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RESUMO

A doenga do Coronavirus-19 (COVID-19) € uma doenca respiratoria altamente
transmissivel causada pelo Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2
(SARS CoV-2). Os HCoVs de maior importancia epidemiolégica sdo MERS-CoV
causador da sindrome respiratoria do Oriente Médio, 0 SARS-CoV causador da
sindrome respiratéria aguda grave e 0 SARS-CoV-2 causadores da COVID-19. O
SARS-CoV-2 é um beta coronavirus, de RNA e surgiu inicialmente na China em
dezembro de 2019, cujos primeiros casos foram associados ao Mercado Atacadista
de Frutos do Mar da cidade de Wuhan. Desde seu surgimento, os casos de COVID-
19 tém se alastrado por diversos paises, classificando assim uma pandemia. Os
infectados por SARS-CoV-2, podem ndo apresentar sintomas ou apresentar sintomas
variando de leves a letal. A atual situacdo pandémica declarada pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) em marc¢o de 2020, devido a disseminacdo do SARS-CoV-
2 tem sido desafiadora para as autoridades em saude a encontrar tanto solucdes
terapéuticas como preventivas para a doenga, assim como compreender oS seus
efeitos no organismo humano do ponto de vista imunolégico. Alguns descritos relatam
principalmente alteracdes leucocitarias, com linfopenia e diminuicdo das células T,
incluido as células T CD8+. As alteracdes na subpopulacdo de linfécitos T CD8*
elevam a producao dos niveis de expressdo dos marcadores de ativacao, proliferacao
e modulacgéo indicando que pode haver respostas de células T CD8* especificas nos
pacientes com COVID-19. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
investigar os mecanismos imunomodulatérios mediados pelas células T CD8 +,
correlacionando as caracteristicas clinicas de pacientes recuperados de formas leve
e grave da COVID-19, no intuito de caracterizar presenca de marcadores
prognosticos. Para tal, amostras de sangue periférico foram obtidas de voluntarios
recrutados e distribuidos nos grupos controle (CTL - n = 9), leve IgG - (n = 5), leve
IgG+ (n=6) e grave (n = 7). Amostras de PBMCs foram obtidas e incubadas sob 4
diferentes condi¢Bes: ndo estimuladas (meio), estimuladas com peptideos SARS-
CoV-2 (Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2), e estimuladas com Staphylococcal
enterotoxin B (SEB). As células T CD8+ foram analisadas e classificadas quanto a
expressao de marcadores de ativagdo (CD38 e CD69), de proliferacao (Ki-67), bem
como a producdo da citocina INF-y e perfil citotéxico através da coexpressao de
granzima B e perforina, e o marcador de degranulacdo CD107a entre 0os grupos
controles e recuperados. As nossas analises demonstram de forma geral que tanto
individuos que tiverem COVID leve e sédo IgG +, quanto individuos que tiveram a
COVID na forma clinica grave apresentaram uma frequéncia menor de células T
CD8+. Além disso, os dados demostraram ainda, que os grupos leves IgG- e/ou IgG+
apresentaram uma expressiva producéo de marcadores de ativagdao CD69 e CD38,
IFN - y e células T CD8+ mais citotoxicas. Podemos concluir que os marcadores de
ativacdo, degranulcdo e a citocina pro-inflamatoria IFN — y podem ser possiveis
marcadores de progndstico para a COVID-19 na forma clinica leve. Essa abordagem
podera nortear investimento em pesquisas ha area da Biotecnologia, com abordagem
em desenvolvimento de possiveis terapias alvo para esses marcadores, ou até
mesmo desenvolvimento de testes diagnosticos mais rapidos e eficazes na predicédo
de doencas graves.

Palavras-chave: Biomarcadores, COVID-19, Células TCD8+.



ABSTRACT

Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) is a highly transmissible acute respiratory
disease caused by the Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2). The HCoVs of greatest epidemiological importance are MERS-CoV causing
Middle East respiratory syndrome, SARS-CoV causing severe acute respiratory
syndrome, and more recently SARS-CoV-2 causing COVID-19. SARS-CoV-2 is an
RNA beta coronavirus and initially emerged in China in December 2019, where the
first cases were associated with the Wuhan Seafood Wholesale Market, China. Since
its emergence, cases of COVID-19 have spread across several countries, thus
classifying it as a pandemic. Those infected with SARS-CoV-2 may have no symptoms
or have symptoms ranging from mild to lethal. The current pandemic situation declared
by the World Health Organization (WHO) in March 2020, due to the spread of SARS-
CoV-2, has been challenging for health authorities to find both therapeutic and
preventive solutions for the disease, as well as understand its effects on the human
organism from an immunological point of view. Some described mainly report
leukocyte alterations, with lymphopenia and a decrease in T cells, including CD8+ T
cells. Changes in the subpopulation of CD8+ T lymphocytes have increased the
production of expression levels of activation, proliferation, and modulation markers
indicating that there may be specific CD8+ T cell responses in patients with COVID-
19. Thus, the present study aimed to investigate the immunomodulatory mechanisms
mediated by CD8 + T cells, correlating the clinical characteristics of patients recovered
from mild and severe forms of COVID-19, in order to characterize the presence of
prognostic markers. To this end, peripheral blood samples were obtained from
recruited volunteers and distributed into control (CTL - n = 9), mild IgG - (n = 5), mild
IgG+ (n = 6) and severe (n = 7) groups. Samples of PBMCs were obtained and
incubated under 4 different conditions: unstimulated (medium), stimulated with SARS-
CoV-2 peptides (Pool Spike CoV-2 and Pool CoV-2) and stimulated with
Staphylococcal enterotoxin B (SEB). CD8+ T cells were analyzed and classified
regarding the expression of markers of activation (CD38 and CD69), proliferation (Ki-
67), as well as the production of the cytokine INF-y and cytotoxic profile through the
co-expression of granzyme B and perforin, and the degranulation marker CD107a
between the control and recovered groups. Our analyzes generally demonstrate that
both individuals who have mild COVID and are IgG+, and individuals who have severe
clinical COVID-19 had a lower frequency of CD8+ T cells. In addition, the data also
showed that the IgG- and/or IgG+ light groups showed an expressive production of
activation markers CD69 and CD38, IFN —y, and more cytotoxic CD8+ T cells. We can
conclude that markers of activation, degranulation, and the pro-inflammatory cytokine
IEN - y may be possible prognostic markers for COVID-19 in the mild clinical form. This
approach could guide investment in research in the area of Biotechnology, with an
approach in the development of possible target therapies for these markers, or even
the development of faster and more effective diagnostic tests in the prediction of
serious diseases.

Keywords: Biomarkers. COVID-19. CD8+ T cells.
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1 INTRODUCAO

Os coronavirus (CoVs) constituem uma familia de virus de RNA com uma
ampla gama de hospedeiros naturais, e foram descritos a mais de 50 anos como
agentes causadores de infeccfes em diversas espécies de animais, incluindo seres
humanos. Nos anos 1960, os coronavirus HCoV-229E, HKU1, OC43 e NL63 ja
haviam sido identificados como agentes causadores de infec¢des respiratérias leves
em humanos. No entanto, 0os coronavirus que infectam humanos so se tornaram mais
conhecidos em 2003, quando foi identificado 0 SARS-CoV responséavel pela sindrome
respiratoria aguda grave (SARS), posteriormente com o MERS-CoV causador da
sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS) em 2012 e mais recentemente com o
surgimento da sindrome respiratoria grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) em 2019
(WEISS, 2005; ANDERSEN et al.,2020; PAULES et al., 2020).

O SARS-CoV-2 € um dos coronavirus que ficou conhecido por infectar seres
humanos (ANDERSEN et al.,2020). No final de 2019 e inicio de 2020, diversos casos
de pneumonia de causa desconhecida foram relatados na cidade de Wuhan, China
(ZHU et al.,2020; LI et al.,2020). O “novo” coronavirus (nCov) foi isolado e identificado
em 7 de janeiro de 2020 por cientistas chineses, e nomeado primariamente pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como 2019-nCoV (LI et al.,2020). Trata-se de
um membro da linhagem beta coronavirus, descoberto através de amostras de
pacientes com pneumonia (ZHU et al., 2020). Ainda em meados de janeiro de 2020,
paises como Tailandia, Japdo e Coréia do Sul, confirmaram a deteccdo de uma
infeccdo humana pelo novo coronavirus da China (LI et al., 2020). O novo virus se
disseminou rapidamente chegando a diversos paises causando doencas respiratorias
de niveis variados, sendo declarada situacdo emergencial internacional pela OMS em
janeiro de 2020, seguido da declaracdo de pandemia, também feita pela OMS em 11
de marco do mesmo ano (OMS, 2020). A primeira confirmacao da infec¢ao por SARS-
CoV-2 no Brasil foi notificada em 26 de fevereiro de 2020, na cidade de S&o Paulo —
SP e a primeira morte foi registrada em 17 de marco de 2020 em S&o Paulo (Brasil,
2020).

Estudos tem demostrado que a doenca infecciosa por coronavirus (COVID-19)
tem se apresentado de varias formas desde assintoméatica até casos graves. Quando

sintomatica, o quadro clinico pode variar de sinais e sintomas leves a graves, cursando
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com doencas respiratérias graves, que se assemelham ao SARS-CoV e uma alta
mortalidade tem sido observada. Diversos estudos ao redor do mundo tem sido
realizado contemplando fisiopatologia, transmissdo, gravidade, aspectos
imunologicos e possiveis sequelas, dentre esses estudos tem se demonstrando que
h& uma hipercitocinemia inflamatéria a exemplo da IL-6, IL-2 e IFN-y, expressdo de
marcadores imunolégicos e alteracdes em diversos parametros laboratoriais como
contagem total de leucdcitos com consideravel variacdo, por vezes aparecendo alta
ou diminuida, linfopenia, neutrofilia, aumento da proteina C reativa (PCR), aumento
nas taxas da velocidade de hemossedimentacdo (VHS), dentre outros. Essas
alteracdes estdo associadas ao prognostico da doenca onde a maior parte das
alteracdes estdo sendo detectadas em pacientes graves (LIU et al., 2020; YE et al.,
2020).

No que diz respeito a terapéutica, diversas abordagens medicamentosas
incluindo antivirais como remdesivir, favipiravir, dentre outros, tém sido administradas
em pacientes COVID-19, com a finalidade de encontrar um ou mais medicamento que
seja eficiente. Porém, ndo se tem comprovacao de efetividade medicamentosa contra
a doenca, sendo a terapia medicamentosa adotada até o momento apenas
sintomatica (SHEN et al., 2020).

Os aspectos imunoldgicos na COVID-19 ainda ndo estdo bem compreendidos,
no entanto, muitas alteracées clinicas e laboratoriais ja foram descritas, destacando a
linfopenia com reducéo nas frequéncias das células T CD8 *, hipercitocinemia, maior
ativacao das células citotéxicas, exaustdo celular e a resposta imune ineficiente tem
sido os eventos comumente observados nos casos de infecgdes respiratdrias graves
causadas pelo SARS-CoV-2 (CHIEN et al., 2006; LIU et al., 2020; COSTELA-RUIZ,
2020).

Diante do exposto, este trabalho visou avaliar o perfil imunolégico das células
T CD8+ em individuos recuperados da COVID-19 na busca por biomarcadores que
possam ser correlacionados as caracteristicas clinicas de pacientes recuperados das
formas leve e grave da doenca. Nesse contexto, a fim de avaliar o perfil de expressao
de marcadores importantes no papel das subpopulagdes das células TCD8+, analises
citométricas foram realizadas a partir da estimulacdo, mediante peptideos antigénicos

do SARS-CoV2, de amostras de células mononucleares de sangue periférico
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(PBMCs) oriundas de individuos saudéaveis e pacientes recuperados acometidos pelas
formas leve e grave da COVID-19.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico e Epidemiologia

O ano de 2020 foi marcado por uma crise de saude Global poucas vezes vista
na historia da humanidade em decorréncia do surgimento de um novo virus. Tratava-
se de um novo coronavirus (SARS-CoV-2) que até entdo ndo havia sido identificado
em seres humanos (OMS, 2020a). Segundo Zhou et al. (2020), a epidemia teve inicio
no dia 12 de dezembro de 2019 na China. Inicialmente as autoridades chinesas
relataram casos de pneumonia de causas desconhecidas sendo a maioria associado
a pessoas que relataram exposicao em um Mercado Atacadista de Frutos do Mar na
cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na China (PAULES et al., 2020; HE et al.,2020).

Em 31 de dezembro de 2019, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) foi
informada formalmente sobre os varios casos da nova e misteriosa doenca na cidade
de Wuhan, China (OMS, 2020b), e no dia 07 de janeiro de 2020 o Centro Chinés de
Controle e Prevencédo de Doencas (CDC) anunciou a identificacdo de um novo CoV
qgue foi nomeado primariamente pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
2019-nCoV e posteriormente foi oficialmente designado como sindrome respiratoria
aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (GRALINSK et al.,2020; HE et al., 2020).
O 2019-nCoV tratava-se de um virus zoonético, membro da linhagem beta
coronavirus, descoberto através de amostras de pacientes com pneumonia (ZHU et
al., 2020).

Ainda em janeiro de 2020, paises como Tailandia, Japdo e Coréia do Sul,
confirmaram a deteccéo de uma infeccdo humana pelo novo coronavirus da China (LI
et al., 2020). O surto causado pelo SARS-CoV-2 aumentou substancialmente e em 26
de janeiro de 2020 havia registro de 2.761 casos de infec¢cdo, 80 mortes associadas
ao novo virus na China e aproximadamente 33 casos da infec¢do em outros 10 paises
(Zhou et al., 2020). Nao demorou muito para que 0 novo virus se espalhasse por
diversos paises e continentes causando doencas respiratorias de niveis variados,
sendo declarada situacdo emergencial de saude publica de preocupacdao internacional
pela OMS em 31 de janeiro de 2020, e em 11 de fevereiro de 2020 foi designado o
nome COVID-19 para a doenca causada pelo novo coronavirus, que em 11 de marco
de 2020 a doenca foi caracterizada como uma pandemia (OMS, 2020d). Devido a

natureza infecciosa do novo coronavirus, 0os numeros de pessoas infectadas
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confirmadas aumentaram exponencialmente em poucos dias, de modo que, no dia 25
de marco os numeros globais chegaram na casa dos 413.467 testados positivos e
18.433 fatalidades confirmadas (SRIVASTAVA et al., 2020; ZU et al., 2020;
CALLAWAY; CYRANOSKI, 2020; OMS, 2020c; OMS, 2020d.).

