YASUHARA et al., 2020). Dentre os sobreviventes a
COVID-19, manifestacfes clinicas ap6s a fase aguda da doenga comumente descritas
incluem fadiga persistente, alopecia, comprometimento da memoria recente, além de
manifestagbes mais criticas como acidente vascular encefélico (AVE), insuficiéncia renal,
hipertensdo, miocardite e fibrose pulmonar, entre outras. Desta forma, a COVID-19,
inicialmente descrita como uma doenca respiratoria, passou a ser considerada uma patologia
inflamatdria multissisttmica (KAMAL et al., 2021; KUNNUMAKKARA et al., 2021).

Em relacdo ao diagnostico da COVID-19, a infeccdo aguda ou prévia pelo SARS-

CoV-2 é confirmada por meio de distintas metodologias, dentre as quais se destaca o



33

diagnostico molecular, considerado padréo ouro para a COVID-19, por permitir a deteccdo
do RNA viral em pacientes sintomaticos e assintomaticos. Tal deteccdo € realizada por meio
da técnica de RT-qPCR a qual permite & amplificagdo desse material genético viral, caso o
mesmo esteja presente nas amostras de esfregago nasofaringeo e/ou orofaringeo obtidas a
partir de coleta com SWAB entre 0 3° e 7° dia de infeccdo potencial (DRAME et al., 2020;
SULE; OLUWAYELU., 2020; RAI et al.,, 2021). Além disso, sobretudo em casos
sintomaticos, o diagnostico clinico deve ser considerado, mediante uma avaliacéo
profissional minuciosa acerca do estado de saude do individuo baseado nos seus sinais e
sintomas (MORELO-GARCIA et al., 2021; YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA., 2021). O
diagnostico por imagem é também altamente aplicavel no contexto da COVID-19, no qual
uma tomografia computadorizada de alta resolucgéo é realizada com a finalidade de avaliar
potenciais alteracbes tomograficas que sejam compativeis com o comprometimento
pulmonar provocado pela COVID-19, especialmente em casos moderados e graves
(ALSHARIF; QURASHI, 2020; LONG et al., 2020; YE et al., 2020). Por fim, a presenca de
anticorpos IgM, IgA e 1gG sintetizados a partir da ativagao do sistema imune mediada pela
infeccdo pelo SARS CoV-2 pode ser identificada no sangue, plasma ou soro a partir de testes
soroldgicos, utilizando a técnica de ELISA ou Imunocromatografia, sendo esta Ultima
também utilizada para detectar antigenos virais em secrecdes de nasofaringe e/ou orofaringe
(RAI et al., 2021; SIDIQ et al., 2021; YAMAYOSHI et al., 2021). Cabe ressaltar que a
realizacdo de tais testes para deteccdo desses anticorpos € indicada, em média, ap6s o 14°
dia do surgimento de sintomas ou de contato com pessoas infectadas. Em contrapartida, a
deteccdo de antigenos virais pode ser realizada até o 10° dia de sintomatologia ativa e/ou da
infeccdo potencial (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA., 2021; BRASIL, 2021a).

2.1.5 Imunologia da Infecgdo pelo SARS-CoV-2

A atuacdo do sistema imunoldgico em infeccfes virais é essencial para a detecgéo e
eliminacdo do virus. Entretanto, as respostas imunoldgicas inatas e adaptativas
desencadeadas pelo SARS CoV-2 revelam uma linha ténue entre efeitos protetores e reacdes
patoldgicas prejudiciais ao hospedeiro, o que explicaria o amplo espectro de formas clinicas
que os acometidos pela COVID-19 apresentam (HOSSEINI et al., 2020). Sendo assim,
torna-se evidente que a compreensdo da interacdo entre 0 SARS CoV-2 e 0s componentes

da imunidade inata e adaptativa viabiliza o desenvolvimento de robustas estratégias de
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prevencdo, além de intervences terapéuticas cada vez mais focadas na atenuacao de quadros
graves e no manejo do prognostico da doenca (PROMPETCHARA; KETLOY; PALAGA,
2020; DIAMOND; KANNEGANTI, 2022).

A imunidade inata atua desde o inicio da infeccdo através da deteccdo do virus por
meio de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) em macrofagos, neutréfilos e
células dendriticas, ativando assim vias inflamatorias, limitando, portanto, a entrada, a
traducdo, replicacdo e montagem viral na célula infectada. Adicionalmente, auxilia na
remocao dessas células infectadas por distintos mecanismos e coordena o desenvolvimento
acelerado da imunidade adaptativa. Por outro lado, a sua ativacdo excessiva pode
desencadear uma tempestade de citocinas que acarreta um quadro de inflamacéo sistémica e
doenga grave (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022). Os receptores de lectina do tipo C,
receptores do tipo NOD (NLRs), receptores do tipo RIG I (RLRs) e receptores do tipo Toll
(TLRs) sdo 0s PRRs expressos pelas células imunes inatas para detectar padrées moleculares
associados a patogenos (PAMP). Assim, na infeccdo pelo SARS CoV-2 tais receptores
atuam como sensores do RNA viral citosélico e endossomal, sobretudo o RIG-I, MAD-5,
STING, TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR6 e TLR7. Tal reconhecimento do virus pelos
receptores supracitados resulta na ativacdo dos fatores de transcricdo, fator nuclear kappa-
cadeia-potenciador de células B ativadas (NF-kB), quinases reguladas por sinal extracelular
Y (ERK %) e fator regulador de interferon 3 (IRF3), os quais sdo translocados para o nicleo
e induzem a expressédo de citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas e Interferons do tipo | e
do tipo 111 (IFN 1 e 1Il) (HOSSEINI et al., 2020; LOWERY; SARIOL; PERLMAN., 2021;
DIAMOND; KANNEGANTI, 2022).

A producéo de IFN do tipo 1 consiste na primeira linha defensiva antiviral. O IFNs
tipo I via receptor IFNa/B (IFNAR), por exemplo, ativa a janus quinase (JAK), transdutor
de sinal e ativador de sinalizac¢éo de transcrigdo (STAT). Apos a sinalizagdo IFNAR, JAK1
e TYK2 fosforilam as moléculas STAT1 e STAT2, que formam um complexo com o fator
regulador de interferon (FRI). Esses complexos foram inseridos no nucleo para estimular a
transcricdo de genes estimulados por IFN (ISGs) e posteriormente a expressdo de proteinas
antivirais que restringem a infeccdo mediada pelo SARS-CoV-2 (SCHULTZE et al., 2021;
DIAMOND; KANNEGANTI, 2022). Porém, as proteinas nao estruturais do SARS-COV-2,
como a ORF3b, comprometem a producdo dessas citocinas o que € corroborado por
HADJAD et al. (2020) que descrevem que pacientes com quadro grave da COVID-19

apresentam menor expressao de IFN I/I1l guando comparado aos pacientes recuperados de
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quadros leves e/ou moderados (HADJAD et al., 2020; SCAGNOLARI et al., 2020;
TRIGGLE et al., 2021).

O NLRP3 consiste em um dos sensores de inflamassomas mais bem caracterizados,
acionada em resposta a PAMPs e a padrGes moleculares associados a danos (DAMPs), o
qual forma poros na membrana plasmatica causando um desequilibrio osmotico na célula
que decorre em lise celular, ou seja, morte celular por piroptose. Tal lise celular promove a
liberacdo de citocinas inflamatdrias como IL-1p, TL-18, além da clivagem da gasdermina D
(GSDM). Niveis aumentados de IL-1p ¢ IL-18 no plasma correlacionam-se com a gravidade
e mortalidade da doenca em pacientes com COVID-19 (HOSSEINI et al., 2020; JORDAN
etal., 2020; LOWERY; SARIOL; PERLMAN., 2021). Em suma, 0 mecanismo supracitado
associado a expressao e a secre¢do de citocinas como interferons tipo I/111 (IFNs), Fator de
necrose tumoral (TNFa), Interleucina-1 beta (IL-1p) e Interleucina-6 (IL-6) desencadeia a
resposta antiviral nas células hospedeiras como macréfagos e neutrofilos recrutados para o
sitio de infeccdo (TRIGGLE et al., 2021).

Em suma, as vias de sinalizacdo mediadas por PRRs mediante a infeccéo pelo SARS-
CoV-2 induz a liberacdo simultanea de IFNs e outras citocinas pré-inflamatérias, como IL-
1B, IL-6, TNFa, IL-12, IFN-B, IFN-y, IL-17, que ao serem liberadas de forma controlada
auxiliam no controle da infeccdo e na eliminacdo do patdégeno. Entretanto, a liberacdo
excessiva dessas citocinas pré-inflamatérias contribuem para o estabelecimento da
“tempestade de citocinas”, condicdo presente em pacientes com a sindrome respiratéria
aguda, danos pulmonares e complicacdes tromboembdlicas em casos graves da doenca
(LEE; CHANNAPPANAVAR; KANNEGANTI., 2020; DANLADI; SABIR., 2021,
LOWERY; SARIOL; PERLMAN., 2021). Recentemente, também foi caracterizada como
uma condicdo potencialmente fatal causada pela producdo excessiva de citocinas
inflamatorias que contribui para a patogénese da doenga por induzir um tipo de morte celular
denominada morte celular inflamatéria (PANoptose). A PANoptose, portanto, é uma via de
morte celular programada inflamatoria imune inata dependente de PANoptossomas,
definidos como complexos contendo caspases com ou sem componentes do inflamassoma e
proteinas, induzido pelo sinergismo de TNFo e IFN-y sobretudo em macrdofagos
inflamatdrios que ativa a via da caspase-8 e induz a morte da célula, sendo capaz de atuar
em um sistema de feedback positivo, podendo acarretar em sobrecarga inflamatdria tecidual
e na faléncia maltipla de 6rgaos no acometidos severamente pela COVID-19 (DIAMOND;
KANNEGANTI, 2022).



36

As ceélulas NKs também apresentam atividade antiviral, pois expressam varios
receptores para o complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I, que
regulam a producdo de citocinas ou citotoxicidade mediada por células. Entretanto, a
expressao de receptores inibidores NKG2A (grupo natural-killer 2, membro A) foi descrita
em infectados pelo SARS-CoV-2 sugerindo que o virus modula de maneira inicial o processo
de clearance viral. Além disso, pacientes com as formas leve, moderada e grave da COVID-
19 apresentam NKs mais ativadas, porém apresentando um fenotipo exausto pela expressao
de PD-1 (DEMARIA et al., 2020; VITTE et al., 2020). Basofilos e eosindéfilos, por sua vez,
apresentam frequéncia e atividade reduzida na COVID-19, sobretudo em pacientes que
desenvolvem formas graves da doenca. Por fim, uma reducdo na capacidade de gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a inducdo da formagdo de NETs € observada em
neutrdfilos, assim como uma reducdo da frequéncia dessas células (VITTE et al., 2020;
VIGON et al., 2021).

A imunidade adaptativa, por sua vez, apresenta papel fundamental na protecdo contra
infeccOes virais, dessa forma tem-se que a imunidade mediada por células T e B tornam-se
relevantes alvos de estudo na fase aguda da doenca e na fase pds-covid no intuito de
acompanhar o padrdo de resposta imunol6gica adaptativa estabelecida temporalmente. Os
linfécitos B apresentam a capacidade de gerar anticorpos neutralizantes especificos contra o
SARS-COV-2 em pacientes infectados, sobretudo direcionados a proteina S e a proteina do
Nucleocapsideo, os quais contribuem para o blogueio da entrada do virus nas células
hospedeiras demonstrando um papel critico desses anticorpos para a eliminacéo viral (MA
etal., 2020; WANG et al., 2020; XIE et al., 2020). Guo et al. (2020) demonstraram que 22%
dos pacientes RT-gPCR positivos eram IgM negativos, enquanto que em outros pacientes
IgM e IgG foram detectados ao mesmo tempo. Em outro contexto, apds 15 dias de doenca
sintomatica, 94,3% dos pacientes apresentavam IgM e 79,8% destes eram IgG positivos
(GUO et al., 2020; ZHAO et al, 2020). Por outro lado, na fase aguda da doenca a resposta
de IgA se demonstra significativa em relacdo a resposta mediada por IgM (PACES et al.,
2020). Além de mediar a producéo de anticorpos, os linfocitos B também podem modular a
resposta imune por atuarem como células apresentadoras de antigenos, produzirem citocinas
e fornecerem sinais coestimuladores, sobretudo, em contato com a célula T (PENG et al.,
2017). Apos a fase de intensa producéo e secrecdo de anticorpos, células B de memoria sao

geradas, as quais sao capazes de serem reativadas e se diferenciar em células secretoras de



37

anticorpos contra 0 SARS-COV-2 de maneira precoce em casos de reinfeccdo (QUAST;
TARLINTON, 2021).

Em individuos acometidos pela COVID-19, uma redugdo no numero total de células
B, células T e células NK foi descrita em todos os grupos analisados, quando comparado aos
ndo infectados, entretanto no grupo grave tal diminuicdo encontrava-se acentuada (QINC et
al., 2020). Por outro lado, individuos recuperados da COVID-19 analisados por citometria
de fluxo observou-se uma inalteracao da frequéncia de linfocitos T CD4+ e T CD8+ quando
comparados ao grupo de individuos ndo expostos ao virus (GRIFONI et al., 2020). Em
linhas gerais, a atuacdo coordenada de células B e T encontra se ligada a patogénese da
COVID-19 e ao processo de eliminacdo viral, entretanto o fornecimento de imunidade
duradoura e protecdo a reinfeccdo ainda ndo estdo totalmente elucidados (TRIGGLE et al.,
2021).

As respostas imunoldgicas mediadas pelas células T CD4+ e CD8+ estdo presentes
em praticamente todas as infeccbes por SARS-CoV-2, sendo tais células direcionadas contra
uma variedade de antigenos, incluindo proteinas estruturais e ndo estruturais (MERAD et
al., 2022). As células T CD4+ apresentam um aumento na expressao de marcadores de
ativacdo e/ou exaustdo de forma semelhante ao observado nas células T CD8+, além de
apresentarem a capacidade de se diferenciar em uma variedade de células auxiliares e células
efetoras, com capacidade de instruir as células B, auxiliar células T CD8+, recrutar células
inatas, ter atividades antivirais diretas e facilitar o reparo tecidual (SETTE; CROTY ., 2021).
Ha evidéncias de que as respostas imunoldgicas mediadas pelas células T CD4+ induzidas
pelo SARS-CoV-2 foram associadas ao controle da infec¢do priméaria por SARS-CoV-2, as
quais possuem como alvo as proteinas S, M e N do virus, assim como as proteinas acessorias
e/ou ndo estruturais, ORF3 e NSP3 para tal subpopulacéo, na fase aguda da doenca (MERAD
etal., 2022; MOSS et al., 2022).

O surgimento rapido de células T CD4+ especificas para SARS-CoV-2 na fase
sintomatica da COVID-19 foi associado a doenca leve e eliminacdo viral acelerada. Por outro
lado, quando tais celulas surgem apenas apds cerca de 20 dias de sintomatologia associa-se
tal fato com quadros graves e até mesmo fatais da COVID-19, evidenciando a relevancia
desse subtipo celular na modulagéo da resposta imune da doenga (BRAUN et al., 2020; TAN
et al., 2021). Adicionalmente, sabe-se que pacientes que apresentaram células CD4+ com
um perfil de resposta Th1 produtor de IFNy proeminente comumente desenvolvem doenga

leve/moderada e capacidade de eliminagdo viral acelerada, assim como um fenétipo Th17
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também citado como contribuinte da resposta imunoldgica estabelecida pelas T CD4+ nos
acometidos pela COVID-19. Além disso, estas também podem se diferenciar em um
fendtipo de T CD4+ folicular (Tfh), que apresenta a funcéo de auxiliar no desenvolvimento
de uma imunidade humoral de longo prazo. Adicionalmente, é valido ressaltar que células T
CD4+ de memoria especifica contra o virus foram observadas nos pacientes convalescentes
(CROTTY et al., 2019; POONIA; KOTTILIL, 2020; CHEN; WHERRY, 2021; SETTE,
CROTTY; 2021).

As células T CD8+ sdo essenciais para a eliminacdo do SARS-CoV-2 devido a sua
capacidade intrinseca de matar células infectadas, nesse contexto, a presenca dessas células
desde os momentos iniciais da infeccao esta correlacionada a um progndstico favoravel do
individuo acometido (PENG et al., 2020). De modo semelhante as células T CD4+, as T
CD8+ especificas contra 0 SARS-CoV-2 reconhecem e atuam contra a proteina S, N, M e
ORF3a viral (GRIFONI et al., 2020; SETTE, CROTTY ., 2021). Em relacao aos padroes de
resposta imunoldgica apresentados pelas células T CD8+ tem-se sugerido uma
heterogeneidade de respostas desencadeadas por esse subtipo celular. Um fendtipo T CD8+
em exaustdo € um dos padrfes observados, no qual uma resposta mediada pela expressao de
PD1, CD69, CTLA-4, NKG2A, TIM3, LAG3 é relatada em casos graves da doenca. Um
fenotipo celular ativado por HLA-DR+ expressando CD38+ e/ou Ki67+ presentes na fase
aguda da doenca que interagem com células epiteliais no trato respiratorio superior na
maioria dos pacientes acometidos também é descrito. Nesse padrdo, em especifico, uma
prevaléncia de expressdo significativas de moléculas associadas a citotoxicidade, como
granzima B, perforina, CD107a e a citocina IFNy, ¢ relatado (BRUSSOW, 2020; SETTE,
CROTTY; 2021). Adicionalmente, ha a geracao de células T CD8+ de memodria, o que foi
evidenciado através da observacdo de individuos convalescentes que tiveram a protecédo
contra a re-exposicao ao virus parcialmente anulada na auséncia de células T CD8+ (PACES
et al., 2020; CHEN; WHERRY, 2021; GOPLEN; CHEON; SUN, 2021; SASIKALA et al.,
2021).

As células T de memdria supracitadas sdo geradas mediante uma ativacao inicial
destes linfécitos frente ao SARS-COV-2 por infecgdo natural ou vacinagdo, essas células
podem sobreviver por um longo tempo apo6s a infecgdo e atuam agilmente no combate a tal
infeccdo viral, uma vez que representam um conjunto expandido de linfocitos antigeno-
especifico com baixo limiar de ativagdo e menos dependentes de coestimuladores
(PENNOCK et al., 2013; ABBAS, 2015). As formas de atuacdo dessas células diferem das
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células T naive, uma vez que atuam a partir de um aumento do pool de células T de memoria
reativas ao patogeno através do reconhecimento antigénico especifico do patogeno pelo
Receptor de células T (TCR), apresentam uma resposta mais rapida e poderosa a infecgéo,
possuem uma pré-programacao para gerar subtipos celulares efetores otimizados para
combater o patogeno e pela presenca dessas células T de memoria residentes (TRM) em
tecidos ndo linfoides, como o pulmao, possibilitando a deteccdo rapida e consequentemente
controle de infecgdo (JARJOUR; MASOPUST; JAMESON, 2021). Nesse contexto, a
geragdo de células de memaria é o principal objetivo das vacinas em geral, sobretudo diante
do surgimento de novas variantes do SARS-COV-2 na atualidade, como por exemplo, Delta,
Omicron, P.2, P.1, P.3, CAL20C/L45 2R, VUI-21 JUL-1, VOC202012/01 e
V0OC202012/02, o que torna essas células relevantes alvos de investigacdo e de estudos
(LAITON-DONATO etal., 2021; ZHOU, WANG, 2021; LOPEZ et al., 2021; ARAF et al.,
2022).

Em concordancia com as caracteristicas supracitadas, os linfocitos T de memoria se
caracterizam como uma populacdo antigeno-especifica de vida longa que apresenta uma
capacidade aumentada de restringir a replicacdo viral em uma infeccéo secundéaria (SAMJI;
KHANNA, 2017). A partir do perfil de expressdo dos marcadores de superficie, distintos
subgrupos de linfécitos T de memoria ja foram descritos, uma vez que divergem das células
efetoras e naive desse subconjunto celular. Em Sallusto et al. (2004) foram classificados os
subtipos de células T baseados na expressdao do CD45RA e da expressdo de CCR7, um
receptor de quimiocina que regula o enderecamento de células T para os 6rgaos linfoides
secundarios. Nesse contexto, as subpopulaces foram classificadas em T naive sendo
CD45RA+CCR7+, as células T de memodria efetora que re-expressam o CD45RA (TMERA)
sendo CD45RACCR7", T de memodria central (TCM) sendo CD45RACCR7" e células T
de memoria efetora (TME) sendo CD45RACCR7™ (SALLUSTO et al., 2004; SAMJI;
KHANNA, 2017; PITOISET et al., 2018).

Em linhas gerais, as subpopulacGes de células T de memoria efetora e de memoria
central podem ser distinguidas também pelas suas funcdes efetoras, capacidade proliferativa
e migratéria. As TMC, além de expressarem CCR7+ expressam também o CD62L (L-
selectina), CD127+ e CD44"9" s3o produtoras de IL-2 e se proliferam extensivamente,
encontra-se nos linfonodos, bago, sangue e medula 6ssea e apresentam um perfil semelhante
ao de células Th2. As TME e TMERA, por sua vez, sdo menos proliferativas, produtoras de

citocinas efetoras como IFN-y, apresentam elevado perfil de citotoxicidade, ndo expressam
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0 CD62L e podem ser encontradas, além dos tecidos supracitados, no pulméo, no figado, no
intestino, no trato reprodutivo, no rim, no tecido adiposo e no coracdo. Adicionalmente, a
expressdo de um conjunto diferente de receptores de quimiocinas como, por exemplo,
CXCR3 permite que TME e TMERA tenham acesso a tecidos periféricos inflamados
(WILLINGER et al., 2005; MUELER et al., 2012). As células TN, por sua vez, se
caracterizam como linfécitos maduros que recirculam entre érgéos linfoides secundarios e
sangue por meio dos vasos linfaticos, que nunca foram expostas ao antigeno cujo repertorio
diminui ao longo da vida. Aléem do CD45RA e CCRY7, essas células expressam CD62L,
CD31, CD27 e CD28, sendo todos esses marcadores importantes para a posterior interacao
dessa célula com uma célula apresentadora de antigeno (APC). Apos contato com antigenos,
esse subtipo celular se prolifera extensivamente e se diferencia em células efetoras e de
memoria (VAN DEN BROEK; BORGANHS; WIJK, 2018; GALLERANI et al., 2021).
Estudos pontuais descrevem a importancia dos subconjuntos de células CD8+ TCM,
TMERA, TN e TEM em especifico na modulacdo imunoldgica presente na COVID-19. A
partir disso, torna-se notdria a necessidade de que estudos objetivando a compreensdo dos
distintos perfis de resposta imunoldgica estabelecidos pelos subtipos de células T CD8+ e

CD4+ de memoria supracitados na infeccdo pelo SARS-CoV-2 sejam desenvolvidos.
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OBJETIVOS

3.1 OBJEIT1VO GERAL

Investigar os mecanismos imunomoduladores mediados por linfécitos T CD8+ e

CDA4+ naive e de memoria em pacientes recuperados das formas leve e grave da COVID-19.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos grupos controle e individuos
recuperados das distintas formas clinicas da COVID-19 envolvidos no presente
estudo;

v Realizar diagnéstico molecular nos voluntarios inseridos nos grupos de estudo,
através da deteccdo de RNA Viral do SARS-CoV-2 pela técnica de RT-qPCR;

v Realizar diagnéstico soroldgico através da deteccdo de anticorpos especificos ao
SARS-COV-2 IgM/IgG;

v Reconhecer mecanismos celulares relevantes e identificar marcadores de gravidade
na COVID-19 a partir da utilizacao de estimulos por peptideos antigénicos do SARS-
COV-2 através da:

e Caracterizacdo fenotipica das subpopulacBes de células T CD8+ naive, de
memoria central, de memdria efetora e de memoria efetora que reexpressa o
CD45RA através da andlise da expressado das proteinas CD4, CCR7 e CD45RA.



43

Avaliacdo do perfil de ativacdo das distintas subpopulacBes supracitadas pela
expressao do CD137, Ki67 e CD69.

