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RESUMO

Ainfeccdo pelo Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Severa-2 (SARS-
CoV-2) gera diferentes desfechos clinicos, podendo levar ao 6bito. Uma das hipoteses
para essa gama de desfechos pode estar na resposta imune exagerada deflagrada
pelo hospedeiro. Estudos anteriores mostraram que em pacientes que apresentam
inflamacéo pulmonar severa ocorre redu¢éo no namero de linfocitos citotoxicos, além
de estarem funcionalmente esgotados. Outrossim, 0 objetivo do estudo foi investigar
o valor prognéstico de alteragbes plasméticas e celulares correlacionadas com a
resposta imune. Foi realizado um estudo observacional, com 75 participantes, com
aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos
(30732120.1.0000.5013). Do total de amostras, 57 foram de pacientes hospitalizados
no Hospital Universitario Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de
Alagoas (HUPAA/UFAL) (grupo COVID-19) e 19 foram de voluntéarios (grupo Controle)
com idade, sexo e comorbidades pareados ao primeiro grupo. Foram realizadas
analises hematoldgicas, bioquimicas, espectroscopia Raman do plasma, dosagem de
sFas, sFasL, perforina, granulisina, granzimas (Gzm) A e B, e imunofenotipagem de
subpopulacdes linfocitarias e linfoides. Como resultados, o grupo COVID-19
apresentou varios parametros laboratoriais preditivos de severidade e mortalidade. Na
espectroscopia Raman foi observada a reducédo de picos atribuidos a aminoacidos
(fenilalanina [p < 0,001], prolina [p < 0,05], triptofano [p < 0,01] e tirosina [p < 0,01]) e
a carotenoides (p < 0,05), além de aumento em um pico atribuido a lipideos (p <
0.001). Os pacientes com COVID-19 tiveram aumento nos niveis de GzmA (p =0,04)
e GzmB (p =0,01), contudo a GzmB foi a variavel de maior contribuicdo para
discriminag&o entre os grupos de estudo (covariancia 21,43; correlagdo 0,81). A GmzB
também estava mais elevada em idosos (p = 0,01) e explica 81,7% da variancia entre
alta e o6bito. Por fim, foi constatado aumento nas porcentagens de células linfoides
inatas (ILC)1 e ILC3 (p < 0,05), e reducéao de linfécitos T CD4* naive e de memoaria
efetor (p < 0,05), e de linfécitos T CD8* efetor e de meméria efetor (p < 0,01). Com
base nos resultados, acreditamos que as granzimas estao atuando em suas funcdes
extracelulares, corroborando com a patogenia da doenca e podendo ser utilizadas
como marcadores de pior progndstico para a COVID-19.

Palavras-chave:COVID-19, Marcadores, Resposta Citotoxica, SARS-CoV-2



ABSTRACT

The severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) infection
leads to several clinical outcomes, including death. One possible hypothesis for such
clinical variations could be due to an exaggerated immune response. Previous studies
showed that in patients with severe lung inflammation, the number of cytotoxic T cells
is reduced, presenting exhausted phenotypes and impaired functionality. Therefore,
we aimed to investigate the prognostic value of plasmatic and cellular changes
correlated with the immune response. The study was observational with 75 human
subjects, and the approval of the human research ethics committee
(30732120.1.0000.5013). From the total amount, 57 samples were from patients
admitted to the Hospital Universitario Professor Alberto Antunes da Universidade
Federal de Alagoas (HUPAA/UFAL) (COVID-19 group), and 19 donators (Control
group) with paired ages, sex, and comorbidities. We conducted hematological and
biochemical blood analysis, plasmatic analysis by Raman spectroscopy and by flow
cytometry bead assay for sFas, sFasL, perforin, granulysin, and granzymes (Gzm) A
and B, and immunophenotyping for lymphocytes and lymphoid cells subpopulations.
The results indicated that the COVID-19 group presented several altered
hematological and biochemical parameters which were predictive for severity and
mortality. In Raman spectroscopy, we observed a reduction in spectra attributed to
aminoacids (phenylalanine [p < 0.001], proline [p < 0.05], tryptophan [p < 0.01], and
tyrosine [p < 0.01]) and carotenoids (p < 0.05), whereas an increase in a single
spectrum attributed to lipids was observed as well (p < 0.001). The COVID-19 group
had increased levels of GzmA (p =0,04) and GzmB (p =0.01), although the GzmB was
the molecule that most contributed to groups discrimination (21.43 covariance; 0.81
correlation). The GzmB also was elevated in the elderly (p = 0.01) and explains 81.7%
of the variance between discharge and death. It also detected increased amounts of
innate lymphoid cells (ILC)1 and ILC3 (p < 0.05), and reduction of naive and memory
effector T CD4+ cells, and effector and memory effector T CD8+ cells (p < 0.01). Our
results indicate that the granzymes are acting in their extracellular functions
corroborating with the course of the disease and that they can be employed as worse
prognosis markers for COVID-19.

Keywords: COVID-19, Markers, Cytotoxic response, SARS-CoV-2
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1. INTRODUCAO

Apos as primeiras infec¢des provocadas pelo SARS-CoV-2, em Wuhan, provincia
de Hubei, na China, em dezembro de 2019, o mundo se deparou com a mais recente
emergéncia de saude publica global (ZHU, Na et al., 2020). Desde entdo, esfor¢cos sdo
dedicados para a compreensao desta infeccdo e seus varios desfechos. A doenca do
coronavirus de 2019 (COVID-19) pode provocar cinco quadros clinicos distintos:
assintomaticos, leves, moderados, graves e criticos (DA SILVA et al., 2022). A priori, sexo,
idade e presenca de comorbidades prévias séo listados como fatores que contribuem para
essa diversidade de manifestacdes clinicas (MEHMOOD et al., 2021). Contudo, 0s
mecanismos de resposta imunologica ativados ou suprimidos frente a infeccdo pelo

SARS-CoV-2 ainda precisam serem melhor compreendidos.

A resposta imune inata consiste na primeira barreira de defesa contra infeccdes
(MEDZHITOV, R.; JANEWAY C., 2000). Todavia, 0 numero ou viruléncia desses
invasores podem reduzir eficacia dos mecanismos inerentes a essa resposta e
desencadear a ativacdo daqueles mecanismos vinculados a imunidade adaptativa
(IWASAKI; MEDZHITOV, 2015). Cada tipo de resposta possui células especializadas na
resolucdo de infeccdes virais devido a capacidade de lisar células infectadas
(citotoxicidade), sendo elas, as células natural killers e os linfocitos T citotdxicos
(LOUTEN, 2016). Para deflagrar esse processo citotoxico, as células sdo munidas de
algumas proteinas especificas, como sFas, sFasL, perforina, granulisina, granzima A e B,
as quais vao atuar na abertura de poros na membrana plasmatica ou na ativacao de vias
de morte celular (LOUTEN, 2016).

Desse modo, investigar as subpopulacées celulares envolvidas e suas proteinas
citotoxicas durante a infeccdo pelo SARS-CoV-2 é relevante, pois os dados gerados
podem conter correlagdo com marcadores bioquimicos ja utilizados na rotina hospitalar,
além de potencial poder preditivo de desfecho clinico, o que auxiliaria no manejo de
pacientes com COVID-19. Assim, esse estudo emerge com a proposta de avaliar o valor
prognostico tanto de subpopulacdes de linfcitos e células linfoides, quanto de moléculas
vinculadas a resposta citotoxica em pacientes hospitalizados por COVID-19, buscando
contribuir para a construgdo de conhecimento e gerar ferramentas que possam ser

utilizadas na clinica para melhorar o poder prognoéstico durante a COVID-19.



2. REVISAO
2.1 Virus da Sindrome Respiratoria Aguda Severa-2 (SARS-CoV-2)
2.1.1 Grupo taxonémico

O SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae e, assim como os demais
integrantes, € referenciado como um coronavirus devido a organizacdo das suas
proteinas de superficie remeterem similaridade a uma coroa. Além disso, 0s
coronavirus sao esféricos e envelopados, apresentando o genoma codificado em uma
fita simples de RNA, senso positivo, com aproximadamente 30 kb de comprimento
(GORBALENYA et al., 2006; HOLMES, 1999; KUMAR, Manoj; AL KHODOR, 2020;
MASTERS, 2006) (Figura 1). Este genoma, por sua vez, é responsavel por codificar
trés classes de proteinas virais: (1) estruturais — que compde a particula viral; (2) ndo-
estruturais — que participam da replicagdo viral; (3) e acessérias — que ndo sao

essenciais para a estrutura ou replicagéo viral

Figura 1 - Estrutura morfolégica e molecular dos virus pertencentes a familia
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Fonte: Adaptado de Kumar e Al Khodor (2020)

Entre as proteinas estruturais, estdo elencadas a proteina de nucleocapsideo
(N) a qual ndo s6 forma o nucleocapsideo, mas também se liga ao genoma viral,

atuando na replicacédo viral e na evasao frente a resposta imunolégica do hospedeiro



(CUl et al., 2015). A proteina spike (S) consiste em uma glicoproteina de membrana
composta por duas subunidades, S1 e S2, e participa da adsorcao viral, sendo alvo
dos anticorpos neutralizantes do hospedeiro (BOSCH et al., 2003). Além destas, ha a
proteina de membrana (M), que confere forma ao virion e tem papel chave na
formacéo de novas particulas virais (NEUMAN et al., 2011). E por fim, a proteina de
envelope (E) que esta incorporada ao envelope do virion, e atua na montagem,
liberacéo e patogénese viral (SCHOEMAN; FIELDING, 2019).

Diferente do quantitativo de proteinas estruturais, 0s coronavirus possuem 16
proteinas nao estruturais (nspl-16), que atuam em processos da replicacao viral e em
mecanismos de evasdo da resposta imunoldgica do hospedeiro (CHEN, Yu; LIU;
GUO, 2020). Somado a estas, existem ainda as proteinas acessorias, as quais variam
entre as espécies de coronavirus, e por vezes nao Sao essenciais para a replicacao
ou estrutura do virus, atuando na patogenicidade ou disseminacao viral (LIU, Ding
Xiang et al., 2014; MICHEL et al., 2020).

Ainda, vale mencionar que 0s coronavirus estdo agrupados em duas
subfamilias: Letovirinae, com o género Alphaletovirus, encontrado apenas em ras
(Microhyla fissipes) (BUKHARI et al., 2018); e Orthocoronavirinae (Figura 2), com 0s
géneros Alphacoronavirus, Betacoronavirus, que possuem como reservatorio 0s
morcegos e afetam predominantemente mamiferos (BITTAR et al., 2020; GUAN et al.,
2003; KANG et al., 2017; PAN, Y et al., 2017; WANG, Dang; FANG; XIAO, 2016), e
0s géneros Deltacoronavirus, Gammacoronavirus, que tém como reservatérios os
passaros e acometem passaros e algumas espécies de mamiferos (BOLEY et al.,
2020; FADHILAH et al., 2020; WOO et al., 2012).
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Figura 2 — Reservatorios virais da subfamilia Orthocoronavirinae
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Fonte: Adaptado de Woo et al. (2012)

O SARS-CoV-2, por exemplo, pertence ao género Betacoronavirus, assim
como MERS-CoV (Middle East respiratory syndrome-related coronavirus) e o SARS-
CoV (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus). Todos 0s coronavirus
citados infectam seres humanos e possuem grande similaridade genémica entre eles
(GORBALENYA et al., 2020; HARRISON; LIN; WANG, 2020; LU et al., 2020). Uma
caracteristica singular do SARS-CoV-2 é a alta variabilidade da proteina S,
compartilhando menos de 75% dos nucleotideos frente a mesma proteina do SARS-
CoV (WU, Fan et al., 2020; ZHOU, Peng et al., 2020), sendo este um dos fatores

corresponsaveis pela pandemia atualmente instalada.

2.1.2 Epidemiologia

Em dezembro de 2019, varias unidades de saude em Wuhan, provincia
de Hubei, na China, reportaram atendimento a pacientes com pneumonia de causa
etiol6gica desconhecida (ZHU, Na et al., 2020). No més seguinte, o Centro Chinés
para Controle e Prevencao de Doencas detectou um novo coronavirus, aléem de relatar
a primeira morte provocada por este (CHEN, N et al., 2020; MURALIDAR et al., 2020).
Todavia, apenas em fevereiro o nome SARS-CoV-2 foi vinculado ao agente etiolégico

e nomeou-se como doenca do coronavirus de 2019 (COVID-19) o conjunto de
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sintomas resultantes de sua infeccdo em humanos (GORBALENYA et al., 2020; WHO,
2020%) (Figura 3).

Figura 3 — Linha do tempo dos principais eventos até o estabelecimento da COVID-

19 como pandemia
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Fonte: Adaptado de Muralidar et al. (2020)

Por conseguinte, em 11 de marco 2020, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) caracterizou a COVID-19 como uma pandemia (WHO, 2020b) (Figura
3) e 0s numeros de casos e mortes no mundo cresceram a cada dia. No Brasil, desde
a primeira notificacdo ao Ministério da Saude, em 26 de fevereiro de 2020 até o final
da semana epidemioldgica 52 de 2022, foram confirmados 36.331.281 casos, com
taxa de mortalidade acumulada de 327,7 ébitos por 100 mil habitantes (LOBO et al.,
2020; MS, 2022). Vale mencionar que, para este numero total de casos, 0s
coeficientes de incidéncia (por 100 mil hab.) de COVID-19 acumulado por regiao foram
25.546,00 (Sul); 25.232,80 (Centro-Oeste); 16.185,70 (Sudeste); 15.207,20 (Norte); e
12.561,40 (Nordeste) (MS, 2022).