No Brasil, o primeiro caso de infecgao por SARS- CoV-2 foi confirmado em um
homem de 61 anos em retorno de viagem da Itdlia em 26 de fevereiro de 2020
(JORNAL FOLHA DE SAO PAULO, 2020a), e seu primeiro 6bito no dia 17 de marco
de 2020 na cidade de S&o Paulo, um homem de 62 anos (JORNAL FOLHA DE SAO
PAULO, 2020b).

Em 27 de julho de 2021, 19 meses apés a confirmag¢do do primeiro caso, 0
mundo totalizava aproximadamente 195 milhdes de casos de COVID 19 confirmados
e 4,1 milhdes de oObitos, de acordo com os dados da OMS e o Brasil ja registrava cerca
de 19 milhdes de casos e 549 mil 6bitos (OMS, 2021).

Atualmente os numeros globais de confirmados e 6bitos sdo alarmantes,
segundo dados obtidos da OMS em 05 de julho de 2022 os casos confirmados
chegam na casa dos 547.901.157 enquanto os Obitos somavam 6.339.899 (OMS,
2022). Até marco de 2022, o Brasil ocupava a 32 posicao entre 0s paises com maior
namero de casos confirmados (Figura 1) e a 22 posicdo com maior nimero de mortes

em razdo da COVID-19 ao longo desse periodo pandémico (figura 1) (WHO, 2022)

Figura 1 — Classificacdo dos principais paises com maior nimero de casos
confirmados e morte por COVID-19 até margo de 2022

Classificagdo dos paises de acordo com o numero de casos confirmados por COVID-19 até julho de 2022.

E= Estados Unidos da América = india B8 Brasil
86.717.355 43.531.650 32.490.422

Classificagcao dos paises de acordo com o numero de ébitos por COVID-19 até julho de 2022.

= Estados Unidos da América I8 Brasil = india
1.008.640 671.911 43

Fonte: Painel da OMS sobre o coronavirus - COVID-19, 2022
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Em julho de 2020, o Nordeste se destacava como a segunda regido com
maiores porcentagens de ocorréncias no Brasil, sendo 789.896 confirmados e 27.383
Obitos (BRASIL, 2020a). J& em 24 de julho de 2022 a primeira regido que aparece
com maior numero de infectados € a Sudeste, com 13.293.422 casos confirmados e
324.512 o6bitos, enquanto que o Nordeste apareceu como a terceira regido brasileira
mais afetada em termos de infeccdo pela COVID-19, registrando assim 6.706.888
casos confirmado e 130.561 Obitos e a regido Norte a menos afetada registrando
2.667.766 casos seguido por 50.57 6bitos (BRASIL, 2022b).

Dentre os estados nordestinos, em 24 de julho de 2022, a Paraiba registrou
642.266 casos confirmados e 10.339 6bitos (BRASIL, 2022a). Em nivel municipal, a
capital paraibana, Jodo Pessoa, segue liderando o ranking das ocorréncias por
COVID-19. Segundo dados da Secretaria estadual de Saude da Paraiba (2022), em
25 de julho de 2022 a capital da Paraiba encontra-se com os indices de 159.248
testados positivos e 3.231 6bitos por COVID-19 (BRASIL, 2022b).

2.2 Agente Etioldgico

Os coronavirus (CoVs) sdo uma grande familia de virus de RNA, classificados
na ordem Nidovirales e na familia Coronaviridae sendo essa, subdividida em duas
subfamilias Coronavirinae e Torovirinae com uma ampla gama de hospedeiros
naturais. Os Coronavirinae séo capazes de se comportarem como virus zoonéticos,
capazes de causar doencas em diversas espécies de animais domeésticos e
selvagens, bem como em seres humanos e atualmente séo classificados em quatro
géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus,
em que o SARS - CoV- 2, assim como 0 SARS - CoV e 0 MERS - CoV pertencem
ao género Betacoronavirus, apresentando os seguintes subgéneros: Embecovirus,
Hibecovirus, Merbecovirus e Sarbecovirus (PATRICK et al.,2009; WEISS, 2011,
XAVIER et al., 2020; LI et al., 2019; WASSENAAR; GORBALENYA et al., 2020).

Os coronavirus sao virus envelopados com diametro de 60 a 130 nm, contém
um genoma de acido ribonucleico - RNA de fita simples de sentido positivo, capazes
de infectar aves (Gammacoronavirus e Deltacoronavirus), além de varias espécies de
mamiferos, dentre eles o humano (Alphacoronavirus e Betacoronavirus). Dos

coronavirus pertencentes a subfamilia Coronavirinae e género Betacoronavirus, 0s
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SARS — CoVs e os MERS CoVs foram caracterizados por serem transmitidos por
morcegos, sendo estes, reservatorio natural para ambos, transmitindo para gatos e
camelos respectivamente, como hospedeiros intermediarios, e por fim, transmitidos
ao humano (PATRICK et al.,2009; WEISS.,2011; XAVIER et al., 2020; LI et al., 2019;
JUNEJO et. al. 2020; ANDERSEN et al., 2020).

O SARS-CoV-2 é o sétimo coronavirus conhecido por infectar seres humanos
(ANDERSEN et al.,2020). Os coronavirus humano (HCoVs), normalmente causam
resfriados leves em individuos saudaveis, e por isso, esses patdgenos recebiam
relativamente pouca importancia. Porém, nas Ultimas duas décadas, os HCoVs
patogénicos tém emergido causando surtos endémicos, epidémicos e pandémicos
denominados por sindromes respiratorias graves tais como sindrome respiratoria
aguda grave (SARS-CoV) em 2002, sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-
CoV) em 2012 e sindrome respiratéria grave coronavirus 2 (SARS — CoV -2) em 2019
(PATRICK et al.,2009; PAULES et al., 2020; WEISS, 2011; HE et al.,2020).

O SARS-CoV-2, assim como outros coronavirus, € um virus de RNA de sentido
positivo, de cadeia simples, envelopado e ndo segmentado. Seu genoma apresenta
um tamanho de 27 a 32kb, grande quando comparado a outros virus, além disso, o
genoma do SARS-CoV-2 consiste em duas regides nao traduzidas terminais 5° UTR
e 3' UTR, dois grandes complexos - ORF1A e ORF1B codificante para proteinas nédo
estruturais (NSPs), um gene da proteina spike (S), gene da proteina do envelope (E),
gene da proteina da membrana (M), gene da proteina nucleocapsideo (N), e genes
para proteinas acessoérias (QAMAR et al., 2020; ASTUTI I, YSRAFIL, 2020).

Estudos afirmam que o SARS-CoV-2 dispbe na sua estrutura de quatro
proteinas principais sendo elas a glicoproteina spike (S), a glicoproteina de envelope
(E), a glicoproteina de membrana (M) e a glicoproteina do nucleocapsideo (N). A
proteina spike (S) na superficie do virus e apresenta uma conformacéo
transmembranar, onde o dominio funcional S1 esta associada ao tropismo celular e
interacdo com o receptor na membrana da célula hospedeira, enquanto que o S2
medeia o processo de fusdo das membranas virais e celulares. A proteina do
nucleocapsideo (N) é expressa durante o processo de infeccdo, participando do
enderecamento do RNA viral além de facilitar o processo de replicacéo,
processamento e montagem do virus. Um outro componente importante é a proteina

M, que interage com todas as outras proteinas estruturais com a finalidade de
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estabilizar a montagem viral. A proteina de envelope (E) que atua juntamente com as
demais proteinas estruturais no inicio do processo de infeccdo e montagem viral
(BIANCHI et al., 2020; WALLS et al., 2020; TILOCCA et al., 2020; RABAAN et al.,
2020; ASTUTI I, YSRAFIL, 2020).

2.3 Transmissao e Mecanismo de Infeccéo

A transmissdo do SARS-CoV-2 exige que uma carga viral minima, ainda nao
conhecida, de virus competente para que haja a replicacdo entre em contato com um
sitio anatdmico vulneravel de um individuo susceptivel (Eric et al., 2021).

No inicio da pandemia da COVID-19, muitas hipoteses a respeito da dinamica
da transmisséo do virus foram levantadas e por se tratar de um agente infeccioso das
vias aéreas respiratdrias logo associou-se que a principal forma de transmisséao seria
através do contato com goticulas respiratdrias, aerossol, contato direto com
superficies contaminadas e devido a manifestacdo de quadros gastrointestinais
presentes em alguns casos, elencou-se a possibilidade da ocorréncia de transmissao
por via fecal-oral (Figura 2). Estudos tem relatados que a transmissao do SARS-CoV-
2 pode ocorrer por Varias vias aceitaveis e depende de vérios fatores, incluindo a dose
infecciosa, viabilidade do virus, distancia e duragdo da exposicdo, diversos fatores
ambientais como temperatura, umidade, precipitacdo, pH, ventilacdo, radiacdo
ultravioleta solar, entre outros , e fatores do hospedeiro tais como a taxa de respiracao,
morfologia do trato respiratorio, tecidos-alvo, distribuicdo de receptores, barreiras do
hospedeiro e respostas imunes (Harrison et al., 2020; Escandén et al., 2021; Wang et
al.,2021; Eric et al.,2021.).

Figura 2 - Rotas de transmissao propostas para a infec¢ao pelo SARS-CoV-2
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Conforme reconhecido pelo CDC, o principal modo pelo qual as pessoas sao
infectadas com SARS-CoV-2 é através da exposicdo a fluidos respiratérios que
transportam virus infecciosos. Durante a expiracao, os individuos infectados liberam
fluidos respiratorios na forma de goticulas, isso acontece através da fala, tosse, canto,
exercicios, espirro e até mesmo na respiracao tranquila, e essas goticulas carregam
virus e transmitem infeccdo. A exposicdo ocorre de trés maneiras principais: (1)
inalacdo de goticulas respiratorias muito finas e particulas de aerossol, (2) deposicéao
de goticulas e particulas respiratdrias em membranas mucosas expostas na boca,
nariz ou olhos por respingos e sprays diretos e (3) tocar as membranas mucosas com
as maos sujas diretamente por fluidos respiratorios contendo virus ou indiretamente
ao tocar superficies com virus ativo (CDC, 2021; Escandén et al., 2021).

Ainda segundo Escandén et al. (2021), a transmissao respiratoria, por meio de
aerossois e goticulas inalaveis de curto alcance, € o principal modo de transmissao
do novo coronavirus. Ja a transmissao por contato fisico e por contato indireto com
objetos e superficies, representam um papel menor na disseminacéo do SARS-CoV-
2, e a transmissao por aerossol de longo alcance pode ocorrer, sob condicbes como
exposicdo prolongadas em ambientes fechados com auséncia de ventilacdo, sendo a

transmissao fecal-oral considerada insignificante com base nas evidéncias existentes.
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O novo coronavirus, causador da COVID-19, é um virus revestido por um grupo
de proteinas conhecidas como “Spike protein” (proteina “S”), essa proteina apresenta
um dominio de ligacdo ao receptor (RBD) que medeia o contato direto com um
receptor celular da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) expresso na
superficie das células de vérios oOrgédos, incluindo as células epiteliais das vias
respiratérias, e um sitio de clivagem polibasico S1/S2 que é clivado proteoliticamente
pela catepsina L celular e pela serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2). O
mecanismo de infeccéo viral do SARS-CoV-2 na célula hospedeira inicia através da
interacdo com o dominio funcional S1 da proteina spike (S) com o receptor da ECA-
2. Esse contato entre os receptores previamente citados mobiliza a TMPRSS2 para o
sitio de infeccdo viral, acarretando na clivagem da proteina spike nos dominios
funcionais S1 e S2, de modo que S1 se dissocie de S2 levando sua ativacdo, que
mediada pelo dominio funcional interno S2 exposto, promove a fuséo viral com a
membrana celular (JIANG et al.,2020; HOFFMANN et al., 2020; LI et al., 2020;
LUKASSEN et al., 2020; ASTUTI et al., 2020; Escandon et al., 2021).

Uma vez que acontece a fusédo do virus a membrana da célula hospedeira, vai
haver a internalizacdo do virus em um processo conhecido como endocitose. A
endocitose leva a formacdo de uma organela dentro da célula conhecida como
endossomo primario, com um pH préximo de 6,5 que sensibiliza as proteinas
estruturais virais, a medida que o endossomo direciona-se para regides proximas do
nacleo seu pH é acidificado (baixa para 6,0 aproximadamente), aumentando o
processo de exposi¢do do material genético viral no citoplasma O SARS-CoV-2 utiliza
da maquinari celular para desempenhar o papel transcricional (HARRISON et al.,
2020; Escandodn et al., 2021).

Uma vez que o RNA viral chega no citoplasma da célula hospedeira vai ser
usado como molde para a sintese de mais RNA Viral e de proteinas virais. As
proteinas recém-sintetizadas séo direcionadas para o reticulo endoplasmatico (RE)
onde serdo traduzidos nas proteinas constituintes da particula viral, essas proteinas
virais integram o RNA viral recém produzido para a formacao de novos virus no RE e
sao direcionadas ao complexo de Golgi, onde sdo preparados para liberacdo e
embrulhados em membranas do complexo golgiense, formando assim uma vesicula,
essa por sua vez, sai do complexo de Golgi em direcdo a membrana da célula

hospedeira fundindo-se a ela e consequentemente libera novos virus com capacidade
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infecciosa (JIANG et al., 2020; HARRISON et al., 2020; ASTUTI, YSRAFIL. 2020;
CESPEDES; DE SOUZA, J. C. R. P. 2020; ESCANDON et al., 2021).