Avaliacgdo da produgdo de citocinas de carater pro-inflamatorias (IL-17, IFN-y e

TNF-a) e regulatéria (IL-10) pelas subpopulagdes supracitadas.
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MATERIAL E METODOS

4 Material e Métodos

4.1 Consideracdes 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) (ANEXO I).

4.2 Delimitacdo dos Grupos de Estudo

Amostras de sangue periférico de vinte e trés pacientes ndo vacinados que
apresentaram sintomas de COVID-19 entre maio de 2020 e maio de 2021 e posteriormente
se recuperaram foram obtidas para a execuc¢do deste estudo. O diagnostico de SARS-CoV-2
foi baseado em RT gPCR para COVID-19 durante a fase aguda e testes soroldgicos de 1gG
(ensaio Euroimmun Anti-SARS-CoV-2, Perkin Elmer Company) realizados ap6s a
recuperacdo. Os voluntarios recuperados da COVID-19 foram distribuidos em 2 grupos
distintos de acordo com as manifestacdes clinicas apresentadas: o grupo de Leve Recuperado
(LR, n = 8) composto por individuos que manifestaram sinais e sintomas leves compativeis
com a infeccdo, ndo necessitando de internagao e o grupo de Grave Recuperado (GR, n = 6)
formado pelos individuos que acometidos pela infecgdo causada pelo SARS-CoV-2
desenvolveram sinais e sintomas mais graves, necessitando, portanto, de internacdo. Para
fins epidemiologicos, dispneia grave, frequéncia respiratoria de 30 ou mais respiracoes por

minuto, saturacéo de oxigénio no sangue de 93% ou menos e infiltrados em mais de 50% do
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pulmdo foram considerados sintomas graves de COVID-19 (WU; McGOOGAN, 2020).
Além disso, um grupo controle saudavel (CTL, n =9) foi incluido. Os voluntarios do grupo
controle foram relatados como assintomaticos nas ultimas 10 semanas, foram negativos pelo
teste certificado de anticorpos SARS-CoV-2 (Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 assay Perkin
Elmer Company) e tiveram um teste RT qPCR negativo para SARS -CoV-2.

Todos os voluntarios apresentaram idade igual ou superior a 18 anos, sendo nédo
gestantes, que ndo fizessem uso continuo de medicamentos e ndo acometidos por doencas
autoimunes (Como, Doenga Celiaca, Diabetes do tipo 1, LUpus Eritematoso Sistémico,
Artrite Reumatoide e Esclerose Multipla). Os participantes da pesquisa foram orientados
sobre a importancia da mesma, assim como sobre 0s riscos de sua participacao e assinaram
0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO II). Ademais, os
voluntarios preencheram um questionario clinico epidemiol6gico contendo dados gerais
somados a informacdes acerca de sua saude bem como aspectos clinicos e laboratoriais

relacionados ao inicio da doenca (ANEXO II1).

4.3 Ensaio de RT gPCR

A técnica de RT gPCR foi realizada como descrito anteriormente por GUERRA-
GOMES et al., 2021. Durante a coleta de amostras de sangue periférico, amostras da
nasofaringe ou orofaringe também foram coletadas com o uso de swab para a extracdo e
isolamento do RNA (QIAprep&amp Viral RNA UM Kit QIAGEN, USA). Tal amostra foi,
portanto, amplificada através da técnica de RT-gPCR (SARS-CoV-2 N1+N2 Assay Kits -
QIAGEN, USA) para a detec¢cdo do material genético do SARS CoV-2 objetivando, assim,
descartar um quadro de infec¢do nos voluntarios pertencentes ao grupo CTL e de reinfeccdo

em voluntarios inseridos nos grupos LR e GR.

4.4 Desenho e Preparo do Pool de Peptideos Antigénicos do SARS-COV-2

Para a determinacdo dos peptideos, identificamos os alelos HLA-classe I/l mais
frequentes na populagéo brasileira, onde foram analisados alguns estudos sobre os alelos
mais representativos em nossa populacdo. Os alelos HLA-classe I/11 mais frequentes entre a
populacdo mundial j& estavam na ferramenta, portanto os alelos de populacgdes isoladas
foram excluidos, isso foi feito visando a alta capacidade dos peptideos de funcionar de forma
mais abrangente. Em seguida, realizamos previsdes de afinidade de ligagéo e antigenicidade
de MHC-I e Il e analisamos a dindmica molecular peptidica dos complexos MHC-I e
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Il/proteina de SARS-CoV-2 mais bem ajustados. Os peptideos CD4 e CD8 especificos do
virus SARS-CoV-2 (nimero da patente: BR 10 2022 005518 1 — ANEXO 1V) foram
sintetizados (GenOne Biotechnologies, Rio de Janeiro, Brasil), liofilizados e armazenados a
-20 °C para posterior analise. Posteriormente, os peptideos foram ressuspensos em H20
(MiliQ) e agrupados em grupos (Pool CoV-2 continha peptideos da proteina spike e
proteinas ndo spike, enquanto Pool Spike CoV-2 continha peptideos apenas da proteina
spike, Tabela 1).

Tabela 1 - Peptideos desenhados e sintetizados para o presente Estudo.

Nome Peptideo Posicio a.a. Fonte
0OFRF1a ILASFSASTSAFVET 476-490 Este estudo
OFRF1b FVDGVPFVVETGYHFER 4726-4741 Este estudo
SPIKE NTD NIDGYFEIYSKEHTPINLY 196-210 STEINHAGEN ef al, 2021
Pool g]:it SPIKE EED ATERFASVYATWNEERIT 344-358 STEINHAGEN et al , 2021
Cov- SPIKE_52 AT QIPFAMOMAYEFN 803007 STEINHAGEN eral, 2021
2 ORF3 KEEWQLALSKGVHEV 66-30 Este estudo
E FYVYSRVENLNSSEV 36-70 Este estudo
M EEITVATSETLEY YK 166-130 Este estudo
OFFE FYSKEWTYIRVGARKSA 41-35 Este estudo

Fonte: Adaptado de CSORDAS et al., 2021.

Para a 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 Andlise (IEDB), conforme descrito
anteriormente (CSORDAS et al., 2018). A predicdo do epitopo do SARS-CoV-2 para as
células T CD4 foi realizada, como relatado anteriormente, usando o algoritmo NetMHClIpan
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 populacdo brasileira é extremamente
heterogénea, tivemos o cuidado de adicionar HLA I e 11 frequentes nessas populagdes, além
das populacdes HLA mais frequentes do mundo. A previsdo 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).
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4.5 Obtencéo do Soro

Para a aquisicdo do soro, as amostras foram coletadas em tubos de coleta a vacuo
sem aditivos e mantidas a temperatura ambiente em estante para tubos de ensaio por, no
minimo, 1 hora para que ocorresse a retragdo do coagulo. Em seguida, os tubos foram
levados para camara de fluxo laminar e o soro transferido para eppendorfs secos e estéreis
devidamente identificados com o codigo do paciente, tipo de amostra e data do
processamento. Por fim, o soro foi mantido por 24h em temperatura de -20°C e
posteriormente transferidos para um freezer -80°C, onde foram mantidos até a utilizacdo para

o teste soroldgico.

4.6 Sorologia para Diagndstico de Anticorpos IgA e 1gG

O teste soroldgico foi realizado utilizando o Kit Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgA ou
IgG (EUROIMMUN a PerkinElmer company — REF. El 2606-9601 G) em amostras
sanguineas de pacientes leves e graves recuperados pela infecgdo com 0 SARS-CoV-2, além
do grupo controle. O teste foi realizado seguindo todas as orienta¢cdes do fabricante, visando
confirmar ou descartar a presenca dos anticorpos contra o COVID-19 nas amostras

coletadas.

4.7 Isolamento de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs)

Aproximadamente 25 mL de sangue periférico dos voluntarios recrutados aqui foram
coletadas em tubos heparinizados para obtengdo de PBMCs, mediante separagdo por
gradiente de densidade (Ficoll Paque™PIus - GE Healthcare, Life Sciences, Pittsburgh, PA,
EUA). Inicialmente, uma dilui¢do 1:1 do volume de sangue coletado com Solucdo Fosfato
Salina (PBS) foi realizada em tubos Falcon estéreis. Em seguida, as amostras diluidas foram,
cuidadosamente, inseridas sobre o Ficoll e posteriormente submetidas a centrifugacéo
(40min, 2000rpm, 20°C). Com isso, 0 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
0 sobrenadante descartado. As células foram mantidas em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
suplementado com antibidticos (penicilina, 200 U/mL,; estreptomicina, 0,1 mg/mL), 1 mM

de L-glutamina (1 mM) e 10% de Soro Bovino Fetal (Sigma-Aldrich). As culturas foram
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estabelecidas em uma concentragdo de 2,5 x 10° células/pogo em placas de 96 pogos em 3
condicdes: células ndo estimuladas (meio), estimuladas com Pool Spike CoV-2 (1ug/poco),
Pool CoV-2 (1ug/pogo) por 16 horas em estufa 5% CO2 a 37°C. Em seguida, foi adicionada
brefeldina-A (1 mg/mL, Sigma-Aldrich) e as amostras foram incubadas sob 5% de CO2 em

incubadora a 37 °C por 4 h.

4.8 Ensaio de Citometria de Fluxo

Apbs as 20h totais de incubacdo das PBMCs isoladas recentemente conforme
supracitado, 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 marcadores de superficie, ja diluidos, conforme titulacdo padronizada na fase de
padronizacdo dos reagentes, num volume final de 40pL foram adicionados. Apds adi¢dao 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 remogéo do
sobrenadante e na sequéncia, agitada para suspeng¢ao das células. Em seguida, 100uL de PBS
e 100uL de solugdo de formaldeido 4% foram adicionados em cada poco de marcagdo
extracelular por 20 min a temperatura ambiente sob abrigo da luz, para a fixacdo da
marcacdo. Apds remover a solucéo de fixacdo por centrifugacdo (8min, 1300rpm, 4°C) e
lavar as células com 150uL de PBS, a permeabiliza¢do celular foi, portanto, realizada,
incubando as células por 10 minutos com Permeabilization Buffer (PB) (0,5% BSA, w/v e
0,5% saponina em PBS) a temperatura ambiente. Apds o processo a placa foi centrifugada
durante 8 minutos (1300rpm, 4°C), o sobrenadante desprezado e as células ressuspendidas.
Em seguida, 40uL da solugdo de anticorpos intracelulares adequadamente diluidos em
solucgéo de PB foi adicionada aos pogos, sendo entdo as amostras incubadas por 45 minutos
a temperatura ambiente. Apos este periodo, 150uL/pogo de PB foi adicionada, a placa foi
centrifugada durante 8 minutos (1300rpm, 4°C) e o0 sobrenadante desprezado.
Posteriormente, 200uL/pogo de solugdo Wash B (PBS/BSA) foi adicionada.

Por fim, o volume final de 200uL/pogo de solugdo contendo as preparacdes celulares
previamente marcadas com os anticorpos monoclonais foi transferido para tubos proprios

para citdmetro de fluxo sendo mantidas a 4°C, ao abrigo da luz para que as fluorescéncias
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ndo fossem perdidas até 0 momento da aquisicdo de dados no citdmetro de fluxo modelo
FACS CANTO Il (BD Biosciences).

4.9 Anticorpos Monoclonais (MABS)

Para a marcacdo extracelular, foram utilizados os seguintes anticorpos da BD
Biosciences: anticorpos de controle de isotipos IgG3-FITC (clone J606, camundongo
BALB/c IgG3, K, cat. 555578) ¢ IgG1-PE-Cy-7 (clone O4-46, IgG1 de camundongo, k, cat.
561316), anti-CD3 conjugado com APC extracelular (clone UCHT1, BALB/c IgGl de
camundongo, K, cat. 555335), anti-CD8 conjugado com PERCP (clone SK1, BALB/c 1gG1
de camundongo, «, cat: 557871), anti-CD8 conjugado com APC (clone HIT8a, Mouse I1gG1,
K, cat: 566852), anti-CD45RA conjugado com FITC (clone: HI100, Mouse 1gG2b, k, cat.
555488), anti-CD45RA conjugado com PECyS5 (clone: HI100, Mouse 1gG2b, k cat. 555490),
anti-CCR7 conjugado com PE (Clone: 150503, Mouse 1gG2a, cat. 560765), PECy7
conjugado anti-CCR7 (Clone: 3D12, Rat IgG2a, «, cat.: 557648), FITC conjugado anti-
CD69 (clone: FN50, Mouse IgG1, «, cat . 555530), APCCy7 conjugado anti-CD-4 (clone
RPA-T4, Mouse IgGl, «, cat: 347314) e APC conjugado anti-CD-137 (Clone: 4B4-1, mouse
BALB/c IgG1, «, cat . 550890).

Para a marcacdo intracelular, por sua vez, os seguintes anticorpos da Thermo Fisher
Scientific e BD Bioscience foram utilizados: FITC conjugado anti-ki67 (clone: 7b11, Mouse
/ 1gG1, K, Cat. 33-4711), anti-IL-10 conjugado com PE (Clone: JES3-9D7, Rat IgG1, cat.
559337), anti-IL-17 conjugado com PE (Clone: SCPL1362, IgG1 de camundongo, k, cat.
560436), anti-TNF-a conjugado com PE (Clone: MADbI1, IgGl de camundongo, K, cat.
554513) e anti-IFN-y conjugado com PECy7 (Clone: B27, IgG1 de camundongo, k , cat.
557643) (Tabela 2).

Tabela 2 — Painel de marcagdo com anticorpos monoclonais para analise de subpopulagdes
de células T CD4+/CD8 + naive e de memoria e seus distintos fendtipos de expresséo.

FITC PE PECY5/PERCP PECY7 APC APCCy7
CD45RA CCR7 CDh8 IFN-y CD137 CD4

CD45RA IL-10 CDh8 CCR7 CD3 CD4
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CD69 IL-17 CD45RA CCR7 CD8 CD4

Ki67 TNF-a CD45RA CCR7 CD8 CD4

Fonte: Autoria Propria, 2023.

4.10 Aquisicado e Analise dos dados por Citometria de Fluxo

Durante a aquisicdo dos dados foram coletados 30.000 eventos (células) sendo os
mesmos analisados usando o software FlowJo v.10.8 (BD, Ashland - EUA). Os limites para
0s marcadores do quadrante foram definidos com base em populac6es negativas (células) e
controles de isotipo. A estratégia de analise usada no software acima foi a seguinte:
Inicialmente, para todas as populacfes estudadas, a identificacdo da populacao celular de
linfocitos foi realizada através do grafico de tamanho versus granulosidade devido ao
conhecimento prévio sobre a localizacdo dessas células. As subpopulacdes de memoria e
células T CD4+ e CD8+ naive foram analisadas quanto a expressdo de marcadores de
superficie e citocinas intracelulares. A estratégia de analise usada para identificar esses
subtipos de células T CD8+ e CD4+ comecou com a selecdo de linfocitos totais, seguido
pela identificacdo da subpopulacdo CD8+ e CD4+ através do grafico de tamanho versus CD8
ou CD4. A partir disso, subpopulacdes de células T CD8+ e CD4+ naive (TN), células T de
memoria central CD8+ e CD4+ (TMC), células T de memoria efetora CD8+ e CD4+ (TME)
e células T CD8+ e CD4+ efetoras que reexpressam CD45Ra (TMERA) foram entdo
identificados, usando o gréfico CCR7 versus CD45RA. Finalmente, a anélise dos respectivos
marcadores de superficie e citocinas foi realizada dentro das subpopulacdes de TN
(CD8+/CD4+CCR7+CD45RA+), TCM (CD8+/CD4+CCR7+CD45Ra-), TEM
(CD8+/CD4+CCR7-CD45Ra-) e TEMRA (CD8+/CD4+CCR7-CD45RA+) (Figura 1).

Figura 1. Dot plots representativos de estratégia de analise utilizada para identificar as
subpopulacdes de linfocitos T CD8+ e CD4+ Naive, TMC, TME e TMERA em amostras de
PBMC
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4.11 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas com auxilio do software GraphPad Prism verséo

8.4.3. Para a comparacdo de multiplos grupos, os testes 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 pés-teste de Dunn) foi utilizada onde apropriado. Para analises

comparativas entre dois grupos, teste T Student ou Mann-Whitney foram usados onde

apropriado. Os resultados foram mostrados como média + erro padrdo de media (SEM). O

intervalo de confianca foi de 95% e os valores foram considerados significativos quando

p<0.05.
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RESULTADOS -

Os resultados dessa tese serdo apresentados em duas partes, sendo o capitulo de
resultados | utilizado para discorrer sobre as células T CD8+ naive e de memdria e 0s
resultados |1 para as subpopulacdes de células T CD4+.

5.1 Caracterizacao clinico-epidemioldgica dos grupos de individuos saudaveis (CTL) e
de pacientes recuperados da COVID-19 em relacdo a género, média de idade,
sintomatologia e comorbidades apresentadas

Para este estudo, recrutamos 23 voluntarios e os distribuimos em trés grupos. No
grupo CTL, 9 voluntarios (4 homens e 5 mulheres) com idade média de 37,22 (+ 9,17) foram
inseridos. O grupo leve recuperado incluiu 8 voluntarios (3 homens e 5 mulheres) com idade
média de 34,75 (x 8,29). Finalmente, 6 voluntarios foram incluidos no grupo grave
recuperado (4 homens e 2 mulheres) com idade média de 38,83 (+ 7,02) (Tabelas 3-5). Nao
foram encontradas diferencas significativas na idade entre os grupos. A maioria dos
voluntarios que manifestaram a COVID-19 leve relataram dor de cabeca, coriza e fadiga
(Tabela 4). Todos os voluntarios do grupo recuperado grave sofreram infiltracdo pulmonar,

baixa saturacdo de oxigénio e dor de cabecga, enquanto quase todos tiveram febre alta,
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taquipnéia e fadiga (Tabela 5). Em relacdo as comorbidades, a obesidade foi uma doenca
crénica significativa observada entre 50% dos casos de COVID-19 recuperados.

Finalmente, os voluntarios foram convidados a se identificarem entre as seguintes
classificagbes étnicas-raciais: branco, pardo, preto, amarelo (asiatico) e indigena (nativo
americano). Os voluntarios que se autodenominaram como pardo e branco compreendiam
47,82% e 43,48%, respectivamente, enquanto os da autoclassificacdo preto e indigenas
compreendiam 4,34% cada. Assim, a demografia do grupo CTL foi classificada como branco
(66,66%), pardo (22,22%) e indigena (11,11%); O grupo leve recuperado foi classificado
como pardo (75%) e branco (25%), enquanto o do grupo recuperado grave foi classificado
como pardo (50%), branco (33,33%) e negro (16,66%). Os detalhes demograficos e clinicos
dos voluntarios sdo mostrados nas Tabelas 3-5.

Tabela 3. Género, Idade e Auto-classificacdo étnico-racial dos voluntarios do Grupo
Controle (CTL)

41D Género Idade Auto-classificacéo

étnico-racial

CTL1 Feminino 47 Branco
CTL?2 Feminino 48 Branco
CLT3 Masculino 47 Branco
CLT4 Feminino 28 Branco
CLT5 Masculino 36 Branco
CLT6 Masculino 22 Pardo
CLT7 Feminino 36 Indigena
CLTS Masculino 40 Branco
CLT9 Feminino 31 Pardo
MEDIA 5F:4M 37.22(9.12)

Fonte: Autoria propria, 2023. *F = Feminino; M = Masculino.

Tabela 4. Género, ldade, Auto-classificacdo étnico-racial, comorbidades e sintomas e
sintomas de voluntarios recuperados leves (Recuperados Leves)

41D Género  ldade Auto-classificacéo

e . Comorbidades Sintomas
étnico-racial

Dor de cabeca, coriza, tosse
Cov3 Masculino 22 Pardo Guillain-Barré com fleuma, obstruc&o nasal,
calafrios e fadiga

Febre (37,5 ° C), dor de
COV5 Feminino 34 Pardo Obesidade cabeca, tosse seca, mialgia,
calafrios, fadiga e anosmia



COV6

COV9

COoV10

Cov1l

COov13

COV15

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

25

40

36

39

48

35

Pardo

Pardo

Branco

Pardo

Branco

Pardo

Obesidade

Hipertensdo

Obesidade

55

Febre (37,5 ° C), dor de
cabeca, coriza, dor de
garganta, dispnéia, diarréia,
fadiga, anosmia e ageusia

Cefaléia, Coriza e Dispnéia

Artralgia e inchago ocular

Febre (38 °C), Dor de
cabeca, Coriza, dor de
garganta, Tosse seca,
Dispnéia, Taquipnéia,
Artralgia, Mialgia, Nausea,
Vémito, Diarréia, Calafrios,
Fadiga, Anosmia e Ageusia

Cefaleia, Tosse seca,
Dispneia, Obstrucdo nasal,
Artralgia, Mialgia, Nausea,

Vomitos, Diarreia, Arrepios,
Fadiga, Inchaco ocular,
Anosmia e Ageusia

Dor de cabega, corrimento
nasal, dor de garganta, tosse
seca, tosse produtiva,
obstrucdo nasal e fadiga

MEDIA

SF:3M

34,75 (+8.29)

Fonte: Autoria prépria, 2023. *C=Celsius; **F = Feminino; M = Masculino.
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Tabela 5. Género, Idade, Auto-classificacdo étnico-racial, comorbidades e sintomas de

voluntarios recuperados graves (recuperados graves)

#ID

Género

Idade

Auto-classificacéo
étnico-racial

Comorbidades

Sintomas

Cov2

COVv4

COvi14

COV16

covi17

Covis

Masculino

Feminino

Masculino

Masculino

Feminino

Masculino

43

38

25

43

40

42

Pardo

Branco

Preto

Pardo

Pardo

Branco

Hipertenséo e
Obesidade

Hipertenséo e
Obesidade

Obesidade

Asma e
Obesidade

Obesidade
(IMC 38.5)

Febre, Baixa saturacdo de
oxigénio no sangue, Dor de
cabeca, Artralgia, Mialgia,

Infiltracdo pulmonar, Néusea,
Diarréia, Fadiga, Taquipnéia,
Inchaco ocular, Anosmia e
Ageusia

Febre, Baixa saturacéo de
oxigénio no sangue, Dor de
cabega, Tosse seca, Tosse com
catarro, Dispneia, Taquipneia,
Mialgia, Vémito, Infiltracéo
pulmonar, Calafrios e Fadiga
Baixa saturacdo de oxigénio no
sangue, Febre, Dor de cabega,
infiltrados pulmonares, Coriza,
Dor de garganta, Tosse seca,
Dispneia, Nausea, Fadiga,
Inchaco ocular e Anosmia
Baixa saturacéo de oxigénio no
sangue, febre, dor de cabeca, dor
de garganta, tosse com sangue,
infiltrados pulmonares, dispnéia e
taquipneia

Febre, Dor de cabeca, Dor de
garganta, Baixa saturagdo de
oxigénio no sangue, Artralgia,
Mialgia, Infiltracdo pulmonar,
Calafrios, Fadiga, Anosmia,
Ageusia e Taquipnéia

Baixa saturacdo de oxigénio no
sangue, Febre, Dor de cabega,
Coriza, Dor de garganta,
Infiltrados pulmonares, Tosse
seca, Dispneia, Obstrugéo nasal,
Taquipneia, Mialgia, Diarreia,
Calafrios, Fadiga, Anosmia e
Ageusia.

MEAN

2F:4M

38.83 (+7.02)

Fonte: Autoria prépria, 2023. *C=Celsius; **F = Feminino; M = Masculino.

5.2 Avaliacéo da frequéncia de subpopulacdes de células T CD8+ naive e de memodria
no grupo CTL e nos distintos grupos de pacientes recuperados da COVID-19

A frequéncia das subpopulagdes de células T CD8+, TN, TMERA, TME e TMC na

cultura de PBMCs oriundas de voluntarios ndo vacinados recuperados da COVID-19 na

auséncia e presenca de peptideos antigénicos do SARS-CoV-2 foi analisada (Figura 2 A-D

e 3). As células TMERA CD8+ no grupo leve recuperado tiveram uma frequéncia menor do
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que os grupos CTL e grave recuperado em amostras ndo estimuladas (Figura 2B). Por outro
lado, as células T CD8+ de memdria central do grupo leve recuperado na presenca de Pool
Spike CoV-2 e nédo estimuladas apresentaram uma frequéncia elevada quando comparadas
aos outros grupos clinicos avaliados (Figura 2D). O grupo leve recuperado também mostrou
uma alta frequéncia de células CD8+ TMC quando estimulado pelo Pool CoV-2 em
comparagdo com o grupo grave recuperado (Figura 2D). As células T CD8+ naive e células
TME CDB8+, por sua vez, ndo apresentaram variagdes de frequéncia em todas as condicoes
clinicas avaliadas em comparagdo com as demais subpopulagdes consideradas (Figuras 2A
e 2C). A distribuicdo por similaridade das subpopulacdes de células TN, TMERA, TME e

TMC CD4+ no sangue periférico de voluntarios encontra-se representada na figura 03.