Alagoas, por exemplo, teve seu o primeiro caso confirmado em marco
de 2020 e até o boletim epidemiolégico de 28 de fevereiro de 2023, acumulava
337.469 casos confirmados (CIEVS/AL, 2023). Vale ainda ressaltar que as trés
comorbidades com maior frequéncia correlacionadas aos o6bitos confirmados por

COVID-19 no Estado de Alagoas foram diabetes, hipertensao arterial e cardiopatia, e
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gue a faixa etaria mais atingida por tal desfecho foi a de individuos entre 70 a 79,
composta por 55,9% de homens e 44,1% mulheres (CIEVS/AL, 2023).

2.1.3 Fisiopatologia da infec¢céo

O SARS-CoV-2 é transmitido entre humanos por aerossois e goticulas
respiratérias, as quais transportam os virions até o trato respiratorio onde as proteinas
virais irdo interagir com os receptores das células hospedeiras (RABAAN et al., 2021).
A proteina S do virus € a mais importante no processo de adsorcéo viral, sendo suas
subunidades S1 e S2, responsaveis pela ligacdo ao receptor da célula hospedeira e
fusdo da membrana viral com a da célula do hospedeiro, respectivamente (FANG,
2016; HULSWIT; HAAN; BOSCH, 2016). Todavia, para que ocorra a clivagem da
proteina S em suas subunidades, o SARS-CoV-2 utiliza a serina protease
transmembranar 2 (TMPRSS2) da célula hospedeira (V'KOVSKI et al., 2021).

Esta etapa de clivagem é de extrema importancia para promover a interacao
virus-célula, por meio do receptor enzima conversora da angiotensina 2 (ECA-2)
(Figura 4), que além de ser expresso por células epiteliais nasais e epiteliais alveolares
do tipo I, também é encontrado no coracao, rins, intestinos, vasos sanguineos e
cérebro, estando associado principalmente a doencas cardiovasculares (DONOGHUE
et al., 2000; JIN et al.,, 2020; KUMAR, M; KHODOR, 2020). Assim, o virus €&
internalizado (por via endossomal ou fusdo membranar) e libera seu material
gendmico, o qual se desassocia da proteina N para ser traduzido subsequentemente
nas proteinas ndo estruturais (nsp1-16) que estabelecem o complexo de transcri¢cao-
replicacéo viral no reticulo endoplasmaético (RE) (Figura 4) (BAGGEN et al., 2021). No
geral, a nspl desliga a traducdo do hospedeiro e promove a degradacdo do RNA
mensageiro (MRNA) desse, enquanto as nsp2-11 modula o ambiente intracelular para
favorecer a replicacédo viral e as nsp12-16 apresentam funcdes enzimaticas essenciais
para a sintese de RNA, como a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp; nspl2)
(BAGGEN et al., 2021; DA SILVA et al., 2022).
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Figura 4 — Ciclo de replicacao viral do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Silva et al. (2022).

Legenda: TMPRSS2 — serina protease transmembranar 2; ECA-2 — receptor enzima conversora da
angiotensina 2; N — proteina do nucleocapsideo; S — proteina Spike; M — proteina de membrana; E —
proteina de envelope; ERGIC — compartimento intermediario Reticulo Endoplasmatico-Golgi.

Apbs o estabelecimento do complexo de transcrigdo-replicacao viral, cépias de
RNA viral gendmico senso negativo sao produzidas para servirem de molde para
novas copias de RNA viral gendmico senso positivo ou para a producdo de conjuntos
de RNAs subgendmicos utilizados na traducéo das proteinas estruturais e acessorias
(DA SILVA et al., 2022). Por conseguinte, tanto o RNA gendmico revestido pela
proteina N quanto demais proteinas estruturais (S, M e E) se reinem no
compartimento intermediario Reticulo Endoplasmatico-Golgi (ERGIC), onde as novas
particulas virais serdo montadas e depois conduzidas até a superficie celular para
liberacdo (Figura 4) (STERTZ et al., 2007).
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Todo esse processo de replicacéo viral ocorre inicialmente no trato respiratorio
superior, principalmente nas células epiteliais ciliadas nasais e através da aspiracao
de secrecao nasal, o SARS-CoV-2 migra para o trato respiratério inferior, onde possui
um tropismo maior pelas células da Clara e pneumdcitos do tipo Il (HOU et al., 2020;
HUI et al., 2020; WOLFEL et al., 2020b). Além disso, uma vez que a infeccéo esta
instaurada, a progressdo da doenca e suas manifestacdes clinicas (Figura 5) séao

relativas para cada individuo.

Figura 5 — Principais manifestacdes clinicas sistémicas da COVID-19 aguda
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Fonte: Adaptado de Yang et al. (2021).

Em geral, os quadros clinicos da COVID-19 aguda podem ser classificados em:
(1) assintomaticos, onde o individuo ndo apresenta sinais clinicos e nem alteracdes
no exame de imagem do térax; (2) leves, nos quais ha o surgimento de sintomas leves
como febre, fadiga, tosse, dor de garganta, congestao nasal, dor de cabeca, anorexia,
mal-estar, dores musculares e dispneia, mas sem achados anormais no exame de

imagem do torax; (3) moderados, onde ha manifestacfes clinicas do quadro leve,
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contudo com indicio de pneumonia leve nos exames de imagem do térax; (4) graves,
nos quais os sintomas sao atrelados a uma infeccao respiratoria, com falta de ar e
baixa saturacdo de oxigénio, além do comprometimento dos pulmdes ultrapassam
50%; e (5) criticos, que exigem monitoramento e tratamento na unidade de terapia
intensiva (UTI), devido ao progresso da infeccdo estar avancado, resultando em
insuficiéncia respiratoria e faléncia de orgaos (GAO et al., 2021; WIERSINGA et al.,
2020; YANG et al., 2021).

E importante destacar que tais quadros e desfechos clinicos de
pacientes com COVID-19 estdo atrelados a alguns fatores de risco, como as
comorbidades. Estas estdo presentes em cerca da metade dos individuos positivos
para SARS-CoV-2, sendo mais prevalentes as doencas cardiovasculares, incluindo
hipertensédo e diabetes mellitus 1l (BAJGAIN et al., 2021; MEHMOOD et al., 2021).
Ademais, doenca pulmonar obstrutiva cronica, doenca renal crénica e cancer também
estdo incluidas com fator de risco na COVID-19, contudo a grande parte dos casos de
mortalidade estéo vinculados a individuos com doencas cardiovasculares ou diabetes
mellitus do tipo Il, assim como a pessoas portadoras de mais de uma comorbidade
(BAJGAIN et al., 2021; MEHMOOD et al., 2021)

Outros fatores também séo tidos como de risco, tal como altos valores de idade,
indice gSOFA (avaliacdo réapida de faléncia sequencial de 6rgaos), D-dimero e
proteina C reativa (PCR), bem como o decréscimo dos niveis de albumina (ROD;
OVIEDO-TRESPALACIOS; CORTES-RAMIREZ, 2020). Estes fatores demostraram
ser fortemente consistentes como preditivo de gravidade na COVID-19, contudo, ha
outros parametros que possuem suma importancia no desfecho clinico, como a
contagem de leucdcitos, linfocitos e neutréfilos, e o0s niveis de alanina
aminotransferase (ALT), lactato desidrogenase (LDH), creatinofosfoquinase (CPK),
creatinina, procalcitonina, troponinas cardiacas, tempo de protrombina, ferritina e
bilirrubina (IZCOVICH et al., 2020; ZHOU, F et al., 2020).

Todo contexto de manifestagdes clinicas e indicadores de severidade, também
estdo atrelados a resposta multissistémica que a COVID-19 pode desencadear
(Figura 5), sendo o sistema respiratério o primeiro a sofrer danos, haja vista que a
transmiss&o do coronavirus € pelas vias aérea (MEYEROWITZ et al., 2021; WOLFEL
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et al.,, 2020a). Assim, a principio, o virus infecta células ciliadas primarias das vias
aéreas condutoras e por conseguinte, pode progredir no trato respiratorio e infectar os
pneumdacitos alveolares do tipo Il, localizados nos pulmdes (MEYEROWITZ et al.,
2021; MOSSEL et al., 2008). Estas células sdo responséaveis pela manutencdo da
integridade do epitélio pulmonar e pela producdo de surfactante, o qual impede o
colapso dos alvéolos pulmonares (MASON, 2006; MOSSEL et al., 2008). Desse
modo, a injuria tecidual alveolar em consequéncia de apoptose dos pneumdcitos
alveolares do tipo Il provoca dano alveolar difuso e prejuizo no processo de respiracao
(troca gasosa) (CHAMS et al., 2020). Este quadro resulta no desenvolvimento da da
Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) (CHAMS et al., 2020; MASON,
2020).

O SARS-CoV-2, ainda, pode induzir complicacdes no sistema cardiovascular,
o que justifica individuos com doenca cardiovascular existente (DVC) possuirem um
risco maior de apresentarem um pior prognostico da COVID-19 (LI, Bo et al., 2020;
XIONG et al., 2020). Isso ocorre porque a ECA-2 é expressa no coragdo, 0 que
predispbe a uma infeccdo miocardica (ZOU et al.,, 2020). Ainda, o aumento da
demanda cardiometabdlica pela inflamacéo sistémica e o estado de hipdxia resultante
da SDRA, podem impactar na oferta-demanda de oxigénio ao miocardio e resultar em
uma lesédo aguda (BANSAL, 2020; LONG et al., 2020; ZAIM et al., 2020). Além disso,
arritmias provocadas pelo desequilibrio eletrolitico, oriundo da interacdo do SARS-
CoV-2 com o sistema renina-angiotensina-aldosterona, e o infarto agudo do
miocardio, por ruptura de placa aterosclerética ou trombose coronariana devido a
inflamacédo sistémica, também s&o complicacbes cardiovasculares comuns em
individuos com COVID-19 (CHEN et al., 2020; LONG et al., 2020; ZAIM et al., 2020).

Outro sistema que também pode ser afetado nas infecgdes por SARS-CoV-2 é
o renal (Ng et al., 2020; RONCO; REIS; HUSAIN-SYED, 2020). Aproximadamente 20
a 40% dos pacientes internados em UTI apresentam lesdo renal aguda (LRA), a qual
possui patogénese multifatorial, e € considerada um marcador de gravidade vinculado
a um prognaostico de sobrevida negativo (CHENG et al., 2020; RICHARDSON et al.,
2020).
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Dentre as razfes etioldgicas para o desenvolvimento de LRA na COVID-19 esta
a injuria direta por meio da infeccéo de células renais via receptor da ECA-2, como as
células edoteliais, epiteliais tubulares e os podécitos, resultando em disfungéo
mitocondrial, necrose tubular aguda, glomerulopatia e extravasamento de proteinas
pela capsula de Bowman (LARSEN et al., 2020; VARGA et al., 2020). H4 também a
azotemia pré-renal, que consiste no aumento das concentracdes séricas de ureia,
creatinina e outros compostos nitrogenados néo-proteicos no sangue, devido a
hipovolemia decorrentes de manifestacées clinicas da COVID-19 (MOHAMED et al.,
2020; NG et al., 2020).

A hipercoagulacdo também ¢é vista como causa de LRA, por resultar
microangiopatia trombotica caracterizada pelos desfechos como microtrombos
glomerulares, necrose cortical renal difusa e infarto renal. Outrossim, a desregulacao
da resposta imunoldgica frente ao SARS-CoV-2, também promove dano ao sistema
renal, por criar um cendrio de hiperinflamacdo que pode levar a uma leséo tubular
renal (BIHORAC et al., 2013; HUSAIN-SYED; SLUTSKY; RONCO, 2016).

N&o apenas os sistemas cardiovascular e renal sdo afetados pela COVID-19,
como também o sistema gastrointestinal. Isso em razdo das células epiteliais do
estbmago e intestino, e dos cilios das células epiteliais glandulares do trato
gastrointestinal, expressarem o receptor ECA-2 (GALANOPOQULOS et al., 2020; XIAO
et al., 2020). Desse modo, 0 SARS-CoV-2 pode causar sintomas digestivos por
invasao viral direta em células-alvo, como por exemplo anorexia, diarreia, vémitos e
dor abdominal (PAN, L et al., 2020). Outro 6rgdo deste sistema que é exposto ao
SARS-CoV-2 é o figado, pois as células da arvore biliar também expressam ECA-2 e,
qguando infectadas, suportam um modo retrogrado de dano hepatico, sendo este
caracterizado pela lesédo aos hepatocitos (apoptose e necrose) e inflamacéo lobular
(LEE; HUO; HUANG, 2020; ZHANG, C; SHI; WANG, 2020). Somado a isto, a
inflamacgéo sistémica desenvolvida na COVID-19 pode causar ou exacerbar a leséo
hepatica (GU; HAN; WANG, 2020; ZHANG, C; SHI; WANG, 2020).