2.4 Sinais, sintomas e diagndstico

Sabe-se que 0 SARS-CoV-2 é um virus infeccioso respiratério que afeta as vias
respiratorias superiores e inferiores, diante disso os individuos podem apresentar
quadro de sintomas distintos. Outros fatores como fisioldgicos, por exemplo o estado
nutricional e idade, patoldgicos como comorbidades preexistentes e imunologicos,
podem acarretar apresentacdes clinicas tidas como leves, moderadas ou graves. O
inicio da manifestacdo dos sinais e sintomas em pacientes SARS-CoV-2 positivos
acontecem apo6s um periodo de incubacao viral, que varia de 1-14 dias com média de
5-6 dias. (BACKER; KLINKENBERG; WALLINGA, 2020; CDC, 2020; ASTUTI, I;
YSRAFIL, 2020; LINTON et al., 2020).

Estudos demostram que clinicamente, a infeccdo com SARS-CoV-2 pode se
apresentar em uma das seguintes condi¢des: assintomaticos, individuos com doenca
respiratoria aguda (DRA) ou pacientes com pneumonia em diferentes graus de
gravidade (XAVIER et al.,, 2020). As manifestacbes do quadro clinico comum,
inicialmente se assemelham aos sintomas de outras infeccfes respiratérias como
resfriado e influenza, porém, com maior proporcdo de evolucdes para infeccdes
graves e criticas. Os sintomas que podem se manifestar sdo congestao ou coriza,
tosse seca, febre, fadiga, mialgia, podendo ser acompanhados de cefaleia, secrecdes
respiratorias, diarreia, dispneia, disgeusia ou anosmia e quando comparada com
outras infec¢des respiratérias a COVID-19 se apresenta com maior proporcdo de
evolucdes para infec¢des graves e criticas levando a admissao em unidade de terapia
intensiva (UTI) exigindo oxigenoterapia e/ou suporte ventilatorio além de estar
relacionada com alta mortalidade (XAVIER et al., 2020; GUPTA et al., 2020; HE et
al.,2020).

Uma parcela importante dos pacientes tende apresentar um bom prognostico,
entretanto, idosos e pessoas com disturbios ja existentes, como doengas pulmonar
obstrutiva crdnica, cardiovasculares, renais, diabetes, podem progredir para sindrome
do desconforto respiratorio agudo (SDRA) e/ou desencadear manifestacfes

extrarrespiratorias como choque seéptico, disfuncdo da coagulacdo, complicacbes
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cardica, renal, hepatica e faléncia multipla de 6rgdos podendo levar ao 6bito (GUO et
al., 2019; XAVIER et al.,2020). Outros sintomas inespecificos correlacionados com o
agravo do quadro de infeccdo pelo SARS-CoV-2 inclui manifestacfes neuroldgicas
que podem ser divididas em manifestacbes do sistema nervoso central, tais como
doencas cerebrovasculares e consciéncia prejudicada, manifestacbes do sistema
nervoso periférico e sensorial como perca do paladar ou olfato citados anteriormente
e manifestacdes do sistema nervoso associado ao musculo esquelético como a leséao
muscular esquelética (ASTUTI, I.; YSRAFIL, 2020; MAO, 2020.).

Atualmente as principais metodologias para confirmar a infeccéo pelo SARS
CoV-2 séo:

v' Ensaios Moleculares de Reacdo em Cadeia de Polimerase, sendo a técnica
da RT-gPCR considerada como padrdo-ouro para a deteccado precoce de
virus. Essa técnica tem como objetivo a detec¢cdo do RNA do SARS-CoV-2
mediante amostras da nasofaringe e/ou orofaringea obtida a partir de coleta
com swab entre 0 3° e 7° dia de infecgdo potencial (RAI et al., 2021).

v' Testes sorolégicos com a finalidade de detectar qualitativamente e /ou
guantitativamente anticorpos IgM, IgG e IgA no sangue periférico, utilizando
a técnica de ELISA ou Imunocromatografia, sendo esta Ultima também
utilizada para detectar qualitativamente os antigenos virais em secrecfes
de nasofaringe e/ou orofaringe (RAI et al., 2021).

v' Diagnéstico por imagem: Através de tomografia computadorizada de alta
resolucéo, objetiva observar alterac6es tomogréaficas pulmonar que sejam
compativeis com a COVID-19 (BRASIL, 2021c).

2.5 Imunologia da COVID-19

2.5.1 Imunidade Inata na COVID-19

O sistema imunoldgico € uma potente barreira contra diversas infeccbes que
podem acometer o organismo. Esse sistema desempenha diversos mecanismos
celulares e moleculares capazes de defender a homeostase fisioldgica frente a um
desafio e a sua atuacdo em infec¢Bes virais € essencial para a deteccéo e eliminacao
do virus. Diante dessas infec¢des, uma das primeiras linhas de defesa recrutadas ao

local da infeccdo sao as células constituintes da imunidade inata, que apresenta um
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papel fundamental na orquestracdo da resposta inicial (HEINONEN et al., 2019;
VABRET et al., 2020; LI et al., 2020; McKechnie & Blish, 2020).

Os mecanismos das respostas imunoldgicas desencadeados pela infeccéo do
SARS-CoV - 2 ainda ndo estdo bem elucidados e tem mostrado uma vasta
complexidade no que diz respeito as respostas imunes protetoras eficientes ou
ineficazes no individuo infectado (LI et al., 2020; HOSSEINI et al., 2020). Tanto a
resposta imune inata como a adaptativa tém um papel fundamental nos processos de
reconhecimento e eliminacédo de patdégenos estranhos. Estudos tém evidenciado que
uma resposta imune baixa ou irrestrita durante a infecgao por SARS-CoV-2 impulsiona
os padrdes clinicos, a magnitude da doenca e a progressdo da COVID-19 (PERICO
et al.,2021; HOSSEINI et al., 2020). Sendo assim, a compreensdo das respostas
imunologicas frente a infeccdo por SARS-CoV-2 sdo indispensaveis para um melhor
desenvolvimento de estratégias preventivas e novas percepc¢des terapéuticas cada
vez mais eficientes no que se refere aos quadros clinicos apresentados pela COVID-
19 (PERICO et al.,2021).

A imunidade inata parece ter papel central na defesa contra o0 SARS-CoV-2
(BRITO et al.,2020). O sistema imune inato do hospedeiro detecta infec¢des virais
usando receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs) para reconhecer padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMPSs) e a padrées moleculares associados a
danos (DAMPs). De acordo com Brito et al (2020), os principais PRRs conhecidos
incluem  receptores Toll-like (TLR), receptores RIG-I-like (RLR), NOD-like (NLR),
entre outros. As células imunes inatas, incluindo macréfagos, mondcitos, células
dendriticas, neutrofilos e células linfoides inatas (ILCs), como células natural killer
(NK), estdo armadas com um arsenal de PRRs que reconhecem PAMPSs ou padrdes
moleculares associados a danos (DAMPS) para induzir vias de sinalizacdo inflamatoria
e respostas imunes, e dependendo do receptor estimulado, diferentes respostas
biolégicas do hospedeiro sdo desencadeadas. A sinalizacdo através desses
receptores em células imunes inatas em resposta a patégenos, PAMPs ou DAMPs
leva & producdo de citocinas e quimiocinas inflamatorias, bem como a inducdo de
morte celular para limpar as células infectadas. Até 0 momento, varios PRRs, em
particular, TLRs, RLRs e NLRs, demonstraram ativar suas vias de sinalizagdo em
resposta ao SARS-CoV-2 (DIAMOND et al., 2022; LI et al., 2020; BRITO et al., 2020;
PERICO et al., 2020).

29



As diferentes células imunes como mondcitos, macréfagos, linfocitos e
neutrofilos, migram para o epitélio pulmonar, na tentativa de conter o SARS-CoV-2.
Quando essa tentativa de limitar a infeccdo é exacerbada, ha efeitos oxidativos e
inflamatorios inespecificos podendo resultar em danos secundarios aos tecidos
funcionais e ndo infectados (BRITO et al.,2020; LI et al.,2020). Essas células da
imunidade inata secretam citocinas proé-inflamatérias que inibem a replicagédo viral,
estimulam a resposta imune adaptativa, recrutam outras células imunes para o local
da infeccdo, e reconhecem agentes invasores através da interacdo com receptores
que interagem com padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) ou padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPS), secretados por diferentes células do
sistema imune. Até o momento a compreensao da resposta imune inata especifica
ao SARS-CoV-2 ainda € limitada. No entanto, o epitélio das mucosas do trato
respiratorio representa o sitio anatdémico inicial da infeccdo do SARS-CoV-2, e durante
0 processo da transcricdo viral as células epiteliais infectadas passam a liberar
padrées moleculares como PAMPs (Ex: RNA viral) e DAMPs (Ex: ATP), cuja funcao
€ interagir com receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) expresso nas
células da imunidade inata como receptores RIG citosolico e receptores do tipo Toll-
like (TLRs). Além disso, sabe- se que o0 SARS-CoV-2 é um virus citopético, induzindo
processos de piroptose celular e esse processo é capaz de exacerbar o ambiente
inflamatorio do epitélio respiratério através da liberacdo principalmente de citocinas
(HEINONEN et al., 2019; VABRET et al., 2020; LI et al., 2020; GIAMARELLOS-
BOURBOULIS et al., 2020; DIAMOND et al., 2022).

Consequentemente, tanto nos eventos de ativacao de cascatas de sinalizagao
desencadeados pela ativacdo dos PRRs, como os fatores liberados no processo de
piroptose recrutam diversas populacdes celulares ao local através da secrecdo de
citocinas com caracteristicas proé-inflamatérias induzindo o recrutamento de
macroéfagos alveolares, monacitos e linfocitos. Aléem disso, a ativagdo dos mondcitos
e macrofagos, no sitio infeccioso, promove a secrecdo de fator de necrose tumoral
pro-inflamatéria alfa (TNF-a), IL-1, IL-6 e IL-18, que juntos potencializam os efeitos
antivirais das células recrutadas, além de potencializar também a resposta imune
adaptativa (VABRET et al., 2020; PARK et al., 2020; HUANG et al., 2020; ZHANG et
al., 2020; GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020).
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Segundo Diamond et al (2022), a sinalizacdo dos PRR envolvida pelo SARS-
CoV-2 induz a liberagéo simultanea de citocinas pro-inflamatdrias incluindo Interferons
tipo I e lll, IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-B, IFN-y, IL-17. Tais citocinas quando expressas
auxiliam na eliminacao de infec¢des, mas também mantém a homeostase celular. No
entanto, a liberacdo desregulada das citocinas proé-inflamatérias contribui para a
hipercitocinemia também conhecida como tempestade de citocinas, condicao
presente em pacientes com a sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA),
complicacbes tromboembdlicas, danos pulmonares e complicagdes tromboembdlicas
em pacientes graves da doenca. A tempestade de citocinas também pode ser
entendida como uma condi¢ao potencialmente fatal causada pela produgéo excessiva
de citocinas inflamatérias que contribui para a patogénese da doenca por induzir um
tipo de morte celular denominada morte celular inflamatéria (PANoptose) (DIAMOND
et al., 2022; LOWERY; SARIOL; PERLMAN., 2021; Karki; Kanneganti, 2021).

A PANoptose € uma via de morte celular programada inflamatéria imune inata
dependente de PANoptossomas, complexos contendo caspase com ou sem
componentes do inflamassoma, além de proteinas induzidas pelo sinergismo de TNF
e IFN-y principalmente em macréfagos inflamatoérios que ativa a via da caspase-8
levando a morte celular, sendo capaz de atuar em um sistema de feedback positivo,
resultando em mais liberacdo de citocinas, acarretando assim em uma sobrecarga
inflamatoria tecidual causando danos aos tecidos, 6rgaos e até faléncia multipla de
orgaos do hospedeiro com risco de vida pela COVID-19 (ZHENG et al., 2020;
DIAMOND et al., 2022; LOWERY; SARIOL; PERLMAN., 2021 BANOTH et al., 2020).

As células naturais killer (NK) também sdo conhecidas por apresentarem
atividade antiviral, por expressarem receptores para MHC classe |, que regulam a
producado de citocinas ou citotoxicidade mediada por células. Contudo, 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 de que, pacientes com as formas leve, moderadas
e graves da COVID-19 apresentam um perfil de células NKs mais ativadas, porém
apresentando um fenotipo exausto pela expressao de PD-1 (PERICO et al., 2020;
BRITO et al., 2020; DEMARIA et al., 2020; VITTE et al., 2020). Eosinofilos e Basofilos,

por sua vez, apresentam frequéncia e atividade reduzida na infec¢édo por SARS-CoV-
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2, sobretudo em pacientes que desenvolvem formas moderadas e principalmente
graves da COVID-19. (PERICO et al., 2020; VIGON et al., 2021; VITTE et al., 2020).

2.5.2 Imunidade Adaptativa na COVID-19

A imunidade adaptativa na COVID-19 apresenta um papel essencial no
reconhecimento e eliminacdo de patdégenos estranhos (PERICO et al., 2021). Sendo
assim, tem-se que é necessario a apresentacdo do antigeno para estimular a
imunidade humoral e celular do corpo, que sdo mediadas por células B e T especificas
do virus (LI et al., 2020). Em linhas gerais, a ativacdo adaptativa é considerada como
um requisito fundamental para eliminar os invasores, construir uma memoéria
imunolégica adequada, como também para limitar a ativacdo inata (EKSIOGLU-
DEMIRALP et al., 2020).

No que se diz respeito aos mecanismos imunolégicos ha COVID-19, ainda néo
estdo bem elucidados, no entanto, a compreensdo da resposta imune frente ao
SARS-COV-2 torna-se fundamental para a determinacdo da susceptibilidade desse
individuo baseado nas respostas imunologicas de memoria previamente
estabelecidas pelas células T e B em pacientes convalescentes, assim como, para a
compreensao da susceptibilidade a progressao da doenca, eficacia das intervencdes
terapéuticas além de poder entender os melhores marcadores imune na doenca (LI
et al., 2020; GRIFONI et al., 2020).