Figura 2. Frequéncia de células TN, TMERA, TME e TMC CD8+ no sangue periférico de
voluntarios
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Fonte: Autoria propria, 2022. (A) Frequéncia de células TN CD8+. (B) Frequéncia de células TMERA CD8+.
(C) Frequéncia de células TME CD8+. (D) Frequéncia de células TMC CD8+. PBMCs foram coletadas de
individuos inseridos nos grupos controle (n = 9), Leve Recuperado (n=8) e Grave Recuperado (n = 6). As
amostras foram incubadas por 16 horas em 4 condic6es (subgrupos): meio (ndo estimuladas), peptideos Pool
Spike CoV-2 ou peptideos Pool CoV-2. Os dados sdo apresentados como média + epm. Mudltiplos grupos
foram comparados através das analises estatisticas Two-Way Anova (seguido pelo pés-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. Barras de erro mostram a variabilidade dos dados de cada subgrupo. As barras de erro
mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( ) indicam
diferencas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencgas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
**p<0,01). Os simbolos e, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
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respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢des Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-
2. TN, células T naive (CD8+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de memoria efetora reexpressando
CD45RA (CD8+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memoria efetora (CD8+CCR7-CD45RA-); TMC,
células T de memdria central (CD8+CCR7+CD45RA-).

Figura 3. Distribuicdo das subpopulagdes de células TN, TMERA, TME e TMC CD8+ no
sangue periférico de voluntarios representada pelo algoritmo T-distribuido Stochastic
Neighbor Embedding (tSNE)

CTL LEVE GRAVE

MEIO

Pool Spike
CoV-2

|_ Subtipo Celular
M| TMERA

TME
M| mc
BTN
M| Linfécitos

Pool CoV-2

Fonte: Autoria propria, 2022. Visualizagdo Global do tSNE de células T CD8+ naive e de memoria. Graficos
bidimensionais de tSNE (x, y) baseados no agrupamento de linfcitos por frequéncia e similaridade fenotipica
a partir da expressdo de CCR7 e CD45RA entre as subpopulagdes TN (azul), TMERA (verde escuro), TME
(verde claro) e TMC (laranja) foram elaborados. A concatenagdo de dados inter-sujeitos foi realizada. Sendo,
portanto, o arquivo FCS resultante analisado no mddulo FlowJo tSNE para reconstituir tal gréafico
bidimensional Unico que reuniram as semelhancas fenotipicas dessas células imunes entre os individuos dos
grupos CTL (n = 9), Leve Recuperado (n=8) e Grave Recuperado (n = 6).

5.3 Expressdo dos marcadores de ativagdo CD69, CD137 e Ki67 em subpopulagdes de
células T CD8+ de memoria e naive em pacientes recuperados da COVID-19

Investigamos aqui o perfil de producéo dos marcadores de ativacdo, CD69, CD137 e Ki67
em células T CD8+ TN, TMERA, TME e TMC na presenca e auséncia do Pool Spike CoV-2
e Pool CoV-2 (Figuras 4A-D). Em relacdo a expressdo do marcador CD69, o grupo grave
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recuperado demonstrou uma expressdo elevada deste marcador por células T CD8+ naive em
contato com Pool Spike CoV-2 em comparacdo com o grupo leve recuperado (Figura 4A). No
entanto, na presenca de Pool CoV-2, o grupo CTL apresentou maior frequéncia de CD69 em
comparagao ao grupo leve recuperado, padrao também observado em células TMC CD8+ do
mesmo grupo (Figura 4A e 4D). As amostras estimuladas por Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-
2 no grupo grave recuperado apresentaram maior frequéncia de células TMERA CD8+CD69+
quando comparadas ao grupo recuperado leve (Figura 4B). Diferencas significativas na
expressdo do CD69 por células TME CD8+ nédo foram observadas (Figura 4C) (Figura 5).

Figura 4A — D. Perfil de expressdo de CD69 em células TN, TMERA, TME e TMC CD8+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Peixoto et al., 2022. (A) Frequéncia de CD69 em células TN CD8+. (B) Frequéncia de CD69 em células
TMERA CD8+. (C) Frequéncia de CD69 em células TME CD8+. (D) Frequéncia de CD69 em células TMC
CD8+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 4), Leve Recuperado (n = 8) e Grave
Recuperado (n = 4). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condi¢Bes (subgrupos): meio (néo
estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs ndo estimulados foram usados como
controle negativo. Os dados sdo apresentados como média = SEM. Grupos multiplos foram comparados usando
andlise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pos-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida pelo
pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pos-teste de Dunn), quando apropriado. As barras
de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( ) indicam
diferencas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
**p<0,01). Os simbolos e, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
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respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢es Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive (CD8+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de memoria efetora reexpressando CD45RA
(CD8+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memdria efetora (CD8+CCR7-CD45RA-); TMC, células T de
memoria central (CD8+CCR7+CD45RA-).

Figura 5. Subpopulacbes de células T CD8+ expressando CD69 no sangue periférico de
voluntarios
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Fonte: Autoria Propria, 2023. Graficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressdo de CD69
entre células T CD8+ naive e de memoria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condi¢des de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

Em relagdo a expresséo de CD137, as células T CD8+ naive do grupo leve recuperado
apresentaram expressao reduzida de CD137 na auséncia de estimulo em relagcdo aos demais
grupos clinicos avaliados e na presenca de Pool CoV-2 em relagdo ao grupo CTL (Figura
6A). Nas células T CD8+ de memdria efetora, as amostras estimuladas por Pool Spike CoV-

2 no grupo levem recuperado apresentaram uma frequéncia maior de CD137 do que as dos
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grupos CTL e grave recuperado (Figura 6C). Enquanto que nas amostras estimuladas pelo
Pool CoV-2, uma frequéncia maior de CD137 foi apresentada pelo grupo leve recuperado
em comparacgdo apenas ao grupo CTL (Figura 6C). A expressao de CD137 por células TMC
CD8+ no grupo leve recuperado, por sua vez, foi maior em comparagdo com o grupo CTL e
grave recuperado em amostras ndo estimuladas e estimuladas por Pool CoV-2 (Figura 6D)
(Figura 7).

Figura 6A — D. Perfil de expressdo de CD137 em células TN, TMERA, TME e TMC CD8+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de CD137 em células TN CD8+. (B) Frequéncia de CD137 em
células TMERA CD8+. (C) Frequéncia de CD137 em células TME CD8+. (D) Frequéncia de CD137 em
células TMC CD8+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 9), Leve Recuperado (n =
8) e Grave Recuperado (n = 5). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condic¢Ges (subgrupos): meio
(ndo estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs ndo estimulados foram usados
como controle negativo. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Grupos multiplos foram comparados
usando anélise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo p6s-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida
pelo pds-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pos-teste de Dunn), quando apropriado. As
barras de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas (___ )
indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----)
indicam diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais
tracejadas com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado
(*p<0,05; **p<0,01). Os simbolos @, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e
grave, respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢des Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2.
TN, células T naive (CD8+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de memodria efetora reexpressando
CD45RA (CD8+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memoria efetora (CD8+CCR7-CD45RA-); TMC,
células T de memdria central (CD8+CCR7+CD45RA-).
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Figura 7. Subpopulac6es de células T CD8+ expressando CD137 no sangue periférico de
voluntarios
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Fonte: Autoria Propria, 2023. Gréaficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressdo de CD137
entre células T CD8+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condicdes de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

Em linhas gerais, diferencas significativas ndo foram encontradas na frequéncia de
expressdo do Ki67 nas células T CD8+, TN, TMERA, TME e TMC nas distintas condi¢des
clinicas. Apenas as células T CD8+ de Memoria Efetora no grupo Leve Recuperado
demonstraram uma reducéo na frequéncia de Ki67 na presenca do Pool Cov-2 em relagdo as

demais condicOes avaliadas (Tabela 6).
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Tabela 6. Frequéncia de Ki67 em células TN, TME, TMC e TMERA CD8+, incubadas sem
estimulo (Meio) e estimuladas (Peptideos Pool-CoV2 e Spike Pool)

% K167

TN CTL Leve Recuperado Grave Recuperado
MEIO 24,21+29,64 11,45 £ 14,97 21,46 + 21,82
POOL SPIKE CoV-2 7,12+6,92 10,90 + 13,56 5,99 £ 5,50
POOL CoV-2 24,32 £ 25,97 8,90 + 20,25 15,93 + 16,92
TMERA CTL Leve Recuperado Grave Recuperado
MEIO 18,81 + 18,09 11,62 + 11,68 19,31+ 17,93
POOL SPIKE CoV-2 11,2+ 8,60 9,18 £12.45 10,3+ 9,47
POOL CoV-2 22,64 + 23,46 11,55+ 15,22 18,61 + 20,90
TME CTL Leve Recuperado Grave Recuperado
MEIO 27,53 £ 20,81 18,37 + 29,64 38+39,31
POOL SPIKE CoV-2 13,08 £ 8,29 17,09 + 24,63 10,99 + 8,91
POOL CoV-2 28,00 + 22,22 12,97 + 0,828 28,81 + 32,37
TMC CTL Leve Recuperado Grave Recuperado
MEIO 33,07 £30,72 13,37 £ 25,91 41,3 + 33,94
POOL SPIKE CoV-2 9,74 £9,42 15,08 £ 19,72 8,8+5,23
POOL CoV-2 32,8 +24,74 20,87 + 28,64 23,98 + 22,22

Fonte: Autoria propria, 2023. @ Diferencas estatisticas foram observadas no grupo Leve Recuperado entre o
Meio, Pool Spike CoV-2 e o0 Pool CoV-2 (p < 0.05) no marcador de ativacdo Ki-67 em células T CD8+ de
memoria efetora. PBMCs foram coletadas de individuos inseridos nos grupos controle (n = 3), Leve
Recuperado (n = 6) e Grave Recuperado (n = 2). As amostras foram incubadas por 16 horas em 3 condic6es
(subgrupos): meio (ndo estimuladas), peptideos Pool Spike CoV-2 ou peptideos Pool CoV-2. Os dados séo
apresentados como média + SEM.

5.4 Perfil de expressédo das citocinas TNF-a, IFNy, IL-10 e IL-17 e em subpopulagdes
de células T CD8+ naive e de memdria em pacientes recuperados da COVID-19

Para investigar como a cultura de células TN, TME, TMC e TMERA CD8+ foram
estimuladas a produzirem citocinas quando cultivadas com Pool Spike, Pool CoV-2, foram
utilizados os marcadores TNF-o, IFNy, IL-10 e IL-17. Em relacdo a expressao do TNF- a,
as células CD8+ TME do grupo leve recuperado na auséncia de estimulacdo mostraram
producdo aumentada de TNF-o em comparagdo com o grupo CTL (Figura 8C). Uma
frequéncia elevada de TNF-a também foi observada no mesmo grupo ndo estimulado em
comparagdo com o grupo CTL e voluntarios recuperados graves em células CD8+ TMC
(Figura 8D). Por fim, mudangas significativas na expressdao desta citocina ndo foram
demonstradas por células T CD8+ naive e TMERA CD8+ nas condicdes avaliadas (Figura
8 A e 8B) (Figura 9).
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Figura 8A — D. Perfil de expressdo de TNF-a em células TN, TMERA, TME e TMC CD8+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de TNF-a em células TN CD8+. (B) Frequéncia de TNF-a em
células TMERA CD8+. (C) Frequéncia de TNF-a em células TME CD8+. (D) Frequéncia de TNF-o.em células
TMC CD8+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 6), Leve Recuperado (n =7) e Grave
Recuperado (n = 4). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condig¢des (subgrupos): meio (néo
estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs néo estimulados foram usados como
controle negativo. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Grupos multiplos foram comparados usando
anélise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pés-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida pelo
pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pés-teste de Dunn), quando apropriado. As barras
de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( ) indicam
diferencgas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencgas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
**p<0,01). Os simbolos @, ¥ ¢ m representam cada voluntério inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢es Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive (CD8+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de memoria efetora reexpressando CD45RA
(CD8+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memoria efetora (CD8+CCR7-CD45RA-); TMC, células T de
memodria central (CD8+CCR7+CD45RA-).

Figura 9. Subpopulacdes de células T CD8+ expressando TNF-a no sangue periférico de
voluntarios
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Fonte: Autoria Prdpria, 2023. Gréficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressédo de TNF-o
entre células T CD8+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condicdes de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

Uma maior frequéncia de IFN-y em células T CD8+ naive estimuladas por Pool CoV-
2 foi observada no grupo de leve recuperado em comparacdo ao grupo grave recuperado
(Figura 10A). Amostras do grupo grave recuperado estimuladas por Pool Spike CoV-2
tinham niveis mais baixos de células TMERA CD8+ produtoras de IFN-y do que o grupo
leve recuperado e CTL (Figura 10B). Adicionalmente, em células estimuladas por Pool
CoV-2, a expressdo de IFN-y foi maior no grupo leve recuperado do que no grupo CTL
(Figura 10B). As células TME CD8+ estimuladas pelo Pool CoV-2 possuem menor
producéo de IFN-y no grupo grave recuperado em comparagdo com o grupo CTL (Figura
10C). As células TMC CD8+, por sua vez, ndo apresentaram variagdes de frequéncia em
todas as condigdes clinicas avaliadas em relacdo as demais populagdes consideradas (Figura
10D) (Figura 11).
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Figura 10A — D. Perfil de expressdo de IFN-y em células TN, TMERA, TME e TMC CD8+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de IFN-y em células TN CD8+. (B) Frequéncia de IFN-y em

células TMERA CD8+. (C) Frequéncia de IFN-y em células TME CD8+. (D) Frequéncia de IFN-y em
células TMC CD8+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 6), Leve Recuperado (n =
7) e Grave Recuperado (n = 4). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condi¢des (subgrupos): meio
(ndo estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs néo estimulados foram usados
como controle negativo. Os dados sdo apresentados como média = SEM. Grupos multiplos foram comparados
usando andlise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo p6s-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida
pelo pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pds-teste de Dunn), quando apropriado. As
barras de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( )
indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----)
indicam diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais
tracejadas com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado
(*p<0,05; **p<0,01). Os simbolos @, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e
grave, respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢Ges Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2.
TN, células T naive (CD8+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de memoria efetora reexpressando
CD45RA (CD8+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memoria efetora (CD8+CCR7-CD45RA-); TMC,
células T de memoria central (CD8+CCR7+CD45RA-).

Figura 11. Subpopulagdes de células T CD8+ expressando IFN-y no sangue periférico de
voluntarios
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Fonte: Autoria Propria, 2023. Graficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressdo de IFN-y
entre células T CD8+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condi¢des de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

Em relacdo a producdo de IL-10, encontramos frequéncia reduzida de IL-10 em
células T CD8+ naive dos grupos leve e grave recuperado estimulado com Pool Spike-CoV-
2 em comparacdao com o grupo CTL (Figura 12A). O grupo leve recuperado também
apresentou producao reduzida de IL-10 em células CD8+ TMERA, quando estimuladas com
Pool CoV-2 (Figura 12B). Uma maior expressdo de IL-10 por células TMC CD8+ nos
grupos leve e grave recuperado foi observada quando comparada com o grupo CTL na
presenca do Pool Spike CoV-2 (Figura 12D). Celulas TME CD8+ nédo apresentaram
variagdes na frequéncia desse marcador nas distintas condigfes avaliadas (Figura 12C)
(Figura 13).

Figura 12A — D. Perfil de expressdo de IL-10 em células TN, TMERA, TME e TMC CD8+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de IL-10 em células TN CD8+. (B) Frequéncia de IL-10 em

células TMERA CD8+. (C) Frequéncia de IL-10 em células TME CD8+. (D) Frequéncia de IL.-10 em células
TMC CD8+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 9), Leve Recuperado (n =7) e Grave
Recuperado (n = 6). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condi¢des (subgrupos): meio (néo
estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs néo estimulados foram usados como
controle negativo. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Grupos multiplos foram comparados usando
anélise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pés-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida pelo
pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pés-teste de Dunn), quando apropriado. As barras
de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( ) indicam
diferengas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
**p<0,01). Os simbolos e, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢es Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive (CD8+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de meméria efetora reexpressando CD45RA
(CD8+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memoria efetora (CD8+CCR7-CD45RA-); TMC, células T de
memodria central (CD8+CCR7+CD45RA-).



69

Figura 13. Subpopulagdes de células T CD8+ expressando IL-10 no sangue periférico de
voluntarios
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Fonte: Autoria Propria, 2023. Gréficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressao de IL-10
entre células T CD8+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condic¢Oes de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

O perfil de producéo de IL-17 também foi investigado aqui. As células TMERA do
grupo leve recuperado em contato com o Pool CoV-2 mostraram uma reducéo na produgéo
de IL-17 em comparagdo com o grupo CTL (Figura 14A). Uma frequéncia elevada de IL-17
em células TME CD8+ de voluntarios do grupo grave recuperado estimulado com Pool
Spike-CoV-2 foi observada em comparagdo com voluntarios recuperados da forma leve da
doenca (Figura Figura 14C). O mesmo padrdo foi observado em células TMC CD8+ na
presenca de Pool CoV-2 (Figura 14D). Enquanto que as T CD8+ naive ndo apresentaram
alteracdes significativas na expressdo dessa citocina nas condicdes avaliadas (Figura 14A)
(Figura 15).
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Figura 14A — D. Perfil de expressao de IL-17 em células TN, TMERA, TME e TMC CD8+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de IL-17 em células TN CD8+. (B) Frequéncia de IL-17 em

células TMERA CD8+. (C) Frequéncia de IL-17 em células TME CD8+. (D) Frequénciade IL-17 em células
TMC CD8+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 8), Leve Recuperado (n = 7) e Grave
Recuperado (n = 6). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condi¢es (subgrupos): meio (ndo
estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs ndo estimulados foram usados como
controle negativo. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Grupos multiplos foram comparados usando
anélise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pés-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida pelo
pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pés-teste de Dunn), quando apropriado. As barras
de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas (_ ) indicam
diferencgas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencgas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
**p<0,01). Os simbolos @, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢cbes Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive (CD8+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de meméria efetora reexpressando CD45RA
(CD8+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memdria efetora (CD8+CCR7-CD45RA-); TMC, células T de
memoria central (CD8+CCR7+CD45RA-).



71

Figura 15. Subpopulagdes de células T CD8+ expressando IL-17 no sangue periférico de
voluntarios

1‘ POOL SPIKE CoV-2 POOL CoV-2 I
Pk poy - - - T - [
H = b H =
w
~
L]
N W o
: ® L [ s I
L 'y o, o wi
TRl T 7 - ey L A -
W W W W ‘:= Wt o
»
CD8+
1‘ POOL SPIKE CoV-2 POOL CoV-2
H B : =
’
M~
i
i ey
o o .| L .| g .
L < - @ ]° s, a o 1o - FMO
L g " @ @ W 2 —
gl @
CD8+ ' 3os a6
o 077
wiﬂ
4 POOL SPIKE CoV-2 POOL CoV-2
* Jos " i Ton - wTas - -
b B o o N
W
o
™~
- d 1 !
—
- ! — c48 47
e “I o 1° 100
s .
2 > o R - W® o wt
CD8+
4 POOL SPIKE CoV-2 POOL CoV-2
. -
& o as ] = o5
) ]
~ W o
-
A
L @‘ s m &L ﬂ s -
“‘;‘”- "V ’ w ”",”"?" ' w’ w' ‘w: o w ’ W ' '-z:‘ " wt
o —
CD8+

Fonte: Autoria Propria, 2023. Gréaficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressao de IL-17
entre células T CD8+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condi¢des de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.
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6. RESULTADOS II

Os resultados apresentados neste apresentam os resultados referente as subpopulagdes

de células T CD4+ naive e de memoria.

6.1 Avaliacdo da frequéncia de subpopulacdes de células T CD4+ naive e de memodria
no grupo CTL e nos distintos grupos de pacientes recuperados da COVID-19

A frequéncia das subpopulagdes de células T CD4+, TN, TMERA, TME e TMC na
cultura de PBMCs oriundas de voluntarios ndo vacinados recuperados da COVID-19
estimulados por peptideos antigénicos do SARS-CoV-2 também foi analisada no presente
estudo (Figura 16 A-D e 17). Células T CD4+ naive nao estimuladas no grupo leve
recuperado apresentaram frequéncia reduzida em relagdo ao grupo CTL (Figura 16A). Além
disso, uma frequéncia reduzida de células CD4+ TMERA nas amostras estimuladas pelo
Pool Spike CoV-2 do grupo grave recuperado foi observada em comparacdo com o grupo
leve recuperado (Figura 16B). Células TMC CD4+ e células TME CDA4+, por sua vez, nao
apresentaram variagdes de frequéncia em todas as condi¢Ges clinicas avaliadas em
comparacdo com as demais subpopulagdes consideradas (Figura 16C e 16D). A distribuicdo
por similaridade das subpopulacdes de células TN, TMERA, TME e TMC CD4+ no sangue

periférico de voluntarios encontra-se representada na figura 17.

Figura 16 A-D. Frequéncia de células TN, TMERA, TME e TMC CD4+ no sangue
periférico de voluntarios
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Fonte: Autoria prépria, 2022. (A) Frequéncia de células TN CD4+. (B) Frequéncia de células TMERA CD4+.
(C) Frequéncia de células TME CD4+. (D) Frequéncia de células TMC CD4+. PBMCs foram coletadas de
individuos inseridos nos grupos controle (n = 9), Leve Repuperado (n=8) e Grave Recuperado (n = 6). As
amostras foram incubadas por 16 horas em 4 condic8es (subgrupos): meio (ndo estimuladas), peptideos Pool
Spike CoV-2 ou peptideos Pool CoV-2. Os dados sdo apresentados como média £ SEM. Mudiltiplos grupos
foram comparados através das analises 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 (seguigo pelo pds-teste de Dunn)
onde apropriado. Barras de erro mostram a variabilidade dos dados de cada subgrupo. As barras de erro
mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( ) indicam
diferengas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencgas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
**p<0,01). Os simbolos ®, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢cGes Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive; TMERA, células T de memdria efetora reexpressando CD45RA; TME, células T de memdria
efetora; TMC, células T de memoria central.

Figura 17. Distribuicdo das subpopulacgdes de células TN, TMERA, TME e TMC CD4+ no
sangue periférico de voluntarios representada pelo algoritmo T-distribuido Stochastic
Neighbor Embedding (tSNE)
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Fonte: Autoria propria, 2022. Visualizacdo Global do tSNE de células T CD4+ naive e de memdria. Gréficos
bidimensionais de tSNE (X, y) baseados no agrupamento de linfocitos por frequéncia e similaridade fenotipica
a partir da expressdo de CCR7 e CD45RA entre as subpopula¢Ges TN (azul), TMERA (verde escuro), TME
(verde claro) e TMC (laranja) foram elaborados. A concatenacdo de dados inter-sujeitos foi realizada. Sendo,
portanto, o arquivo FCS resultante analisado no modulo FlowJo tSNE para reconstituir tal grafico
bidimensional Gnico que reuniram as semelhancas fenotipicas dessas células imunes entre os individuos dos
grupos CTL (n = 9), Leve Recuperado (n=8) e Grave Recuperado (n = 6).

6.2 Expressao dos marcadores de ativacdo CD69, CD137 e Ki67 em subpopulacdes de
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células T CD4+ de memoria e naive em pacientes recuperados da COVID-19

Este estudo avaliou a expressdo do marcador de ativacdo CD69 por subpopulagdes de
células T CD4+ em todos os grupos (Figuras 18A-D e 19). Amostras estimuladas pelo Pool
CoV-2 no grupo grave recuperado apresentaram maior frequéncia de células TMERA CD4+
quando comparadas ao grupo CTL (Figura 18B). As células TMC CD4+ do grupo leve
recuperado, por sua vez, demonstraram uma reducdo da frequéncia de CD69 em relagdo ao
grupo CTL (Figura 18D). Por fim, diferencas significativas ndo foram observadas na
expressdao do presente marcador por células T CD4+ naive e TME CD4+ em todas as

condigdes avaliadas (Figuras 18 A e 18C).