Atualmente, além das manifestacbes clinicas citadas, tem-se reportado
sequelas pos-agudas da COVID-19, denominadas de “COVID longa”. Trata-se de uma

condicdo multissistémica, subsequente a uma infeccdo por SARS-CoV-2, que
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frequentemente compreende a sintomas graves, como doencas cardiovasculares,
trombdticas e cerebrovasculares, diabetes mellitus do tipo II, sindrome de fadiga
cronica, entre outros (DAVIS et al., 2021, 2023). Sua incidéncia € estimada entre 10 a
30% dos casos ndo hospitalizados, 50 a 70% dos casos hospitalizados e 10 a 12%
dos casos vacinados (DAVIS et al., 2023). H4 no momento algumas hipoteses para a
patogénese da COVID longa, incluindo reservatorios persistentes de SARS-CoV-2 em
tecidos, desregulacdo imune, coagulacdo sanguinea microvascular com disfuncao

endotelial e desregulacdo da microbiota (DAVIS et al., 2023).
2.2 Resposta Imunoldgica Antiviral
2.2.1 Resposta Imunoldgica Inata

A resposta imune inata consiste na primeira barreira de defesa contra
microrganismos, sendo composta pelas superficies epiteliais, moléculas sollveis e
células residentes nos tecidos e no sangue (MEDZHITOV, R.; JANEWAY C., 2000).
Este processo atua promovendo a manutencao fisico-quimica dos epitélios do trato
gastrintestinal e respiratério, impedindo a invasao de microrganismos, bem como o
direcionamento e ativacao de respostas imunoldgicas especializadas (BEUTLER,
2004; IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; MEDZHITOV, R.; JANEWAY C., 2000). Ainda
mais, possui como as principais reacfes deflagradas a promocéo de inflamacédo e a
defesa antiviral (NETEA et al., 2017; THAISS et al., 2016).

Para ativar tal resposta é necessario que seus componentes reconhecam
produtos e moléculas de origem microbiana (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006;
MOGENSEN, 2009). Isso ocorre via receptores de reconhecimento padrdo que sao
expressos no citosol, vesiculas fagociticas e superficies de varios tipos celulares, e
gue ao interagirem com padrbes moleculares associados ao patdgeno (PAMPS),
ativam vias de transducdo que modulam respostas pro-inflamatoérias e antimicrobianas
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; MEDZHITOV, Ruslan; JANEWAY, 2000). A
respeito dos virus, os PAMPs que deflagram respostas imunes inatas sao estruturas
de acidos nucléicos, como RNA de fita simples e fita dupla (SSRNA e dsRNA), e os
receptores com os quais tais padrdes interagem sao os receptores do tipo Toll (TLRS),
sensores de DNA citosolico (CDS) e receptores do tipo RIG (RLRs) (AKIRA;
UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; CARTY; GUY; BOWIE, 2021).
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A cerca dos TLRs, estes sao glicoproteinas integrais de membrana do tipo I, e
entre os 9 TLRs funcionais existentes, os TLR3, TLR7 e TLR8, que sdo expressos
principalmente em membranas endossdmicas, atuam na deteccdo de &cidos
nucleicos virais, sendo que o TLR3 interage com dsRNA e TLR7 e TLR8 com ssRNA
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; BOWIE; O’NEILL, 2000). Desse modo, ao
ocorrer a interacdo receptor-PAMPSs, as vias de sinalizacdo de TLRs podem ativar
principalmente o fator nuclear kB (NFkB) e os fatores reguladores de interferon 3 e 7
(IRF3 e IRF7) (BOWIE; O'NEILL, 2000; MORESCO; LAVINE; BEUTLER, 2011).
Entretanto vale ressaltar que, com excec¢ado do TLR3, todos os TLRs séo capazes de
ativar NFkB (MORESCO; LAVINE; BEUTLER, 2011).

Logo que o NFkB é ativado, estimula a expressdo de genes codificadores de
citocinas, quimiocinas, moléculas coestimuladoras e de adesédo endotelial, sendo este,
peca-chave na inducdo de resposta inflamatéria (OECKINGHAUS; GHOSH, 2009).
Por sua vez, os IRF3 e IRF7 promovem a producéo de interferons do tipo | (IFNs) —
IFN-a e IFN-B — os quais sdo fundamentais em respostas inatas antivirais (IVASHKIV;
DONLIN, 2013). Todavia, € importante ressaltar que estes fatores de transcricdo
também podem ser ativados via detec¢do de 4cidos nucléicos no citosol por meio da
ligacdo entre dsRNA e heterocomplexos de RNA-DNA virais aos RLRs e da ligacao
entre DNA de fita dupla (dsDNA) viral com CDS associados ao estimulador de genes
de interferons (STING) (TAKEUCH]I; AKIRA, 2010). Além disso, ha de considerar que
tais receptores sdo expressos em diferentes células residentes teciduais e circulantes,
incluindo células que sdo especializadas para resposta imune inata antiviral (KOYAMA
et al., 2008). Entre elas, ha as células dendriticas plasmocitoides (pDCs), que
produzem de maneira rapida e massiva IFNs do tipo | frente a infecc¢des virais, devido
a alta expressédo de TLRs endoss6micos e CDS (REIZIS, 2019; SWIECKI; COLONNA,
2015). Isto as confere uma dupla fungéo critica em respostas antivirais: (1) inducao
de efeito citoprotetor e ativacao de células natural killer (NKs) (Figura 6); e (2) inducao
de respostas adaptativas (REIZIS, 2019; SWIECKI; COLONNA, 2015).

O efeito citoprotetor é resultado das acdes biolégicas que os IFNs do tipo |
promovem, apos interacdo com seus receptores na superficie de diversos grupos
celulares (DE WEERD; SAMARAJIWA; HERTZOG, 2007; NEGISHI; TANIGUCHI,
YANAI, 2018). Isto porque tal sinalizacdo ativa a transcricdo de varios genes que
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conferem a célula mecanismos para inibicdo da expresséo génica, sintese proteica e
montagem viral, assim como para a degradacdo do RNA viral, o que justifica o

desfecho desta sinalizagdo ser denominado “estado antiviral” (MCNAB et al., 2015).

Os IFNs e outras citocinas produzidos pelas pDCs (IL-12, IL-15 e IL-18), sdo
fundamentais para ativacdo das células NK. As células NK pertencem ao grupo | de
células linfoides inatas (ILCs) e durante a fase inicial das infec¢des virais, exercem as
funcbes efetoras de lisar células infectadas (citotoxicidade) e produzir citocinas
antivirais como o interferon gama (IFN-y) (Figura 6) (CHIOSSONE et al., 2018a;
GRUDZIEN; RAPAK, 2018; WU, Yang; TIAN; WEI, 2017). Esta funcéo citotdxica s6 é
deflagrada apés os receptores das células NK ndo reconhecerem os receptores do
Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) de classe I, que tem sua expressao
silenciada pelos virus, como mecanismo de evasdo aos linfécitos T citotoxicos
(KUMAR, Santosh, 2018). Em consequéncia, h&a a liberacdo de granulos citoliticos
contendo perforinas e granzimas, sendo as primeiras responsaveis por permeabilizar
a membrana da célula-alvo, a fim de facilitar entrada das granzimas que ativam a via
das caspases para inducdo de morte celular por apoptose (PRAGER; WATZL, 2019).
Por sua vez, o IFN-y derivado das células NK promove a depuracéo viral através de
mecanismos nao citoliticos diretos, como maturacao e ativacdo de células dendriticas,
macrofagos e polarizacdo dos linfécitos T naive em Tul (pré-inflamatérios) (KAK;
RAZA; TIWARI, 2018; SCHRODER et al.,, 2004). Além disso, o IFN-y estimula
mudanca de linfocitos B para plasmécitos produtores de IgG capazes de neutralizar
particulas virais (KAK; RAZA; TIWARI, 2018; SCHRODER et al., 2004).
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Figura 6 — Funcdes das células natural killers
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Legenda: IFN - Interferon; PEN - Perforina; Gzms — Granzimas.

O IFN-y, portanto, atua como elo entre a imunidade inata e adaptativa, sendo
que em infeccdes virais locais (em tecidos), a principal fonte inicial de IFN-y vem das
ILCs do tipo | (ILC1s) (HILDRETH; O’'SULLIVAN, 2019; WEIZMAN et al., 2017). Estas
células, junto com as ILCs do tipo Il e lll, sdo a contrapartes inatas dos linfocitos T e
atuam no inicio da resposta imune, reagindo prontamente a sinais ou citocinas
indutores, expressos por células residentes no tecido (ARTIS; SPITS, 2015; VIVIER
et al., 2018). Desse modo, as ILC1 espelham aos linfocitos T auxiliares THl, reagindo
a patdégenos intracelulares e a tumores (ARTIS; SPITS, 2015; CHIOSSONE et al.,
2018b). Por sua vez, as ILC2 estdo envolvidas na imunidade inata a parasitas e em
doencas alérgicas, sendo sua expressao de citocinas analoga ao perfil Th2 de
resposta (ARTIS; SPITS, 2015; VIVIER et al., 2018). Ja as ILC3 séo abundantes em
mucosas e além de promoverem respostas imunoldégicas a fungos e bactérias
extracelulares, deflagrando citocinas como as do perfil Thl7, elas desempenham um
papel vital na manutencdo da integridade e reparo epitelial (ARDAIN et al., 2019;
VIVIER et al., 2018). Assim sendo, os mecanismos da imunidade inata sdo capazes

de solucionar de maneira eficiente a invasao de patégenos. Contudo, o nimero ou
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viruléncia destes invasores podem interferir na eficacia da resposta imune inata, o que

desencadeia a ativacao das células e mecanismos vinculados a imunidade adaptativa.
2.2.2 Resposta Imunoldgica Adaptativa

A imunidade adaptativa € caracterizada por ser mediada pelos linfocitos,
existindo trés populacdes principais: linfocitos B, linfocitos T auxiliares (T CD4*) e
linfocitos T citotoxicos (T CD8*), os quais induzem a imunidade humoral e imunidade
mediada por células, respectivamente (MCCOMB et al., 2019). Além disso, a resposta
imunologica adaptativa possui como propriedades principais: (1) especificidade, pois
promove a expansao clonal de células especificas para determinado antigeno; (2)
diversidade, que resulta da variabilidade dos receptores antigénicos dos linfécitos,
permitindo-os reconhecer um grande numero de antigenos; (3) memoria, por
promover respostas imunoldgicas secundarias mais rapidas, devido a producédo de
células de memdéria especificas para o antigeno; e (4) autotolerancia, porque 0s
linfécitos sé@o responsivos apenas a antigenos estranhos (ndo proprios) (MCCOMB et
al., 2019).

Direcionando o foco para as infec¢gbes contra microrganismos, 0os dois
tipos de resposta imunolégica adaptativa atuam de formas distintas, mas
complementares. A imunidade humoral, por exemplo, € mediada por anticorpos que
reconhecem antigenos microbianos e que possuem a capacidade de neutralizar a
infectividade destes patdgenos e intermediar a eliminacdo dos mesmos via fagdcitos
e sistema complemento (LOUTEN, 2016; OGRA; MORAG,; TIKU, 1975). Sendo assim,
este mecanismo de defesa se torna o principal para eliminacdo de microrganismos e
toxinas extracelulares. Por sua vez, a imunidade mediada por células atua frente aos
microrganismos que alcancaram o ambiente intracelular, promovendo a destruigao
dos reservatorios tanto dentro dos fagocitos, quanto por inducdo a apoptose das
células infectadas (MCCOMB et al., 2019; TOMAR; DE, 2014).

A integracéo destes dois mecanismos de defesa pode ser reconhecida pelas
fases atribuidas as respostas adaptativas, sendo estas o reconhecimento do antigeno,
a ativagdo do linfocito, a eliminacdo do antigeno, a homeostasia e a producdo de
memoria, consecutivamente. Dessa maneira, as células apresentadoras de antigenos

(APCs) transportam os antigenos de patogenos até os orgaos linfoides, onde os
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apresentam aos linfécitos T naive, induzindo-os a ativacdo e expansao clonal
(KNIGHT; STAGG, 1993). Concomitantemente, o mesmo antigeno, mas em sua
conformacéo nativa, € apresentado aos linfocitos B naive via linfocitos auxiliares ou
APCs, induzindo sua ativagdo e proliferagcdo, com posterior diferenciacdo em
plasmadcitos (células que secretam diferentes classes de anticorpos) (ISE;
KUROSAKI, 2020). Por conseguinte, ocorrendo a erradicacéo da infeccéo, o estimulo
para a ativagdo e proliferagéo dos linfocitos cessa e os niveis basais dos mesmos sdo
restabelecidos. Contudo alguns se diferenciam em linfécitos T e B de memoaria, 0s
quais conferem rapidez a resposta imunolégica em um contato subsequente com o
mesmo patégeno (PENNOCK et al., 2013).