Estudos tem apontado que a infeccdo pelo novo coronavirus pode
comprometer a linhagem linfocitarias desses pacientes, causando alteracdes na
contagem dos linfécitos, o que pode ser denominado de linfopenia e foi evidenciado
gue essa linfopenia afeta diretamente os linfécitos T CD4+ e T CD8+, provocando
assim, uma baixa na contagem absoluta de células T, especificamente nas células T
CD8+, o0 que pode estar resultando no agravamento das respostas inflamatorias (LIU
et al., 2020; MENDES et al.,2021; SANTOS et al.,2022). Nesse contexto EKSIOGLU-
DEMIRALP et al. (2020), relatam o aumento de células T em pacientes apresentando
a forma leve, enquanto que em termos de frequéncia, individuos moderados e graves
demonstraram redugéo em comparagao ao grupo controle.

A linfopenia é uma caracteristica comum da COVID-19 grave, caracterizada por

nameros absolutos reduzidos de células T CD4+ e particularmente CD8+ e essa
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deplecao celular se correlaciona com a gravidade da COVID-19 (PERICO et al., 2020).
Estudo realizado por QINC et al. (2020), demonstrou que pacientes acometidos pela
COVID-19 a contagem total de células B, células T e células NK reduziram
significativamente em todos os grupos de infectados, principalmente no grupo dos
casos graves quando comparado com individuos saudaveis (IWAMURA et al., 2021,
QINC et al., 2020). J& em relacdo aos individuos recuperados da COVID-19 que foram
analisados por citometria de fluxo observou-se uma inalteracdo da frequéncia de
linfécitos T CD4+ e T CD8+ quando comparados ao grupo de individuos nédo expostos
ao virus (GRIFONI et al., 2020). Em termos gerais, a atuagéo controlada de células
B e T encontram-se ligadas a patogénese da COVID-19 e ao processo de eliminagéo
viral, entretanto o fornecimento de imunidade duradoura e protecéo a reinfeccdo ainda
nao sdo bem compreendidos (TRIGGLE et al., 2021).

A apresentacdo de antigenos virais pode ser mediada por células
apresentadoras de antigenos por meio das moléculas de MHC classe Il, promovendo
a ativacdo de células T CD4+. Isso pode resultar na producdo e liberacdo de
interleucina (IL)-12, que juntamente com o IFN-a, aumenta a expressdao do MHC
classe | e a ativacdo das células NK, o que permite a atuacdo dos mecanismos
antivirais e a erradicacao das células infectadas pelo SARS-CoV-2, e por outro lado
também pode atuar coestimulando a producéo de linfécitos com perfil Thl (BRITO et
al.,2020).

Na infeccdo pelo SARS-CoV-2 diversos estudos buscam demonstrar a
dindmica interacdo entre a imunidade adaptativa promovida pelos linfocitos T e os
eventos que direcionam para as gravidades dos pacientes acometidos pela COVID-
19 (LIU et al. 2020). A busca constante de linfécitos T com respostas especifica para
0 SARS-CoV-2 em pacientes recuperados tem sido uma das alternativas
desenvolvidas por alguns cientistas. Um grupo de pesquisadores dos Estados Unidos
da América utilizando individuos saudaveis nao infectados e pacientes
convalescentes leves, observaram reatividade de células T especificas para a
proteina Spike e proteina da Membrana do SARS-CoV-2 em células T CD4+ e CD8+,
com uma acentuada secrecdo de INF-y e viés imunolégico para diferenciacdo na
subpopulacdo CD4+ Thl, enquanto que as células T CD8* secretavam INF-y, TNF e

granzima, corroborando para a ideia de uma memodria imunoldgica contra uma
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reinfeccdo mediada principalmente pela secre¢do de citocinas com caracteristicas
pro-inflamatérias (GRIFONI; WEISKOPF; RAMIREZ, 2020).

E possivel observar que, ap6s entrada do virus na célula-alvo, peptideos virais
sao apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou antigeno
leucocitario humano (HLA) classe | aos linfocitos T CD8+, que exercem sua fungéo
citotéxica, levando a morte celular por apoptose da célula infectada (Brito et al., 2020).
Em pacientes com COVID -19 grave, estudos tem relatado alteracées no estado de
ativacao e/ou diferenciacdo das células CD8 T com aumento nos niveis de expressao
dos receptores inibitérios TIM3. Outros estudos sugerem que as células T CD8
quando hiperativadas produzem altos niveis de expressao de marcadores naturais
relacionados a células T assassinas, aumento da citotoxicidade além de expressarem
marcadores de ativacdo (CD38) e de proliferacdo (Ki67) indicando que pode haver
respostas de células T CD8 especificas nos pacientes com COVID-19 (Kim et al.;
Chen; John Wherr, 2020).

Quanto a resposta humoral, observa-se que os linfécitos B apresentam a
capacidade de gerar anticorpos neutralizantes especificos contra o SARS-COV-2 em
pacientes infectados, sobretudo direcionados a proteina Spyke e a proteina do
Nucleocasideo, os quais contribuem para o bloqueio da entrada do virus nas células
hospedeiras demonstrando um papel critico desses anticorpos para a eliminacao viral
(LI etal., 2020; Eksioglu-Demiralp et al., 2020; XIE et al., 2020; MA et al., 2020; WANG
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 producdo e secrecao de
anticorpos, células B de memdéria sdo geradas, as quais sdo capazes de serem
reativadas e se diferenciar em células secretoras de anticorpos contra 0 SARS-COV-
2 de maneira precoce em casos de reinfeccdo (TAN et al., 2022; BRITO et al., 2020;
ROBINSON et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar biomarcadores imunolégicos de superficie e intracelulares
associados as funcdes celulares nos linfécitos T CD8+ em individuos néo infectados
pelo SARS-CoV- 2 e recuperados da COVID-19.

3.2 Objetivos Especificos

No grupo controle e nos grupos de pacientes previamente acometidos pela COVID-
19:

v Analise das caracteristicas clinico-epidemioldgicas;

v Realizar diagndéstico molecular através da detec¢do de RNA Viral do SARS-CoV-
2 pela técnica do RT-gPCR;

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

v ldentificacdo de marcadores imunolégicos na COVID-19 a partir da utilizacdo de

estimulos por peptideos antigénicos do SARS-COV-2:

e Avaliar a expressdo de marcadores imunolégicos na subpopulacéo de linfocitos
T CD8+ através de marcadores de ativacdo (CD38 e CD69);

e Verificagcdo a expressdo de marcadores imunoldgicos na subpopulacdo de
linfécitos T CD8+ através de marcadores de proliferacao (Ki-67);

e Avaliar a populacéo de linfocitos T CD8+ quanto a producao da citocina INF-y;

e Caracterizagdo da atividade citotoxica das células T CD8+ mediante analises

de producéo de perforina, granzima B e CD107a.
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4 METODOLOGIA

4.1 Consideracdes Eticas

O presente estudo esta 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
(Namero do Parecer: 4.101.879 e CAAE:31354720.0.0000.5188) do Centro de
Ciéncias da Saltde da UFPB (APENDICE A).

4.2 Amostras Clinicas

Amostras de sangue periférico para obtencdo de PBMCs e secrecao da
nasofaringe/orofaringe provenientes de 27 pacientes voluntarios acima de 18 anos
foram coletadas durante o periodo de novembro de 2020 a maio de 2021, os quais
encontram-se distribuidos em 4 grupos de estudo. Para o grupo controle (CTL - n =
9), foram incluidos individuos saudaveis sem enfermidades cronicas, que ndo faziam
uso continuo de medicamentos, além de apresentarem exames sorologicos e de RT-
gPCR (PCR quantitativo em tempo real) negativos para COVID-19. Individuos
recuperados da COVID-19 foram confirmados mediante prévio diagnéstico por RT
gPCR durante a fase aguda. Objetivando garantir que todos os voluntéarios inseridos
nos grupos em estudo ndo enfrentavam um quadro de reinfeccdo (para 0os grupos
recuperados) ou uma infeccdo primaria (para o grupo controle), foram coletadas
amostras da nasofaringe ou orofaringe, mediante swab, para posterior realizacdo do
diagndéstico molecular RT-qPCR para deteccéo e quantificacéo sensivel e especifica
de alvos de acidos nucleicos viral. Também foi realizado diagndstico soroldgico para
a deteccdo de anticorpos IgG especificos ao SARS-COV-2. Nesse aspecto,
voluntarios acometidos por um quadro leve da infeccdo foram divididos em dois
grupos baseado na deteccdo de IgG apoés a cura: leve IgG- (n = 5) e leve IgG+ (n =
6), composto por voluntarios que manifestaram sinais e sintomas leves compativeis

com a infecgéo, ndo necessitando de internagéo. O grupo grave (n = 7), por sua vez,
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foi caracterizado por pessoas anteriormente acometidas pela infeccdo causada pelo
SARS-CoV-2, na qual desenvolveram sinais e sintomas mais graves compativeis com
a infeccdo necessitando, portanto, de internacao.

Todos os voluntarios apresentaram idade igual ou superior a 18 anos, sendo
ndo gestantes e ndo acometidos por problemas neurolégicos (como sindrome de
Guillain-Barré, Alzheimer, Parkinson, Esclerose Multipla e Esclerose Lateral
Amiotrofica - ELA), para isso, 0s participantes responderam a um questionario
contendo indagacdes sobre possivel comorbidade existente (APENDICE C). Os
participantes da pesquisa foram informados sobre a importancia da mesma bem
como, via assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
participaram voluntariamente do projeto (APENDICE B). Ademais, os voluntarios
preencheram um questionario clinico epidemiolégico contendo dados gerais somados
a informacgbes acerca de sua saude bem como aspectos clinicos e laboratoriais

relacionados ao inicio da doenca (APENDICE C).

4.3 Ensaio de RT gPCR

A técnica de RT-gPCR foi realizada como descrito por Guerra-Gomes et al.
(2021) (GUERRA-GOMES et al., 2021). Durante a coleta do sangue, amostras da
nasofaringe ou orofaringe foram coletadas com o uso de swab para a extracdo e
isolamento do RNA (QIAprep&amp Viral RNA UM Kit QIAGEN, USA). Em seguida o
DNA viral foi amplificado através da técnica de RT-gPCR (SARS-CoV-2 N1+N2 Assay
Kits - QIAGEN, USA) para a deteccdao do material genético do SARS-CoV-2
objetivando, assim, descartar um quadro de reeinfeccdo em voluntérios inseridos nos

grupos leve e grave e confirmar a insercéo dos voluntarios no grupo controle.

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

As analises consistiram na busca dos alelos mais frequentes de HLA de classe

I/ll na populacéo brasileira, excluindo os alelos de populagfes isoladas. Em seguida,
foram realizadas analises de afinidade de ligacdo, previsdo de antigenicidade e
dindmica molecular peptidica entre MHC-I e Il e proteinas do SARS-CoV-2. Assim, 0s
peptideos especificos do SARS-CoV-2 para CD8 (Tabela 1) foram sintetizados
(Genone), liofilizados até uso, ressuspendidos em H20 (MiliQ), agrupados (Pool CoV-
39



2) e armazenado a -20 °C até o uso. Os mesmos procedimentos foram realizados para
peptideos da proteina Spike SARS-CoV-2 (Tabela 1).

Tabela 1 — Lista de peptideos escolhidos no estudo

Posicao

Nome Peptideo a3 Fonte
ORFla ILASFSASTSAFVET  476-490 Este estudo
ORF1b FVDGVPFVVSTGYHFR /2% Este estudo
SPIKE_NTD NIDGYFKIYSKHTPINLV 196-210 STE'NHQDC;EN etal,
Pool| P90l | spikE RBD ATRFASVYAWNRKRI 344-358 STEINHAGEN etal,
Cov- | SPike 2021
2 SPIKE_ S2  ALQIPFAMQMAYRFN 893-907 STE'NHZAO%EN etal,
ORF3 KKRWQLALSKGVHFV  66-80 Este estudo
E FYVYSRVKNLNSSRV ~ 56-70 Este estudo
M KEITVATSRTLSYYK  166-180 Este estudo
ORF8 FYSKWYIRVGARKSA  41-55 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 Analise (IEDB),
conforme descrito anteriormente (CSORDAS et al., 2018). A predicao de epitopo do
SARS-CoV-2 para células T CD8 foi desenvolvida como relatado anteriormente,
utilizando o algoritmo NetMHCpan4.0 (HLA-A* 01: 01; HLA-A* 02: 01; HLA-A* 11: 01,
HLA-A* 24: 02; HLA-A* 68: 01; HLA-A* 23: 01; HLA-A* 26: 01; HLA-A* 30: 02; HLA-A*
31: 01; HLA-B* 07: 02; HLA-B* 51: 01; HLA-B* 35: 01; HLA-B* 44: 02; HLA-B* 35: 03;
HLA-C* 05: 01; HLA- C* 07: 01 e HLA-C* 15: 02). O Processo de desenvolvimento
dos polipeptideos antigénicos de coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave e
sua aplicacéo descrita acima esta sob protecéo patentearia (NUmero do processo: BR
10 2022 005518 1) do Instituto Nacional da Propriedade Industrial (APENDICE D).

4.5 Processamento de Amostras e Obtencé&o do Soro

Para a aquisicdo do soro dos pacientes, os tubos de coleta com as amostras
foram mantidos a temperatura ambiente (TA) por, no minimo, 1 hora para que

houvesse a retracdo do coagulo. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 1.500
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rpm durante 5 minutos a TA e encaminhados para camara de fluxo laminar, local onde
o soro foi transferido para tubos microtubos secos e esterilizados. Por fim, o soro foi
mantido por 24h a -20°C e, posteriormente, transferidos para um freezer -80°C,

ficando armazenados até a utilizacéo para o teste soroldgico.

4.6 Sorologia para Diagnostico de Anticorpos IgG

O teste soroldgico foi realizado utilizando o Kit Anti-SARS-CoV-2 ELISA 1gG
em amostras sanguineas dos voluntarios inseridos em todos os grupos estudados. O
teste foi realizado seguindo todas as orientac6es do fabricante, visando confirmar ou
descartar a presenca dos anticorpos contra o COVID-19 nas amostras coletadas
(EUROIMMUN a PerkinElmer company — REF. El 2606-9601 G).