Figura 18A — D. Perfil de expressdo de CD69 em células TN, TMERA, TME e TMC CD4+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de CD69 em células TN CD4+. (B) Frequéncia de CD69 em
células TMERA CD4+. (C) Frequéncia de CD69 em células TME CD4+. (D) Frequéncia de CD69 em células
TMC CD4+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 4), Leve Recuperado (n = 8) e Grave
Recuperado (n = 4). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condigdes (subgrupos): meio (ndo
estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs ndo estimulados foram usados como
controle negativo. Os dados sao apresentados como média £ SEM. Grupos multiplos foram comparados usando
andlise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pos-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida pelo
pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pos-teste de Dunn), quando apropriado. As barras
de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( ) indicam
diferencas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
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com pontos (-..-) indicam diferencgas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
**p<0,01). Os simbolos ®, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢cbes Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive (CD4+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de memdria efetora reexpressando CD45RA
(CD4+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memdria efetora (CD4+CCR7-CD45RA-); TMC, células T de
memoria central (CD4+CCR7+CD45RA-).

Figura 19. Subpopulagdes de células T CD4+ expressando CD69 no sangue periférico de
voluntarios
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Fonte: Autoria Propria, 2023. Graficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressdo de CD69
entre células T CD4+ naive e de memoria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condi¢des de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

Outro marcador de ativagao investigado aqui foi o CD137+ (Figura 20 A-D e Figura
21). Células T CD4+ naive dos grupos leve e grave recuperado apresentaram uma expressao
elevada de CD137 na presenca de Pool CoV-2 em comparacdo com o grupo CTL (Figura
20A). Uma frequéncia maior de CD137 também foi observada no grupo leve recuperado em
comparagdo com o grupo saudavel por células CD4+ TME em amostras ndo estimuladas
(Figura 20C). No entanto, na presenca do Pool CoV-2, os grupos leve e grave recuperado

apresentaram uma expressdo de CD137 reduzida em comparagdo com o grupo CTL (Figura
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20C). As células TMC CD4+ do grupo grave recuperado, por sua vez, apresentaram uma
frequéncia reduzida de CD137+ na auséncia de estimulacdo quando comparadas aos outros
grupos avaliados (Figura 20D). Enquanto que, uma maior expressdo de CD137 é observada
no grupo leve recuperado em comparagdo com 0 grupo grave em amostras estimuladas por
Pool Spike CoV-2 (Figura 20D). VariacOes na expressdao desse marcador ndo foram
observadas apenas em células TMERA CD4+ em todas as condi¢fes clinicas avaliadas
(Figura 20B).

Figura 20A —D. Perfil de expressdo de CD137 em células TN, TMERA, TME e TMC CD4+

nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria prépria, 2023. (A) Frequéncia de CD137 em células TN CD4+. (B) Frequéncia de CD137 em
células TMERA CD4+. (C) Frequéncia de CD137 em células TME CD4+. (D) Frequéncia de CD137 em
células TMC CD4+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 9), Leve Recuperado (n =
8) e Grave Recuperado (n = 5). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condic¢@es (subgrupos): meio
(ndo estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs ndo estimulados foram usados
como controle negativo. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Grupos multiplos foram comparados
usando analise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pds-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida
pelo pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pds-teste de Dunn), quando apropriado. As
barras de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( )
indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----)
indicam diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais
tracejadas com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado
(*p<0,05; **p<0,01). Os simbolos ®, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e
grave, respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢Ges Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2.
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TN, células T naive (CD4+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de memoria efetora reexpressando
CD45RA (CD4+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memoria efetora (CD4+CCR7-CD45RA-); TMC,
células T de memdria central (CD4+CCR7+CD45RA-).

Figura 21. Subpopulacdes de células T CD4+ expressando CD137 no sangue periférico de
voluntérios
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Fonte: Autoria Propria, 2023. Gréaficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressdo de CD137
entre células T CD4+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condi¢des de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

Em linhas gerais, diferencas significativas ndo foram encontradas na frequéncia de
expressdo do Ki67 nas células TN, TMERA, TME e TMC CD4+ nas distintas condigdes
clinicas (Tabela 7).
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Tabela 7. Frequéncia de Ki67 em células TN, TME, TMC e TMERA CD4+, incubadas sem
estimulo (Meio) e estimuladas (Peptideos Pool-CoV2 e Spike Pool)

% Ki67

TN CTL Leve Recuperado Grave Recuperado
MEIO 19,97+20,35 11,46 + 5,56 15,6 + 18,06
POOL SPIKE CoV-2 9,86+7,53 12,32 £ 7,61 4,77 £ 3,48
POOL CoV-2 21,06 £ 21,57 14,79 £ 10,36 13,39 £ 13,48
TMERA CTL Leve Recuperado Grave Recuperado
MEIO 13,65 + 16,14 11,49 + 7,36 15,79 £ 14,29
POOL SPIKE CoV-2 8,90+7,22 8,78 + 5,77 6,70 £ 8,40
POOL CoV-2 16,72 + 18,06 13,26 + 7,78 15,88 + 15,01
TME CTL Leve Recuperado Grave Recuperado
MEIO 22,80 + 22,77 14,68 + 13,65 17,27 + 20,83
POOL SPIKE CoV-2 10,40+12,60 13,10 £ 14,74 5,45 £ 5,95
POOL CoV-2 21,86 + 22,57 16,27 £ 13,96 12,82 £ 15,16
TMC CTL Leve Recuperado Grave Recuperado
MEIO 28,82 + 22,97 17,23 £ 15,12 15,94 £ 19,47
POOL SPIKE CoV-2 12,63 +12,84 16,32 £ 14,94 4,18 £ 3,15
POOL CoV-2 28,76 + 26,87 19,54 £ 17,19 12,91 + 15,67

Fonte: Autoria prépria, 2023. PBMCs foram coletadas de individuos inseridos nos grupos controle (n = 4),
Leve Recuperado (n = 8) e Grave Recuperado (n = 4). As amostras foram incubadas por 16 horas em 3
condigdes (subgrupos): meio (ndo estimuladas), peptideos Pool Spike CoV-2 ou peptideos Pool CoV-2. Os
dados sdo apresentados como média + SEM.

6.3 Perfil de expressao das citocinas TNF-a, IFNy, IL-10 e IL-17 e em subpopulagdes

de células T CD4+ naive e de memadria em pacientes recuperados da COVID-19

A expresséo de TNF-a por subpopulagdes de células T CD4+ também foi um dos
parametros avaliados aqui (Figura 22 A-D e Figura 23). Amostras oriundas do grupo leve
recuperado, na presenca de Pool Spike CoV-2, apresentaram niveis mais altos de células T
CD4+ naive produtoras de TNF-a do que o grupo CTL e grave recuperado (Figura 22A).
Células TME CD4+ do grupo leve recuperado sem estimulagdo apresentaram producao
aumentada de TNF-o em comparagdo com o grupo CTL e grave recuperado (Figura 22C).
As células TMC CD4+ do grupo leve recuperado na presenca de Pool Spike CoV-2, por sua

vez, apresentam maior expressdo de TNF-a em comparagdo ao grupo CTL (Figura 22D).
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Por fim, ndo foram demonstradas alteracdes significativas na expressao dessa citocina por
células TMERA CDA4+ nas condicOes avaliadas (Figura 22B).

Figura 22A — D. Perfil de expressdo de TNF-a em células TN, TMERA, TME e TMC CD4

+ nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de TNF-a em células TN CD4+. (B) Frequéncia de TNF-a em
células TMERA CDA4+. (C) Frequéncia de TNF-a em células TME CD4+. (D) Frequéncia de TNF-a em células
TMC CD4+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 6), Leve Recuperado (n =7) e Grave
Recuperado (n = 4). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condigdes (subgrupos): meio (ndo
estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs néo estimulados foram usados como
controle negativo. Os dados sdo apresentados como média = SEM. Grupos multiplos foram comparados usando
analise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pos-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida pelo
pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pés-teste de Dunn), quando apropriado. As barras
de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( ) indicam
diferengas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
*#p<0,01). Os simbolos e, ¥ ¢ m representam cada voluntério inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢cbes Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive (CD4+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de meméria efetora reexpressando CD45RA
(CD4+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memoria efetora (CD4+CCR7-CD45RA-); TMC, células T de
memodria central (CD4+CCR7+CD45RA-).
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Figura 23. Subpopulacdes de células T CD4+ expressando TNF-o no sangue periférico de

voluntarios
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Fonte: Autoria Prdpria, 2023. Graficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressdo de TNF-o.
entre células T CD4+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condi¢des de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

Células T CD4+ naive produtoras de IFN-y foram observadas em amostras nao

estimuladas do grupo leve recuperado em comparacao aos demais grupos avaliados (Figura
24A). Entretanto, nas células TMERA, TME e TMC CD4+ ndao foram demonstradas

alteracdes significativas na expresséo dessa citocina em todas as condic¢des avaliadas (Figura

24B-D) (Figura 25).
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Figura 24A — D. Perfil de expressdo de IFN-y em células TN, TMERA, TME e TMC CD4+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de IFN-y em células TN CD4+. (B) Frequéncia de IFN-y em
células TMERA CDA4+. (C) Frequéncia de IFN-y em células TME CD4+. (D) Frequéncia de IFN-y em células
TMC CD4+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 6), Leve Recuperado (n = 7) e Grave
Recuperado (n = 4). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condig¢des (subgrupos): meio (ndo
estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs néo estimulados foram usados como
controle negativo. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Grupos multiplos foram comparados usando
analise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pos-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida pelo
pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pés-teste de Dunn), quando apropriado. As barras
de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas ( ) indicam
diferengas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
*#p<0,01). Os simbolos e, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢cbes Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive (CD4+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de meméria efetora reexpressando CD45RA
(CD4+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memoria efetora (CD4+CCR7-CD45RA-); TMC, células T de
memodria central (CD4+CCR7+CD45RA-).



Figura 25. Subpopulacgdes
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de células T CD4+ expressando IFN-y no sangue periférico de
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Fonte: Autoria Propria, 2023. Graficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expresséo de IFN-y
entre células T CD4+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condi¢des de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

Em relagdo a producdo da citocina regulatoria IL-10, amostras do grupo leve

recuperado ndo estimuladas apresentaram niveis mais altos desta citocina em células T

CD4+ naive do que o grupo CTL (Figura 26A). Adicionalmente, niveis mais elevados de

IL-10 por células T CD4+ naive também foram observados neste mesmo grupo com estimulo

Pool Spike CoV-2 em relagdo ao grupo grave recuperado (Figura 26A). Por fim, ndo foram

demonstradas alteracGes significativas na expressdo dessa citocina pelas células TMERA,
TME, TMC CDA4+ nas condicOes avaliadas (Figura 26B, 26C e 26D) (Figura 27).
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Figura 26A — D. Perfil de expressao de IL-10 em células TN, TMERA, TME e TMC CD4+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de IL-10 em células TN CD4+. (B) Frequéncia de IL-10 em células
TMERA CD4+. (C) Frequéncia de IL-10 em células TME CD4+. (D) Frequéncia de IL-10 em células TMC
CD4+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 9), Leve Recuperado (n = 7) e Grave
Recuperado (n = 6). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condi¢es (subgrupos): meio (ndo
estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs ndo estimulados foram usados como
controle negativo. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Grupos multiplos foram comparados usando
anélise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pés-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida pelo
pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pds-teste de Dunn), quando apropriado. As barras
de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas (___ ) indicam
diferengas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
**p<0,01). Os simbolos e, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢cGes Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive (CD4+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de memoria efetora reexpressando CD45RA
(CD4+CCR7-CD45RA+); TME, células T de memoria efetora (CD4+CCR7-CD45RA-); TMC, células T de
memodria central (CD4+CCR7+CD45RA-).
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Figura 27. Subpopulacdes de células T CD4+ expressando IL-10 no sangue periférico de
voluntarios
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Fonte: Autoria Propria, 2023. Gréaficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressao de IL-10
entre células T CD4+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condi¢des de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.

Por fim, amostras do grupo grave recuperado ndo estimuladas apresentaram niveis
mais altos de células T CD4+ naive produtoras de IL-17 do que o grupo CTL (Figura 28A).
Nos niveis de producdo da IL-17 pelas celulas TMERA, TME, TMC CD4+ ndo foram
observadas alteragdes significativas nas condi¢bes avaliadas (Figura 28B, 28C e 28D)
(Figura 29).
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Figura 28A — D. Perfil de expressao de IL-17 em células TN, TMERA, TME e TMC CD4+
nos grupos CTL, Leve Recuperado e Grave Recuperado
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Fonte: Autoria propria, 2023. (A) Frequéncia de IL-17 em células TN CD4+. (B) Frequéncia de IL-17 em
células TMERA CD4+. (C) Frequéncia de IL-17 em células TME CD4+. (D) Frequéncia de IL-17 em células
TMC CD4+. PBMCs foram coletados de individuos nos grupos CTL (n = 8), Leve Recuperado (n = 7) e Grave
Recuperado (n = 6). As amostras foram incubadas por 16 horas sob 3 condi¢fes (subgrupos): meio (ndo
estimulado), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2. PBMCs ndo estimulados foram usados como
controle negativo. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Grupos multiplos foram comparados usando
analise estatistica Two-Way ANOVA (seguida pelo pos-teste de Tukey) e ANOVA de uma via (seguida pelo
pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido pelo pds-teste de Dunn), quando apropriado. As barras
de erro mostram a variabilidade dos dados para cada subgrupo. As linhas horizontais continuas (____) indicam
diferencgas significativas entre o grupo CTL e Leve Recuperado, as linhas horizontais tracejadas (----) indicam
diferencas significativas entre o grupo Leve Recuperado e Grave Recuperado e as linhas horizontais tracejadas
com pontos (-..-) indicam diferencas significativas entre o grupo CTL e o Grave Recuperado (*p<0,05;
*#p<0,01). Os simbolos e, ¥ ¢ m representam cada voluntario inscrito nos grupos saudavel, leve e grave,
respectivamente, cujas amostras foram inseridas nas condi¢cdes Meio, Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. TN,
células T naive (CD4+CCR7+CD45RA+); TMERA, células T de memoria efetora reexpressando CD45RA
(CD4+CCR7-CD45RA+); TME, células T de meméria efetora (CD4+CCR7-CD45RA-); TMC, células T de
memodria central (CD4+CCR7+CD45RA-).
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Figura 29. Subpopulagdes de células T CD4+ expressando IL-17 no sangue periférico de
voluntarios
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Fonte: Autoria Propria, 2023. Gréaficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressdo de IL-17
entre células T CD4+ naive e de memdria em pacientes recuperados de COVID-19. Os nimeros indicam
porcentagens nos portdes sorteados. Todas as condi¢des de estimulo avaliadas sdo mostradas em colunas.
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7 DISCUSSAO

A memodria imunolégica é uma marca significativa da imunidade adaptativa para
estabelecer uma resposta imune aprimorada e eficaz apos a reinfeccéo, portanto, a presenca
de subpopulacgdes de células T de memaria com fenotipos distintos expande nosso repertorio
imunolodgico, tornando-as um alvo relevante de estudo em COVID- 19 (McGOOGAN.,
2020; CRUZ-TAPIAS; CASTIBLANCO; ANAYA., 2013). No presente estudo, realizamos
andlises das subpopulagdes de células T CD8+/CD4+ naive, TME, TMC e TMERA em
voluntarios saudaveis, recuperados das formas leve e grave da COVID-19, antes do inicio
da vacinacdo, caracterizando-as conjuntamente de forma inédita em relacdo ao perfil de
ativacdo e producdo de citocinas.

Nas infec¢des virais, as células T CD8+ se destacam por mediar a morte das células
infectadas por citotoxicidade, bem como pela secre¢éo de citocinas pro-inflamatérias como
IFN-y e TNF-a. Essas citocinas também estdo presentes no manejo de células imunes
promovidas pelas células T CD4+ para o controle dessas infeccdes (WU; McGOOGAN.,
2020; McGOOGAN., 2020). Dada a sua relevancia, foram avaliadas a frequéncia de células
T naive e subpopulacdes de memoria CD8+ e CD4+ especificas para COVID-19. Em relacédo
as subpopulactes de células T CD4+, observou-se uma reducdo na frequéncia de células
virgens em comparagdo ao grupo saudavel na auséncia de estimulagdo. Em contraste, a
estimulagdo do Pool Spike CoV-2 elevou a frequéncia de células TMERA no grupo
recuperado leve em comparagdo com o grupo grave. Tais resultados podem estar associados
ao fato de que a infeccdo priméria aguda promove uma rapida redistribuicdo das células T
da periferia. As células T virgens se expandem notavelmente e se diferenciam em células T
ativadas antigeno-especificas, como o fenétipo TMERA, caracterizado pela perda dos
receptores de membrana CD28, CD27 e CD127, reexpressao de CD45RA e expressdo de
PD1/CD57 cuja polarizagdo € estimulada devido a carga antigénica cumulativa induzida por
infecc@es virais cronicas ou recorrentes (SALUMETS et al., 2022; LIPSITCH et al., 2020;
LAUER et al., 2020).

ADAMO et al. (2021) demonstraram que pacientes recuperados de casos graves de
COVID-19 apresentavam, apos 6 meses de infeccdo, predominéancia de células TMERA e
reducdo de subpopulactes de células TMC CD8+, corroborando os dados aqui observados
(ADAMO et al., 2022). Em nosso estudo, as células TMERA CD8+ ndo estimuladas

mostraram uma frequéncia maior no grupo recuperado grave do que no grupo recuperado
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leve, enquanto uma frequéncia maior de células T CD8+ TMC foi observada em pacientes
que se recuperaram de casos leves do que graves, independentemente do estimulo. A
presenca marcante de células CD8+ TMERA tem sido associada ao excesso de inflamagao
e condicOes inflamatdrias cronicas, como as que ocorrem em pacientes criticos na fase aguda
do COVID-19, justificando assim o que foi observado em nossas amostras sem estimulagéo
(SALUMETS et al., 2022; ACTIV3/TICO STUDY GROUP., 2022). A polarizacdo das
células da TMC, por sua vez, é favorecida pelo bloqueio da replicacdo do patégeno na fase
aguda da doenca, reduzindo a duracdo da apresentacdo antigénica e da inflamacéo, o que é
corroborado pelo estudo de Salumets et al. (2021), em que a redu¢do da viremia plasmatica
se correlacionou com o aumento do numero de células de memdria, cujo fendtipo
predominante passou a ser CD8+CCR7-CD45RA+CD27+CD28, semelhante ao das células
de memoria central [MUELLER et al., 2013; SALUMETS et al., 2022]. Assim, sugere-se
que a resposta imediata do grupo leve recuperado seja eficaz no controle da replicacéo viral
na doenca sintomatica, favorecendo a geracdo da maior frequéncia de células TMC CD8+
de longa duracéo observadas em nossos resultados.

O perfil de ativagdo das distintas subpopulacdes de células naive e de memoria
também foi avaliado pela analise da expressdo de CD69, CD137 e Ki67. O CD69 é descrito
como um receptor de lectina C tipo Il ligado a membrana, considerado um marcador classico
de ativacdo recente em linfdcitos, devido ao seu rapido aparecimento na superficie dos
linfocitos T. Células T CD8+ naive do grupo leve recuperado avaliados aqui mostraram uma
frequéncia menor de CD69 do que o grupo grave recuperado na presenca de Pool Spike
CoV-2 e, em seguida, o grupo CTL na presenca de Pool CoV-2. Adicionalmente, as células
T de memoéria central CD8+ em contato com o Pool CoV-2 apresentaram menor expressao
de CD69 pelo grupo leve recuperado em comparacao ao grupo CTL. Padréo que se repete
nas células CD4+ da TMC na auséncia de peptideos antigénicos. No entanto, ao considerar
que o CD69 também atua como um importante regulador das respostas imunes,
determinando padr@es de liberacdo de citocinas inflamatorias e a migracdo de linfocitos
ativados, esse resultado reafirma a maneira controlada como o grupo leve conduz a
apresentacdo de antigenos e a diferenciacdo celular (PETRUSHEVSKA et al., 2021). File et
al. (2021) demonstraram maior frequéncia de CD69 em pacientes hospitalizados em
comparacdo com aqueles com doenca leve na fase aguda da doenca, corroborando com
nossos dados em que Pool Spike CoV-2 e/ou Pool CoV-2 estimularam PBMCs de pacientes

recuperados de quadro grave da COVID-19 tiveram maior expressao de CD69 por TMERA
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CD4+ e CD8+, do que os outros grupos. Varchetta et al. (2021) descreveram uma proporcao
aumentada de células T especialmente CD8+ com alta expressdo de CD69 circulante ao
investigar pacientes com COVID-19 grave (VARCHETTA et al., 2021). Essas ceélulas
mostraram um perfil responsivo favoravel a inflamacdo exacerbada e eliminacéo viral
semelhante ao subconjunto TMERA caracterizado por aumento da sensibilidade aos sinais
inatos, agilidade na estruturacéo da resposta ao antigeno e alto perfil citotoxico (QINC et al.,
2020; BRAUN et al., 2020).

O CD137, por sua vez, € caracterizado como um membro da familia TNFR
associado a sinalizacdo coestimulatdria, que regula a proliferacédo e sobrevivéncia de células
T virgens, efetoras e de memoria (MUELLER et al., 2013). O perfil de expressdo desse
marcador por células T CD8+ naive na auséncia de pools antigénicos destacou a capacidade
de células T CD8+ do grupo leve de responder a exposi¢do viral, garantindo ativacéo e
proliferacdo de células T de maneira controlada, evitando o estabelecimento de uma resposta
imune exacerbada. Este grupo apresentou expressdo reduzida de CD137 em relacdo aos
demais grupos nesta condi¢do, bem como na presenca de Pool Spike CoV-2 em que manteve
esta expressdo em relacdo ao grupo CTL (PRIMORAC et al., 2022). As células T CD4+
naive, por sua vez, diante do antigeno, apresentaram maior expressdo de CD137 nos grupos
leve e grave recuperado, na presenca do Pool CoV-2 em relacdo a CTL, sugerindo o papel
deste subtipo celular, que através de sua ativacdo e diferenciacdo coordenara novamente a
resposta imune humoral e celular contra 0 SARS-CoV-2 (PRIMORAC et al., 2022).

KANG et al. (2021), que demonstraram a presenca de células T especificas para
SARS-CoV-2 expressando amplamente CD69+CD137+, altamente sensiveis a estimulos
antigénicos ap6s 8 meses da fase sintomatica da doenca, achado que reforca o aqui
demonstrado (KANG et al., 2021). Uma alta expressdao de CD137 foi demonstrada pelo
grupo leve recuperado em comparagdo com o grupo CTL e grave recuperado em células
TME CDB8+ estimuladas com Pool Spike CoV-2, bem como em células TME CD8+
estimuladas com Pool CoV-2 em relacdo ao grupo CTL. Neste mesmo grupo, as células
TME CD4+ apresentaram maior frequéncia em comparagdo com CTL na auséncia de
estimulagdo. Em contraste, quando estimuladas pelo Pool CoV-2, essas células exibiram
menor expressdo de CD137 nos grupos leve e grave recuperados em comparagao ao grupo
CTL. Nas células TMC CD8+ e CDA4+, por sua vez, observa-se que o grupo leve recuperado
expressa mais CD137 do que o grupo recuperado grave na auséncia de estimulo, bem como

na presenca de Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2, respectivamente. Durante a infec¢do grave
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por SARS-CoV-2, 0 CD137 é considerado um biomarcador de gravidade porque seus niveis
elevados de sua forma solGvel (sCD137) estdo correlacionados com um prognostico
desfavoravel (MUELLER et al., 2013; DE OLIVEIRA-MARQUES, 2022). No entanto, 0
padrdo de expressdo de CD137 pelas células CD8+ e CD4+ da TMC no grupo grave
recuperado com estimulo antigénico pode indicar um mecanismo imunomodulador para
atenuar a resposta inflamatoria na reinfeccéo, dada a correlagcdo da expressdo macica desse
marcador com a doenga grave. Além disso, as células TME CD4+ E CD8+ apresentam niveis
semelhantes de CD137 entre os grupos recuperados leve e grave na maioria das condic¢oes
aqui avaliadas, sugerindo a contribuicdo semelhante desse subtipo de células de memoria
para o controle da doenca justificada por seu fenétipo de acdo imediata que apresenta alta
responsividade a infec¢des sucessivas e que migram amplamente entre os tecidos periféricos
rapidamente (LIPSITCH et al., 2020; TAVUKAVOGLU et al., 2021).