Na resposta imunologica mediada por células, a linhagem dos linfécitos T CD4*
efetoras € o0 elo entre o reconhecimento especifico de microrganismos e o
recrutamento e ativacao de leucdécitos especializados em destrui-los (LUCKHEERAM
et al.,, 2012; PENNOCK et al., 2013). Contudo, os leucdcitos a serem recrutados e
ativados estédo atrelados a subpopulacao de linfécitos T CD4*, sendo as principais as
células THl, TH2 e TH17, que se distinguem por produzirem conjuntos de citocinas
especificos conforme o fator de transcricdo atribuido a cada subpopulagéo
(LUCKHEERAM et al., 2012). A subpopulacdo Tul € induzida por patégenos que
ativam as células dendriticas, macréfagos e células NK, o que resulta na liberacao de
IL-12 e IFN-y e ativagcdo dos fatores de transcricdo T-bet, STAT1 e STAT4
caracteristicos dessa subpopulacdo (AFKARIAN et al., 2002; ROMAGNANI, 1999).
Além disso, uma das fungbes das células Tl é ativar macréfagos via producéo de
IFN-y, refletindo em uma atividade microbicida aumentada (HAMIDZADEH et al.,
2017). Ja a diferenciacdo em subpopulacdo Th2 ocorre em resposta a helmintos,
alérgenos e danos teciduais, que ativam os fatores de transcricdo STAT6 e GATA-3
(KAPLAN et al., 1996; WALKER; MCKENZIE, 2017; ZHU, Jinfang et al., 2006). Ainda,
a ceélulas Tu2 estimulam reagcbes mediadas por IgE, mastdcitos, eosinofilos e
polarizacdo de macrofagos para o perfil 2 por meio da producéo de IL-4, IL-5 e IL13
(LUCKHEERAM et al., 2012; ROMAGNANI, 1999; WALKER; MCKENZIE, 2017). Por
sua vez, a subpopulagcéo TH17 se diferencia frente a respostas por bactérias e fungos,
gue induzem a ativacdo dos fatores de transcricdio ROR# e STAT3 (IVANOV et al.,
2006; QIN, Hongwei et al., 2009). O resultado € a producéo de IL-17 e IL-22 que atuam
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no recrutamento de neutrofilo e manutencdo da integridade de barreiras epiteliais,
respectivamente (AUJLA et al., 2008; KORN et al., 2009).

Somada as estas subpopulacdes de linfocitos T CD4* ha também a
subpopulacdo Treg que desempenha um papel chave tanto na regulagéo da resposta
inflamatoria quanto na tolerancia imunolégica e homeostase, pois tem a capacidade
de atuar desde a supressdo imunoldgica até na proliferacdo e diferenciacdo de
linfécitos T efetores (GOSCHL; SCHEINECKER; BONELLI, 2019; YAMAGUCHI et al.,
2013). A subpopulagédo TH9, por sua vez, é conhecida por fornecer imunidade
antiparasitaria e antitumoral, bem como exacerbar a resposta inflamatoria de doencas
como asma alérgica, artrite reumatoide e esclerose maltipla (LICONA-LIMON; ARIAS-
ROJAS; OLGUIN-MARTINEZ, 2016; NEURATH; KAPLAN, 2017; RIVERA VARGAS
et al., 2017). J& a subpopulagdo Tn22 age principalmente sob as barreiras epiteliais
da pele, intestino e trato respiratério modulando os processos inflamatorios e
protegendo contra danos teciduais (EYERICH et al., 2009; JIA; WU, 2014). Ainda ha
a subpopulacdo Tfh (linfécitos T auxiliares foliculares) a qual é especializada em
fornecer linfécitos T CD4* para os linfécitos B, tornando-se essencial para o
desenvolvimento do centro germinativo, maturacédo de afinidade e desenvolvimento
da grande parte dos anticorpos de alta afinidade e de linfécitos B de memoria
(CROTTY, 2014; SONG; CRAFT, 2019).

Além da aptiddo de diferenciacdo em subpopulacdes, os linfécitos T CD4*
promovem a ativacdo de linfécitos T CD8* tanto via secrecao de citocinas, quanto via
aumento da capacidade das APCs em estimularem a diferenciagcéo de tais linfocitos
(LUCKHEERAM et al.,, 2012; ZHANG, Sheng; ZHANG; ZHAO, 2009). Tal
diferenciacéo de linfécitos T CD8* naive para linfécito T citotéxico (CTLs) é essencial
para resolucdo de infeccbes onde o patdgeno permanece no citosol da célula
hospedeira, como em infec¢des virais, e a Unica alternativa de conter a disseminacgao
deste, é a morte da célula infectada (BARRY; BLEACKLEY, 2002). Assim, os CTLs
reconhecem o antigeno nas células-alvo — o mesmo que induziu sua diferenciagéo e
proliferacéo — e desencadeiam a apoptose dessas celulas, por meio de seus granulos
citoplasmaticos ou interacéo entre receptores (Figura 7) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015; BARRY; BLEACKLEY, 2002). Tais granulos sdo os mesmos das células NK:

perforina, granulisina, granzimas A, B e C. A perforina consiste em uma molécula
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homologa as proteinas C9 do sistema complemento, que polimeriza e forma poros
aguosos na membrana da célula-alvo, a fim de facilitar a entrada das granzimas no
citosol (LICHTENHELD et al., 1988; VOSKOBOINIK; WHISSTOCK; TRAPANI, 2015).
Outra proteina que atua modificando a permeabilidade da membrana, ndo sé das
células alvo, mas também microbianas é a granulisina (DOTIWALA; LIEBERMAN,
2019). Ainda, as granzimas Sao serinas proteases que ativam as caspases e
consequentemente a morte celular (LORD et al., 2003; MARTINVALET; ZHU;
LIEBERMAN, 2005). Por sua vez, o kiling independente de granulos ocorre via
interacdo do receptor Fas das células-alvo, com a proteina ligante de Fas (FasL)
expressa pelos CTLs (MALARKANNAN, 2020; ROUVIER; LUCIANI; GOLSTEIN,
1993).

Algumas infeccdes virais, contudo, podem acarretar o fenbmeno de exaustao
dos linfocitos T CD8*, o que reflete em proliferacdo diminuida, reducédo da producao
de IFN-y e da atividade citotéxica (WHERRY; KURACHI, 2015). Isto se da pela
exposicao antigénica persistente ou crbnica, que desencadeia a expressao de
receptores de inibicdo, sendo o mais conhecido a proteina de morte celular
programada 1 (PD-1) (WHERRY; KURACHI, 2015). O PD-1 é uma proteina
transmembranar do tipo I, a qual é transcrita por linfécitos T ativados, linfocitos B,
células NK e algumas populacdes de células mieloides, desempenhando uma funcao
importante na manutencao do equilibrio da resposta imunoldgica (FREEMAN et al.,
2000; SHARPE; PAUKEN, 2017).
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Figura 7 — Mecanismos de morte das células-alvo mediado por linfécitos T CD8*

o W
el
Reconhecimento da célula-alve Apoptose da célula-alvo

® Gzms
~~ PFN

= FasL
= Fas Morte mediada por Fas/FasL

Fonte: Adaptado de ABBAS; LICHTMAN; PILLAI (2015)

Legenda: Gzms — Granzimas; PFN — Perforina; FasL — ligante Fas.

Em vista disso, torna-se evidente a importadncia da resposta imunoldgica
adaptativa na eliminacdo precisa e especifica de patdégenos, bem como os
componentes celulares e proteicos que integram este contexto, além de compreender
0s mecanismos de evasédo utilizados pelo SARS-CoV-2 e as consequéncia do
sucesso viral.

2.2.3 Imunopatologia da COVID-19 aguda

A imunopatologia desencadeada pelo SARS-CoV-2 e que reflete em
quadros clinicos criticos da COVID-19 baseia-se na desregulacdo das repostas
imunes inatas e mediadas por células. A principio, SARS-CoV-2 infecta as células
epiteliais alveolares (pneumacitos do tipo | e Il) e como mecanismo de evasao limita
a resposta de IFNs (ANKA et al.,, 2021; LI, Shaohua et al.,, 2020; PALUDAN;
MOGENSEN, 2022). Somado a isto, ha a deplecédo de pDCs reduzindo a resposta



27

antiviral via eixo TLR7-pDC o que acarreta permissividade a replicacdo viral e
esgotamento dos macréfagos alveolares (LAING et al.,, 2020; PALUDAN;
MOGENSEN, 2022).

Nos alvéolos pulmonares €é encontrado entdo um ambiente
hiperinflamatorio, inerente ao cenario de morte celular e acimulo de detritos, com
macréfagos derivados de mondcitos quimioatraidos e expressando varias quimiocinas
e citocinas pro-inflamatorias, como IL-183, IL-6, IL-8, IL-10, CCL4, CXCL10 e TNF-a
(LI, Shufen et al., 2020; LIAO et al., 2020; WAUTERS et al., 2021). A IL-8 induz o
recrutamento de neutréfilos que, quando ativados, liberam armadilhas extracelulares
de neutrdfilos (NETS) e espécies reativas de oxigénio (ROS), e consequentemente
geram apoptose das células epiteliais alveolares e trombose (PALUDAN;
MOGENSEN, 2022). Por sua vez a CXCL10 e CCL4 auxiliam no recrutamento de
células NK, que adquirem um estado hiperativado e subsequente exibicdo de
marcadores de exaustao e regulacdo negativa dos genes de citotoxicidade por meio
dos altos niveis de IL-6 e IL-10 (MAUCOURANT et al., 2020; PALUDAN; MOGENSEN,
2022; VAN EEDEN et al., 2020). Ainda, as células NK apresentam atividade
antifibrética prejudicada em individuos com doenca critica (KRAMER et al., 2021;
PALUDAN; MOGENSEN, 2022).

Em paralelo, os linfocitos T CD4* naive se diferenciam em células Tul, que tem
atividade antiviral por meio da producéo de IFN-y, e em Tfh que auxiliam aos linfocitos
B na producdo de anticorpos neutralizantes (CHEN, Zeyu; JOHN WHERRY, 2020;
SETTE; CROTTY, 2021). Ainda, ha a diferenciacdo em células Tnl7 que fortalecem
e ativam a resposta inflamatéria dos neutréfilos (CHEN, Zeyu; JOHN WHERRY, 2020;
SETTE; CROTTY, 2021). Adicionalmente, os linfécitos T CD4* efetores contribuem
para ativacao/diferenciacdo CTLs e a presenca destes no curso da infeccdo esta
associada a melhores prognésticos (PENG et al., 2020; SETTE; CROTTY, 2021).
Contudo, em quadros clinicos criticos da COVID-19 os CTLs expressam receptores
de inibi¢cdo, caracterizando um perfil de exaustdo dos mecanismos de citotoxicidade
antiviral (ZHENG, Hong Yi et al., 2020; ZHENG, Meijuan et al., 2020), sendo este
cenario agravado pelo o quadro de linfopenia, mais persistente e seletivo para os
linfécitos T, quando comparado a outras infecgdes virais do trato respiratério, afetando

assim a quantidade de linfocitos T CD4* e T CD8*, somado aos linfécitos B e NKs
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(CHEN, Zeyu; JOHN WHERRY, 2020; GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020;
KURI-CERVANTES et al., 2020). Este quadro é um dos efeitos indiretos da
tempestade de citocinas induzida pela hiperativacdo dos macréfagos, como
mencionado previamente, bem como da prépria hiperativacdo linfécitos T (CHEN;
JOHN WHERRY, 2020; HE et al., 2021).

Dessa forma, o desfecho do cenério supracitado consiste em dano alveolar
difuso caracterizado por descamacéao das células alveolares, formacado de membrana
hialina e edema pulmonar, que diminuem a eficiéncia das trocas gasosas e promovem
um quadro de insuficiéncia respiratoria (GUSTINE; JONES, 2021; PALUDAN;
MOGENSEN, 2022; PUROHIT et al., 2021; XU, Zhe et al., 2020%), o qual ainda é
gravado pela formagédo de microtrombos e fibrose pulmonar oriundas do ambiente
hiperinflamatério provocado pela infeccdo do SARS-CoV-2 (ACKERMANN et al.,
2020; GUSTINE; JONES, 2021).

2.3 Granulos e receptores indutores de killing
2.3.1 Granzima A

A granzima A (GzmA) consiste em uma protease, com atividade semelhante a
triptase, sendo a granzima K seu homologo mais proximo entre as granzimas
(BOVENSCHEN et al., 2009). Além disso, ela é capaz de ativar vias de morte celular
independentes de caspase, como por exemplo, a clivagem da proteina mitocondrial
NDUFS3 (NADH desidrogenase [ubiquinona] proteina ferro-enxofre 3), a qual
promove a geracdo ROS (espécies reativas de oxigénio), interrompe o potencial
mitocondrial e aciona um complexo de estresse oxidativo associado ao reticulo
endoplasmatico, denominado SET, o qual promove dano nuclear na célula
(MARTINVALET et al.,, 2008; MARTINVALET; ZHU; LIEBERMAN, 2005). Outros
substratos da GzmA estéo localizados no reticulo endoplasmatico e no nucleo celular
(LIEBERMAN, 2010). Todavia, € interessante mencionar que apesar da correlagéo
entre GzmA e morte celular ser a mais referenciada, seu primeiro substrato
identificado foi a pré-interleucina-1 sugerindo um papel importante na inflamagéao
(IRMLER et al., 1995). Adicionalmente, além das células NK e CTL, células

dendriticas, mastécitos e macréfagos podem expressar GzmA, mas nao perforina, o
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que infere uma funcao extracelular desta protease (VAN DAALEN; REIJNEVELD;
BOVENSCHEN, 2020).