4.7 Imunofluorescéncia para Analise de Células T CD8+

Aproximadamente 25 mL de sangue periférico foram coletadas em tubos
heparinizados para obtencdo de PBMC (tubos BD Vacutainer® Plus com Heparina de
Sédio), mediante separacéo por gradiente de densidade (Ficoll Paque™Plus - GE
Healthcare, Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA). Inicialmente, uma diluicdo 1:1 do
volume de sangue coletado com Solucao Fosfato Salina (PBS) foi realizada em tubos
de centrifugacdo, com capacidade para 5 mL, esterilizados. Em seguida, as amostras
diluidas foram, cuidadosamente, inseridas sobre o Ficoll e posteriormente submetidas
a centrifugacao (40min, 2000rpm, 20°C). Com isso, o anel de PBMC foi coletado,
lavado por 3 vezes com PBS e, em cada ciclo de lavagem, as amostras eram
centrifugadas (10min, 1200rpm, 4°C) e o sobrenadante descartado.

Na sequéncia, as células foram mantidas em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
suplementadas com 1% de antibiéticos (penicilina/estreptomicina) e 10% Soro Fetal
Bovino (SFB) (Sigma-Aldrich). Uma concentracdo de 2,5 X 10° células/pogo foi
utilizada em microplacas de 96 pocos de fundo em U sob 4 condi¢des: células ndo
estimuladas (meio), estimuladas com Pool Spike CoV-2 (1 pg/pogo), Pool CoV-2 (1
pg/poco) e Staphylococcal enterotoxin B (SEB) (1 pg/pocgo) das Staphylococcus
aureus (Sigma-Aldrich) por 16 horas em estufa 5% CO2 a 37°C.

Em seguida, 10uL/poco de Brefeldina A (Img/mL) (Sigma Aldrich) — para

marcacao intracelular - foi adicionada e as amostras novamente incubadas em estufa
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5% CO2 a 37°C durante 4 horas. Posteriormente, a placa foi retirada da estufa e
centrifugada por 8 minutos (1300rpm, 4°C). O sobrenadante foi desprezado e as
células suspensas por agitacdo. Em seguida, os anticorpos para marcadores de
superficie, ja diluidos, conforme titulacdo padronizada na fase de padronizacdo dos
reagentes, num volume final de 40uL foram adicionados. Apds adi¢do dos anticorpos,
a placa foi incubada a 4°C por 30 minutos ao abrigo da luz. Terminado o periodo de
incubacéo, realizou-se uma lavagem das células adicionando 150 uL de PBS/ poco.

A placa foi entdo centrifugada durante 8 minutos (1300rpm, 4°C), seguida da
remocao do sobrenadante e na sequéncia, agitada para suspencédo das células. Em
seguida, 100uL de PBS e 100uL de solucdo de formaldeido 4% foram adicionados em
cada poco de marcacdo extracelular por 20 min a temperatura ambiente sob abrigo
da luz, para a fixacdo da marcacdo. Apds remover a solucdo de fixacdo por
centrifugacdo (8min, 1300rpm, 4°C) e lavar as células com 150uL de PBS, a
permeabilizacao celular foi, 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 o0 processo a placa foi centrifugada durante 8 minutos
(1300rpm, 4°C), o sobrenadante desprezado e as células ressuspendidas. Em
seguida, 40uL da solucdo de anticorpos intracelulares adequadamente diluidos em
solucéo de PB foi adicionada aos pocos, sendo entdo as amostras incubadas por 45
minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, 150ulL/poco de PB foi
adicionada, a placa foi centrifugada durante 8 minutos (1300rpm, 4°C) e o
sobrenadante desprezado.

Posteriormente, 200uL/poco de solugdo Wash B (PBS/BSA) foi adicionada.
Por fim, o volume final de 200uL/pogo de solugéo contendo as células marcadas foi
transferido para tubos préprios para leitura no citdmetro de fluxo FACScantoll (BD
Biosciences). As células foram mantidas a 4°C, ao abrigo da luz para que as
fluorescéncias ndo fossem perdidas até o momento da leitura. A figura 8A traz um
resumo acerca das etapas metodoldgicas associadas ao protocolo de citometria de

fluxo.

4.8 Anticorpos Monoclonais (MABS)
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Os anticorpos monoclonais utilizados para a marcacdo de moléculas de
superficie foram: controles de isotipo (FITC e PE) como controle negativo, anti-
CD107a, anti-CD38, anti-CD69, e anti-PD-1. Para as marcacdes intracelulares os
seguintes anticorpos foram utilizados: anti-Ki67, anti- IFN-y, anti-granzima B, anti-
perforina. Sendo assim, para a caracterizacéo de linfécitos T CD8+ e a andlise de
expressdo de marcadores imunoldgicos pelas células em estudo, foi usado
fluorocromos conjugados a anticorpos especificos para os parametros de interesse
como fluorocromos, anti-CD8 (APC-Cy5) para a identificacdo das células T CD8+ e
fluorocromos (FITC, PE, APC e PECY7) para a detecc¢éo de Ki67, CD69, CD38, PD-
1, INFy, Perforina, Granzima B e CD107a pela subpopulacéo avaliada no presente
trabalho. Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos das companhias BD
PharmigenTM (CA, USA), Ebioscience (San Diego, CA, USA), Thermo Fisher
Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA) ou Biolegend (San Diego, CA, USA).

4.9Aquisicéo e Anélise dos dados por Citometria de Fluxo

As amostras celulares previamente marcadas com 0s anticorpos monoclonais
fluorescentes acima revelados foram adquiridas em citdmetro de fluxo modelo FACS
CANTO Il (BD Biosciences). Durante a aquisi¢do dos dados foram coletados 30.000
eventos (células) sendo os mesmos, analisados utilizando o software Flowjo v.10.8.1
(BD, Ashland - EUA). A estratégia de andlise utilizada no software supracitado, se deu
da seguinte forma: inicialmente selecionamos a regido correspondente aos linfocitos
totais mediante os parametros tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A). Em
seguida, células T CD8+ foram identificadas através dos parametros FSC-A e CD8.
Dentro desta populacéo, selecionamos as células ativadas utilizando os parametros
CD8. Finalmente, com as células de interesse identificadas, avaliamos a expressao
das proteinas relacionados a atividade imunoldgica das células estudadas. A Figura 3
ilustra a estratégia descrita neste topico. Todos os anticorpos utilizados foram
adquiridos das companhias BD PharmigenTM (CA, USA) ou Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, EUA).

Figura 3 - Estratégia de Andlise utilizada para identificar as subpopulacdes de

linfécitos T CD8+ e marcadores imunologicos em amostras de PBMC
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4.10 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas com auxilio do software GraphPad Prism
versao 8.4.3. Teste de normalidade Shapiro-Wilk foi realizado. Para a comparacgéao de
multiplos grupos, os testes Two-Way Anova (seguido pelo pds-teste de Tukey) e one-
way ANOVA (seguido pelo pos-teste de Tukey) ou teste de Kruskal-Wallis (seguido
pelo pés-teste de Dunn) foi utilizada onde apropriado. Para analises comparativas
entre dois grupos, teste t de Student ou Mann-Whitney foram usados onde apropriado.
Os resultados foram mostrados como média + erro padrdo de média (SEM). O
intervalo de confianca foi de 95% e os valores foram considerados significativos
guando p<0.05. Para criar o heat map acerca dos marcadores imunolégicos
analisados, foi utilizado o] software Morpheus

(https://software.broadinstitute.org/morpheus/).
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5 RESULTADOS

5. 1 Caracterizacdo demografica e clinica dos individuos saudaveis (CTL) e dos

pacientes recuperados da COVID-19 inseridos nos grupos de estudo.

Para o presente estudo, 18 voluntarios recuperados da COVID-19 e 9
individuos ndo acometidos pelo SARS-CoV2 foram recrutados e avaliados. A coleta
das amostras aconteceu entre o periodo de novembro de 2020 a junho de 2021. Todos
esses individuos incluidos na pesquisa ndo haviam sido vacinados para esta doenca
e foram distribuidos em 4 grupos. Para o grupo controle, 9 individuos, sendo 4 homens
e 5 mulheres, com média de idade de 35,62 (£8,07) foram avaliados. O grupo leve
IgG- foi composto por 5 pacientes, sendo 3 do sexo masculino e 2 do sexo feminino,
com média de idade de 35,2 (+7,35), enquanto 6 voluntarios compuseram 0 grupo
leve IgG+ 6 (3 homens:3 mulheres) com uma média de idade 35,8 (£3,18). Por fim, do
grupo grave participaram 7 voluntarios com uma distribuicdo de 3 e 4 componentes
do sexo feminino e masculino, respectivamente. A idade média para o grupo foi 40
(£12,16).

Em termos gerais, os sintomas predominantes relatados entre os individuos
recuperados da COVID-19 foram cefaleia, fadiga, febre, tosse seca e dificuldade
respiratoria. Entretanto, também foram citados sintomas como arrepios, artralgia,
coriza, diarreia, dor de garganta, inchaco ocular, mialgia, ndusea, obstrucdo nasal,
anosmia, ageusia, taquipneia, tosse produtiva e vomito. A maior parte dos voluntarios
(73,33%) tiveram sintomas por mais de 15 dias, sendo 60% destes acometidos por
um quadro leve da doenca e 40% quadro grave. Comorbidades como obesidade,
hipertensdo e asma foram relatadas pelos pacientes recuperados da COVID-19. O
intervalo entre o final dos sintomas e a data da coleta de amostras para o presente

estudo realizada variou de 1 a 11 meses (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas demograficas e clinicas de voluntéarios inseridos nos grupos
estudados

Individuos Saudaveis COVID-19
n=9 (%) n=18 (%)
Média de Idade (DP) 37,22 +9,12 37,88 +10,36
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Género

Masculino 419 (44.44) 4/18 (22.22)
Feminino 5/9 (55.56) 14/18 (77.78)
Grau de severidade

Controle 9/9 (100) N/A
Leve IgG- N/A 5/18 (27.77)
Leve IgG + N/A 6/18 (33.33)
Grave N/A 7/18 (38.89)
Comprometimento pulmonar

Grave 25-49 N/A 2/18 (11.11)
Grave >50 N/A 0/18 (0)
Comorbidades

Hipertenséo - 4/18 (22.22)
Obesidade - 9/18 (50.0)
Pneumopata - 1/18 (5.56)
Inicio e Fim dos Sintomas (dias)

Até 10 dias N/A 2/18 (11.11)
Entre 10 a 12 dias N/A 3/18 (16.67)
Acima de 12 dias N/A 13/18 (72.22)
Sintomas

Arrepios N/A 8/18 (44.44)
Artralgia N/A 5/18 (27.78)
Cefaleia N/A 15/18 (83.33)
Coriza N/A 8/18 (44.44)
Diarreia N/A 7/18 (38.89)
Dificuldade Respiratoria N/A 9/18 (50.00)
Dor de Garganta N/A 9/18 (55.00)
Fadiga N/A 14/18 (77.78)
Febre N/A 11/18 (61.11)
Inchaco Ocular N/A 3/18 (16.67)
Mialgia N/A 8/18 (44.44)
Nauseas N/A 4/18 (22.22)
Obstrucdo Nasal N/A 7/18 (38.89)
Perda de Olfato ou Paladar N/A 8/18 (44.44)
Taquipneia N/A 5/18 (27.78)
Tosse com Catarro Espesso N/A 4/18 (22.22)
Tosse Seca N/A 10/18 (55.56)
Vomito N/A 3/18 (16.67)

Fonte: Aureliano et al. (2022)
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5.2 Avaliacédo da frequéncia da subpopulacao de células T CD8* no grupo CTL
e nos distintos grupos de pacientes recuperados da COVID-19.

A andlise de PBMC por citometria de fluxo de individuos recuperados da
COVID-19 revela que aqueles acometidos pela forma leve da doengca com niveis
detectaveis de IgG possuem uma menor frequéncia de linfécitos T CD8+ quando
comparados aos demais grupos em amostras ndo estimuladas e estimuladas com
Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. A frequéncia de células T CD8+ ativadas em PBMCs
ndo estimuladas de individuos do grupo leve IgG+ também foram menores em
comparagao com o grupo grave. Finalmente, nos grupos leves e o grupo grave, 0
estimulo do SEB causou uma diminuicdo nas células T CD8+ ativadas quando

comparado com as outras condigdes do mesmo grupo (Figura 4).

Figura4 - Frequéncia de células T CD8+ ativadas em sangue periférico de voluntarios
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Fonte: AURELIANO et al., 2022. Frequéncia de células T CD8+. PBMCs foram coletadas de individuos
inseridos nos grupos controle (n = 9), Leve IgG- (n =5), Leve IgG+ (n = 6) e grave (n = 7). As amostras
foram incubadas por 16 horas em 4 condi¢des: meio (ndo estimuladas), peptideos Pool Spike CoV-2,
peptideos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs nao estimuladas e estimuladas com SEB foram usadas como
controle negativo e positivo, respectivamente. Os dados sao apresentados como média + SEM.
Multiplos grupos foram comparados através das analises estatisticas Two-Way Anova (seguido pelo
pos-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pos-teste de Tukey). Para analises comparativas
entre dois grupos, teste t de Student ou Mann-Whitney foram usados onde apropriado. Barras de erro
mostram a variabilidade dos dados de cada subgrupo. Linhas horizontais ( ) indicam diferencas
significativas no mesmo subgrupo entre diferentes grupos. p* < 0.05; p** < 0.01. Os simbolos
caracterizados por letras mindsculas representam diferencas entre subgrupos dentro de cada grupo: a
(meio x Pool Spike CoV-2); b (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2); ¢ (meio x Pool CoV-2); O # representa
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diferengas significativas do SEB no mesmo grupo. O simbolo * representa diferencas significativas do
SEB entre os grupos. SEB, Staphylococcal enterotoxin B.

5.3 Expressdo dos marcadores de ativacdo CD69, CD38, Ki67 e PD1 na

subpopulacéo de células T CD8*.

Para a investigacdo, PBMCs foram estimuladas com os antigenos peptidicos
do SARS-CoV-2 e apds marcacdo com CD8, os marcadores de ativacdo como 0s
CD69, CD38, Ki67 e PD-1 foram avaliados. As andlises de PBMC por citometria de
fluxo de pacientes recuperados da COVID-19 revelou que individuos acometidos pela
forma leve da doenca com IgG positivo (leve IgG+) possuem expressao mais elevada
de CD69 em células TCD8+ em comparacdo ao grupo controle em amostras nao
estimuladas e estimuladas com Pool Spike CoV-2 e Pool CoV-2. Observou-se ainda,
que a expressdo de CD69 em pacientes Leve IgG + também foi maior quando
comparado ao grupo Leve sem producéao de IgG (Leve IgG-) e ao grupo Grave (Figura
5A).