Adicionalmente, a proteina nuclear Ki67 é comumente usada para avaliar a
proliferacdo celular e medir a capacidade proliferativa de células T e células tumorais. A
expressdo de Ki67 € observada sobretudo em células que estdo nas fases S, G2 e M do ciclo
celular, ou seja, nas fases ativas da divisdo celular. Em doengas como infecgdo por HIV,
cancer e doencas autoimunes, o padrdo de expressao de Ki67 em células T € usado para
avaliar expansdo de células T antigeno-especificas (MILLER et al., 2018; IMAIZUMI et al.,
2021; DI ROSA; COSSARIZZA; HAYDAY., 2021). Uma expressdo intensamente
aumentada do Ki67 foi descrita em células de placentas positivas para a COVID-19
danificadas histologicamente, assim como uma elevacao na frequéncia de mondcitos K167+
em casos moderados e graves da doenca também foi observada (KIRATH et al., 2022; DUT
etal., 2022). Linfocitos T CD8+ efetores que expressam Ki67+ extensivamente sao descritos
em doencas inflamatdrias, além disso, a presenca de Ki67 em macrdfagos do Iimen alveolar
e linfocitos intersticiais presentes em infiltrados inflamatérios de pacientes com a COVID-
19 ja foram relatados (KUMAWAT et al., 2013; CARSANA et al., 2020). Nesse sentido, a
presenca da expressao de Ki67 também foi notada em todas as subpopulacdes aqui avaliadas
sem alteracgdes significativas na frequéncia deste marcador entre os subtipos celulares e entre
os distintos grupos avaliados. O aumento na frequéncia de Ki67 em células T CD8+ de
memodria central foi induzido pelo Pool CoV-2 apenas no grupo Leve Recuperado quando
comparado ao grupo ndo estimulado e estimulado pelo Pool CoV-2, indicando um maior

grau de reatividade desse subtipo celular a reexposicdo ao antigeno especifico.
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Tendo em vista o papel das citocinas na fisiopatologia do COVID-19, avaliamos o
perfil de expressdo de TNF-a, IFN-y, IL-10 e IL17 em subpopulactes de células T naive e
de memoria. Avaliando 0 TNF-a expresso por linfécitos T CD4+ no grupo leve recuperado,
observamos que nos estimulos Pool Spike CoV-2, as células T CD4+ naive tiveram uma
expressao maior em comparagcdo com 0s outros grupos, bem como a memoria central em
comparagdo com o grupo CTL. Nas amostras ndo estimuladas do grupo leve recuperado, as
células TMC CD8+ apresentaram elevada frequéncia de TNF-a do que os voluntarios CTL
e grave recuperados, enquanto as células TME CD4+TNF-a+ foram mais proeminentes do
que o grupo CTL apenas. Thieme et al. (2020) demonstraram a presenca de células T de
memoria produtoras de TNF-a de longo prazo em convalescentes de COVID-19 (THIEME
et al., 2020) e nossos achados mostraram uma expressdo pronunciada de TNF-a em
individuos com doenca leve. Esses dados sdo corroborados por Queiroz et al. (2022) que
encontraram niveis séricos mais elevados de TNF-o no grupo leve pos-covid em comparagéo
com o grupo grave recuperado (QUEIROZ et al., 2022). Além disso, a associacdo entre
citocinas do tipo Thl, como IFN-y ¢ TNF-a, eliminagdo viral e COVID-19 leve descrita por
Anbalagan et al. (2022), reforca a capacidade do grupo leve recuperado de gerar uma
resposta efetiva de memoria celular para o controle da infeccdo, contribuindo com sintomas
leves em uma reinfeccdo (ANBALAGAN et al., 2022; QUEIROZ et al., 2022).

O IFN-y ¢ definido como uma citocina inflamatdéria que possui uma atividade
antiviral eficaz. Uma expressdo mais alta dessa proteina também foi observada em células T
CD4+ naive de PBMCs néo estimuladas do grupo leve recuperado. No Pool CoV-2 (para
células CD8+ naive e TME), as PBMC estimuladas do grupo grave recuperado apresentaram
niveis mais baixos de IFN-y em comparacao com as dos voluntarios recuperados de quadros
leves da COVID-19 e/ou CTL. Na infecdo por SARS CoV-2, esta citocina apresenta uma
certa dualidade uma vez que a hiperproducdo de IFN-y e o aumento do stress oxidativo nas
fases iniciais da doenga se correlacionam com casos graves de COVID-19, enquanto a sua
presenca, de forma coordenada, permite uma adaptacdo imunologica para responder
adequadamente contra o virus (LEE; ASHKAR., 2018; DARIF et al., 2021; KANG et al.,
2021). Na presenca de Pool Spike CoV-2, as células TMERA CD8+ do grupo grave
recuperado apresentaram niveis mais baixos de IFN-y em comparacdo com aqueles de
voluntarios do grupo CTL e leve recuperado. No entanto, no grupo leve recuperado,
encontramos maior expressao dessa citocina juntamente com niveis mais baixos de IL-10 e

IL-17 na presenca do pool CoV-2. A IL-10 é caracterizada por uma propriedade
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imunoinibitodria, enquanto a IL-17 tem papéis protetores dependentes do contexto e do tecido
para manter a satude em infec¢bes (ZHAO et al., 2020; VARCHETTA et al., 2021). Assim,
o perfil de citocinas apresentado pela célula T CD8 TMERA do grupo leve recuperado
sugere uma resposta antiviral, na qual a reducdo de IL-10/IL-17 e a prevaléncia de IFN-y
poderiam contribuir para uma maior eficiéncia desta célula no controle a infec¢éo.

Pacientes ndo hospitalizados tém células T CCR7+ especificas para SARS-CoV-2
que secretam IL-10, que também foi avaliada em outras subpopula¢ées (VARCHETTA et
al., 2021). As células T CD4+ naive do grupo leve recuperado mostraram uma expressdo
mais alta de IL-10 nas amostras ndo estimuladas e estimuladas do Pool Spike CoV-2 em
comparagdo com os grupos CTL e grave recuperado, respectivamente. As células T CD8+
naive, por sua vez, apresentam maior expressao de I1L-10 no grupo leve em comparacéo ao
grupo CTL em comparacdo ao grupo grave sob estimulos Pool Spike CoV-2. Esses
resultados sugerem uma atividade coordenada entre células T CD4+ e CD8+ naive no grupo
leve recuperado, a fim de evitar uma resposta inflamatdria exacerbada relacionada a casos
graves da doenga (CRUZ-TAPIA; CASTIBLANCO; ANAYA., 2013; LOWERY; SARIOL;
PERLMAN, 2021). Além disso, as células T CD8+ de memdria central dos grupos leve e
grave recuperados também apresentaram uma expressdo elevada de IL-10 em comparagéo
com o grupo CTL na presenca de Pool Spike CoV-2. Esses resultados sdo apoiados pelo fato
de que esse subtipo celular se assemelha fenotipicamente as células Th2 produtoras de IL-
10 (PENG et al., 2020). Mufoz et al. (2021) demonstraram que em respostas imunes
exacerbadas causadas por infecgdes virais, células com fenétipo semelhante a Th2 que néo
expressam o fator de transcricdo Thet, suprimem fortemente as respostas pré-inflamatorias
de células T naive e de memoria via secre¢do de IL-10 (MUNOZ et al., 2021). Assim, a
elevacdo das células TMC CD8+IL-10+ no grupo leve recuperado na presenca de Pool Spike
CoV-2 pode estar associada a uma alteracdo pro-inflamatoria de longo prazo decorrente da
COVID-19 e a necessidade de controlar essa condicdo em uma reinfec¢do (THIEME et al.,
2020; PRIETL et al., 2022).

A IL-17, descrita como uma citocina responsavel pela diferenciacdo dos linfocitos T
CD4+ para o fenotipo Th17, também foi aqui avaliada conforme mencionado anteriormente
(MECKIF et al., 2020). Em compara¢do com CTL, células T CD4+ naive do grupo grave
recuperado apresentaram maior frequéncia de IL-17 na auséncia de estimulacdo. Voluntarios
do grupo grave recuperado também mostraram uma frequéncia reduzida de 1L-17 em células
TME e TMC CD8+, respectivamente, na presenca de Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. A
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IL-17 tem alta frequéncia em pacientes criticos na fase aguda da doenca, portanto, com base
em nossos achados, pode-se sugerir que essa elevacdo permaneca nesse grupo por um
periodo prolongado (GRIFONI et al., 2020). No entanto, estudos preliminares tém sugerido
maior suscetibilidade a pneumonia secundaria apés infecgdo por influenza A em individuos
sem sinalizacdo funcional do receptor de IL-17, demonstrando assim o efeito protetor dessa
citocina, o que amplia as perspectivas sobre o real papel da IL-17 na pacientes recuperados
de casos graves de COVID-19 (CROWE et al., 2009).
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8 CONCLUSAO

Dado o impacto na saude publica mundial causado pela COVID-19 nos Gltimos trés
anos, a elucidacdo de mecanismos imunoldgicos seguem sendo prioridade na comunidade
cientifica no intuito de aprimorar, desenvolver e aplicar novas estratégias preventivas e
terapéuticas a infeccdo. Dessa forma, no presente estudo foi demonstrada uma distribuicéo
distinta na frequéncia de subconjuntos de células T CD4+ e CD8+ naive e de memdria em
individuos recuperados da infeccdo por SARS-CoV-2. Adicionalmente, também foi
observado que os subtipos TME, TMC e TMERA de células T CD4+ e CD8+ apresentaram
uma resposta heterogénea em relacdo aos marcadores de ativacdo. Interessante, voluntarios
recuperados de doenca leve apresentaram expressao mais pronunciada de TNF-o por
subconjuntos de células T CD4+ e CD8+ enquanto células TMERA CD8+ parecem ter uma
assinatura antiviral devido ao perfil de expressdo de IFN-y, IL-10 e IL-17. Este estudo
contribui para a elucidacao dos papéis desenvolvidos por cada subpopulacao de células T de
memdria durante a reexposicdo antigénica do SARS CoV-2 e sua ac¢do no direcionamento
do desfecho da doenga.

Figura 30. Caracterizacdo Fenotipica das subpopulacdes de células T CD8+ e CD4+ naive,
de memdria central, de memdria efetora e de memoria efetora que reexpressam o
CD45RA
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Legenda: (A) Perfil de Expressdo do CD137, CD69, TNF-a, IFN-y, IL-10 e IL-17 pelas células T CD8+ naive
e subpopulagdes de memdria. No grupo leve recuperado, as células TN reduziram a expressdo do CD137 e CD69
sobretudo na presenga do Pool CoV-2 e Pool Spike CoV-2, respectivamente. Bem como, uma elevagao dos niveis
de IFN-y. As células TMERA apresentaram uma expressdo reduzida de IL-17 na presenca do Pool CoV-2. As
células TME, por sua vez, apresentaram uma elevacdo na expressdo de TNF-a na auséncia de estimulo. Na
presenca do Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2 o presente subtipo celular apresentou elevada expressdo de CD137.
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As células T de memoria central, na presenca do Pool Spike CoV-2 apresentou elevada expressao de TNF- a e IL-
10, assim como uma elevada expressdo de CD137 na auséncia de estimulo e na presenca do Pool CoV-2. No grupo
grave recuperado, um aumento na expressdo de CD137, CD69 e IL-17 foram observados nas células TN quando
estimulados pelo Pool Spike. As células TMERA do grupo grave apresentaram uma elevada expressdo de CD69
na presenca do Pool CoV-2. A célula TMC, na presenca do Pool CoV-2 apresentou expressao reduzida de CD137,
CD69 e uma elevacédo na producdo de IL-17. Finalmente, as células TME apresentaram um aumento da producéo
de IL-17 e da expressdo de CD69, em contrapartida, houve reducdo na expressao do CD137 e do IFN-y na presenca
do Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. (B) Perfil de Expressado do CD137, CD69, TNF-a, IFN-y, IL-10 e IL-17
pelas células T CD4+ naive e subpopulagdes de meméria. No grupo leve recuperado, as células TN na presenca
do Pool CoV-2 e Pool Spike CoV-2 apresentaram expressdo elevada de CD137, IL-10, IFN-y e TNF-a. As células
TMERA néo apresentaram alteragdes significativas. As células TME, por sua vez, apresentaram uma elevagédo na
expressdo de TNF-a na auséncia de estimulo. Na presenga do Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2 o presente subtipo
celular apresentou elevada expressdo de CD137. As células T de memoria central, na auséncia de estimulo
apresentou elevacdo de TNF- a, assim como uma elevada expressido de CD137 na presenca de estimulo. No grupo
grave recuperado, um aumento na expressdo de CD137 e IL-17 foram observados nas células TN. As células
TMERA do grupo grave apresentaram uma elevada expressdo de CD69 na presenga do Pool CoV-2. A célula
TMC, na presenga do Pool Spike CoV-2 apresentou expressdo reduzida de CD137 e CD69. Finalmente, as células
TME apresentaram uma redugdo na expressdo do CD137 na auséncia de estimulo e na presencga do Pool Spike
CoV-2.
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10. ANEXOS

ANEXO I - Parecer de Aprovacao emitido pelo comité de ética em pesquisa do Hospital
Universitario Lauro Wanderley - UFPB
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PEPTIDICOS EM PACIENTES COM COWVID-19

Peaqulzador: Talana Keesen g2 Souza Lima Clements
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ANEXO Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTEO DE BIOTECNOLOGILA
DEFARTAMENTO DE BEIOLOGIA CELULAR E MOLECTLAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDND (TCLE)

TITULO D0 FROJETO: P}".R.'HE’.IPAI;'.ELB DE I!;'ELI.J'L%E D0 SISTEMA IMUNE
NO PADRAO DE PRESPOSTAS PATOGENICAS OU SUPRESS0RAS
DESENCADEADA POR ANTIGEMOS: FPEPTIDICOS EM PACIENTES COM
CONID-19

FESQUISATDMOE A Tatjans Eeesen De Sonza Lima

Estamos convidando vocé para participar como volumntario de wma pesquisa
sobre coromavimas (SARS-Cov-2), responavel pels doenga COVID-19, que & uma
doenca causads por wm microorganismo (Vius) transmitide para o ser humane atraves
de outro ser humano. Mosso objetive com essa pesquisa & gvaliar porque existem
pessoas que ficam mais doentes que as ouras, guando estdo com a COVID-19 e
comparar 8 difsrenca entre elzs; por exemplo, almomss podem tar febre, tosse seca e
fadiFa podendo, alguns individuos, desenvolverem outras manifestacdes climicas a
exemple de congestdo nasal, coriza, vomito, diamreia, perda do paladar (nao sentir gosto)
e perda do olfato (nio sentr cheirg), além de dificuldades respirasorizs. Embora cerca
da maior parte (80%) dac pessoas com sinfomas se recuperem sem 4 Decessidade de
ratamentos especiziz, uma parcela de pacientes apresenta um quadro respirstorio grave
necessitando, portanto, de internacio hospitalar. Pars isto, vamos realizar um estdo do
seu sistemns de defess (Imwumologice), no qual serdo analisadss as celulss gue siao
capazes de defender o organisme conmTa o coronavines (SARS-Cov-I). Iremos observar
um grupo determinado de celulas gue regulam o sistema de defess bumsno e 32 3
presenca dessas ceélulas esta relacionada a capacidade de 2 pessoa desenvolver formas
mais graves da dosnca. Caso aceite participar do esmdo voce devers
permitir & realizacio da coleta do sen sangme. Alem disto, voce devera sutorizar o nosso
acesso 3 sua ficha medica, quando voce teve a doenga COVID-12, para que possamos
coletar informagoes da sus doenga e 0s resultados dos exames realizados. Voce tambem
devera respondsr um questionsrio 3 respeito da sua sande. Quando voce estver
respondendo esse guestionario se alsumsa pergunta he causar constrangimento voce
podera deixar de responds-la.

Vames a seguir, explicar a voce para que wilizaremos ¢ material coletado e os
riscos e desconforto que poderso existir.

Coleta de samgume - Serso coletados, por wma pessoa devidamente einads,
aproximadamente 20 ml do seu sangue; utilizando material esteril & dascartavel. Essa
sangue 30 sera coletado apos 30-45 dias dos sinmis clmices relacionados a COVID-19
desaparecerem. Esse projete possui um carater de acompanhamento dos pacientes
durante 48 messs (4 anos). E importante explicar que, apos a primiera colets do seu
sanmme, precisaremos coletar novamente depods de 90 dias, 180 dias, 12 meses (1 o),
24 meses (2 anos) e 36 meses (3 anos), apos o desaparecimento dos sintomas da
COVID-19. Charmamos 530 de acompanhaments 2o loage do tempo (Jongidinal), e
ele & importante para que a equipe de pesquisa tenha conhecimento sobre possrveis
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alteragdes que o sen sistems de defesa (sistems immmne). possa spressntar ao longo do
tempo. O riscos e desconfortos que voce corTerd messa colefz sSo moinimos & poderio
ser desmaio, sangramentos, manchas amoxeadss ou infecgdo no local da colet
Enfretanto minimiraremos estes rscos com cuidados na realizacio deste procedimento,
que 530 a limpers no local da coleta atraves da utlizagio de slcool & pressionando a
regido do brago onde foi feita 2 coleta com algoddo por alzuns mimitos, apos a retirada
da agulha Com o sangue coletsdo iremos realizsr wn exame laboratorial das celulas do
sen sangue (hemograms e meadidss de marcadores de doenga), para determinar o seu
estado amzl. Destas ceélulas do sangue iremos realizar o esmdo determinando
caracierizticas especificas importantes da dosnca, para estadar seu sistems de defssa
(sistema irmmeldgics), como também faremos wma snalise para confirmar se voce teve
a COVID-12. Todos os procedimentos estario de acordo com a Resolugio do Conselho
Macionzl de Sande (CHS 441711, Art. 1°, itens 2 1T e &§; Portaria M5 2.201/11, Caprtulo
IL Artigos 5° & Caprtulo IT, Artigs 5.

0 material biologico utilizado neste wabalho (sangue periférico) sera utilizado
somente para pesguisa e em sepmda devidaments descartado.

Sus pardcipacio & veluntiria, o gue significa gue voceé poders desistr a
qualguer momento, retirando sen consendmento, sem guwe 3so lhe fraga penhom
prejuizo ou penalidade.

s beneficios da sua pariicipacio nesta pesquisa & gue voos sera informado do
resultado que iremos realizar com & samoestra do sangue coletado.

Vioce tambeém ira confribuir com a busca pela melhoria dos estudos na pesquisa
desza doenca com informagdes que poderio beneficiar o tratamento da doenca e'on da
cura

Carantimos que tedas as informacdes obfdas serio sigilosas e seu nome nio
sera identificado em penbiom momento. O dados serdo guardados em local seguro e 3
divulgagio dos resultades sera feits de forma & nio identificar o vobmtarios.
Cljetivands o carster conSdencial, todos os voluntarios dessa pesquisa sesdo
identificados por codigos, que serdo inseridos oo questionsrio. Assim, ofa) Sr{a) nic
sera identificado em qualquer publicacio qus este esmdo podera resultsr. Caso voce
tenha interesse nos resaltades da pesguiza basta solicitar ao pesquisador responsavel.

Apesar de existiv o fsco de vazamento de dados presentes nos pronfwarios dos
pacientes para forz ds equipe de pesquizs, os dades dos prontusrios & questonarios
aplicados serdo uardsdos em local sesure, conhecide apenas pela equipe envelvida na
pesguisa, mt-mpﬂdzem;hdﬁutepmjem Caranfimos gus sews dados & suas
amoEtras serdo nilizados apenas para este esmudo &, em 5.E§u1-:13 descartados.

Sua participagio nesta p-esqms.a & voluntiris, vocs nde serd Pago por participar
do estudo. Wo entanto, caso vooé tenha alzum gasto que ssja devido a sua participacio
O3 pesquiza, VOCE serd ressarcido, e se voce soffer algum dano comprovadaments
decorrente dests pesquisa, voos tera direito & indenizacio.

O{z) Sria) ficara com wma copia dests documento & em caso de inferesse na
obtencio dos resultados (exames) referentes @ sus amostra sangmines ou de duvidas a
respeito deste estodo basta conmtar a pesquissdora responsavel, Dir* Tatjana Eeasen da
Souza Lima no Centro de Biotscnologia, Departamento de Biologia Celular e
Molecular da Universidade Federal da Paratba, Cidade Universitaria- Jodo Pessoa - PB -
Brazil - CEF: 58051-000 Fone: (23) 32146-7T173 ou ouiro membre ds equips cujo coniate
sera fornecido no local da colets.

Parz esclarecimentos referentes a questdes eficas desta pesquiza o (3)
vohmtirio{s) poderd entrsr em contato com a Comitd de Etica em Pesquiza (CED) da
Universidade Federal da Paraiba (UFFE) localizada no Ceatre de Ciéncias da Sande (1°
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andar / Campus I/ Cidade Universitaria CEP: 58.051-900 - Jodo Pessoa-PB Tel. (33)
3216 7791 email: comitedesticai@ocs ufph br) e'on Comissio Macionsl de Etica em
Pesquisa {COMEP), enderegada na Esplanada dos Ministérios, em Brasilia — DF (CEP:
TO0SE-000: Tel: (81 33155877, e-mail: conepid=mde zov b responsavel por elaborar
& amalizar pormas acerca dos aspectos eficos das pesquisas que eowvolvem seses
bomanos no Brasil slém de coordenar os CEPs das instituigdes.

Conzentimente Livre & Esclarecido

Declaro que compreeadi os objetives desta pesguisa, como ela sera desenvolvida, os
riscos e beneficios emvolvidos, bem como os meus direitos, & concordo partcipar

vohmtadamente do esmdo “PARTICIPACAQ DE CELTLAS DD SISTEMA
IMUNE NO PADEAOD DE RESPOSTAS PATOGENICAS O SUPRESSORAS

DESENCADEADA POR ANTIGENOS PEPTIDICOS EM PACIENTES COM
COVID-197 autorizando o uso do men sangue pars 3 realizacio deste esmudo.

Veluntario: Dt

Voluntario: Dhata:
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ANEXO I11 — Questionario aplicado no recrutamento e para avaliacdo dos parametros
clinicos e epidemiolégicos dos voluntérios da pesquisa.