Até o momento foram descritos nove substratos extracelulares para a GzmA e
0 impacto biolégico resultante de sua interacdo com esses (VAN DAALEN;
REIJNEVELD; BOVENSCHEN, 2020). Entre estes, € possivel listar trés que reforcam
o papel de modulacdo da inflamagcdo por este granulo: (1) colageno IV e (2)
fibronectina, que catalisados promovem reducao da adeséo de células epiteliais com
a membrana basal celular, além de influenciar na migracao celular; e (3) um provavel
receptor de membrana celular, que ao interagir com a GzmA induz a producéo de
citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-8 e TNF-a) por fibroblastos, células epiteliais,
mondcitos e macrofagos (HIRAYASU et al., 2008; SOWER et al., 1996; VAN DAALEN;
REIJNEVELD; BOVENSCHEN, 2020). Os demais substratos sao proteoglicanos de
membrana basal, proteina basica de mielina, ativador de plasminogénio pro-
uroquinase, receptor tipo trombina em neuritos, receptor plaquetario de trombina e
receptor ativado por proteinase 2 (PAR-2) (VAN DAALEN; REIIJNEVELD;
BOVENSCHEN, 2020).

2.3.2 Granzima B

A granzima B (GzmB) é uma serina protease tradicionalmente conhecida por
seu papel pro-apoptotico dependente de perforina, por meio da ativacdo de caspases
e correlacionada com a atividade citotoxica das células NK e CTLs (LIEBERMAN,
2003; LORD et al., 2003). Contudo, recentemente foi demostrado que outras células
imunes e ndo imunes, expressam e secretam GzmB, sendo elas: subpopulagdes de
linfécitos T CD4*, mondcitos, macrofagos, células dendriticas, mastécitos, basdfilos,
células musculares lisas, pneumacitos, queratinocitos e condrécitos (BOIVIN et al.,
2009; VELOTTI et al., 20209).

Esta serina também possui funcdo extracelular (independente de perforina),
vinculada a substratos como componentes da matriz extracelular (MEC), citocinas,
receptores celulares, proteinas angiogénicas e de coagulacdo (HIEBERT,;
GRANVILLE, 2012; VELOTTI et al., 2020%). Contudo, € importante pontuar que a
degradacédo de substratos vinculados a MEC também promove morte celular, mas

independente de perforina, denominada a morte ocorre por anoikis (morte celular



30

dependente da perda de ancoragem) (FRISCH; FRANCIS, 1994). Este tipo de morte
celular, em condi¢cBes ndo patoldgicas, atua na prevencao da translocacéo e fixacao
celular inadequada durante o processo de renovacéo tecidual (TADDEI et al., 2012).
Assim, é possivel encontrar situacées em que a GzmB esteja associada a processos
de injuria e degradacdo tecidual, bem como fibrose. Por exemplo, processos
inflamatorios onde a GzmB extracelular promove a remodelacdo anormal da MEC via
degradacdo de proteinas como laminina, fibronectina, vitronectina, e de
proteoglicanos como biglicam e decorim, reduzindo a integridade tecidual e
aumentando a susceptibilidade de danos (BUZZA et al.,, 2005; HIEBERT,;
GRANVILLE, 2012). Tais componentes auxiliam na fixacdo celular, ancoragem de
receptores e armazenamento de fatores de crescimento, regulando a sobrevivéncia,
diferenciacao, proliferagéo e migragéao celular. Portanto, a remodelagdo anormal da
MEC pode resultar em apoptose por anoikis e alteracdes na diferenciacao,
proliferacéo e migracao celular (HIEBERT; GRANVILLE, 2012; VELOTTI et al., 2020).

A degradacdo de proteoglicanos pela GzmB pode também promover a
producdo desordenada de coldgeno e a liberacdo de fator transformador de
crescimento (TGF)-B, induzindo a fibrose (HIEBERT; GRANVILLE, 2012; MENG,;
NIKOLIC-PATERSON; LAN, 2016). Este estado pro-fibrotico pode ainda ser
potencializado pelas citocinas IL-1a e IL-18, que apresentam suas formas ativas pos-
converséo pela GzmB (BORTHWICK, 2016; VELOTTI et al., 2020). Dessa maneira, é
evidente que a GzmB regula uma ampla gama de processos biolégicos, os quais
desempenham um papel no surgimento, progressdo e/ou gravidade de doencas

inflamatorias.
2.3.3 Perforina

A perforina (PFN) consiste em uma glicoproteina composta por quatro
dominios, onde dois deles apresentam regiées analogas as das proteinas do sistema
complemento, compondo um dominio hidrofébico com capacidade de incorporar na
membrana lipidica da célula alvo (LICHTENHELD et al., 1988; OSINSKA; POPKO;
DEMKOW, 2014). Ao ser polimerizada, a perforina forma canais cilindricos
hidrofébicos, os quais permitem o transporte livre, ndo seletivo e passivo de ions,
agua, pequenas moléculas e enzimas (LIU, Chau-Ching; YOUNG; YOUNG, 1996).
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Este processo de incorporacéo e polimerizacdo da PFN na membrana lipidica
da célula alvo requer ions de calcio (Ca?*), pois tais ions sdo responsaveis por
transformar a forma globular inativa da perforina na forma ativa, a qual apresenta
capacidade de incorporacdo a membrana (LICHTENHELD et al., 1988). Além disso,
outros fatores como temperatura, pH, fator de ativacéo de plaguetas (PAF) interferem
em ambos 0s processos supracitados, como por exemplo, a inibicdo de polimerizacao
da perforina diante de pH baixo e elevada concentracéo de Ca?* (OSINSKA; POPKO;
DEMKOW, 2014).

Uma vez que a PFN desempenha este papel, essa torna-se um peca-chave na
atividade citotoxica das células NK e CTLs, sendo estas células sua principal fonte
(VOSKOBOINIK et al.,, 2010). Contudo, linfécitos T CD4* em cenéarios onde a
citotoxicidade classica estd comprometida, também expressam pequena quantidade
de perforina (WILLIAMS; ENGELHARD, 1997). Ainda, falha na secrecdo de PFN
funcional desencadeia uma gama de disturbios humanos, denominados de
perforinopatias, as quais englobam a linfohistiocitose hemofagocitica familiar (FHL) e
linfohistiocitose hemofagocitica (HLH) secundéaria, infeccdes virais prolongadas e
suscetibilidade a malignidades hematolégicas (BRENNAN et al., 2010; DE SAINT
BASILE; MENASCHE; FISCHER, 2010; JANKA, 2012; VOSKOBOINIK;
WHISSTOCK; TRAPANI, 2015). Assim, no caso de deficiéncia de perforina frente a
uma infecgdo viral, a resposta antiviral citotéxica serd ineficaz e resultara em altos
titulos de virus, somado a producdo constante de citocinas pro-inflamatorias
(OSINSKA; POPKO; DEMKOW, 2014; WILLIAMS; ENGELHARD, 1997). Isso
demostra a importancia dessa molécula na efetividade da resposta imune, bem como

seu envolvimento na patogénese de algumas doencas.
2.3.4 Granulisina

A granulisina (GNLY) pertence a familia de proteinas semelhantes a saposina,
gue se ligam as membranas lipidicas, e tem sua expressao induzida principalmente
pelas citocinas IL-2, IL15 e IL-21, bem como em respostas imunes a exposicédo a
bactérias e a outros microrganismos (CANADAY et al.,, 2001; DOTIWALA,
LIEBERMAN, 2019). A expressdo de GNLY ocorre comumente nos CTLs e nas

células NK, principalmente em células NK da pele e uterinas ao longo do primeiro
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trimestre de gestacdo (CHUNG et al.,, 2008; SPARROW; BODMAN-SMITH, 2020;
VELJKOVIC VUJAKLIJA et al., 2013).

Assim como a perforina, a GNLY tem a funcao de alterar a permeabilidade de
membranas celulares por meio da formacdo de poros, contudo o colesterol, que é
abundante em membranas plasmaticas eucaridticas, inibe 0s processos de
incorporacao e polimerizacdo dessa (BARMAN et al.,, 2006; THIERY et al., 2011).
Somado a isto, um dos fosfolipidios que a GLNY interage para dar seguimento a
formacdo de poros € a cardiolipina, que € encontrado apenas em membranas
plasmaticas de microrganismos (bactérias e fungos) e parasitas, € em membranas
mitocondriais (LIU, Xing et al., 2016; SCHLAME, 2008). Desse modo, & possivel
compreender o motivo da GNLY preferencialmente promover a formacao de poros em
células bacterianas e a PFN em membranas de células do hospedeiro. No entanto,
em altas concentracdes a GNLY tem atividade sobre outros tipos de membrana,
tornando-se citotoxica a organelas de células de mamiferos, como por exemplo
mitocéndrias, complexo Golgiense, reticulo endoplasmatico e lisossomos, uma vez
gue as membranas mitocondriais se assemelham a membranas bacterianas e as
demais organelas apresentam baixo teor de colesterol (DOTIWALA; LIEBERMAN,
2019; SCHLAME, 2008).

Embora a funcdo da GNLY como molécula antimicrobiana foi a mais
amplamente estudada (KRENSKY; CLAYBERGER, 2009), os niveis séricos desta
proteina ja foram consolidados como biomarcadores para rejeicdo de transplantes e
resisténcia a esteroides em humanos, também sendo associados com o
desenvolvimento de pré-eclampsia (SARWAL et al., 2001; VELIJKOVIC VUJAKLIJA et
al., 2012).

2.3.5 Fas solavel (sFas) e ligante Fas soluvel (sFasL)

O receptor transmembranar Fas consiste em um receptor de morte celular, o
qual pertence a superfamilia do receptor de TNF, e por meio da interacdo com o seu
ligante (FasL) desencadeia uma via de transducéo de sinal que leva a apoptose via
caspases (NAGATA, 2003). Esta molécula foi encontrada a primeira vez em soros de
pacientes com leucemia linfocitica e linfoma de células NKs (TANAKA et al., 1996), e

apos isto, niveis elevados de sFasL foram associados a doencas, como artrite
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reumatoide, insuficiéncia cardiaca crénica e quadros de infeccdo por HIV e sepse,
assim como seus niveis reduzidos, a pancreatite e insuficiéncia hepatica
(LINKERMANN et al., 2005). O Fas € expresso por varias células, especialmente
linfocitos T e B periféricos, células NK, fibroblastos, células endoteliais e epiteliais,
enquanto a expressdo de FasL é limitada a células do sistema imunoldgico, como
linfécitos T ativados, células NKs e APCs (CHAI et al., 2008; WANG; SU, 2018).

Como previamente mencionado, a interagdo entre Fas com FasL consiste em
parte da maquinaria efetora dos CTLs e das células NKs para a vigilancia e depuracao
de células infectadas ou transformadas por infec¢cfes virus, via morte independente
de granulos (ROUVIER; LUCIANI; GOLSTEIN, 1993). Adicionalmente, a interacao
entre tal receptor e seu ligante mantém a homeostase dos linfocitos T periféricos, por
promover equilibrio entre a proliferacdo e morte celular (YAMADA et al., 2017). Isto
porque estas moléculas compde o mecanismo de morte celular induzida por ativacéao
(AICD), que ocorre ao final de uma resposta imunolégica com o objetivo de retomar
0s niveis basais de linfocitos T periféricos (LINKERMANN et al., 2005; XU et al.,
2020b).