No grupo leve IgG+, as condicbes Pool CoV-2 e Pool Spike CoV-2
apresentaram niveis elevados na frequéncia das células estudadas em comparacéo
com o0s demais grupos. Ja no grupo grave, o estimulo do SEB nao causou diferencas
significativas quando comparado com o grupo Controle (Figura 3A).

Em relacdo a expressao de CD38, a subpopulacdo de células T CD8+
estimuladas pelo Pool Spike CoV-2 apresentaram um aumento significativo na
frequéncia de CD38 no grupo Leve IgG- quando comparado aos grupos Controle e
Grave (Figura 5B).

Figura 5 - Perfil de expressao de CD69 e CD38 em células T CD8+
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Fonte: AURELIANO et al., 2022. (A) perfil de expresséo de CD69 em células T CD8+. (B) perfil de
expressdo de CD38 em células T CD8+. PBMCs foram coletadas de individuos inseridos nos grupos
controle (n = 9), Leve IgG- (n = 5), Leve IgG+ (n = 6) e grave (n = 7). As amostras foram incubadas por
16 horas em 4 condi¢des: meio (ndo estimuladas), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-
2 ou SEB. PBMCs néo estimuladas e estimuladas com SEB foram usadas como controle negativo e
positivo, respectivamente. Os dados séo apresentados como média + SEM. Multiplos grupos foram
comparados através das analises estatisticas Two-Way Anova (seguido pelo pés-teste de Tukey) e
one-way ANOVA (seguido pelo pés-teste de Tukey). Para analises comparativas entre dois grupos,
teste t de Student ou Mann-Whitney foram usados onde apropriado. Barras de erro mostram a
variabilidade dos dados de cada subgrupo. Linhas horizontais (——) indicam diferencas significativas
no mesmo subgrupo entre diferentes grupos. p* < 0.05; p** < 0.01. Os simbolos caracterizados por
letras minuUsculas representam diferengas entre subgrupos dentro de cada grupo: a (meio x Pool Spike
CoV-2); b (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2); ¢ (meio x Pool CoV-2); O # representa diferencas
significativas do SEB no mesmo grupo. O simbolo * representa diferencas significativas do SEB entre
0s grupos. SEB, Staphylococcal enterotoxin B.

Em termos gerais, diferencas significativas ndo foram encontradas na

frequéncia de expresséo do Ki67 e PD-1 nas células T CD8+ (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncia de Ki67 e PD-1 em células T CD8+, incubadas sem estimulo

(Meio) e estimuladas (Peptideos Pool-CoV2 e Spike Pool)

Ki-67 Saudavel Leve IgG- Leve IgG+ Grave

MEIO 10,63 + 4,91 14,43+9,53  13,44+856 18,35+ 14,73
POOL SPIKE CoV-2 9,05 +8,36 13,79+ 11,33 10,93 +3,99*° 14,55+ 9,36
POOL CoV-2 20,21 + 24,38 13,73+ 11,33 15,10+ 13,76 16,26 + 8,63
SEB 23,10 £1,55 12,83 + 2,32 6,52+0,890 13,94+ 4,55
PD1 Saudavel Leve IgG - Leve IgG + Grave

MEIO 2,99 £0,79 4,16 +2,04 2,77 +2,62 2,77 +2,62
POOL SPIKE CoV-2 3,34 +1,02 328 £1,40 4,58 +2,85° 4,58 +2,85
POOL CoV-2 3,64 £1,48 3,42 +1,54 4,95 +357 4,95 +357
SEB 3,42 £0,63 5,24 +0,90 3,86 +0,72 3,86 +0,72

Fonte: AURELINO et al.,2022. 2 Diferencas estatisticas foram observadas no grupo Leve IgG+ entre o
Pool Spike CoV-2 e o SEB (p < 0.05) no marcador de ativagdo Ki-67 em células T CD8+.bDiferencas
estatisticas foram observadas no grupo Leve IgG+ entre o Pool Spike CoV-2 e 0 SEB (p < 0.05) no
marcador PD-1 em células T CD8+. Para analises do Ki-67, PBMCs foram coletadas de individuos
inseridos nos grupos controle (n = 3), Leve IgG- (n = 5), Leve IgG+ (n = 5) e grave (n = 5). Ja para a
analises do marcador PD-1, PBMCs foram coletadas de individuos inseridos nos grupos controle (n =
8), Leve IgG- (n = 4), Leve IgG+ (n = 5) e grave (n = 7). As amostras foram incubadas por 16 horas em
4 condic¢des (subgrupos): meio (ndo estimuladas), peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2
ou SEB. PBMCs néo estimuladas e estimuladas com SEB foram usadas como controle negativo e
positivo, respectivamente. Os dados sdo apresentados como média + SEM.

5.4 Investigacdo dos niveis de IFNy na subpopulacdao de células T CD8+ sé&o

observados em pacientes recuperados da forma leve da COVID-19.
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Comparado ao grupo controle, as amostras nao estimuladas, bem como as
estimuladas com Pool CoV-2, Pool Spike CoV-2 dos grupos Leves (IgG- e IgG+)
apresentaram maiores niveis de IFNy sendo expressos pelas células estudadas. As
células T CD8+ demonstraram uma diminuicdo na expressdo dessa citocina na
presenca do Pool Spike CoV-2 e do Pool Cov-2 no grupo Grave em relacdo aos grupos
leves (IgG- e IgG+). Ainda em amostras submetidas ao estimulo com SEB, o grupo
grave apresentou maior frequéncia de células TCD8+ produtoras de IFNy, que os
demais grupos estudados.

Diferencgas significativas ndo foram encontradas na frequéncia de expressao de
IFNy entre os grupos Leve IgG- e IgG + nas subpopulacdes de células T CD8+ (Figura
6).

Figura 6 - Perfil de expressao de IFNy em células T CD8
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Fonte: AURELIANO et al., 2022. Figura 6: perfil de expresséo de IFNy em células T CD8+. PBMCs
foram coletadas de individuos inseridos nos grupos controle (n = 9), Leve IgG- (n = 5), Leve IgG+ (n =
6) e grave (n = 7). As amostras foram incubadas por 16 horas em 4 condi¢des: meio (hdo estimuladas),
peptideos Pool Spike CoV-2, peptideos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs néo estimuladas e estimuladas
com SEB foram usadas como controle negativo e positivo, respectivamente. Os dados séao
apresentados como média + SEM. Mdltiplos 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). Para andlises comparativas entre dois grupos, teste t de Student ou Mann-Whitney
foram usados onde apropriado. Barras de erro mostram a variabilidade dos dados de cada subgrupo.
Linhas horizontais (——) indicam diferengas significativas no mesmo subgrupo entre diferentes grupos.
p* < 0.05; p** < 0.01. Os simbolos caracterizados por letras minUsculas representam diferengas entre
subgrupos dentro de cada grupo: a (meio x Pool Spike CoV-2); b (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2); ¢
(meio x Pool CoV-2); O # representa diferencgas significativas do SEB no mesmo grupo. O simbolo *
representa diferencas significativas do SEB entre os grupos. SEB, Staphylococcal enterotoxin B.
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5.5 Caracterizacdo da atividade citotéxica das células T CD8+ mediante analise
de producéo de perforina, granzima B e CD107a em pacientes recuperados da
COVID-19 e individuos néo infectados pelo SARS-CoV-2.

Dentre 0os mecanismos usados pelas células T CD8+ estd a producdo de
granulos citotoxicos perforina e granzima B analisadas no presente estudo.
Comparando o grupo controle ao grupo grave, amostras nao estimuladas, bem como
as estimuladas com Pool CoV-2, Pool Spike CoV-2 nao apresentaram diferencas
significativas. Diante disso, percebe-se que os individuos controles e pacientes graves
apresentaram células T CD8 + mais citotdxicas.

Em relacdo a expresséao dos granulos de toxicidade Granzima B e Perforina em
células T CD8+, as amostras de pacientes leves ndo produtores de anticorpos
estimuladas pelo Pool Spike CoV-2 apresentaram uma diminui¢do significativa na
frequéncia de Granzima B e Perforina comparado aos outros grupos que também
foram estimulados pelo Pool Spike Cov-2.

Por fim, acerca da coexpresséao dos granulos, PBMCs estimuladas com o SEB,
apresentou diferencas significativas entre o SEB x Meio no grupo Grave e entre o SEB
do grupo grave e SEB dos Grupos leves e controle (Figura 7A).

Finalmente, ao comparar a frequéncia da expressdo de CD107a entre os
distintos grupos na subpopulacéo de células T CD8+, foi observado que o grupo leve
IgG- apresenta menor expressdo de CD107a em comparagdo a todos os outros
grupos submetidos ao estimulo Pool Spike CoV-2 (IgG- x CTL/ IgG+/Grave), percebe-
se ainda menor frequéncia na expressao de CD107a entre o grupo Leve IgG+
comparado com o controle e o grave, quando estimulado com Pool Spike Cov-2 (IgG+
x CTL/Grave). Quando estimulado com Pool CoV-2, observou-se menor expressao do
CD107a no grupo grave em relagdo ao ndo estimulado dentro do mesmo grupo.
(Figura 7B).
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Figura 7 - Frequéncia da producgédo de granzima B, perforina e CD107a pelas células
T CD8+ em sangue periférico de voluntarios
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Fonte: AURELIANO et al., 2022. (A) perfil de expressao de Granzima B e perforina em células T CD8+.
(B) perfil de expressdo de CD107a em células TCD+. PBMCs foram coletadas de individuos inseridos
nos grupos controle (n = 9), Leve IgG- (n = 5), Leve IgG+ (n = 5) e grave (n = 7). As amostras foram
incubadas por 16 horas em 4 condi¢Bes: meio (ndo estimuladas), peptideos Pool Spike CoV-2,
peptideos Pool CoV-2 ou SEB. PBMCs néo estimuladas e estimuladas com SEB foram usadas como
controle negativo e positivo, respectivamente. Os dados sdo apresentados como média + SEM.
Multiplos grupos foram comparados através das analises estatisticas Two-Way Anova (seguido pelo
pos-teste de Tukey) e one-way ANOVA (seguido pelo pés-teste de Tukey). Para analises comparativas
entre dois grupos, teste t de Student ou Mann-Whitney foram usados onde apropriado. Barras de erro
mostram a variabilidade dos dados de cada subgrupo. Linhas horizontais ( ) indicam diferencas
significativas no mesmo subgrupo entre diferentes grupos. p* < 0.05; p** < 0.01. Os simbolos
caracterizados por letras minusculas representam diferencas entre subgrupos dentro de cada grupo: a
(meio x Pool Spike CoV-2); b (Pool Spike CoV-2 x Pool CoV-2); ¢ (meio x Pool CoV-2); O # representa
diferencas significativas do SEB no mesmo grupo. O simbolo * representa diferencas significativas do
SEB entre 0s grupos. SEB, Staphylococcal enterotoxin B.
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6 DISCUSSAO

Para a realizacdo desse estudo as amostras foram coletadas, processadas,
submetidas a analises soroldgicas e a analises de Citometria de Fluxo no periodo de
novembro de 2020 a maio de 2021, tais procedimentos foram realizados no
Laboratorio de Imunologia das doencas Infecciosa, localizado no Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba — UFPB, durante esse periodo
algumas as variantes do Sars - CoV- 2 foram sendo identificadas gradualmente a
exemplo da variante Alfa (B.1.1.7), identificada no Reino Unido em setembro de 2020,
a variante Delta (B.1.617.2), identificada em outubro de 2020 na india, a variante Beta
(B.1.351), identificada em dezembro de 2020 na Africa do sul, Variante Gama (P.1),
identificada no Brasil em janeiro de 2021 (OMS, 2021). Com decorrer da pandemia
novas variantes foram sendo identificadas e isso foi mudando o perfil clinico
caracteristico da doenca, como sintomas que por vezes se apresentaram mais leves
e mais raramente evoluindo para gravidade, isso também se deve ao surgimento das
vacinas.

Desde o inicio da pandemia de COVID-19, houve um aumento significativo de
investigacbes desenvolvidas para caracterizar os perfis imunolégicos durante
diferentes fases da doenca, em diferentes localiza¢cdes geogréaficas (LIU et al., 2020).
No entanto, os resultados variaram, o que pode ser devido a diferenca nas
preparacdes das amostras clinicas, plataformas de ensaio e critérios de recursdo dos
pacientes entre os estudos (LIU et al., 2020).

Nessa conjuntura, estudos envolvendo a avaliagdo da frequéncia de diversas
células imunes, assim como varios marcadores de ativacdo celular, degranulacao,
exaustao celular, citocinas, citotoxidade, dentre outros, em individuos acometidos por
SARS-CoV- 2 tém sido realizados (HORENSTEIN et al.,2021; CUNHA et al., 2022).

Em quadros de infeccdes virais, as células T CD8+ constituem o principal
subconjunto celular atuante nessa linha de defesa mediando a morte das células
infectadas por citotoxicidade marcada pela expressao de granzimas e perforina, assim
como, pela secrecdo de citocinas pro-inflamatérias como o IFN-y (HERRMANN et
al.,, 2020; FLAMENTE et al.; MATYUSHENKO et al., 2021). Nesse sentido, no
presente estudo, foram realizadas analises da subpopulacéo de células T CD8+ em

voluntarios recuperados das formas leve e grave da COVID-19.
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A andlise em citometria de fluxo das PBMCs dos grupos de individuos aqui
estudados revelou que, comparado ao grupo controle, a frequéncias das células T
CD8+ foi menor no grupo leve IgG + e no grupo grave. Comparando 0s grupos leves,
observou-se que o grupo leve produtor de anticorpos manteve a menor frequéncia de
células T CD8+ em relagdo ao grupo leve ndo produtor de anticorpos. Em
contrapartida, foi perceptivel um aumento na frequéncia das células T CD8+ na
presenca do Pool Spike CoV-2 no grupo leve IgG-. Dessa forma, a baixa frequéncia
de células T CD8+ prevaleceu nos grupos leve IgG+ e grave de pacientes
convalescente da COVID-19. Biase et al. (2020) observaram que os pacientes com
COVID-19 apresentam redugéo nos numeros absolutos de linfocitos T CD4 * e CD8 ¥,
gue apresentam marcadores relacionados a ativacdo ou exaustdo/senescéncia,
corroborando assim com os nossos resultados (Zhang et al 2022).