QUESTIONARIO
| DADOS GERAIS |
HOME: TELEFOMNE:
DATADENASCIMENTO: | | ETNIA: ( ) INDIGENA [ | BRANCO ( ) PARDO
BEXO: ( MASCULING ( ) FEMINING { JAMARELO () PRETO
Eumcipm: FOMA: | |RURAL | | URBANA
NDERECO:
ROFISSAQ:
DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS |
NICIO DOS SINTOMAS: | | FINAL DOS SINTOMAS. | |
PROVAVEL LOCAL DE CONTAGIO:
FACIENTE TEM CONHECIMENTO DE GUEM CONTRAIU A INFECCAO? | | SIM( ) NAD
) FAMILIARES {NIVEL DE PARENTESCO: )
) COMPANHEIRO(A)
) AMIGO{A)

} COLEGA DE TRABALHO

} DESCONHECIDO

PACIENTE FOI HOSPITALIZADO? { } SIM { JNAO
L OCAL DA INTERNACAD:

MICIO DA INTERMACAD: | [ FIM DA INTERNACAD: |/
FOROLOGIA (IghM) CORONAVIRUS: EOROLOGIA (IgG) COROMAVIRUS
1 POSITIVG [ ) MEGATIND } POSITIVG [} MEGATINGD
RT-PCR (DATA DA REALLIZACAD): RT-FCR
! ! } POSITVG () MEGATINGD
[Tomou algum medicamento dutrante a e sim, qual (quais) medicamento [s):
nfecgdo: | ) SIM [ ) NAO
Piualmente toma algum medicamenta? e sim, qual (quais) medicamento [s):
}SIM | ) NAD

COMOREIDADES
COMOREIDADE SIM NAD
DIABETES MELLITUS
INSUFICIENCIA CARDIACA
HIFERTENSAD
INSUFICIENCIA HEPATICA CRONICA
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA
IMUNODEFICIENCIA
ASMA
OBESIDADE

OUTROS:
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SINAIS E SINTOMAS

INTENSIDADE

OBSERVACAD

FEBRE

CEFALEIA

CORIZA

DOR DE GARGANTA

TOSSE SECA

TOSSE COM
CATARRO ESPESS0O

TOSSE COM SANGUE

DIFICULDADE
RESFPIRATORIA

DBSTRUCAD NASAL

TAQUIPNELA

ARTRALGIA

MLALGLA

MAUSEA

VOMITO

DIARRELA

ARREPIDS

FADIGA

INCHACO DCULAR

OUTROS

DATA DE PREENCHIMENTO:

CODIGO DO PACIENTE:

(ASSINATURA DO PESQUISADOR)
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ANEXO IV — Comprovante do Deposito de Patente intitulada “PROCESSO DE
POLlPEPTl’pEo ANTIGENICO DE CORONA:VI'RUS DA SINDROME
RESPIRATORIA AGUDA GRAVE E SUA APLICACAO”

’ "'H L JUWNDD e aamAT
A S Eamace TN

HO1e194TOETI 48

Padido nacional de Invenciio, Modelo de Utildade, Cartificado de
Adicio de Invenclio 8 entrada na fase naclonal do PCT

Mismars & Proosssc: BR 10 2022 005518 1

Dwdos do Dapoaliants (T1)
Depostiants 1 de 1

Moma ou Resllo Sodlel | P08/ ERSIDADE FEDERAL OA PARAEA,
Tips o PasoE Foissa Juiidos
OPFNYONPE 2402477000910
Manionalderie: Fiaouia
Chumiemplle Jorllewr bt (o o Ersins o Pkt
EncRpE Cidata Livivarsitida
Cdardis ol Pasioa
Esindez FE
O 52056500
Pal: Biaw
Tlplisnax (B3] 22167552
FEc
Email: inovaireiora ufph b

E?I" AMENTO Cola sciciecio o smeerds peic smleme Feiconsmenin Elindeecs sm S300001TE S
MBS, Pt ETOI000SILT



Ciados do Pedido

122

Fatorer Pmemie:

Tiiuto da ievenche oe Modein de
LElidade (54]:

Figra & publcar

10 - Fatenbe de Inverclo (F1)

FROCEERD DE FOLIFEFTIDED ANTIGEMICO DE
CORONAYIRUE DA BINDROME REZIFIRATORIA AGUDA GRAVE

E SUAAFLICACRD

: A Imenclo se refere 30 processo caracterzado por peptidecs

antipénicos de ooronavins & sua apicagio. Especificaments, 3
inveriglo 5= refens a um polipeptidio do vins BAR3- Cov-2 (SEQ ID
MO: 1) wisando 4 aplcacio deste po preparn de potencal wacnal
oot & doencs SOATD-19 & outrees doences. Infecciosas s isds,
aidm da preparacio de insumo para disgrdsticn por detecplo de
BARS-CoV-Z, ou preparapio de medicamentos para o traamento
comao antigena de lgacio a anticoma neutraitzante, Bnb: na
madicng humana quanio welsinana.

1

Em‘ﬂqm Esla eoboiiagiio foi ensiacks pebe sitema Petoonaments Ekitnios em TRIAGTID b
1805, Pelicdo STOC00CH04T

Paiiho NXCID01504T, du TNEVET, g 330
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Dados do Inventer (72)

Nomex EARSARA GUMARAES CSORDAS
CPF: 12337780101
Macionaldade: & acwia
Qumifioagho Flslom: Ui
Endeepe: Rua Empreairo Jobo Valded Qongadves. 821, Poral do Sal
Cidade: [obo Passoa
Estado: FE
CEP: 53046515
Pafis: ERASIL
Telulone: (67) 901 543514
Fac
Bmalk tastara guima cscrdas@guad com
Invenior 2 de ©

Nome: TATIANA KEESEN DE SOUZA LIMA
CPF: 07800472668
Macionalidede: & .- v
Qualfioaglio Flslom: 71 cfussce do ensing supeion
Endwap Rua Luzia Sindes Beroln, 101, Awociube
Cldade: obo Pasaou
Estado: 5
CEP; 52035-£30
Pafis; ERASIL
Telalona: (23) 908 220505
Fec
Bmalk f hecsenilcbiotec ulph be
Inventor 3 de 8

PETIC Exte sotciacio fol ermemds pelo saderma Peiconamento Eletrdnico em 20052022 &
O 1808, Puticio STOZ2002504

Petihe STRCOUISMT. & JAALIEDD. pig 308
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Nome: FERNANDO CEZAR COMBERLANG QUEIRDZ DAVIS DOS
EANTOS
CPP: 11061732444

Macicnaldede: = - - .
Quaiflonglio Plelom: £ i to e Gradusgio
Endurege: Fua Bancir Enilon Lucena, 164, Bancinios
Cldade: oio Pasaoa
Estado: 75
CEP: 52051-360
Pl ERASIL
Telatone: (53) 5688 255562
Fac
Bmall: ozt 40 gmad com

Invenior 4 30 &

Nome: REPHANY FONSECA PEIXOTO
CPF: (0732965428
Macionalidede: =« oouiu
Qualifioaglio Plelos: 0ot wdo
Endevego: Fua Hibo Rodngues Fermera, 200 Cuda
Cidade: ol Pasaca
Estado: 5
CEP; 52077125
Pali; ERASIL
Telafona: (53) 981 041705
Fec
Bl Loyfonsecal1@gmad com
Imventor 5 de 8

W £ 2obotacio ot erresds pudo salerrs Piocrnementn Eledrdnico em 23052022 i
0 1808, Peticdo STOZ2002604 !

Potcho MROINI0MT Se JRUGI022 phg 429
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Nome JOSE MARLA BARBOEA FILHO
0P 03857400434
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Major Article

Molecular and clinical epidemiological surveillance of
dengue virus in Paraiba, Northeast Brazil

Isabel Cristing Guerra-Gomes""%, Bruna Macédo Geis!", Rephany Fonseca Peilxoto!",
Camila Alves Oliveira™, Bruna Leal Lima Maciel™, Maria Izabel Ferreira Sarmento'™,
Anmna Stella Cysneiros Pochd™, Jesélio Maria Galvdo Aradjo™, lan Porto Gurgel Amaral®
and Tatjona Soura Lima Keesen"H50

i e gia than [ Ind ey de Bl Cchalar « Bick [1 bk Federad 4a Parehs Indn Possra FH,
Hraml [E] | de [P irac om Ceniro de Binlemslegia, Uniemsdade Fedenal da Paniba, lofo Peossas, PH Bl [3] Pograss
de Pim-d ers Hizdogia | Lk Federal de o Cirande de Morie, Mo, U, Brail [J4) de Mutrigla, L

Fideral de Ko Cirasde de Morie, Mot %, Brol |3 Seordans de Exsdn da Sasde da Parshe, FE Boal

Abstract

Introduction: Despiie being the meos prevalent arbosiml disease worldwide, dengue has been neglected lately. However, recent
epidemics of arbovinuses such o Filka and chikungunya m locations throsghos the world bave alened health mhorities o
these diseases. This siudy evaluaisd the incidence paitern of HFLL: s climical characienstics, and co-circalation of serol
from 2007 o 3013 in Parsiba State, Monheast Brazil. Methods: Data on dengee cases from 2007 10 2005 were extacted from
climical reporis of the Mational System for Notifiahle Diseases [Sirema Mactosal de dgrovas de Nowicarda (SINAN)] of
Brazil prosided by she Paraiba Health Depariment. Reverse trarscripion polymerase chain reaction {RT-PCR) assays for dengue
sepniypes were amied oo on plasma samples obaimed from patients with su.wecla:l dengue. The dain were amalysed wsing
desonpiive sintistics Resulis: According io climical feamres, dengee fever [m= 59,083 [ M0.2%5 )] ond demgme withowt warning signs
= 15,363 (27 7] were the most common clssificaiicns of dengue. On RT-PCE, EMY | was the mosi commaonly idemaified
sepotype (3. 3%) m all vears studied. Co-cirralation of all four DENY serotypes was observed im 2003 and 2014, Farthenmore,
we ohserved an incresse in motificaticns in 3013, possibly due to the rise of Zika and chilengenya. Conclesions: Our
findings suppan the bypothesis thai co-circalation of the foer ENY serofypes may be a reason for the increased prevalence
of severe forms of dengee in the years siudied. This study may contritvse o directing research, kealih policy, and financial
resaurces toward reducing poorly controlled epidemic diseases.

Keywords: DENY serotypes. Molecoar epideminlogy. Arboviruses

INTRODLWCTION

Dengue bas been an endemic disesse in Brazil for many
decades'; however, an unparalleled epidemic of diverse
arbovineses, such & Zilkm and chikungunya, emerged as a new
pabilic healsh risk in 201 5. Even though these arhovineses have:
some wmgee characterisives, they slso share several climical
feabares that make them difficali ie diagnose”.

Among Brazilian simies, Pamaiba has 2 high prevalence
of these arhoviruses. Until 3015, there were no notification
sysiems ahle v distmgaih dengue from fiks and chilbenganya
cimes. Carrently, all coses are notified as suspected dengue and
are only comectly classified after laboratory sests’. Molecalar
surveillance o differentiate these arboviruses is therefore

Carrexponding andear: D Latara Soucs Lo Keesn
w-mail te keoscnsickota aiph ke
Hereved 12 Ociober 2806

Arregivd 14 by 2007

www rshmt.org.br - wew.scielo.brirsbmi

esseniial and should result in infections beimg cormecthy classified
and mesessmeeni of the effecipreness of pablic health approaches,
especially wwards post-imfection climical oulcomes

Demgue vins [DEMY) is one of the meost comman cause of
muaticiny and monaliny® and the most prevalen viral hemorthagic
fewer in masy tropecel countnies. 1t infects approximately 100
million people annually, causing epidemics in wrhan and peri-
urian aress”. Soathessi Asia hasa particularty high dsease bunden;
hissweser, mdhe leat two decades, Lann Amencs and the Carfbbean
have alsn szen considerable exparsion in case numbers®.

Dengue virus is a mssquito-borme vims of the Flavivindae
fanuily and Flvhirne gemes . Hs major veoiors are doches geg,
which prefers resiing in sheliered dark areas inside houses®, and
Awdles mibapdcms, which is not as well adapied 10 erhan domesiic
environmments, prefemng the natural envirosment®.

The illness can be cossed by any of the four DENY semiypes,
DENY 1, DENY 2, DENV 3, and DENY 47, and presents o

1%
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Commespondence I

hoapialy from September, 20LL 8o
August, POLL Aa Ehe asthon wrode,
Jwalent preumococcal  oon|ugate
wxTing [PV became commecially
ralabie for Japanese childeen In
Febiruang 3030, and it was Incorporated
Inta Ehe rowfine Immunizsation
schisdule for children in Aprdl, 3013
Sutzequenty, 13-vakea peumocmeal
conpogatevadne (P81 7 fos repiaced
POS since Movernber, 3013

‘e are concemedw hether seotype
replycerment fad s duronologiclly
obiserved during the study period.
Kitually, based on the systematic
Inerature review and pooled dala
anahyds,” the authors group reporied
tha serobype replacement oocumed in
ajuit pressmocncal prssmonta caes
fediowing the vacciration of children
with PO In fapan, although thene
w2 siqnifiant decreas -1B-1%
5% O -2d6 b -11-5 p<0-001) In
the proporiion of the POV covered
serotypes, there were signiicant
Increases I the propoitions of
SEOy e coered by PO 13 Bt nod by
PO 9006, 3-3-16-4, p=0-003) and
sesnitye covered by PPYQT Dt nod by
PO [+0-4%, 3-6-15-2, pe0u007 )

It shoud be noted that, sinoe
Jume, 2004 the use of PONIZ for
aulls aged €5 years of Dider has
been appioved In japan. Concerning
the wse of POVLE, the UGS Advisony
Commities on mmunkotion Prxtices
has recormmended a doae of POV
Todowed by a dose of PP 3 with mone
thani 1-pear inbervals bebween POV
and PRY' T for adults aged &5 years o
odder " H oweser, aushorities
ol imfectious dissses Rawe not ypet
aiopied this Srabeqy and oniy the use
of PPY23 Is nxommended, dnce the
Introduction of PO and PONLE In
Japan was laber than that of the USA
and other countires! If
serobype replacermment In Japan can
b predicled B0 oo In 2 simliar wary
awith olher countries, the raness
waxxine policy mightt be amended In
th rear future. We would be gratesl
1T te: authors coukd provide comrmenis
on hiow FOR'LT should be Inoorporat ed

sl conyinbenca Vol 1T e AT

b the rouvline |Imrsenltion
ion Hhee: barshy of their study

ey, sincesuch an insight migit alse
be: el Fov other ooontries.
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Guillaim-Barmé syndrome
and arboviral infection
in Brazil

Among the cinkal manifestations
awsociabed with the recent 2l
Intection cuthreak i South &merc
and eisewhens ane rsh, conjunciiviss,
Culliain-Barré syndrome (GES) in
exposed adults, and In the newsom
so-calied congenizal Flka syndrome;
especialy microcephaly " Afber
accumulating epidemiological Sata

from the French Polynesa” outbrel,
attention fas now foomsed on 2ia
Imfection = a Erigger of GBS The
s for 3 specfic, caral asociation
between acule Tika Infection and
subequent GES was strongly made:
43 Indviduals were dagnoaed with
CHE, ofwhom all ad 21 neutralsing
antibodes
Annelles  ‘Wilder-5mith  and
colleagues’  coirectly  highlight
the public health threat posed by
arbovinal dwmse trarsmission bepond
Just Thca infection: South Amerka
shows oo droulation of seweral Jedes
moagquiin- rammsbed dsease, often
with overlapping sy=pioms. In 2HE
the Wational inbermational Heafth
Requiations Focal Foing of Erarll
notised PR HO and'WHD of Inmeased
CHE, wih ['0E cews rsjkbered during
5. In Ehe corfext of Incressed CES
e I Bl over She st LS montis,
attention has focused on Tk 2
b driving infedion! However, In a
coniny with 22 keast nine dirulating
arboviruses, obher wiral
Infections could also be Implicated.
Previcus @se reports describe GAS
following acute dengwe Infection.®
In the Parslba region, we noted that
mial neurdiogy- el CES canes
during the hiesght of the Tk wins
crisis of 3006 did not necemacily
fodiow acute Tlka infecons (bl
Curing 30lb, Fualta sperienced
Q40 chlbungum@and 1277 28a anste
@ses, which were cinkcally notiied
and PCRwerifed. Ower thh same
period, there wene 11 camcendsed
CES cases In the reglon, ten after
chikungurya Infection, twe afber
dengue Infection, and one after Zlia
Infection. (hilosngunya cases tended o
show respiniing musck Imsolement.
Meanwhile i the Sergipe region,
refiermab induded a7 2y e
oid rmanwith CHE whow e diagnosed
wikharube chilungumya by FOR as wel
= a 12-year-old man who wa PR
posdtive for both dulkunguma anddiia
winees and presented with ascending
Maccid paralysis with encephalitis,
sheepiness, and disorientation, with
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The prevaient moded of GBS
axtioiogy Is that the initial host
antimicrobial response 1 through an
Innate, T el independent antody
nepertolre recogniEng the ghycam on
Ipcolgoaxcharides - these amtbodies
then Bind to the giyans on mewve
gangicsides, ospecldly GM1 and
Dla - Many unicnowns
remain b ehcidating the diferential
gyccbioiody of (GBS dven by diferent
pthogens. Disese Inthis setting offers
2 window for characterisstion of the
Fmociation betweers diferent axtovine,
triggen, ifferert ooss reactive tangets,
and diferential pasttems of dexe.
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HPV control and
resistance|in the Middle
East and north Africa

We thank Mural Goltekin and
Batl Atgel’ and  we agree
whoieheartedly with the fact that
isamk countries and coontries
with more conservative sexul

views tased on religion in general,

should Impiement educational
projects In organied
progammes. As we mentioned In
ow orignal Correspondence,” the
organisation of imtervention polcies
based ON awareness CampRigns
be a very effective first step 0 the
control of cewical cancer caused
by HPV. However a point that we
would 2ke to strew once moee & that
acceptance and implementation of
these programmes, and in effect d%0
vacings, can be fxed with aMoutties
bocause of stigmatition that Is based
on refiglows and traditional vaiues.
One fact 0 keep In mingd, & thiet wsing
Turkey a5 3 sucoess story and exampie
Tor the Midde East and north Africa
MENA ) region 2t nge can beaifMcult.
For ome, Turkey Is not a traditionl
Isamic country, a5 was descrided in
the jetter by GURetin and AkglH, but
rather 3 sxulyr and stable progressve
state in whikh #PV and &svacdnation
are becoming a hot medicl topk”®
among the ycunges generation.
However the MENA region Is very
and
dverse and houses coundries with

ihe highest per Gpita ncomes In the
waorld whie ako Being home 0 some

of the most weverely poverty-stricken

www dulexecoonyricion Vi I jaly 2007
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Biological activity of Morita-Baylis-Hillman adduct homodimers e
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Volunteers recovered from mild COVID-19 orchestrate a remarkable
memory T cell response
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ABSTRACT

Memory T cells are essential for long-term immune protection in COVID-19 convalescents. In this study,
naive, effector memory that reexpresses CD45RA (TEMRA), effector memory (TEM), and central memory
(TCM) CD4+ and CD8+ T cells obtained from unvaccinated COVID-19 survivors were exposed to SARS-
CoV-2 Epitope Pools (EP) and evaluated by cytometry flow. Stimuli by EP (Pool Spike CoV-2 and Pool CoV-
2) elicited a higher frequency of CD8+ TCM cells and CD4+ TEMRA cells in the recovered mild group. CD4+
and CD8+ TCM and TEM cells showed heterogeneity in the expression of CD137 and CD69 activation markers
between mild and severe recovered groups. Also, we observed a predominance in CD137 expression by naive
CD4+ and CD8+ cells, TCM, and TEM from the mild recovered group when stimulated with antigenic pools.
Additionality, a higher CD69 expression from the severe recovered group by CD4+ and CD8+ TEMRA cells
was observed under SARS-CoV-2 Epitope Pools. Furthermore, CD4+ and CD8+ naive, TCM, and TEM cell
subsets from recovered mild volunteers had higher expression of TNF-a while the expression partner of IFN-
v, IL-10, and IL-17 point to an antiviral signature by TEMRA CD8+ cells. Our findings highlight the functional
capacities of each memory T cell subpopulation from recovered COVID-19 patients during SARS CoV-2
antigenic reexposure.

Keywords: Immunological Memory. Central memory T cells. Effector memory T cells.
SARS-CoV-2 infection. COVID-19.
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1 Introduction

SARS-CoV-2, the etiologic agent of a potentially severe acute respiratory infection
called Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), has become the target of numerous studies
around the world since it was first reported in December 2019 in Wuhan, China [1,2]. Such
relevance is due to its high transmission capacity and global spread, which has caused a
pandemic over the past two years, responsible for about 671 million cases and 6.84 million
deaths from infection by its different variants worldwide [1,3,4].

COVID-19 clinical manifestations usually range from an asymptomatic profile that
can evolve to respiratory failure associated with more severe disease cases [5,6,7]. The broad
spectrum of clinical forms mentioned above is justified since SARS-CoV-2 is characterized
as a cytopathic virus capable of inducing cellular pyroptosis processes, which exacerbates
inflammation in the respiratory epithelium by attacking cytokines and innate recognition
mechanisms through pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) [8, 9, 10, 11]. At the
same time, CD8+ T cells have a cytotoxic effector phenotype characterized by high
expression levels of molecules associated with potent cytotoxic functions, such as IFN-y,

granzyme B, perforin, and CD107a in the acute phase of the disease, as well as memory
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subpopulations that are generated mainly in patients recovered from SARS-CoV-2 infection
[12]. The presence of memory CD8+ T cells in COVID-19 was evidenced by the observation
that convalescent individuals had protection against reexposure to the virus, and that this
protection was not observed in the absence of CD8+ T cells [13,14].

CD4+ T cells show an increase in the expression of activation and/or exhaustion
markers similar to that observed in CD8+ T cells, in addition to having the ability to
differentiate into a variety of helper cells and effector cells, with the ability to instruct the B
cells, assist CD8+ T cells, recruit innate cells, have direct antiviral activities, facilitate tissue
repair and generate immune memory [15]. Additionally, it is known that patients with CD4+
cells with a prominent IFNy-producing Thl response commonly develop mild/moderate
disease and have accelerated viral clearance. A Th17 phenotype is also cited as a contributor
to the immune response established by CD4+ T cells in COVID-19 patients. In addition,
these can also differentiate into a T CD4+ follicular (Tfh) phenotype, which assists in
developing long-term humoral immunity [16, 17]. Thus, there is a correlation between the
specific responses of CD4+ and CD8+ T cells and the respective stages of the infection,
suggesting the primordial role of these cell subtypes in antiviral surveillance [18].

The relevance of CD4+ and CD8+ T lymphocytes in COVID-19 becomes clear when
we consider that these are long-lived cells capable of producing specific antigens, which is
particularly important for defense against new variants such as Omicron (B.1.1.529). [19,
20, 21, 22]. In addition, it should be noted that subtypes of CD4+ and CD8+ T cells can be
distinguished based on CD45RA and CCR7 expression, as well as their effector functions:
proliferative and migratory naive T cells ( CD45RA+CCR7+), effector memory T cells that
reexpress the CD45RA (TEMRA, CD45RA+CCR7-), central memory T cells (TCM,
CD45RA—-CCR7+) and effector memory T cells (TEM, CD45RA—CCR7-) [23, 24, 25].

This study aimed to investigate immunomodulatory mechanisms mediated by CD4+
and CD8+ T lymphocyte subtypes in patients who recovered from mild and severe forms of
COVID-19. In this context, to evaluate the CD4 and CD8 memory profiles, cytometric
analyses were performed in PBMC samples from healthy individuals and recovered patients
before vaccination before and after stimuli by antigenic peptides of SARS-CoV-2. This study
aimed to investigate immunomodulatory mechanisms mediated by CD4+ and CD8+ T
lymphocyte subtypes in patients who recovered from mild and severe forms of COVID-19,

in the search for markers of differential responses in these clinical forms of the disease.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Ethics Statement

All experiments complied with the relevant regulations, institutional guidelines, and
ethical standards of the Declaration of Helsinki. Informed consent was obtained from all the
enrolled volunteers. This study was approved by the National Commission of Research
Ethics (certificate CAAE: 31354720.0.0000.5188).

2.2 Patients recruitment
This study was conducted from May 2020 to May 2021 in Paraiba, Northeast Brazil.

The study began when the SARS-CoV-2 virus of the original lineage was still circulating
and continued with the alpha and gamma variants being first detected at the end of 2020
(between October and December). This study ended in May 2021, a few days after the delta
variant was identified for the first time in Brazil (April 26, 2021) [26, 27]. It is worth noting
that all individuals recruited in this research had not been vaccinated with any dose of the
COVID-19 immunizations available in Brazil. Twenty-three volunteers were assigned into
one of the groups: health individuals (HC, n=9), mild COVID-19 (n=8) or severe COVID-
19 (n=6). The SARS-CoV-2 diagnosis was based on RT gPCR for COVID-19 during the
acute phase and IgG serological tests (Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 assay, Perkin Elmer
Company) after recovery. The recovered COVID-19 volunteers were assigned to either the
Mild Recovered (patients who did not need hospitalization, n = 8) or Severe Recovered
group (patients who presented severe pulmonary symptoms and required hospitalization, n
= 6). For epidemiologic purposes, severe dyspnea, respiratory rate of 30 or more breaths per
minute, blood oxygen saturation of 93% or less, and infiltrates in more than 50% of the lung
were considered severe symptoms of COVID-19 [28]. In addition, a healthy control group
(HC, n =9) was included. Volunteers in the HC group were reportedly asymptomatic for the
last 10 weeks, were negative by certified SARS-CoV-2 antibody test (Euroimmun Anti-
SARS-CoV-2 assay Perkin Elmer Company) and had a negative RT qPCR test for SARS-
CoV-2. Whole blood for flow cytometry analysis was collected in sodium heparin-coated
vacutainers tubes and gently agitated. The blood samples were processed on the day of
collection.

2.3 RT gPCR assay
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Quantitative real-time PCR (RT qPCR) was performed as described previously [29]
at the time of sample collection for flow cytometry experiments. This procedure was
essential to ensure that no SARS-CoV-2 infection or reinfection occurred in the HC and
recovered volunteers. The RNA isolated from nasopharyngeal or oropharyngeal swabs was
extracted (QlAprep&amp Viral RNA UM Kit, QIAGEN, USA) and amplified by one-step
RT qPCR (SARS-CoV-2 N1+N2 Assay Kits, QIAGEN, USA).