Outro ponto importante tanto Fas quanto o FasL apresentam duas formas, uma
transmembrana e a outra sollivel, e que podem desempenhar papeis distintos
(TANAKA et al., 1995; WANG; FAZ, 2018). O Fas de membrana (mFas) é a forma
mais expressa e a interacdo com seus ligantes resulta em uma inducéo rapida de
apoptose, o que difere para o Fas soluvel (sFas), pois este ndo interage com o FasL,
mas inibe a apoptose induzida por mFas (WANG, Mei; SU, 2018). Além desse cenario,
a forma soluvel do Fas ligante (sFasL) é menos capaz de induzir a apoptose, quando
comparado a forma ligada a membrana (mFasL) (SUDA et al., 1997). Ainda, o sFaL
pode atuar como um quimioatraente para neutrofilos em humanos e ao interagir com
Fas, induz a proliferacéo celular (DALLEGRI et al., 1999; YAMADA et al., 2017). Desse
modo, fica evidente a versatilidade dessas proteinas, principalmente quando
apresentadas em sua forma solavel frente a processos inflamatérios e respostas

imunologicas.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Investigar o valor prognostico de alteracbes plasmaticas e celulares

correlacionadas com a resposta imunoloégica.
3.2 Objetivos especificos

o Avaliar os niveis plasmaticos de sFas, sFasL, granzima A, granzima B,
perforina e granulisina;

. Quantificar as subpopulacdes de células linfoides;

o Investigar os espectros Raman dos pacientes em busca de sinais que
indiqguem um perfil bioquimico e imunolégico em resposta a infec¢do por SARS-CoV-
2.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEPh) da Universidade Federal de Alagoas, sob protocolo n° 30732120.1.0000.5013,
assim como pelo Comité de pesquisa do Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes
da Universidade Federal de Alagoas (HUPAA-UFAL). Para a participacdo no estudo
foi necesséria a assinatura prévia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), salvo nos casos em que o0s individuos estavam hospitalizados e o
consentimento teve que ser obtido de familiar ou responsavel legal, através de ligacédo
telefénica e envio do TCLE via aplicativo de mensagens (WhatsApp) para a sua
assinatura eletronica, seguindo assim os protocolos de biosseguranca estabelecidos

pelo CEPh a época.
4.2 Amostras

O presente trabalho consiste em estudo observacional, de amostra nédo
probabilistica por conveniéncia, composto por voluntarios provenientes do HUPAA-
UFAL (grupo COVID-19) e de individuos saudaveis (grupo controle). Os voluntarios
do grupo COVID-19 receberam o diagnéstico previamente ou no momento de
internacdo no HUPAA-UFAL e foram acompanhados até seus desfechos clinicos, de
Obito ou alta hospitalar. Ja os voluntarios do grupo controle realizaram RT-gPCR por
meio de parceria com o Prof. Marcelo Duzzioni do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude (ICBS) da UFAL, utilizando o kit BIOMOL OneStep/COVID-19 (IBMP-Brasil),
além de ELISA para deteccdao dos anticorpos IgA e IgG para SARS-CoV-2
(EUROIMMUN-Alemanha; Lot:E200514AS e E200513AG). O grupo controle foi
composto por participantes que apresentaram idade, género e comorbidades prévias

similares aos do grupo COVID-19. O fluxo de trabalho segue sintetizado na figura 8.
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4.2 Critérios de inclusao e exclusdo no estudo
4.2.1 Critérios de inclusao

Para o grupo COVID-19 foram incluidos no estudo pacientes que deram
entrada no HUPAA-UFAL, tanto na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) quanto na
Enfermaria, ambas exclusivas para casos de COVID-19, no periodo de 20 de maio a
04 de agosto de 2020, e que apresentaram testes moleculares positivos para SARS-
CoV-2 e sintomatologia clinica para COVID-19. Para o grupo controle, incluiu-se 19
individuos de ambos os sexos, com idade entre 30 e 90 anos, com comorbidades
como hipertenséo arterial sistémica e diabete melito Il. Esses participantes também
precisaram apresentar auséncia de deteccdo de RNA viral e de anticorpos para
SARS-CoV-2.

Figura 8 — Fluxograma de trabalho para obtencéo de amostras, dados e analises dos

voluntarios do estudo

CoviD-19 CONTROLE

Regulagdo| Internagédo no HUPAA Recrutamento
Estadual

RT-GPCR Familiares contactados LBC

Autorizagdo: TCLE Autorizagéo: TCLE

I g

Acompanhamenfo até
desfecho (alta ou obtito) Laboratdrio de Analises Clinicas

1 L Coleta de sangue Swab nasal
Dados clinicos e Coleta de sangue
Iaborato'ngls LABOAL LBC ICBS
(prontuério) Transporte ao L BC
Exames hematologicos
nallog ELISA RTqPCR
e bioquimicos
Processamento da Consulta no HUPAA
Amostra
Dados clinicos e
Separagto de fraghes de plasma e leucocitos laboratoniais

Armazenamenta -80°C

Plasma

Espectroscopia Raman Citometria de Fluxo
Plasma Leucdcitos
Dosagem de proteinas Imunofenotipagem

Legenda: HUPAA - Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes; TCLE - Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido; LBC — Laboratério de Biologia Celular; ICBS — Instituto de Ci€ncias Biol6gicas e da Saude.
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4.2.2 Critérios de exclusao

No grupo COVID-19 foram excluidos os participantes sem confirmacéo por RT-
gPCR. Por sua vez, do grupo controle, foram excluidos aqueles que relataram
sintomas gripais (febre, tosse, cefaleia e dispneia) nos 30 dias que antecederam a
coleta e no dia da coleta, ou que na amostra coletada tenha sido detectado o genoma
viral e/ou anticorpos para SARS-CoV-2. Somado a isto, excluiu-se participantes que

possuiam doencas prévias que nao as listadas nos critérios de incluséo.

4.3 Coleta de sangue

Todos os individuos participantes da pesquisa tiveram cerca de 4mL de sangue
total coletados e armazenados em tubos com EDTA, para posterior processamento e
separacédo de plasma e leucdcitos, como descrito a seguir. Ressalta-se que as coletas
de sangue do grupo COVID-19 foram realizadas pelos técnicos do Laboratério de
Andlises Clinicas do HUPAA-UFAL, e as do grupo controle foram realizadas por uma
enfermeira do nosso grupo de pesquisa, no Laboratério de Biologia Celular
(LBC/UFAL), seguindo os protocolos de biosseguranca e respeitando as medidas de
precaucdo e prevencao postas pelo Ministério da Saude na época. Ainda, dos
individuos do grupo controle foram coletados mais 4 mL de sangue total para a
realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos pelo Laboratério de Diagndstico
de Alagoas — LABOAL, por este possuir 0S mesmos equipamentos que o Laboratério
de Andlises Clinicas do HUPAA-UFAL, sendo o Arquiteto, ¢c8000, (Abbott, Illinois,
EUA) para os testes bioquimicos e o Cell-Dyn Ruby, Abbott (lllinois, EUA) para os

hematolégicos.
4.4 Processamento e armazenamento das amostras

Apés a obtencdo de sangue total dos individuos se processou 0 material no
LBC/UFAL, iniciando com a separacdao das fragcbes sanguineas (plasma,
leucdcitos/plaquetas, hemacias) através de centrifugacdo a 1000 g por 30 minutos, e
finalizando com a separacgéo de aliquotas de plasma e da fragdo de leucdcitos/plasma
para armazenamento a -80 °C. O volume de 62,5 pl de plasma foi separado e
destinado para analise via Kit LEGENDplexTM Human CD8/NK Panel (13 plex,

BioLegend, Reino Unido), assim como outra aliquota de mesmo volume foi separada
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e destinada para as medidas do espectro Raman. Por outro lado, a fracdo de
leucdcitos/plaquetas foi coletada, fixada em paraformaldeido 4% e homogeneizada
com solucdo de congelamento (dimetilsulfoxido - DMSO + 20% de soro fetal bovino -
SBF) para posterior imunofenotipagem.

4 .5 Dados clinicos e laboratoriais

As informacdes clinicas e resultados de exames laboratoriais do grupo COVID-
19 foram obtidos via analise dos prontuarios eletrénicos, enquanto do grupo controle,
por meio de consulta com médico no HUPAA/UFAL e avaliacdo dos exames
realizados no LABOAL. Neste estudo as variaveis analisadas foram: idade, sexo,
presenca de comorbidades (diabetes mellitus tipo Il, hipertenséo arterial sistémica,
doenca pulmonar obstrutiva crénica, doenca renal cronica, obesidade, asma, doencas
autoimunes, doenca hepatica e cancer); sintomas apresentados, duracdo dos
sintomas ap6s admissao; desfecho (6bito ou alta hospitalar); internacdo de UTI ou
enfermaria e a pontuacdo qSOFA, que abrange o intervalo de 0 (normal) a 4 (maior
grau de anormalidade) (VINCENT et al.,, 1996), utilizada pela equipe médica do
HUPAA-UFAL com o intuito de descrever quantitativa e objetivamente o grau de
disfuncéo ou faléncia de érgaos ao longo do tempo em pacientes. Além disso, foram
analisadas informacfes sobre testes laboratoriais para avaliacdo de: hemacia,
hematdcrito, hemoglobina, plaquetas, leucdcitos totais e individuais, ferritina,
creatinofosfoquinase (CPK), proteina c reativa (PCR), creatinina, ureia, glicose e

triglicerideos.
4.6 Dosagem de marcadores citotoxicos

As aliquotas de plasma foram descongeladas para quantificacdo de
marcadores de citotoxicidade por citometria de fluxo, utilizando o Kit LEGENDplex™
Huma— CD8/NK Panel (13 plex - Cat. 740267, Lot B314528, BioLegend). Por meio
deste foram quantificadas as proteinas sFas, sFasL, granzima A, granzima B,
perforina e granulisina, conforme instrucdes do fabricante e os dados das aquisi¢coes
foram analisados e convertidos em pg/mL através do programa Legendplex verséo
8.0 (Biolegend).
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4.7 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

As fracBes de leucdcitos/plaguetas de alguns pacientes foram
descongeladas e submetidas a um protocolo de descoagulacado e lise de hemacias,
respeitando esta ordem cronolégica. Para a descoagulacéo foi utilizada a solucdo de
tampé&o de citrato de sodio (0,21 g de NasCesHs07; 100mL de agua destilada; pH 6,0),
na proporcao de 1:10 e incubacdo a 37°C por 40min. Apos incubacdo, as amostras
foram centrifugadas a 1500 rpm por 5min a 4°C e tiveram o sobrenadante descartado
para dar seguimento a préoxima etapa, a lise das hemacias. Para tal foi empregada
uma solucéo de lise 1X contendo cloreto de amoénio (solucdo a 10X: 9g de NH4CI
(0,155M); 1g de KHCO3 (0,01M); 37mg de EDTA (0,1mM); 100mL de &gua destilada)
na proporgédo de 1:10 e incubacdo de 10min em temperatura ambiente. Findado o
tempo de incubacéo as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 5min a 4°C, e
ressuspendidas em PBS-BSA 0,5% com 0,02% azida sédica.

Em seguida, 2 x 10° de células foram marcadas com os anticorpos
listados a seguir (Tabela 1). Para isto, as células foram incubadas por 20 min a 4°C
com cada anticorpo e em seguidas lavadas com PBS-BSA 0,5% com 0,02% azida
sddica e fixada com BD Cytofix/Cytoperm™ (BD Biociéncias). Por conseguinte, as
células foram lavadas com BD Perm/Wash™ (BD Biosciences), centrifugadas e
ressuspendidas em PBS-BSA 0,5% com 0,02% de azida sédica para medi¢cdes no
FACS Canto II®, utilizando o software FACS Diva. O Gating, bem como a analise dos

dados foram realizados com o auxilio do software FlowJo® X (BD Biociéncias).

Tabela 1 — Anticorpos usados para imunofenotipagem

Anticorpo Isotipo Clone Catélogo, Fabricante
Anti-CD3-FITC Mouse IgG1, k  UCHT1 300406, Biolegend
Anti-CD4-PERCPCy5.5 Mouse IgG2b, k OKT4 317428, Biolegend
Anti-CD8-FITC Mouse 1gG1, k RPA-T8 555366, BD Biosciences
Anti-CD16-PE Mouse 1gG1, k B73.1 561313, BD Biosciences
Anti-CD19-PE Mouse 1gG1, k HIB19 302208, Biolegend

Anti-CD27-PECy7 Mouse 1gG1, k M-T271 560609, BD Biosciences
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Anti-CD45R0O-APC
Anti-CD56-APC
Anti-CD62L-PECy7
Anti-CD138-APC
Anti-Tbet-PE
Anti-RORyt-APC
Anti-GATA3-PECy7

Anti-IFN-y-AF488

Mouse IgG2a, k
Mouse IgG1, k
Mouse IgG1, k
Mouse IgG1, k
Mouse IgG1, k
Mouse IgG2b, k
Mouse 1gG1, k

Rabbit 1IgG

UCHL1
HCD56
DREG-56
MI15
04-46
Q21-559
L50-823

D3H2

559865,

318310,

304822

3471983,

561268,

563620,

560405

12942S

BD Biosciences
Biolegend

, Biolegend

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
, BD Biosciences

, Cell Signaling

Desse modo, foram avaliadas as frequéncias das

seguintes populacoes

celulares: CD3  CD19 CD138* CD27**, CD3 CD19* CD138 CD27* , CD3 CD19*
CD138" CD27-, CD4* CD8 CD45R0O" CD62L*, CD4 CD8" CD45R0O- CD62L*, CD4*
CD8 CD45R0O* CD62L*, CD4 CD8" CD45RO* CD62L*, CD4* CD8 CD45R0O* CD62L"
, CD4 CD8* CD45RO* CD62L", CD4* CD8 CD45R0O" CD62L", CD4" CD8" CD45ROr
CD62L", CD3  CD56P"9" CD16- CD27* IFN-y*, CD3- CD56%™ CD16* CD27 IFN-y,, CD3-
CD4 Thet*, CD3  CD4 GATAS3*, CD3  CD4  RORyt*, CD3* CD4* Thet*, CD3* CD4*

GATA3" e CD3" CD4* RORyt*. A estratégia de gates segue sendo representada na

figura 9, realizada de acordo com a literatura (GRACILIANO et al., 2022).
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Figura 9 — Estratégia de gates e graficos de pontos representativos de dados de

citometria de fluxo de duas amostras
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Legenda: (A) Células CD3 CD19 e CD3 CD19* foram isoladas para analise de CD138 e CD27. (B) As células
CD3* foram posteriormente avaliadas para CD4 ou CD8. As células CD3* CD4* e CD3* CD8* foram isoladas para
andlise de CD45R0 e CD62L. (C) As células CD3 foram avaliadas para CD56. Ambos CD569" e CD56%™ foram
posteriormente analisados para a expressdo de CD16 e CD27. Células CD3- CD569" CD16" CD27* foram
avaliadas para andlise de IFN-y. (D) CD3* CD4* e CD3" CD4- foram avaliados para Thet, GATA3 e RORqt.
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4.7 Medidas e analise de dados do espectro Raman

A espectroscopia Raman consiste em uma técnica que utliza luz
monocromatica, muitas vezes na faixa do infravermelho préximo (NIR), visivel ou
ultravioleta (UV), para explorar os fenbmenos de dispersdo inelastica, ou efeito
Raman, que descreve a excitacdo de fotons devido a interacdo da luz com modos
vibracionais associados a ligacfes quimicas dentro de uma amostra (BUTLER et al.,
2016). Normalmente, as regides significativas do espectro Raman que sao
observadas em espécimes bioldgicos estdo dentro de 400 — 2000 cm™ niimeros de
onda, associados a vibracdes de ligacdo de proteinas, carboidratos, grupos fosfato do

DNA e biomoléculas celulares adicionais (BUTLER et al., 2016).