O perfil de ativacdo da subpopulacdo de células T CD8+ foi aqui avaliado
através da analise da expressao de CD69, CD38 e do marcador de proliferacéo celular
Ki67. O CD69 é um receptor de lectina C tipo Il ligado a membrana e é considerado
um marcador classico de ativacdo precoce em linfécitos devido ao seu rapido
surgimento na membrana plasmatica dos linfécitos T apds o envolvimento de
TCR/CD3 ativando citocinas. A expressao de CD69 é imediatamente aumentada ap6s
ativacdo na maioria dos leucdcitos, em varias condi¢cdes inflamatérias, justificando
assim, o seu uso comum como marcador de linfécitos ativados.

Files et al., (2021) avaliando a frequéncia de marcadores de ativacéo de células
T em células T CD8+ em pacientes hospitalizados por COVID-19, demonstraram que
houve uma maior expressdo de CD69 em relacdo a pacientes que ndo foram
hospitalizados. O mesmo estudo demonstrou um grande periodo de manutencéo de
alteracdes imunoldgicas apos a infeccdo por SARS-CoV-2, sugerindo que o aumento
na expressao de CD69 pode ser mantido em individuos convalescentes (FILES et al.,
2021). Em acréscimo, Youngs et al., (2021) ao investigar 41 pacientes com quadro
grave da COVID-19, verificaram que a expressdao de CD69 em células T foi
significativamente maior em pacientes que morreram versus aqueles que
sobreviveram, porém, uma limitagdo apresentada deste estudo foi que ele se
concentrou apenas em subpopulacdes de células linfoides inatas (ILCs), tornando

dificil contextualizar esses achados dentro da resposta imune geral.
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As descri¢cdes acima citadas, corroboram com o aqui observado, no que diz
respeito ao aumento da expressao de CD69 pelas células T CD8+ em pacientes leves
recuperados, uma vez que nas analises, a subpopulacéo de células T CD8+, avaliadas
nesse trabalho, apresentaram um perfil responsivo ao estimulo pelo Pool Spike CoV-
2 e Pool CoV-2 em relacéo a expressao de CD69 nos grupos avaliados. No grupo leve
produtor de anticorpos observou-se uma alta expresséo do CD69 na presenca do Pool
Spike CoV-2 em relagcdo aos demais grupos. O aumento na expressao de CD69
também foi observado no Grupo leve néo produtor de anticorpos em comparacao ao
grupo CTL e o grupo grave. Comparando o perfil de ativagdo dos grupos leves,
observa-se uma maior expressao do CD69 no grupo leve IgG+. Tal achado, pode ser
sugestivo de uma resposta imune das células T CD8 mais eficiente no combate a
Infeccéo pelo SARS-CoV-2 (Files et al.,2021).

Apesar do CD69 ter seu papel estabelecido como marcador de ativacéo,
evidéncias sugerem que o ele também atua como um importante regulador das
respostas imunes determinando, portanto, padrées de liberacdo de citocinas, bem
como de enderecamento e migracdo de linfocitos ativados (CIBRIAN; SANCHEZ-
MADRID., 2017).

Um outro marcador precoce utilizado para a identificacdo de células T ativadas
€ 0 CD38, uma glicoproteina com funcfes ectoenzimaticas multifuncionais e pode ser
encontrado expresso na superficie celular ou em compartimentos intracelulares, como
membrana nuclear, reticulo endoplasmatico e mitocondrias. A Expressao do CD38
pode ser encontrada em células epiteliais prostaticas, astrocitos de ilhotas
pancredticas, células musculares lisas, rins, intestino e cérebro. Entretanto, o CD38 é
predominantemente expresso em células imunes em resposta a estimulacdo por
citocinas e interferon - y. No que diz respeito a expressédo do CD38 em células imune,
destaca-se uma alta expressao em células B, macréfagos, células dendriticas (DCs),
células linfoides inatas (ILC), células natural killer (NK), células T, neutréfilos e
monaocitos (ZAYDA et al., 2020; HOGAN et al., 2019). Por se tratar de uma molécula
pleiotropica, diversas sdo as fungbes biologicas do CD38, dentre elas, destaca-se
aqui, a influéncia nas respostas imunes inatas e adaptativas, regulando o trafego de
células como neutrofilos e células dendriticas para os locais de inflamagéo, a exemplo
da quimiotaxia e migracao transendotelial, bem como multiplos aspectos relacionados

a maturacdo das DCs como a polarizacdo de T helper tipo 1 (Thl) e producao de
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interleucinas. A expressdo de CD38 por células T foi observada em de diferentes tipos
de tumores, doencas autoimunes e processos inflamatérios induzidos por virus
(SCHIAVONE et al., 2018; ZAYDA et al.,, 2020). Nesse sentido, torna-se valido
comentar que o CD38 tém sido amplamente avaliadas em um contexto de potencial
imunoterapico no cancer, em distdrbios autoimunes e infec¢es virais, incluindo a
infecc@o pelo novo coronavirus na qual pode também ser Util para o gerenciamento
da resposta imunoldgica inflamatoéria presente na COVID-19 (AJAMI et al., 2021).

Dada a relevancia do marcador supracitado, aqui foi observado um aumento
na expressao de CD38 por células T CD8+ na presenca do Pool Spike CoV-2 no grupo
leve IgG- comparando com o grupo grave. Observou-se ainda que no grupo leve nao
produtor de anticorpos houve uma maior expressao nas células ndo estimuladas. Em
termos gerais, foi verificado que os pacientes recuperados das formas leves possuem
células T CD8+ mais ativadas expressando CD38. Zhang e Colaboradores (2022) ao
avaliar a resposta imunolégica em no trato respiratério e em sangue periférico
demonstrou que baixas frequéncias de células T foram detectadas nas vias aéreas de
COVID-19 com expressdo aumentada de marcadores de ativacdo CD38. O aumento
da frequéncia de células T ativada nas vias aéreas esta associado a melhora da
sobrevida, corroborando com os dados aqui observados (Zhang et al.,2022).

A proteina de morte celular programada 1 (PD-1) é comumente estudada nos
processos cancerigenos. Trata-se de uma proteina de ponto de verificacdo
(Checkpoint) nas células T, agindo como um tipo de interruptor impedindo que as
células T ataquem outras células do individuo. Tal evento, acontece quando o PD-1
interage com ligante de morte celular programada 1 (PD-L1), uma proteina encontrada
em células normais e cancerigenas, sinalizando assim as células T para deixar as
outras células sozinhas, o que as ajuda a se esconder de um atague imunoldgico
(NISHIJIMA et al., 2019; SPAGNOLO et al.,2021).

A molécula de PD-1, embora tenha sido frequentemente classificada como
marcador de exaustao celular, também demonstraram ser ativadas durante infecges
agudas. Jouan et al. (2020) apresentaram essa molécula como um marcador de
ativacdo usado rotineiramente para avaliar a exaustdo de células T. Na atual
conjuntura pandémica, diversos estudos tém sido realizados, no sentido de avaliar a
expressdo de marcadores imunolégicos incluido o PD-1 em individuos acometidos

pela infeccdo do SARS-CoV-2 em variados graus de gravidade da doenca. Uma
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expressdo aumentada de PD-1 foi descrita em células T CD4+ e NK em casos grave
de COVID-19 (VARCHETTA et al.,2021; RHA et al., 2021).

Linfécitos T CD8+ efetores que expressam PD-1 foram descritos em malaria,
porém, em COVID-19 parece haver uma tendéncia de maior expressdo de PD1 em
células T CD8+ pode ser observada, embora sem significAncia estatistica
(HERRMANN et al., 2020). Nesse sentido, a presenca da expressao de PD-1 também
foi observada na populacdo de células T CD8+ aqui avaliada sem alteracdes
significativas entre os distintos grupos avaliados. O aumento na frequéncia de PD-1
em células T CD8+ foi induzido pelo Pool Spike CoV-2 apenas no grupo Leve IgG+
guando comparado aos demais grupos, indicando maior reatividade desse grupo a
reexposicao ao antigeno especifico.

Estudos anteriores de células T e seu papel em pacientes com COVID-19
mostraram uma regulacdo positiva de receptores inibitérios como PD1 e portanto, foi
sugerido que a exaustdo das células T pode desempenhar um papel na fisiopatologia
da infeccdo por COVID-19 (HERRMANN et al., 2020; RHA et al., 2021). Por outro
lado, uma regulacdo positiva de receptores inibitérios em infecgcdes agudas nao
necessariamente se correlaciona com a exaustdo terminal dessas células, mas pode
ser considerada uma caracteristica da ativagdo imune geral para compensar
respostas imunes excessivas (HERRMANN et al., 2020).

A proteina nuclear Ki67 é comumente usada para avaliar a proliferacao celular
e medir a capacidade proliferativa de células T e células tumorais. Seu valor preditivo
e prognostico também é estudado como um importante biomarcador de rotina na
pratica clinica. A expressao de Ki67 tem sido relatada em todas as fases do ciclo
celular, sobretudo em células que estdo nos estagios G1, S e G2 do ciclo celular, além
disso, o Ki67 é considerado um marcador nuclear relacionado a proliferacao
principalmente de células tumorais (ZHOU et al., 2017).

Pouco tem sido relatado sobre a expresséao de Ki67 em individuos acometidos
por SARS-CoV-2, porém, uma expressao aumentada do Ki67 foi relatada em células
de placentas positivas para a COVID-19, um aumento na frequéncia de mondcitos
KI67+ em casos moderados e graves da doenca também foi observado (KIRATH et
al., 2022), além disso, a presenca de Ki67 em células T reativas a glicoproteinas Spike
do SARS-CoV-2 em sangue periférico de pacientes com COVID-19 ja foram relatadas,

tal evento € caracteristico da respostas de células T efetoras durante infec¢des virais
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agudas (BRAUN et al., 2020). Por outro lado, Kldiashvili e colaboradores. (2022) ao
avaliar grupos de individuos convalescentes da COVID-19 que apresentaram IgG +
ou IgG -, observaram que houve aumento do nivel de Ki67 nos individuos IgG
negativo, e que a expressao de Ki67 é um indicador especifico, quantitativo e
reprodutivel da proliferacdo de linfécitos T antigeno-especificos, afirmado assim que
a memoéria imune de células T é desenvolvida nos individuos IgG negativo
(KLDIASHVILI et al.,2022).

Apesar dos dados supracitados, neste estudo, a presenca da expressdo de
Ki67 foi notada nas células T sem alteracfes significativas entre os distintos grupos
avaliados. Um aumento na frequéncia de Ki67 no grupo leve IgG+ de células T CD8+
guando estimuladas pelo Pool Spike CoV-2 foi mais expressivo quando comparado
as ceélulas ndo estimuladas ou estimuladas com o Pool CoV-2, indicando maior
reatividade no grupo leve produtor de anticorpos em possivel reexposi¢cao a antigenos
especificos.

Também foi avaliada a producao de IFN-y, trata-se de uma citocina inflamatoria
cuja deficiéncia do seu receptor tanto em células da imunidade inata como em células
da imunidade adaptativa resultam em grande suscetibilidade a infec¢do por virus,
possibilitando assim, um aumento da replicacdo viral e reducdo da sobrevida do
individuo infectado (LEE et al., 2018). Contudo, diante de um quadro inflamatério
caracteristico da COVID-19, o IFN-y pode contribuir de diferentes formas para a
patogénese da doenca principalmente no inicio da infeccdo, esse inicio é
caracterizado por febre, cansaco, prostracéo e tosse (ADMOU, 2021). Considerando
que a gravidade da doenca esta associada com a hiperproducdo de citocinas
inflamatorias (hipercitocinemia), somadas ao aumento do estresse oxidativo, nota-se
elevados niveis de IFN-y em casos graves da COVID-19 e sua presenca esta
correlacionada positivamente aos parametros de estresse oxidativo como o poder
antioxidante total (PAT), peroxidos plasmaticos (d-ROM) e o indice de estresse
oxidativo (PETRUSHEVSKA et al., 2021).

Por outro lado, em mondcitos circulantes, o SARS CoV-2 induz uma alteracdo
da expressédo dos genes do Interferon (IFN) potencialmente responsavel pela baixa
expressdo de HLA-DR nessas células, comprometendo a comunicagdo entre
imunidade inata e adaptativa. Porém, a expressédo do HLA-DR é restaurada a partir

da administragdo de injecfes de IFN-y em pacientes com sindrome do desconforto
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respiratério agudo sugerindo que a presenca do IFN-y de forma coordenada pode
desencadear uma resposta adequada do hospedeiro contra o virus (DICKEL et al.,
2021).
Embora alguns estudos abordem o IFN- y como um dos preditores de gravidade
da COVID-19, o contexto imunolégico precisa ser bem avaliado, no qual a
hipercitocinemia, de fato, se associa com um pior prognéstico (HAN et al., 2020;
ISLAM et al., 2021; PINTO et al., 2022). No que diz respeito a expressdo de IFN- vy
por células T CD8+, aqui avaliada, observou—se que tanto o grupo leve nao produtor
de anticorpos (leve IgG-), como o grupo leve produtor de anticorpos (leve IlgG+) foram
mais ativados, expressando IFN- y, quando comparado ao grupo grave e ao grupo
controle. Essa alta expressao IFN- y nos grupos leves foi observada na presenca e na
auséncia de estimulos. Tal evento pode acontecer pela maior ativacao das células T
CD8+ como ja foi demostrado na expresséo de CD69 e CD38 (Zhang et al.,2022).
Entretanto, € valido comentar que Herrmann et al (2020) destacaram que o papel
e a funcdo exatos das células T em pacientes com COVID-19 em relacdo a

complicacBes imunoldgicas como hipercitocinemia, incluindo o IFN- y, precisam ser

melhor comprrendidos.