2.4 Design and Preparation of SARS-CoV-2 Epitope Pools (EP)

Two EP were prepared as described elsewhere [30]: Pool CoV-2 contained peptides
from the spike and non-spike proteins, whereas Pool Spike CoV-2 contained peptides from

the spike protein only.

2.51solation of plasma

Plasma samples were collected after centrifugation of whole blood at 400 x g for 10 min
at room temperature (25 °C). The undiluted plasma was then transferred to cryotubes,
aliquoted, and stored at -80 °C for subsequent analysis.

2.6 Isolation of PBMCs

PBMC from HC and volunteers who had recovered from COVID-19 were obtained
from heparinized venous blood using density gradient centrifugation (Ficoll-Paque ™ Plus,
GE Healthcare, Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA). PBMC were centrifuged for 40 min at
400 x g and washed three times with phosphate-buffered saline (PBS) before counting.
PBMC were maintained in RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) supplemented with antibiotics
(penicillin, 200 U/mL; streptomycin, 0.1 mg/mL), 1 mM L-glutamine (1 mM), and 10%
heat-inactivated AB Rh+ human serum (Sigma-Aldrich), hereafter referred to as medium.
Cultures were set up at a concentration of 2.5 X 10° cells in 96-well plates in the presence
or absence of SARS-CoV-2 antigens. The cells were incubated under 5% CO: in an
incubator at 37 °C for 16 h. Next, brefeldin-A (1 mg/mL, Sigma-Aldrich) was added and the

samples were incubated under 5% CO- in an incubator at 37 °C for 4 h.

2.7 Flow cytometry assay
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Briefly, freshly isolated PBMC were plated at 2.5 x 10° cells per well in a 96-well U-
bottom plate. Cocktails of Antibodies for extracellular staining were added and incubated
for 30 min at 4 °C. For extracellular staining, the following antibodies from BD Biosciences
were used: 1gG isotypes control antibodies 1gG3-FITC (clone J606, mouse BALB/c 1gGs, ,
cat. 555578) and 1gG1-PE-Cy-7 (clone O4-46, mouse 1gG1, «, cat. 561316), extracellular
APC conjugated anti-CD3 (clone UCHT1, mouse BALB/c IgGy, «, cat. 555335), PERCP
conjugated anti-CD8 (clone SK1, Mouse BALB/c IgG1, «, cat: 557871), FITC conjugated
anti-CD45RA (clone: HI100, Mouse 19G2b, k, cat. 555488), APC conjugated anti-CD45RA
(clone: HI100, Mouse IgG2b, k cat. 550855), PE-conjugated anti-CCR7 (Clone: 150503,
Mouse 19gG2a, cat. 560765), PECy7 conjugated anti-CCR7 (Clone: 3D12, Rat IgG2a, «, cat.:
557648), FITC conjugated anti-CD69 (clone: FN50, Mouse IgG1, k, cat. 555530), APCCy7
conjugated anti-CD-4 (clone RPA-T4, Mouse IgGl, «, cat: 347314) and APC conjugated
anti-CD-137 (Clone: 4B4-1, mouse BALB/c 1gG, k, cat. 550890). After incubation with
antibodies for 30 min at 4 °C, the cells were washed with 150 uL of PBS. The plate was
centrifuged (8 min, 244 x g, 4 °C), the supernatant was removed, and 100 uL of 4%
formaldehyde and 100 uL of PBS were added to the wells. The plate was incubated at room
temperature (25°C) for 20 min to fix the extracellular staining. After centrifugation (8 min,
244 x g, 4 °C), the supernatant was discarded, and the samples were re-washed with 150 uL
of PBS. The plate was centrifuged yet again (8 min, x g, 4 °C), and the supernatant was
discarded. For intracellular staining, the cells were permeabilized with 150 pL of
permeabilization buffer (0.5% wi/v bovine serum albumin (BSA) and 0.5% w/v saponin in
PBS) for 10 min at room temperature (25 °C). After centrifugation (8 min, 244 x g, 4 °C),
the supernatant was removed, and intracellular staining was performed. For intracellular
staining, the following antibodies from Thermo Fisher Scientific and BD Bioscience were
used: PE-conjugated anti-1L-10 (Clone: JES3-9D7, Rat IgG1, cat. 559337), PE-conjugated
anti-IL-17 (Clone: SCPL1362, Mouse IgGl, «, cat. 560436), PE-conjugated anti-TNF-a
(Clone: MADbI11, Mouse IgGl, «, cat. 554513) and PECy7 conjugated anti-IFN-y (Clone:
B27, Mouse IgG1, «, cat. 557643). All antibodies were used according to the manufacturer's
instructions. The plate was then incubated for 45 min at room temperature (25 °C) and 150
uL of permeabilization buffer was added. After centrifugation (8 min, 244 x g, 4 °C) the
supernatant was removed. Finally, 200 uL of wash B (PBS/BSA) was added, and the samples

were transferred to fluorescence-activated cell sorting (FACS) tubes and maintained at 4 °C.
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At least 70,000 gated events were acquired using FACS CANTO Il (BD Biosciences) and
analyzed using the FlowJo v.10.8 software (BD, Ashland - USA).

2.8 Flow Cytometry data analysis

All parameters evaluated on memory T cells were analyzed using FlowJo software
v.10.8 (BD, Ashland - USA). Limits for the quadrant markers were set based on negative
populations (cells) and isotype controls. The analysis strategy was as follows: for all the cell
populations studied, lymphocytes were identified through the graph of size versus
granularity due to prior knowledge about the characteristics of these cells. Then, the
subpopulations of memory and naive CD4+ and CD8+ T cells were analyzed for the
expression of surface markers and intracellular cytokines. The analysis strategy used to
identify memory and naive subtypes of CD4+ and CD8+ T cells started with the selection of
total lymphocytes, followed by identifying the CD4+ or CD8+ subpopulation through the
size graph versus CD4 or CD8. Then, subpopulations of naive CD4+ and CD8+ T cells (TN),
CD4+ and CD8+ central memory T cells (TCM), CD4+ and CD8+ effector memory T cells
(TEM), and CD4+ and CD8+ effector memory T cells that reexpress CD45RA (TEMRA)
were then identified, using the CCR7 versus CD45RA plot. Finally, the analysis of the
respective surface markers and cytokines was performed within the subpopulations of TN
(CD4+/CD8+CCR7+CD45RA+),  TCM  (CD4+/CD8+CCR7+CD45RA-), TEM
(CD4+/CD8+CCR7-CD45RA-) and TEMRA (CD4+/CD8+CCR7-CD45RA+) (Figure 1A).

2.9 Statistical analysis

Multiple comparisons were performed using two-way ANOVA and Tukey’s post-
hoc test or one-way ANOVA and Tukey’s post-hoc test. In addition, if the data were not
normally distributed, Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple comparisons test was performed.
Differences were considered statistically significant at p < 0.05. Statistical analyses were

performed using GraphPad Prism 8.4.3.

3 RESULTS

3.1 Characteristics of HC, Mild Recovered, and Severe Recovered volunteers

For this study, we recruited 23 volunteers and distributed them into three groups. In the
HC group, 9 volunteers (4 male and 5 female) with a mean age of 37.22 (£9.17) were
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enrolled. The Mild Recovered group included 8 volunteers (3 male and 5 female) with a
mean age of 34.75 (£8.29). Finally, 6 volunteers were enrolled in the Severe Recovered
group (4 male and 2 female) with a mean age of 38.83 (£7.02) (Table 2—4). No significant
differences in age were found between the groups. Most volunteers who experienced mild
COVID-19 reported headaches, runny noses, and fatigue (Table 3). All volunteers in the
severe recovery group experienced pulmonary infiltration, low oxygen saturation and
headache, whereas almost all had high fever, tachypnea and fatigue (Table 4). Regarding
comorbidities, obesity was a significant chronic disease observed among 50% of the
recovered COVID-19 cases.

Finally, volunteers were asked to self-identify among the following ethnic—racial
classifications: white, brown, black, yellow (Asian), and indigenous (Native American).
Volunteers who self-classified as brown and white comprised 47.82% and 43.48%,
respectively, whereas those of black and indigenous self-classification comprised 4.34%
each. Thus, the demographic of the HC group was white (66.66%), brown (22.22%), and
indigenous (11.11%); that of the Mild Recovered group was brown (75%) and white (25%),
whereas that of the Severe Recovered group was brown (50%), white (33.33%), and black

(16.66%). The demographic and clinical details of the volunteers are shown in Tables 2—4.

Table 2. Gender, age and ethnic-racial self-classification of healthy control volunteers
(HC)

Ethnic-racial self-

#Code Gender Age classification
CTL1 Female 47 White
CTL?2 Female 48 White
CLT3 Male 47 White
CLT4 Female 28 White
CLTS5 Male 36 White
CLT®6 Male 22 Brown
CLT7 Female 36 Indigenous
CLT8 Male 40 White
CLT9 Female 31 Brown
MEAN 5F:4M 37.22(+9.12)

*F = Female; M = Male

Table 3. Gender, age, ethnic-racial self-classification, comorbidities and symptoms of mild
recovered volunteers (Mild Recovered)
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#Code

Gender

Ethnic-racial self-
classification

Comorbidities

Symptoms

COov3

COV5

COV6

COV9

COoV10

Cov1l

Cov1is

COV15

Male

Female

Male

Male

Female

Female

Female

Female

22

34

25

40

36

39

48

35

Brown

Brown

Brown

Brown

White

Brown

White

Brown

Guillain-Barré

Obesity

Obesity

Hypertension

Obesity

Headache, Coryza, Cough
with phlegm, Nasal
obstruction, Chills, and
Fatigue

Fever (37.5 °C), Headache,
Dry cough, Myalgia, Chills,
Fatigue, and Anosmia

Fever (37.5 °C), Headache,
Coryza, Sore throat,
Dyspnea, Diarrhea, Fatigue,
Anosmia, and Ageusia

Headache, Coryza, and
Dyspnea

Arthralgia and eye swelling

Fever (38 °C), Headache,
Coryza, sore throat, Dry
cough, Dyspnea, Tachypnea,
Arthralgia, Myalgia, Nausea,
Vomiting, Diarrhea, Chills,
Fatigue, Anosmia, and
ageusia

Headache, Dry cough,
Dyspnea, Nasal obstruction,
Arthralgia, Myalgia, Nausea,
Vomiting, Diarrhea, Chills,

Fatigue, Eye swelling,

Anosmia, and Ageusia

Headache, Runny nose, Sore
throat, Dry cough,
Productive cough, Nasal
obstruction, and Fatigue

MEAN

5F:3M

34,75 (+8.29)

**F = Female; M = Male
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Table 4. Gender, age, ethnic-racial self-classification, comorbidities and symptoms of severe
recovered volunteers (Severe Recovered)

#Code Gender Age Ethnic-racial self-

classification Comorbidities Symptoms

Fever, Low blood oxygen
saturation, Headache, Arthralgia,
Hypertension Myalgia, Lung infiltrate, Nausea,
cov2 Male 43 Brown and Obesity Diarrhea, Fatigue, Tachypnea,
Eye swelling, Anosmia, and
Ageusia

Fever, Low blood oxygen
saturation, Headache, Dry cough,
. Hypertension Cough with phlegm, Dyspnea,
cova Female 38 White and Obesity Tachypnea, Myalgia, Vomiting,
Lung infiltrate, Chills, and
Fatigue
Low blood oxygen saturation,
Fever, Headache, Lung infiltrates,
Covi14 Male 25 Black Obesity Runny nose, Sore throat, Dry
cough, Dyspnea, Nausea, Fatigue,
Eye swelling, and Anosmia
Low blood oxygen saturation,
Asthma and Fever, Head_ache, Sore throat,
COV16 Male 43 Brown Obesit Cough with blood, Lung
y . e
infiltrates, dyspnea, and
Tachypnea

Fever, Headache, Sore throat,
Low blood oxygen saturation,
Avrthralgia, Myalgia, Lung
covly Female 40 Brown infiltrate, Chills, Fatigue,
Anosmia, Ageusia, and
Tachypnea

Low blood oxygen saturation,
Fever, Headache, Runny nose,
Sore throat, Lung infiltrates Dry
cough, Dyspnea, Nasal
obstruction, Tachypnea, Myalgia,
Diarrhea, Chills, Fatigue,
Anosmia, and Ageusia.

Obesity

covis Male 42 White (IMC 38.5)

MEAN  2F:4M 38.83 (+7.02)

**F = Female; M = Male

3.2 Mild unvaccinated recovered patients had differences in frequencies of naive and
memory CD4 and CD8 T cells subpopulations

Analysis of PBMC from unvaccinated volunteers revealed that TEMRA CD8+ cells
in the mild recovered COVID-19 group had a lower frequency than the severe groups for
unstimulated samples (Figure 1B-I1). In contrast, frequency of central memory CD8+ T cells
in the mild recovered group was higher in pool spike and non-stimulated than in the other

groups (Figure 1B-1V). Finally, the mild recovered group also showed a higher frequency of
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CD8+ TCM cells when stimulated by Pool CoV-2 compared to the severe recovered group
(Figure 1B-1V).

Unstimulated naive CD4+ T cells in the mild recovered group, in turn, showed a
reduced frequency compared to the HC group (Figure 1C-I). Spike CoV-2 stimulated
samples from the severe recovered group to have a reduced frequency of CD4+ TEMRA
cells compared to the mild recovery group (Figure 1C-I1). Naive CD8+ T cells, TCM CD4+
cells, CD8+ and CD4+ memory effectors T cells, in turn, showed no frequency variations in
all clinical conditions evaluated (Figures 1B-I, 1B-I1l, 1C- Il and, 1C-1V) (Supplementary
Figure 1 and 2).
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Fig. 1. Analysis of Naive, TEMRA, TEM, and TCM CD4+ and CD8+ cells frequency. (A) Analysis
Strategy used to identify subpopulations of CD4+ and CD8+ Naive, TEMRA, TEM, and TCM lymphocytes in
PBMC samples. (1B — 1, 1, I1l and 1V) Frequency of CD8+ T cell subsets. (1C — I, II, 1l and 1V) Frequency
of CD4+ T cell subsets. PBMCs were collected from individuals in the HC (n = 9), mild CoV (h = 8), and
severe CoV (n = 6) groups. Samples were incubated for 16 hours under three conditions (subgroups): medium
(unstimulated), Pool Spike CoV-2 peptides, and Pool CoV-2 peptides. Unstimulated PBMCs were used as the
negative control. Data are presented as mean £ SEM. Multiple groups were compared using Two-Way
ANOVA (followed by Tukey's post-test), one-way ANOVA (followed by Tukey's post-test) or Kruskal-Wallis
test (followed by Dunn's post-test). The continuous horizontal lines () indicate significant differences
between the HC and Mild CoV group, dashed horizontal lines (----) indicate significant-differences between
the Mild Cov and Severe CoV group, and dashed horizontal lines with dots (---) indicate significant differences
between the HC group and the Severe CoV (*p<0.05; **p<0.01). The symbols ® ¥ and m represent each
volunteer enrolled in the healthy, mild, and severe groups whose samples were inserted in Medium, Pool Spike
CoV-2, and Pool CoV-2 conditions. TCM, central memory T cells; TEM, effector memory T cells; TEMRA,
effector memory T cells reexpressing CD45RA.

3.3 Heterogeneity in the expression of CD137 and CDG69 activation markers by memory
T cell subtypes between unvaccinated mild and severe recovered groups

This study evaluated the expression of activation marker CD137 in healthy
individuals and patients who recovered from COVID-19 infection. The recovered naive
CD8+ T cells from the mild group showed a reduced expression of CD137 in the absence of
stimulation in comparison to the other groups and in the presence of Pool CoV-2 in
comparison to the HC group (Figure 2A — I). However, in effector memory CD8+ T cells,
Pool Spike CoV-2-stimulated samples in the mild recovered group presented a higher
frequency of CD137 than those in the HC and severe recovered groups (Figure 2A-111).
Furthermore, a higher frequency of CD137 was observed in the mild recovered group
stimulated with Pool Cov-2 compared to the HC group (Figure 2A-111). In turn, the
expression of CD137 from CD8+ TCM cells in the recovered mild group was higher
compared to the HC and severe group in unstimulated and Pool CoV-2-stimulated samples
(Figure 2A-1V).

Naive CD4+ T cells from the mild and severe recovered group showed elevated
expression of CD137 in the presence of Pool CoV-2 compared to the HC group (Figure 2B-
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I). A higher frequency of CD137 was also observed in the mild recovered group compared
to the healthy group by CD4+ TEM cells in unstimulated samples (Figure 2B-111). However,
in Pool CoV-2-stimulated samples, the mild and severe recovered group showed a reduced
expression of CD137 compared to the HC group (Figure 2B-111). Additionality, central
memory CD4+ T cells in the severe group showed a significant reduction in the frequency
of CD137+ in the absence of stimulation compared to the other evaluated groups (Figure
2B-1V). A higher expression of CD137 is observed in the mild group compared to the severe
group in Pool Spike CoV-2-stimulated samples (Figure 2B-1V). CD8+ and CD4+ TEMRA
cells showed no significant frequency differences among the clinical conditions evaluated

(Figures 2A-11 and 2B-11) (Supplementary Figure 3).
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Fig. 2A — B. CD137 expression profile in CD8+ and CD4+ T naive, TEMRA, TEM and TCM cells in HC,
Mild CoV and Severe CoV Groups. (A- I, II, Il and 1V) Frequency of CD137 in CD8+ T Cells subsets. (B
— I, I, 1l and V) Frequency of CD137 in CD4+ T Cells subsets. PBMCs were collected from subjects in the
HC (n = 9), mild CoV (n = 8), and severe CoV (n = 5) groups. Samples were incubated for 16 hours under
three conditions (subgroups): medium (unstimulated), Pool Spike CoV-2 peptides, and Pool CoV-2 peptides.
Unstimulated PBMCs were used as the negative control. Data are presented as mean £ SEM. Multiple groups
were compared using Two-Way ANOVA (followed by Tukey's post-test), one-way ANOVA (followed by
Tukey's post-test) or Kruskal-Wallis test (followed by Dunn's post-test). The continuous horizontal lines ()
indicate significant differences between the HC and Mild CoV group, dashed horizontal lines (----) indicate
significant differences between the Mild Cov and Severe CoV group, and dasked horizontal lines with dots (-
--) indicate significant differences between the HC group and the Severe CoV (*p<0.05; **p<0.01). The
symbols @ ¥ and m represent each volunteer enrolled in the healthy, mild, and severe groups whose samples
were inserted in Medium, Pool Spike CoV-2, and Pool CoV-2 conditions. TCM, central memory T cells; TEM,
effector memory T cells; TEMRA, effector memory T cells reexpressing CD45RA.

The recovered severe group demonstrated a higher expression of CD69 of naive
CDB8+ T cells when stimulated by Pool Spike CoV-2 compared to the recovered mild group
(Figure 3A-1). However, after stimulation by Pool CoV-2, the HC group showed a higher
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CD69 frequency than the recovered mild group, a pattern also observed in TCM CD8+ cells
from the same group (Figure 3A-I). In addition, Pool Spike CoV-2- and Pool CoV-2-
stimulated samples in the severe recovered group showed a higher frequency of TEMRA
CD8+CD69+ cells when compared to the mild recovered group (Figure 3A-II).

Pool CoV-2-stimulated samples in the severe recovered group showed TEMRA
CDA4+ cells with higher frequency when compared HC group (3B-I1). TCM CD4+ cells from
mild recovered, in turn, showed a reduced frequency of CD69 compared to the HC group
(3B-1V). CD4+ naive T cells, CD8+ TEM, and CD4+ TEM cells showed no significant
frequency differences among the clinical conditions evaluated (Figures 3B-1, 3A-111, and 3B-

I11) (Supplementary Figure 4).
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Fig. 3A — B. CD69 expression profile in T naive, TEMRA, TEM and TCM CD4+ and CD8+ cells in HC,
Mild CoV, and Severe CoV Groups. (A — 1, I1, 111 and 1V) Frequency of CD69 in CD8+ T Cells subsets. (B
— I, 11, Nl and 1V) Frequency of CD69 in CD4+ T Cells subsets. PBMCs were collected from subjects in the
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Unstimulated PBMCs were used as the negative control. Data are presented as mean = SEM. Multiple groups
were compared using Two-Way ANOVA (followed by Tukey's post-test), one-way ANOVA (followed by
Tukey's post-test) or Kruskal-Wallis test (followed by Dunn's post-test). The continuous horizontal lines ()
indicate significant differences between the HC and Mild CoV group, dashed horizontal lines (----) indicate
significant differences between the Mild Cov and Severe CoV group, and dashed horizontal lines with-dots (-
--) indicate significant differences between the HC group and the Severe CoV (*p<0.05; **p<0.01). The
symbols @ ¥ and m represent each volunteer enrolled in the healthy, mild, and severe groups whose samples
were inserted in Medium, Pool Spike CoV-2, and Pool CoV-2 conditions. TCM, central memory T cells; TEM,
effector memory T cells; TEMRA, effector memory T cells reexpressing CD45RA.
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3.4 CD4+ and CD8+ T cells subsets from unvaccinated mild recovered volunteers had
higher expression of TNF-a while the expression pattern of IFN-y, IL-10, and IL-17
point to an antiviral signature by TEMRA CD8+ cells

TEM cells from the mild recovered group in the absence of stimulation showed
increased TNF-a production compared to the HC group (Figure 4A-I11). An elevated
frequency of TNF-a was also observed in the same unstimulated group compared to the HC
group and severe recovered volunteers on CD8+ TCM cells (Figure 4A-1V).

Mild recovered samples in Pool Spike CoV-2 presence had higher TNFa-producing
naive CD4+ T cells than the HC and severe recovered groups (4B-1). In addition, TEM CD4+
cells from the mild recovered group without stimulation showed increased TNF-a
production compared to the HC and severe recovered groups (Figure 4B - 111). TCM CD4+
cells from the mild recovered group in Pool Spike CoV-2, in turn, had a higher expression
of TNF-a compared to the HC group (Figure 4B — 1V). Finally, significant differences in the
expression of this cytokine were not demonstrated in naive T CD8+, TEMRA CD8+, and
CD4+ cells among the evaluated conditions (4A-1, 4A-I11, and 4B-I11) (Supplementary Figure
5).
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conditions (subgroups): medium (unstimulated), Pool Spike CoV-2 peptides, and Pool CoV-2 peptides.
Unstimulated PBMCs were used as the negative control. Data are presented as mean £ SEM. Multiple groups
were compared using Two-Way ANOVA (followed by Tukey's post-test), one-way ANOVA (followed by
Tukey's post-test) or Kruskal-Wallis test (followed by Dunn's post-test). The continuous horizontal lines ()
indicate significant differences between the HC and Mild CoV group, dashed horizontal lines (----) indicate
significant differences between the Mild Cov and Severe CoV group, and dashed horizontal lines with dots (-
--) indicate significant differences between the HC group and the Severe CoV (*p<0.05; **p<0.01). The
symbols @ ¥ and m represent each volunteer enrolled in the healthy, mild, and severe groups whose samples
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were inserted in Medium, Pool Spike CoV-2, and Pool CoV-2 conditions. TCM, central memory T cells; TEM,
effector memory T cells; TEMRA, effector memory T cells reexpressing CD45RA.

We investigated cytokines production by CD8+ and CD4+ naive, TEMRA, TEM,
and TCM cells in all the groups. In Pool CoV-2-stimulated CD8+ naive cells, higher
production of IFN-y in the mild recovered group than in the severe recovered group was
observed (Figure 5A-1). Severe recovered Pool Spike CoV-2-stimulated samples had lower
levels of IFNy-producing TEMRA CD8+ than did the mild recovered and HC groups (Figure
5A-11). Additionally, in Pool CoV-2-stimulated cells, the expression of IFNy was higher in
the mild recovered group than in the HC group (Figure 5A-11). CD8+ TEM cells stimulated
by Pool CoV-2 reduced IFN-y production was observed in the severe recovered group
compared to the HC group (Figure 5A-111). CD8+ TCM cells, in turn, showed no significant
frequency variations in all clinical conditions evaluated (5A-1V).