Os espectros Raman foram medidos usando um espectrometro XploRA
(Horiba, Japéo) acoplado a um microscépio 6ptico (BXFM, Olympus, Japao) e
equipado com um laser de 532 nm através de uma objetiva de 100 x (NA = 0,9). A
mesma lente objetiva foi usada para coletar a luz espalhada Raman apds interacéo
com a amostra, em uma geometria de retroespalhamento. A calibracdo da frequéncia
foi feita usando a banda vibracional de 520 cm™ de uma pastilha de silicio. Sob as
mesmas condic¢des, cinco diferentes aquisicbes de cada amostra foram medidas na
faixa espectral de 600-1800 cm™. A fim de minimizar o aquecimento induzido pelo
laser das amostras, foi utilizada uma irradiacdo de baixa poténcia na superficie da
amostra, em torno de 5 mW, durante um curto tempo de exposicéo (3 s de exposicao
ao laser para 5 acumulacdes). A rede de difragcédo utilizada tinha 1200 linhas/mm, o
que rendeu uma resolucgédo espectral de 1,5 cm™™,

Antes de realizar a andlise espectral, todos os espectros foram suavizados,
ajustados em segundo plano e normalizados usando um algoritmo implementado no
software MatLab (Mathworks, Naticks, MA, EUA). Apdés a remocédo do fundo de
fluorescéncia dos espectros, a Analise de Componentes Principais (PCA) foi realizada
para avaliar a variabilidade espectral no conjunto de dados. Cada grupo de células foi

submetido a 3D-PCA. Esta analise multivariada foi implementada no software MatLab.
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4.9 Analises estatisticas

Os dados do presente estudo n&do foram submetidos a testes preliminares de
normalidade, como preconizado por Rochon, Gondan e Kieser (2012). A fim de
caracterizar as amostras foi utilizada a estatistica descritiva por medianas/interquartil
ou média/desvio padrédo para variaveis quantitativas e por porcentagem para as

variaveis categoricas.

Por sua vez, para as comparacdes dos niveis das proteinas envolvidas na
resposta citotoxica entre grupos COVID-19 e controle, e entre subgrupos do grupo
COVID-19 foram utilizados os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com pos teste
de comparac¢es multiplas de Dunn, quando comparados dois grupos e acima de dois
grupos, respectivamente. O teste de Mann-Whitney também foi utilizado para
comparar 0S picos espectrais e frequéncias das subpopulacdes de linfécitos
correspondentes ao grupo controle e COVID-19. O teste de ANOVA bifatorial com pés
teste de comparacdes multiplas de Sidak para avaliar fontes de variagdo. Ja para as
correlagdes entre parametros laboratoriais e com 0s niveis das proteinas envolvidas
na resposta citotdxica foi utilizado o teste de Spearman. Por fim, todos os dados acima
foram analisados usando Graph Pad Prism 8 (Graph Pad Software Inc., San Diego,
CA, EUA), considerando o intervalo de confianga de 95% e resultado estatistico

significativo quando o valor de p foi igual ou menor que 0,05 (p < 0,05).

Além disso, a fim de analisar o poder discriminatorio dos picos evidenciados
nos espectros Raman médios e dos niveis de proteinas dosadas neste estudo,
aplicou-se o0 modelo de projecdes ortogonais a analise discriminante de estruturas
latente e andlise discriminante de minimos quadrados parcial, através da plataforma
online MetaboAnalyst 5.0 (metaboanalyst.ca/). Contudo, a fim de reduzir a
interferéncia da distingdo das concentracdes séricas entre as proteinas, realizou-se o
escalonamento de Pareto usando a mediana (Bradley Worley and Robert Powers*)
por meio do programa R-Studio. Ainda, para a analise multivariada espectral foi

utilizado o software Matlab.
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5. RESULTADOS
5.1 Participantes do estudo

Para compor o grupo COVID-19 (Figura 10) foram contatados familiar ou
responsavel legal de 67 pacientes hospitalizados no HUPAA-UFAL durante o periodo
de 20 de maio a 04 de agosto de 2020. Destes, 9 ndo autorizaram a participacdo do
paciente no estudo e 1 nao foi possivel contatar. J4 para o grupo controle foram
recrutados 20 individuos (Figura 10) com idade, sexo e comorbidades similares ao
grupo COVID-19. Apés teste de RT-gPCR e ELISA, ambos para SARS-CoV-2, 1
individuo foi excluido do estudo por ter sido positivo para IgA. Assim, 76 individuos

participaram do estudo, sendo 57 do grupo COVID-19 e 19 do grupo controle.

Figura 10 — Fluxo dos participantes que entraram no estudo
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ﬁ.i
|
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(n=67) (n=20)
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ESZ;uco:wtato fn{:r]1} ) Positivos no ELISA (n=1)

Autorizados Negativos

(n=57) (n=19)

Participantes
(n=76)

5.2 Dados descritivos clinicos e laboratoriais do grupo COVID-19 e

controle

Dos 57 individuos que integram o grupo COVID-19, 30 deram entrada na
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e os demais foram admitidos na enfermaria
(Tabela 2). No geral, eles estavam entre 3 a 39 dias de inicio dos sintomas no

momento da coleta e permaneceram internados entre 1 a 71 dias.
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Descrevendo os dados epidemiolégicos, a média de idade do grupo COVID-19
foi de 64 anos para os que estavam hospitalizados na enfermaria e de 59 anos para
os da UTI (Tabela 2). O sexo feminino foi o0 mais frequente no geral, correspondendo
a 56% dos individuos, bem como entre os admitidos na UTI (60%) (Tabela 2). Por sua
vez, o grupo controle apresentou uma média de idade de 57 anos e uma distribuicao
por sexo equivalente, com 9 individuos do sexo masculino e 10 do sexo feminino
(Tabela 2).

A respeito das comorbidades, a Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS) foi a mais
frequente no grupo COVID-19 (61,40%). Dentro deste grupo, 55,56% dos pacientes
foram internados na enfermaria e 66,67% dos pacientes na UTIl. A segunda mais
frequente foi o diabetes mellitus tipo Il (DMII), com 52,63% dos pacientes. Destes,
internagcdes na enfermaria contaram por 51,85% dos casos, enquanto internacdes na
UTI foram de 53,33% (Tabela 2). Também foram incluidos pacientes com céancer,
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e doenca renal crénica (Tabela 2). No
grupo controle, 36,84% dos individuos apresentaram HAS e 10,52% apresentaram

DMII, enquanto outras comorbidades n&do foram contempladas.

Com relacdo aos sintomas, o grupo COVID-19 apresentou a dispneia como o
mais predominante (92,98%), seguido de tosse (75,43%), sindrome do desconforto
respiratério agudo — SDRA (68,42%) e febre (68,42%), todos com alta prevaléncia
(Tabela 2). Além disso, mialgia, diarreia, anosmia e cefaleia foram os sintomas menos
frequentes do grupo COVID-19 (Tabela 2). Somado a isto, 48 individuos do grupo
COVID-19 apresentaram indice gSOFA superior a 1. Observando apenas o grupo de
UTI, todos os individuos obtiveram pontuacdes maiores que 1 no escore gSOFA
(Tabela 2), o que agrega as elevadas porcentagens de 6bito tanto para os pacientes
da enfermaria (44,44%), quanto UTI (53,33%).

Dentre os dados laboratoriais avaliados, observou-se uma reducao significativa
nos valores de hematécrito no grupo COVID-19, tantos nos internados em UTI (p <
0,05) quanto nos internados em enfermaria (p < 0,0001), e na quantidade de hemacias
dos pacientes internados na enfermaria (p < 0,01), quando comparados ao grupo
controle (Tabela 2). No leucograma foi observada leucocitose, linfopenia e neutrofilia
no grupo COVID-19, independentemente se internados na UTI (leucécitos: p < 0,001;
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linfécitos: p < 0,001; neutrdfilos: p < 0,0001) ou na enfermaria (leucécitos: p < 0,05;
linfécitos: p < 0,01; neutrdfilos: p <0,001) (Tabela 2).

Com relacdo aos dados bioquimicos, observou-se elevagdo nos niveis de

ferritina e PCR no grupo COVID-19, tantos nos internados na UTI (ferritina: p < 0,0001;
PCR: p =0,0001) quanto na enfermaria (ferritina: p < 0,001; PCR: p <0,0001). Somado

a isto, apenas os pacientes do grupo COVID-19 da UTI apresentaram aumento nos

niveis de ureia e glicose (ambas p < 0,05) e apenas da Enfermaria nos niveis de
triglicerideos (p < 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Dados descritivos do grupo controle e COVID-19

Caracteristicas

Grupo Controle

Pacientes Enfermaria

Pacientes UTI

(n=19) (n=27) (n=30)

Idade, Média + SD 57,84 £12,76 64,52 + 16,93 59,43 £ 17,67
Sexo, N°. (%)

Masculino 9 (47,37) 13 (48,15) 12 (40,00)

Feminino 10 (52,63) 14 (51,85) 18 (60,00)
Comorbidades, N°. (%)

Hipertenséo 7 (36,84) 15 (55,56) 20 (66,67)

Diabetes 2(10,52) 14 (51,85) 16 (53,33)

Doenca pulmonar obstrutiva cronica 0 (00,00) 8 (29,63) 7 (23,33)

Doenca renal cronica 0 (00,00) 1(3,70) 1(03,33)

Cancer 0 (00,00) 16 (59,26) 5 (16,67)
Sintomas, N°. (%)

Febre 16 (59,26) 23 (76,67)

Tosse 20 (74,07) 23 (76,67)

Dispneia 23 (85,19) 30 (100,0)

SDRA 15 (55,56) 24 (80,00)

Anosmia 3(11,11) 0 (00,00)

Diarreia 6 (22,22) 3 (10,00)

Mialgia 9 (33,33) 7 (23,33)

Cefaleia 3(11,54) 0 (00,00)

gSOFA =0 9 (33,33) 0 (00,00)

gqSOFA > 1 18 (66,67) 30 (100,0)
Desfecho, N°. (%)

Alta 15 (55,56) 14 (46,67)

Obito 12 (44,44) 16 (53,33)
Laboratoriais, Mediana (Q3 - Q1)

Hemécias 4,69 (4,86 — 4,36) 3,86 (4,6 — 3,3)** 4,34(49-3,9)

Hematécrito 41,90 (44,45 — 40,65) 34,75 (38,27 - 38,72 (41,75 — 34,33)*

28,45+
Plaguetas 233.000 191.500 239.000

(274.000 — 194.000)

(304.250 — 155.000)

(336.500 — 162.000)
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Leucdcitos 6.000 10.300 11.250
(7.600 — 5.300) (15.250 — 6.300)* (16.125 — 7.550)%*
Linfécitos 2.214 (2.631 — 1.992) 1.244 (1.752 - 679)** 962 (1.700 — 610)***
Neutréfilos 3.168 (4.044 — 2.750) 7.018 (10.645 - 8.407 (12.901 -
4.738)** 5.623)%x+*
Ferritina 148,10 (266,20 - 1.195 (2.469 — 321)*** 1.483 (2.950 — 584)****

118,95)

Creatinofosfoquinase (CPK)

143 (212,10 — 109,50)

114 (193 — 44)

96 (348 — 69)

Proteina C reativa (PCR)

1,94 (4,95 — 0,74)

95 (172 — 56)***

129 (235 — 43)***

Creatinina 1,01 (1,11 - 0,97) 0,93 (1,06 — 0,75) 0,98 (1,68 — 0,70)
Ureia 32,60 (37,35 — 27,45) 39 (60 — 27) 51 (88 — 32)*
Glicose 110 (122 — 100) 120 (241 — 91) 154 (246 — 177)*

Triglicerideos

120 (157 — 103)

301 (473 — 133)*

177 (290 — 124)

Kruskal-Wallis com pdés-teste de Dunn. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; *** p <0,0001

O levantamento dos medicamentos utilizados durante a internacdo também foi
realizado, contudo ressalta-se que no momento da coleta de sangue 0s pacientes nao
estavam sob influéncia desses medicamentos e ainda, que no periodo de obtencéo
das amostras do grupo COVID-19 n&o havia um protocolo de tratamento estabelecido

para esta doenca (Tabela 3).