A producgédo de granulos citotoxicos se configura como importante ferramenta de
acao adotada por determinadas células do sistema imune (TAKEUCHI; SAITO, 2017).
Linfocitos T citotoxicos (CTLs), por exemplo, sdo responsaveis por manterem a
homeostase imunoldgica eliminando células infectadas por virus e cancerosas. Essa
funcdo torna-se possivel quando uma CTL se liga com uma célula alvo formando
assim uma sinapse imunolégica, entdo libera uma proteina formadora de poros
dependente de Ca 2* (perforina) e proteases de serina pré-apoptéticas (granzimas) na
fenda sinaptica. Embora, tanto as CTLs como a célula-alvo sejam expostas a perforina
dentro da sinapse, apenas a membrana das células alvo é rompida e com isso, as
granzimas penetram através dos poros e consequentemente causa a morte celular,
engquanto o CTL € invariavelmente poupado (Rudd-Schmidt et al.,2019).

Nos resultados do presente estudo, foi possivel observar que as populagbes de
células T CD8+ no grupo leve produtor de IgG sem estimulo apresentaram alta de
coexpressao de Granzima B, Perforina e CD107a. Quando este grupo foi estimulado
(Pool Spike Cov-2 e Pool CoV-2), passaram a ter uma baixa expressao de Granzima

B, Perforina e CD107a, enquanto a frequéncia destas, foram maiores nos grupos
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saudaveis e grave. Com isso, demostra-se que as células T CD8 do grupo leve IgG +
apresentam-se mais citotoxicas do que as do grupo leve IgG-, e que as células T CD8
dos grupos CTL e grave sdo mais citotoxicas. Biase et al. (2020) ao estudarem um
grupo de 39 pacientes hospitalizados com quadro de pneumonia e COVID-19 e um
grupo controle, demonstraram que a expressédo de granzima B e do marcador de
degranulacdo CD107a por células T CD8+ estava aumentado tanto no grupo controle
como no grupo de doentes com COVID-19, indicando que ambos 0s grupos
apresentam células TCD8+ mais citotoxicas corroborando assim com os dados aqui
observados.

Esse trabalho foi produzido no curso da pandemia, assim estes resultados
representam o periodo de novembro de 2020 a maio de 2021, periodo esse onde a
cepa predominante era a original e ainda ndo se tinha vacina e a populacéo estudada

nao sofreu ataque de outras variantes como omicron e delta.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do cenario de saude mundial ocasionado pela COVID-19, diversos
estudos na area da biotecnologia e da imunologia se tornaram de suma importancia
para uma melhor compreensao dos mecanismos imunoldgicos objetivando aprimorar,
desenvolver e aplicar novas estratégias preventivas, de diagnosticos precoce,
terapéuticas eficazes contra a infeccdo, e até mesmo para o desenvolvimento e
aperfeicoamento de vacinas.

Foi observado que os individuos recuperados pertencentes ao grupo leve IgG+
e ao grupo grave apresentaram diminuicdo na frequéncia dos linfécitos T CD8+
guando comparado ao grupo controle e ao grupo leve IgG-. Em individuos do grupo
leve 1gG+ constatou-se uma maior expressdo do marcador de ativacdo CD69 e da
citocina pré-inflamatoria IFN-y. Foi observado ainda, que nos individuos acometidos
pela forma leve da COVID-19 que ndo produziram anticorpos houve uma alta
expressao do marcador de ativacdo CD38 e de IFN-y, esses achados, indicam que os
grupos leves (IgG- e IgG+) apresentam células T CD8 mais ativadas promovendo
assim respostas mais eficientes no combate a infeccdo. Além disso, ao avaliar a
expressdo do marcador de citotoxidade CD107a em células T CD8+ granzima B e
perforina positivas constatou-se que os individuos recuperados do grupo leve produtor
de anticorpos apresentam mais células T CD8+ citotdéxicas comparado aos individuos
do grupo leve ndo produtor de anticorpos, e que os individuos pertencentes ao grupo
controle e o grupo grave foram mais citotoxicos.

Sendo assim, conclui-se que os pacientes leves apresentam um perfil de
células T CD8+ ativadas expressando mais CD69, CD38, INF-y e uma degranulacdo
do CD107a. Os resultados poderao contribuir com o direcionamento de investimentos
em mais pesquisas na area, com abordagem direcionada para o desenvolvimento de
possiveis terapias alvo para esses biomarcadores e para o aprimoramento de testes
diagnosticos mais rapidos, especificos e eficazes na predicdo da gravidade da
COVID-19, norteado assim, novas condutas clinicas e administracdo precoce de
terapéutica mais eficazes, no combate e na progresséo da doenca. Contudo, ainda se
faz necessario a realizacéo de estudos adicionais para elucidar mais sobre a funcéo

desses biomarcadores na COVID-19.
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APENDICE A - Parecer consubstanciado emitido pelo comité de ética em pesquisa do
Hospital Universitario Lauro Wanderley - UFPB

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

FARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Peaqulzador: Talana Keesen g2 Souza Lima Clements

Lrea Tematlca: Genetlca Humana:
[Trata-z= g2 pasquisa envolvendo Ganética Humana gue nio necesslta de analse
etica por parte da CONEP;);

Varzdo: 2

CAAE: 313548720.0.0000 5183

Ingtitulgde Proponsnts: PROGRAKMA MULTICENTRICO OE POS-G H.QDU#.I;'ACI EM CIEMCIAS
Patrocinador Princlpal: Financlamento Progrio

DADOE DO PARECER

Hiumero do Parecer: 2 101679

Apressntagio do Projeto:
Bem apresentado

Objetivo da Peaquisa:

Bem definido

Avallagdo dos Riscos e Bensficlos:

Reallzada

Comentarlos & Conslderagiies sobre a Pasquisa:

Factiveal

Conglderagtes sobre o8 Termos de apresentagdo obrigatoria:
Apressntados

Racomandagies:

wide conclusoas

Conclusbss ou Pendénclas & Lista de Inadaquagies:

A pesquisa enconira-se dentro das normas, podendo ser Inidada

Endersgo:  UNIVERSITARIO BN

Balrmo:  TASTELD ERAMCD CEF: cpOs+-SI0

UF: P2 Hunioiplo:  JOAD: PEEBOA

Tedefone: 833206771 Fax- [BII3NE-TTEA E-mall oomibedesboaiiors ufipb b



APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARATBA

CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE BEIOLOGIA CELULAR E MOLECTLAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIIHND (TCLE)

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

PESQUISATDMOEA - Tatjana Feesen Die Sonza Lima

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

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

Coleta de sanzuwe - Serdo coletados, por wma pessoa devidsmente weinads
aproximadsmente 20 ml. do sen sangue; utilizando material estéril e descartavel. Esse
sangue =0 sera coletado apos 30-45 dias dos sinais clmicos relacionados a COVID-19
desaparecerem. Esse projete possui um carater de acompanhamento dos pacientes
durante 48 messs (4 anos). E importante explicar que, apos 3 primiers coletz do seu
sangme, precisaremos colefar novamenie depois de %0 dias, 180 dias, 12 mesas (1 oo),
24 meses (2 anos) e 36 meses (3 anos), apos o desaparecimento dos sintomas da
COVID-19. Chamamos iss0 de acompanhamento ao longe do tempo (longimdinal), e
ele & imporante para que 4 eguipe de pesquisa tenhs conheciments sobre possmveis
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alteragies que o sen sistems de defesa (sistems immune), possa apresentar ao longo do
tempo. O riscos e desconfortos que voCe corTera messa coleta sdo minimos & poderio
seT desmaio, sangramentos, manchas ammoxeadss ou infecgio no local da colets.
Enfretanto minimizaremos estes riscos com cuidados na realizac3o deste procedimento,
que 530 a limpers no local da colets ameves da wilizacio de alcool e pressionsndo a
regifio do brago onds fod feita a coleta com algoddio por alguns mimitos, apos a retitada
ds agulha Com o sangue coletado iremos realizsr um exame laboratorizl das celulas do
sen sangue (hemograma & medidas de marcadores de desnca), para determinar o sen
estado amzl. Destas celulas do zangue iTemos realizar o estodo determinando
caracterizticas especificas importantes da doenca, para estadar sen sistems de defesa
(sistema inmmoldgics), como também faremos s sndlises para conSrmar se Vooe teve
a COVID-1%. Todos os procedimentos estarfo de acordo com a Resolugio do Conselho
Macionzl de Saade (CHS 441711, Art. 1°, itens 2 1 & &§; Portaria MS 2.201/11, Capriulo
II Artigos 5° & Caprtule IT, Artigo 87

O material biclogico nilizade neste trabalho (sangue periférico) sera utilizado
solments para pesguisa e em sepuida devidamente descarmado.

Sua pardcipacio e voluntaria, o gue significs gue voce podera desistir a
qualguer mormenio, Ietirando sen consenfimento, sem gue s:o lhe Tagis neohom
prejuizo ou penalidade.

Os beneficios da sua participacio nesta pesquiza € que vooe serd informade do
resultado gue iremos realizar com & smosita do sanFue coletadio.

Voce também ira contribuir com a busca pela melhoria dos estudos na pesquiss
desza doenca com informagdes gue poderio beneficiar o tratamento da doencs e/ou da
cura.

(Garanfimos que tedas as informagdes obfdas serdo sigilosas e sen nome nio
serd identificado em penhnm momento. Os dados serdo guardados em local seguro e 3
divulgacio dos resmltados sera feits de forms 2 nio identficar os voluntarios.
Clojetivando © carater confidencial, todos o5 voluntarios dessa pesquisa serdo
identificados por codizos, que serdo insesidos mo questionsrio. Assim. ofa) Sr.(a) nao
sera identificado em qualguer publicagic que este esmudo podera resultsr. Caso voce
tenha interesse nos resnltades da pesquisa basta solicitar a0 pesquisador responsavel.

Apesar de existit o risce de vazamento de dados presentes nos pronfearios dos
pacientes para fora ds equipe de pesguiza, os dades dos prontusrios e questonarios
aphc:adus serdo guardsdos em local seguro, conhecido apenas pela equipe eavolvids na
pesquisa, MtEI:I]PDdE-E!.BEIlg‘.E:I deste projete. Garandimos gue sens dados e sumas
amosiTas serEe nilizades apenas para este esmido e, em seguids, descartados.

Sua participacio nesta pesquisa & voluntaria, vocé nio serd pago por participar
do estudo. Mo enmnte, caso voosd teaha alg:um gasto que saja devido 3 o3 pardcipagic
O3 pesquisa, VOCE SETd IE-'E-HICI.dD 2 e '.u:-:e soffer algum dane comprovadamens
decorrente dests pesquisa, voce tera direite 3 indenizagio.

Oz} Sr.(z) ficara com uma copia deste documento e em caso de inferesse na
obiencio dos resultados (exames) referentes 3 sns smostra sangmines ou de duvidas 3
respeito deste estdo basta contatar a pesquizadora responsavel, Dr* Tatjzna Eessen de
Souza Lima no Cenmtro de Biotscnologiz, Departarnento de Biologia Celular e
Molecular dz Universidade Federal da Paratha, Cidade Universitaria- Jodo Pessos - PB -
Brazil - CER: 38051-000 Fone: (83) 3216-7173 ou oumo membro da eguips cojo contaio
sera fornecido no local da coleta.

Para esclarecimentos referemtes a guestdes eticas desta pesquisa o (3)
vohmiario{a) podera enfrar em contato com a Comité de Etica em Pesquiza (CEP) da
Universidade Fedaral da Paraiba (UFPE) localizada no Centro de Cienciss da Sande (1°
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andar / Campus [/ Cidade Universitaria CEP: 58.051-900 - Jodo Pessoa-PB Tel. (83)
3716 7791 email: comifedesticaocs ofpb br) efou Comissdo Macionzl de Efica em
Pesquisa (COMEP), enderecada na Esplanada dos Ministérios, em Brasilia — DF (CEP:
TOO5R-000: Tel: (613 33155877; e-mail: conepid=mde govbr) responsavel por elsborar
g amalizar mormas acerca dos aspecios edcos das pesquisas que eovolvem seres
homanos no Brasil além de coordenar oz CEPs das instinnges.

Conzentimento Livre ¢ Esclarecido

Declaro que compreendi os objetives desta pesguisa, como ela sera desenvolvids, os
rscos e beneficios envolvidos, bem como os mens dirsitos, e concordo em participar
vohmtarizmente do esmdo “PARTICTPACAQ DE CELULAS DO SISTEMA
IMUNE NO PADRAO DE RESPOSTAS PATOGENICAS OU SUPRESSORAS
DESENCADEADA PORE ANTIGENOS PEFTIDICOS EM FACIENTES COM
COVID-187 autorizando o uso do men sangue pars 2 realizacio deste esmdao.

Voluntario: Diata:

Voluntario: Diata:
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APENDICE C - Questionario clinico epidemioldgico

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

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

DADOCS CLIMICOS E LABORATORIAIS

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

PROVAVEL LOCAL DE CONTAGIO:

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

} COLEGA DE TRABALHO
} DESCOMHECIDOD

PACIENTE FOI HOSPITALIZADC? [ | SIM [ |NAD

L OCAL DA INTERNACAD:

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

COMORBIDADES
COMORBIDADE SIM MNAD

DIABETES MELLITUS

INSUFICIENCIA CARDIACA

HIFERTEMSAD

INSUFICIENCIA HEPATICA CROMNICA

INSUFICIENCIA RENAL CROMICA

IMUNCDEFICIENCIA

ASMA

OBESIDADE

OUTROS:
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SINAIS E SINTOMAS

INTENSIDADE

OBSERVACAD

FEBRE

CEFALEIA

CORIZA

DOR DE GARGANTA

TOSSE SECA

TOSSE COM
CATARRO ESPESS0

TOSSE COM SANGUE

DIFICULDADE
RESPIRATORLA

OBSTRUCAD NASAL

TAQUIPNELA

ARTRALGIA

MLALGIA

NAUSEA

VOMITO

DIARREIA

ARREPIOS

FADIGA

INCHAGO OCULAR

OUTROS

DATA DE PREENCHIMENTO:

CODIGO DO PACIENTE:

(ASSINATURA DO PESQUISADOR)
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