Mild recovered non-stimulated samples had higher IFN-y-producing naive CD4+ T
cells than the HC and severe recovered groups (5B-I). Finally, TEMRA, TEM, and TCM
CD4+ cells did not demonstrate significant differences in this cytokine expression among
the evaluated conditions (5B-11, 111, and 1V) (Supplementary Figure 6).
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Fig. 5A — B. IFN-y expression by CD8+ and CD4+ Naive and Memory Subsets T cells in healthy
individuals (HC), mild (Mild CoV), and severe (Severe CoV) COVID-19 recovered patients. (A — 1, 11, 111
and 1V) Frequency of IFN-y in CD8+ naive, TEMRA, TEM, and TCM subsets. (B -1, Il, Il and V) Frequency
of IFN-y in CD4+ naive, TEMRA, TEM, and TCM subsets. PBMCs were collected from subjects in the HC
(n =9), mild CoV (n = 8,) and severe CoV (n = 5) groups. Samples were incubated for 16 hours under three
conditions (subgroups): medium (unstimulated), Pool Spike CoV-2 peptides, and Pool CoV-2 peptides.
Unstimulated PBMCs were used as the negative control. Data are presented as mean £ SEM. Multiple groups
were compared using Two-Way ANOVA (followed by Tukey's—post-test), one-way ANOVA (followed by
Tukey's post-test) or Kruskal-Wallis test (followed by Dunn's post-test). The continuous horizontal lines ()
indicate significant differences between the HC and Mild CoV group, dashed horizontal lines (----) indicate
significant differences between the Mild Cov and Severe CoV group, and dashed horizontal lines with dots (-
--) indicate significant differences between the HC group and the Severe CoV (*p<0.05; **p<0.01). The
symbols @ ¥ and m represent each volunteer enrolled in the healthy, mild, and severe groups whose samples
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were inserted in Medium, Pool Spike CoV-2, and Pool CoV-2 conditions. TCM, central memory T cells; TEM,
effector memory T cells; TEMRA, effector memory T cells reexpressing CD45RA.

A reduced frequency of IL-10+ in naive CD8+ T in the mild and severe recovered
groups stimulated with Pool Spike-CoV-2 was observed when compared to the HC group
(Figure 6A-1). The mild recovered group also showed reduced IL-10 production in CD8+
TEMRA cells when stimulated with Pool CoV-2 in comparison to the HC group (Figure 6A
- I1). A higher expression of IL-10 by CD8+ TCM cells in the mild and severe recovered
groups was observed when compared to the HC group after Pool Spike CoV-2 stimulus
(Figure 6A-1V).

Mild recovered non-stimulated samples had higher levels of I1L-10-producing naive
CDA4+ T cells than the HC group (Figure 6B-1). In addition, higher levels of IL-10 by naive
CD4+ T cells were also observed in this same group after Pool Spike CoV-2 stimulus in
relation to the severe group (Figure 6B-1). Finally, significant differences in this cytokine
expression were not demonstrated in TEMRA, TEM, TCM CD4+, and TEM CD8+ cells
among the evaluated conditions (6B-II, 111, 1V, and 5A-111) (Supplementary Figure 7).
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Fig. 6A — B. IL-10 expression by CD8+ and CD4+ Naive and Memory Subsets T cells in healthy
individuals (HC), mild (Mild CoV), and severe (Severe CoV) COVID-19 recovered patients. (A -1, 11, 111
and 1V) Frequency of IL-10 in CD8+ naive, TEMRA, TEM, and TCM subsets. (B — 1, II, Il and V) Frequency
of IL-10 in CD4+ naive, TEMRA, TEM, and TCM subsets. PBMCs were collected from subjects in the HC
(n=9), mild CoV (n = 7), and severe CoV (n = 6) groups. Samples were incubated for 16 hours under three
conditions (subgroups): medium (unstimulated), Pool Spike CoV-2 peptides, and Pool CoV-2 peptides.
Unstimulated PBMCs were used as the negative control. Data are presented as mean £ SEM. Multiple groups
were compared using Two-Way ANOVA (followed by Tukey's post-test), one-way ANOVA (followed by
Tukey's post-test) or Kruskal-Wallis test (followed by Dunn's post-test) The continuous horizontal lines ()
indicate significant differences between the HC and Mild CoV group, dashed horizontal lines (----) indicate
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significant differences between the Mild Cov and Severe CoV group, and dashed horizontal lines with dots (-
--) indicate significant differences between the HC group and the Severe CoV (*p<0.05; **p<0.01). The
symbols @ ¥ and m represent each volunteer enrolled in the healthy, mild, and severe groups whose samples
were inserted in Medium, Pool Spike CoV-2, and Pool CoV-2 conditions. TCM, central memory T cells; TEM,
effector memory T cells; TEMRA, effector memory T cells reexpressing CD45RA.

TEMRA cells from the mild group recovered in contact with Pool CoV-2 showed a
reduction in IL-17 production compared to the HC group (Figure 7A-I1). An elevated IL-
17+ TEM CD8+ frequency was observed in PBMC from volunteers in the severe recovered
group stimulated with Pool Spike-CoV-2 compared to mild recovered volunteers (Figure
7A-111). The same pattern was observed in TCM cells in Pool CoV-2 (Figure 7A-1V).

Severe recovered non-stimulated samples had higher levels of IL-17-producing naive
CD4+ T cells than the HC group (7B-1). Finally, significant differences in this cytokine
expression were not observed in TEMRA, TEM, TCM CD4+, and naive T CD8+ cells
among the evaluated conditions (7B-Il, 111, 1V, and 6A-1) (Supplementary Figure 8).
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Fig. 7A — B. IL-17 expression by CD8+ and CD4+ Naive and Memory Subsets T cells in healthy
individuals (HC), mild (Mild CoV), and severe (Severe CoV) COVID-19 recovered patients. (A — 1, 11, 111
and 1V) Frequency of IL-17 in CD8+ naive, TEMRA, TEM, and TCM subsets. (B — I, II, Il and V) Frequency
of IL-17 in CD4+ naive, TEMRA, TEM, and TCM subsets. PBMCs were collected from subjects in the HC
(n = 8), mild CoV (n = 7), and severe CoV (n = 6) groups. Samples were incubated for 16 hours under three
conditions (subgroups): medium (unstimulated), Pool Spike CoV-2 peptides, and Pool CoV-2 peptides.
Unstimulated PBMCs were used as the negative control. Data are presented as mean £ SEM. Multiple groups
were compared using Two-Way ANOVA (followed by Tukey's post-test), one-way ANOVA (followed by
Tukey's post-test) or Kruskal-Wallis test (followed by Dunn's post-test). The continuous horizontal lines ()
indicate significant differences between the HC and Mild CoV group, dashed horizontal lines (----) indicate
significant differences between the Mild Cov and Severe CoV group, and dashed horizontal lines with dots (-
--) indicate significant differences between the HC group and the Severe CoV (*p<0.05; **p<0.01). The
symbols @ ¥ and m represent each volunteer enrolled in the healthy, mild, and severe groups whose samples
were inserted in Medium, Pool Spike CoV-2, and Pool CoV-2 conditions. TCM, central memory T cells; TEM,
effector memory T cells; TEMRA, effector memory T cells reexpressing CD45RA.
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4 DISCUSSION

Immunological memory is a significant hallmark of adaptive immunity for establishing
an enhanced and effective immune response upon reinfection. Thus, the presence of
memory T-cell subpopulations with distinct phenotypes and functional properties expands
our immune repertoire, making them a relevant study target in COVID-19 [29, 30]. In this
sense, the present study jointly and unprecedentedly characterized the subpopulations of
naive , TEM, TCM, and TEMRA CD8+ and CD4+ T cells in volunteers recovered from
mild and severe forms of COVID-19 regarding the profile of activation and production of
cytokines.

In viral infections, CD8+ T cells stand out for mediating the death of infected cells by
cytotoxicity and for the secretion of pro-inflammatory cytokines such as IFN-y and TNF-
a. These cytokines are also present in the immune cell management promoted by CD4+ T
cells to control infections [28, 29]. Given their relevance, the frequency of naive T cells
and COVID-19-specific CD8+ and CD4+ memory subpopulations were evaluated.
Regarding CD4+ T cell subpopulations, a reduction in naive cell frequency was observed
compared to the HC group in absence of CoV peptide stimulation. In contrast, Pool Spike
CoV-2 stimulation elevated TEMRA cell frequency in the mild recovered group compared
to the severe group. These findings may be associated with the rapid redistribution of T
cells from the periphery caused by the primary infection.. Naive T cells expand remarkably
and differentiate into antigen-specific activated T cells, such as the TEMRA phenotype,
characterized by loss of membrane receptors CD28, CD27, and CD127, CD45RA re-
expression and PD1/CD57 expression whose polarization is stimulated due to cumulative
antigenic load induced by chronic or recurrent viral infections [31,32,33].

ADAMO et al. (2021) demonstrated that patients recovered from severe cases of
COVID-19 had, after 6 months of infection, have a predominance of TEMRA cells and a
reduction in subpopulations of TCM CD8+ cells, corroborating the data observed here [34].
In our study, unstimulated TEMRA CD8+ cells showed a higher frequency in the severe
recovered group than in the mild recovered group. In comparison, a higher frequency of
TCM CD8+ T cells was observed in patients who recovered from mild compared to severe
cases, regardless of CoV peptide stimulus. The significant presence of TEMRA CD8+ cells

has been associated with excess inflammation and chronic inflammatory conditions such
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as those that occur in critically ill in the acute phase of COVID-19, thus justifying what
was observed in our samples without stimulation [31, 35]. TCM cell polarization, in turn,
is favored by the inhibition of pathogen replication in the acute phase of the disease, which
reduces the duration of antigen presentation and inflammation. This is corroborated by the
Salumets et al. (2021) study in which the reduction in plasma viremia correlated well with
the increase in the number of memory cells, whose predominant phenotype became
CD8'CCR7-:CD45RA'CD27"CD28", similar to central memory cells [31, 36]. Thus, it’s
suggested that the immediate response of the mild group is effective in controlling viral
replication in symptomatic disease, favoring the generation of the highest frequency of
long-term TCM CD8+ cells observed in our results.

The activation profile of the distinct subpopulations of naive and memory cells was
also evaluated by analyzing the expression of CD137 and CD69. CD137 is characterized
as a member of the TNFR family associated with costimulatory signaling, which regulates
the proliferation and survival of naive, effector, and memory T cells [37]. The expression
profile of this marker by naive CD8+ T cells in the absence of antigenic pools highlighted
the ability of the mild group to respond to viral waiting at CD8+ T cells level, ensuring
activation and proliferation of T cells in a controlled manner and thus preventing an
exacerbated immune response. However, the mild recovered group also showed reduced
expression of CD137 after stimulation by Pool Spike CoV-2, in which it maintained this
expression compared to the HC group [38]. The naive CD4+ T cells, in turn, in the face of
the antigen, showed a higher expression of CD137 in the groups of the mild and severe
recovered patients in the presence of Pool CoV-2 in comparison to the HC group,
suggesting the planned role of this cell subtype that, through its activation and the
differentiation, will coordinate the humoral and cellular immune response against SARS-
CoV-2 upon reinfection [38].

KANG et al. (2021) demonstrated that SARS-CoV-2-specific T cells broadly expressing
CD69°CD137" are highly sensitive to antigenic stimuli after 8 months of the symptomatic
phase of the disease, a finding that reinforces the findings of the present study [39]. In fact,
our pathogenic results an elevated expression of CD137 in CD8+ TEM cells of the recovered
mild group stimulated by the antigenic peptides evaluated here compared to the HC and
severe group. In contrast, when stimulated by Pool CoV-2, TEM CDA4+ cells exhibited lower
expression of CD137 in mild and severe recovered groups compared to the HC group.

Regarding CD8+ and CD4+ TCM cells, in turn, it is observed that the recovered mild group
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expresses more CD137 than the severe recovered group in the absence of CoV peptide
stimulus, as well as after Pool Spike CoV-2 and Pool CoV-2 presence. During severe SARS-
CoV-2 infection, CD137 is considered a severity biomarker because elevated levels of its
soluble form (sCD137) correlate well with an unfavorable prognosis [36, 37]. However, the
pattern of CD137 expression by TCM CD8+ and CD4+ cells in the recovered severe group
after antigenic stimulus may indicate an immunomodulatory mechanism for attenuating
inflammatory response upon reinfection, given the correlation of massive expression of this
marker with severe forms of the disease. Additionally, TEM CD4+ and CD8+ cells have
similar levels of CD137 between the mild and severe recovered groups in most of the
conditions evaluated here, suggesting the similar contribution of this memory cell subtype
to disease control justified by its ready-acting phenotype that presents high responsiveness
to successive infections and that migrate widely and rapidly into peripheral tissues [32, 39].

CD69 is described as a membrane-bound C-lectin type Il receptor considered a classic
marker of recent activation in lymphocytes due to its rapid appearance on the surface of T
lymphocytes. Naive CD8+ T cells from mild recovered covid-19 evaluated here showed a
lower frequency of CD69 than the severe recovered group after Pool Spike CoV-2 stimulus
and then the HC group after Pool CoV-2 stimulus. Additionality, CD8+ central memory T
cells after stimulation by Pool CoV-2 showed lower CD69 expression in the recovered mild
group compared to the HC group, a pattern that was also observed in CD4+ TCM cells in
absence of Cov peptides stimuli. However, considering that CD69 also acts as an essential
regulator of immune responses, determining patterns of inflammatory cytokine release and
the migration of activated lymphocytes, our findings point to a possible controlled antigen
presentation and cell differentiation in mild COVID [40]. Files et al. (2021) demonstrated a
higher frequency of CD69 in hospitalized patients compared to those with mild disease in
the acute phase of the disease, corroborating our data in which PBMCs from severely
recovered patients had higher CD69 expression by TEMRA CD4+ and CD8+ than the other
groups after stimuli by CoV peptides. Varchetta et al. (2020) described an increased
proportion of T cells, especially CD8+, that abundantly expressed circulating CD69 when
investigating patients with severe COVID-19. These cells showed a responsive profile
favorable to exacerbated inflammation and viral elimination similar to the TEMRA subset
characterized by increased sensitivity to innate signals, agility in structuring response to

antigen, and a high cytotoxic profile [41, 42].
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Given the role of cytokines in COVID-19 pathophysiology, we evaluated the expression
profile of TNF-o, IFN-y, IL-10, and IL17 in naive and memory T-cell subpopulations.
Considering the TNF-a expressed in CD4+ T lymphocytes in the recovered mild group, we
observed that after the Pool Spike CoV-2 stimulus, naive and central memory T CD4+ cells
had a higher expression of this marker compared to the other evaluated groups. In non-
stimulated samples from the mild recovered group, TCM CD8+ cells showed a higher
frequency of TNF-a than the HC and severe recovered volunteers, while CD4+TNF-a +
TEM cells from mild recovered group were more pronounced than the HC group. Thieme et
al. (2020) demonstrated the presence of long-term TNF-a-producing memory T cells in
COVID-19 convalescents [43], and our findings showed a pronounced TNF-a expression
by individuals that had mild disease. These data are corroborated by Queiroz et al. (2022),
that found higher serum levels of TNF-a in the post-covid mild group compared to the severe
group [44]. Moreover, the association between Th1-type cytokines, such as IFN-y and TNF-
a, viral clearance, and mild COVID-19 described by Anbalagan et al. (2022) reinforces the
ability of the recovered mild group to generate an effective cellular memory response to
control infection, contributing to mild symptoms upon reinfection [44, 45].

IFN is defined as an inflammatory cytokine that has an effective antiviral activity. A
higher expression of this protein was also observed in naive CD4+ T cells from the mild
recovered group’s non-stimulated PBMCs. After stimulus by Pool CoV-2 (for naive and
TEM CD8 cells), PBMC from the severe recovered group showed lower levels of IFN-y
compared to those in mild recovered and/or HC volunteers. In SARS-CoV-2 infection, this
cytokine presents a certain duality since IFN-y hyperproduction and an increased oxidative
stress in the early stages of the disease correlates with severe cases of COVID-19 while IFN-
y presence, in a coordinated way, allows for the adaptive immune system to respond
adequately to presence of the virus [46, 47, 48]. After Pool Spike CoV-2 stimulation,
TEMRA CD8 cells from the severe recovered group showed lower levels of IFN-y than
those in mild recovered and/or HC volunteers. However, in the mild recovered group, we
found higher expression of this cytokine together with lower levels of IL-10 and IL-17 after
stimulation by the Pool CoV-2. IL-10 is immunoinhibitory, while IL-17 has context- and
tissue-dependent protective roles for maintaining health in infections [49, 50]. Thus, the
cytokine profile presented by the TEMRA CD8 T cell from the mild recovered group
suggests an antiviral response in which the reduction of IL-10/IL-17 and the prevalence of
IFN-y could contribute to the greater efficiency of this cell in controlling the infection.
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Non-hospitalized patients have SARS-CoV-2 specific CCR7+ T cells secreting IL-10,
which was also evaluated in other subpopulations [49]. Naive CD4+ T cells from the
recovered mild group showed a higher expression of IL-10 in the non-stimulated and
stimulated Pool Spike CoV-2 samples compared to HC and severe groups, respectively.
Naive CD8+ T cells, in turn, have a higher IL-10 expression in the mild group compared to
the HC group in the unstimulated condition and compared to the severe group after Pool
Spike CoV-2 stimulation. These results suggest a coordinated activity between naive CD4+
and CD8+ T cells in the mild recovered group to avoid the exacerbated inflammatory
response observed in severe cases of the disease [30, 51]. Additionally, central memory
CDB8+ T cells from mild and severe recovered groups also presented an elevated expression
of IL-10 compared to the HC group after Pool Spike CoV-2 stimulation. These results are
supported by the fact that this cell subtype phenotypically resembles IL-10-producing Th2
cells [52]. Munoz et al. (2021) demonstrated that in exacerbated immune responses caused
by viral infections, cells with a Th2-like phenotype that do not express the Tbet transcription
factor strongly suppress the pro-inflammatory responses of naive and memory T cells via
secretion of 1L-10 [52]. Thus, the elevation of TCM CD8+IL-10+ cells in the mild group
after Pool Spike CoV-2 stimulus may be associated with a long-term pro-inflammatory
change resulting from COVID-19 and the need to control this condition upon reinfection
[53, 54].

IL-17, described as a cytokine responsible for CD4+ T lymphocyte differentiation to the
Th17 phenotype, was also evaluated here [55]. Compared to the HC group, naive CD4+ T
cells from the severe recovered group had a higher frequency of IL-17 in the absence of CoV
peptide stimulation. Severe recovered volunteers also showed a reduced frequency of I1L-17
in TEM and TCM CD8+ cells, respectively, after stimulation by Pool Spike CoV-2 and Pool
CoV-2. IL-17 has a high frequency in critically ill patients in the acute phase of the disease,
so, based on our findings, it can be suggested that this elevation remains in this group for a
prolonged period [56]. However, earlier studies have suggested a greater susceptibility to
secondary pneumonia after influenza A infection in individuals without functional signaling
of the IL-17 receptor, thus demonstrating the protective effects of this cytokine, which
expands the perspectives on the fundamental role of IL-17 in patients recovered from severe
cases of covid-19 [57].

In this study, we showed a distinct distribution in the frequency of naive and memory
CDA4+ and CD8+ T cell subsets in individuals recovered from SARS-CoV-2 infection. We
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also observed that TEM, TCM, and TEMRA subtypes of CD4+ and CD8+ T cells had a
heterogeneous activation response. Interestingly, volunteers that recovered from mild
clinical forms of the disease presented more pronounced expression of TNF-a by CD4+ and
CD8+ T cells subsets, while TEMRA CD8+ cells seem to have an antiviral signature due to
the expression profile of IFN-y, IL-10, and IL-17. This study aids in the elucidation of the
roles of memory T cell subpopulations during SARS CoV-2 antigenic reexposure and their
action in directing the disease outcome. Moreover, despite limitations regarding the low
number of volunteers that do not encompass Brazilian population diversity, all evaluated

samples were obtained before the vaccine development and distribution.
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Supplementary Figure 1. Distribution of TEMRA, TEM, TCM and naive CD8+ cells
in peripheral blood of volunteers represented oft-distribution stochastic sub-
incorporation operations (tSNE). Global visualization of tSNE of naive and memory
CD8+ T cells. Two-dimensional plots of tSNE (X, y) based on lymphocyte grouping by
frequency and phenotypic similarity from CCR7 and CD45RA expression among TN (light
green), TEMRA (orange), TEM (blue), and TCM (dark green) subpopulations were made.
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In addition, the concatenation of inter-subject data was performed. Therefore, the resulting
FCS file was analyzed in the FlowJo tSNE module to reconstitute a unique two-dimensional
graph that gathered the phenotypic similarities of these immune cells between individuals in
the HC (n =9), Mild CoV (n = 8) and severe CoV (n = 6) groups.
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Supplementary Figure 2. Distribution of TEMRA, TEM, TCM and naive CD4+ cells
in peripheral blood of volunteers represented oft-distribution stochastic sub-
incorporation operations (tSNE). Global visualization of tSNE of naive and memory
CD4+ T cells. Two-dimensional plots of tSNE (X, y) based on lymphocyte grouping by
frequency and phenotypic similarity from CCR7 and CD45RA expression among TN (light
green), TEMRA (orange), TEM (blue), and TCM (dark green) subpopulations were made.
In addition, the concatenation of inter-subject data was performed. Therefore, the resulting
FCS file was analyzed in the FlowJo tSNE module to reconstitute a unique two-dimensional
graph that gathered the phenotypic similarities of these immune cells between individuals in
the HC (n =9), Mild CoV (n = 8) and severe CoV (n = 6).
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Supplementary Figure 3. CD8+ and CD4+ T cells subpopulations expressing CD137 in
peripheral blood from volunteers. (A) Representative flow cytometry plots showing the
expression of CD137 among naive CD8+ T cells in patients recovered from COVID-19. (B)
Representative flow cytometry plots showing the expression of CD137 among naive CD4+
T cells in patients recovered from COVID-19. Numbers indicate percentages in the drawn

gates. All stimulus conditions evaluated are shown in columns.
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Supplementary Figure 4. CD8+ and CD4+ T cells subpopulations expressing CD69 in
peripheral blood from volunteers. (A) Representative flow cytometry plots showing the
expression of CD69 among naive CD8+ T cells in patients recovered from COVID-19. (B)
Representative flow cytometry plots showing the expression of CD69 among naive CD4+ T
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cells in patients recovered from COVID-19. Numbers indicate percentages in the drawn
gates. All stimulus conditions evaluated are shown in columns.
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Supplementary Figure 5. CD8+ and CD4+ T cells subpopulations express TNF-a in
peripheral blood from volunteers. (A) Representative flow cytometry plots showing the
expression of TNF-a among naive CD8+ T cells in patients recovered from COVID-19. (B)
Representative flow cytometry plots showing the expression of TNF-o among effector
memory CD8+ T cells in patients recovered from COVID-19. Numbers indicate percentages
in the drawn gates. All stimulus conditions evaluated are shown in columns.
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Supplementary Figure 6. CD8+ and CD4+ T cells subpopulations express IFN-y in

peripheral blood from volunteers. (A) Representative flow cytometry plots showing the
expression of IFN-y among effector memory CD8+ T cells in patients recovered from
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COVID-19. (B) Representative flow cytometry plots showing the expression of IFN-y

among central memory CD8+ T cells in patients recovered from COVID-19. Numbers
indicate percentages in the drawn gates. All stimulus conditions evaluated are shown in

columns.
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Supplementary Figure 7. CD8+ and CD4+ T cells subpopulations expressing IL-10 in
peripheral blood from volunteers. (A) Representative flow cytometry plots showing the
expression of 1L-10 among effector memory CD8+ T cells in patients recovered from
COVID-19. (B) Representative flow cytometry plots showing the expression of IL-10
among central memory CD8+ T cells in patients recovered from COVID-19. Numbers
indicate percentages in the drawn gates. All stimulus conditions evaluated are shown in

columns.
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Supplementary Figure 8. CD8+ and CD4+ T cells subpopulations expressing IL-17 in
peripheral blood from volunteers. (A) Representative flow cytometry plots showing the
expression of IL-17 among effector memory CD8+ T cells in patients recovered from
COVID-19. (B) Representative flow cytometry plots showing the expression of IL-17
among central memory CD8+ T cells in patients recovered from COVID-19. Numbers
indicate percentages in the drawn gates. All stimulus conditions evaluated are shown in
columns.