Tabela 3 — Medicamentos administrados ao longo da internacéo dos pacientes

Enfermaria N°. (%) UTI Ne. (%)
Medicamentos (n=27) (n=30)
Metilprednisolona 3(11,11) 17 (56,67)
Cloridrato de dexmedetomidina 18 (66,67) 9 (30,0)
Antibidtico (ndo informado o tipo) 27 (100,0) 30 (100,0)
Antifingico (Nao informado o tipo) 5(18,52) 8 (26,67)
Fosfato de oseltamivir 14 (51,85) 20 (66,67)
Azitromicina 22 (81,48) 25 (83,33)
Heparinas de baixo peso molecular 24 (88,89) 21 (70,0)
Heparina N&o Fracionada 7 (25,93) 6 (20,0)
Inibidores da enzima conversora de angiotensina 0 (0,0) 2 (6,67)
Bloqueadores de receptores da angiotensina 6 (22,22) 6 (20,0)
Hidroxicloroquina 2 (7,41) 4 (13,33)
Ivermectina 7 (25,93) 4 (13,33)
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5.3 Espectroscopia Raman

A andlise dos dados espectrais Raman do plasma dos individuos indicou
diferencas importantes entre os grupos controle e COVID-19, sendo possivel observar
0s espectros Raman médios dos dois grupos analisados na figura 11. Além disso, a
classificagdo dos modos vibracionais das posi¢coes das bandas Raman em unidades
de cmtfoi baseada na literatura publicada (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007)
e corresponderam principalmente a vibragcdes moleculares de aminoacidos, lipidios e

carotenoides (Tabela 4).

Aprofundando a analise foi possivel observar uma diminuicdo geral da
intensidade de diversos picos identificados no grupo COVID-19 quando comparados
ao grupo controle (Figura 12). Entre os picos reduzidos, estdo os relacionados a
deformacdo CH de L-fenilalanina e L-prolina (951 cm™), respiracéo simétrica do anel
aromatico de L-fenilalanina (1008 cm-?), interagées de ligacdes fortes de Van der Walls
em L-triptofano (1012 cm?), deformacédo de COH de lipidios (1168 cm™), deformagéo
de CH de L-tirosina (1171 cm), flexdo de CH de L-triptofano (1340 cm™), vibracGes
fora do planas em C=C de carotenoides (1528 cme 1532 cm™), e trecho simétrico
C=C de colesterdis (1668 cm™t). Contudo, é importante mencionar gue um pico que foi
atribuido a vibracdo CH3 dos lipidios (1383 cm™), o Unico aumentado no grupo
COVID-19.

Apos analise dos 17 picos (Figura 12), avaliou-se o poder que estes possuem
para discriminar os grupos controle e COVID-19 (Figura 13). Assim, o modelo de
projecdes ortogonais a analise discriminante de estruturas latentes (OPLS-DA)
evidenciou que estes 17 picos ndo possuem poder de discriminacdo entre 0s grupos
(Q2: p 0,08 e R2Y: p 0,06), apods validagéo cruzada com teste permutacao (n= 2000)
(Figura 12 A). Contudo, a partir deste modelo, obteve-se o grafico VIP (Importancia
das Variaveis para a Projecéo) que indicou os picos 1528 cm, 1054 cm, 1168 cm™,
1340 cm, 1532 cm como sendo as variaveis mais importantes para discriminagéo
(VIP>1,0) (Figura 13 B).
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Figura 11 - Os espectros Raman médios do grupo COVID-19 frente ao grupo controle
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Legenda: (A) Os espectros Raman médios do plasma de cada grupo e (B) a sobreposi¢éo deles.
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Figura 12 — Andlise da intensidade dos picos Raman do plasma do grupo COVID-19
frente ao grupo controle
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Teste de Mann-Whitney. Legenda: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.00



Tabela 4 - Os principais picos Raman do plasma dos grupos controle saudavel e COVID-19 grave e analise estatistica

Intensidade Raman (Média + SD)

Picos Raman (cm™) Vibragdes Atribuicéo P
Controle COVID-19
951 Deformagédo CH Fenilalanina e Prolina 0.0012 £+ 0.00002 0.0011 £ 0.00001 0.0195, *
1008 Respiragdo simétrica em anel Fenilalanina 0.0008 + 0.00005 0.0007 + 0.00003 0.0008, ***
1012 Interacdes de for¢a de Van der Walls fortes | Triptofano 0.0009 + 0.00005 0.0007 + 0.00003 0.0012, **
1050 Trecho simétrico de C-C acido 15-metilpalmitico 0.0004 + 0.00007 0.0006 + 0.0001 0.1997, ns
1054 Trecho simétrico de C-C Glicose 0.0003 + 0.00006 0.0005 + 0.00009 0.2150, ns
1168 C-C Carotenoides 0.0002 + 0.00008 0.00009 + 0.00003 0.0074, **
1171 Deformagéo de CH Tirosina 0.0003 + 0.00009 0.00002 + 0.00003 0.0061, **
1291 Flexao de CH Amida Il (alfa hélice) 0.0013 + 0.00004 0.0012 + 0.00004 0.3255, ns
1340 Flexéo de CH Triptofano 0.0019 + 0.00006 0.0018 + 0.00005 0.0454, *
1383 CHs Lipideos 0.0009 * 0.00005 0.0011 + 0.00004 0.0009, ***
1456 Alongamento de CH: e deformagéo Arginina 0.0031 + 0.00009 0.0031 + 0.00005 0,1217, ns
assimétrica de CHs
1459 Flexao de CH2 e CH3 Desoxirribose 0.0030 £ 0.00009 0.0029 + 0.00005 0.1533, ns
1528 Vibrag@es planas de C=C Carotenoides 0.0003 + 0.00007 0.0002 + 0.00002 0.0240, *
1532 -C=C- Carotenoides 0.0003 * 0.00006 0.0002 + 0.00002 0.0286, *
1593 ?:Ioggamento do anel quinoide de C=N e Quinonas 0.0009 + 0.00006 0.0009 + 0.00004 0.4673, ns
1660 Trecho simétrico C=C Amida | (alfa hélice) 0.0032 + 0.00008 0.0031 + 0.00008 0.0660, ns
1668 Trecho simétrico C=C Colesterol 0.0034 + 0.00008 0.0032 + 0.00008 0.0427, *

Teste de Mann-Whitney. Legenda: ns: p > 0.05, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
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Figura 13 - Minimos Quadrados Parciais Ortogonais - Analise Discriminante (OPLS-
DA) da intensidade dos picos Raman do plasma de pacientes diagnosticados com

COVID-19 frente ao grupo controle
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Legenda: Em A, no gréafico de pontuacdo o plano X consta 0 componente primeiro preditor € no plano Y o
componente Ultimo ortogonal. A porcentagem de variancia da resposta explicada apenas pela pontuagéo T [1] e
pela pontuacdo T Ortogonal esté indicada entre parénteses. Para o modelo de classificacéo (género), as elipses
correspondem a 95% das distribuicbes normais multivariadas com as covaridncias amostrais. R2X
(respectivamente R2Y): 0,39 (p 0,06) — porcentagem de variancia do preditor explicada pelo modelo completo.
Q2Y: -0,01 (p 0,08) — desempenho preditivo do modelo estimado por validagdo cruzada. Em B, o grafico VIP
(Importancia das Variaveis para a Proje¢do) da andlise ilustrada em A, onde as variaveis mais importantes para

discriminag@o possuem pontuagao VIP>1.Grupo COVID-19: n 57; Grupo Controle: n 19.

5.4 Dosagem sérica de proteinas envolvidas na resposta citotdéxica

Inicialmente foram analisados os niveis séricos de proteinas envolvidas em
respostas citotoxicas dos pacientes diagnosticados com COVID-19. A mediana e
interquartis (Q3 — Q1) dos niveis de sFas, sFasL, PNF, GNLY, GzmA e GzmB, foram
respectivamente, 43,05 (46,9 — 39,65); 43,95 (47,85 - 42,19); 61,66 (170,69 — 16,31);
743,35 (1103,51 — 427,4); 66,12 (125,85 — 30,09) e 1304,64 (2327,73 — 566). Por sua
vez, quando comparado ao grupo controle, os pacientes com COVID-19 demostraram
aumento nos niveis de GzmA (p =0,04) e GzmB (p =0,01) (Figura 14).
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Figura 14 — Comparagao entre 0s niveis séricos de proteinas citotoxicas de pacientes
diagnosticados com COVID-19 frente ao grupo controle
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Legenda: Fas soluvel (sFAs), ligante Fas solavel (sFasL), Perforina (PNF), Granulisina (GNLY), Granzima A
(GzmA) e Granzima B (GzmB). Grupo COVID-19: n 57; Grupo Controle: n 19. Mediana representada por barra
intragrupo. Andlise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. * P < 0,05; ** P < 0,01. Valores de p: sFas
(0,67), sFasL (0,53), PNF (0,28), GNLY (0,27), GmzA (0,04), GmzB (0,01).

Adicionalmente, foi avaliado o poder que 0s niveis séricos das proteinas
citotoxicas possuem para discriminar os grupos controle e COVID-19 (Figura 15).
Assim, apoOs escalonamento, o modelo de projecbes ortogonais a analise
discriminante de estruturas latentes (OPLS-DA) evidenciou que o conjunto dessas
proteinas citotoxicas possuem um baixo poder de discriminac@o entre os grupos (Q2:
p 0,34 e R2Y: p 0,64), apOs validacdo cruzada com teste permutacdo (n= 2000),
embora tenha destacado a GzmB como variavel de maior contribuicdo para tal

separacao (covariancia 21,43; correlacdo 0,81).
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Figura 15 — Minimos Quadrados Parciais Ortogonais - Andlise Discriminante (OPLS-
DA), do nivel sérico de moléculas citotoxicas em pacientes diagnosticados com
COVID-19 com grupo controle
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Legenda: Em A, no grafico de pontuacéo o plano X consta o componente primeiro preditor e no plano Y
0 componente Ultimo ortogonal. A porcentagem de variéncia da resposta explicada apenas pela pontuagéo T [1] e
pela pontuagdo T Ortogonal esta indicada entre parénteses. Para o modelo de classificagdo (género), as elipses
correspondem a 95% das distribuicdbes normais multivariadas com as covaridncias amostrais. R2X
(respectivamente R2Y): 0,06 (p 0,65) — porcentagem de variancia do preditor explicada pelo modelo completo.
Q2Y: -0,04 (p 0,32) — desempenho preditivo do modelo estimado por validagédo cruzada. Em B, O gréafico mostra a
influéncia da variavel em um modelo Ortogonal PLS-DA, onde covariancia e correlagdo correspondem
respectivamente a p[1] e p(corr)[1]. GzmB p[1] 21,43; p(corr)[1] 0,81.Grupo COVID-19: n 57; Grupo Controle: n 19.

Em seguida, avaliou-se a influéncia da idade e sexo sob os niveis séricos
destas proteinas (Figura 16). ApoOs analise, constatou-se que a variavel sexo tem
efeito sob as concentragBes de granulisina (p <0,05) e que a variavel idade tem efeito

sobre os niveis de GzmB (p <0,01).
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Figura 16 — Interacdo entre os fatores sexo (A) e idade (B) com os niveis séricos de

moléculas citotoxicas do grupo COVID-19
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Legenda: Fas soluvel (sFAs), ligante Fas soluvel (sFasL), Perforina (PNF), Granulisina (GNLY), Granzima
A (GzmA) e Granzima B (GzmB). Grupo COVID-19: n 57, Grupo Controle. n 19. teste de ANOVA bifatorial com
pos teste de comparagBes multiplas de Sidak para avaliar fontes de variagdo. * P < 0,05; ** P < 0,01.

Verificou-se, ainda, a existéncia de distingdo dos niveis séricos de tais
proteinas citotoxicas mediante aos dias prévios com sintomas antes da internacédo, o
grupo COVID-19 foi categorizado em trés intervalos de tempo, 0 a 7 dias, 8 a 14 dias
e mais de 15 dias. Todavia, ndo foram observadas distingdes significativas, mostrando
gue o aumento de granzimas encontrado néo € dependente de um periodo especifico
da doenca (Figura 17).
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Figura 17 — Comparacdo do nivel sérico de moléculas citotdxicas entre o grupo

COVID-19 com grupo controle, subdividindo o grupo COVID-19 por periodo de

sintomas
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Legenda: Fas solivel (sFAs), ligante Fas solGvel (sFasL), Perforina (PNF), Granulisina (GNLY), Granzima A
(GzmA) e Granzima B (GzmB). Grupo controle: n 19, Grupo COVID-19 0-7 dias: n 9, Grupo COVID-19 8-14 dias:
n 30, Grupo COVID-19 >15 dias: n 13. Mediana representada por barra intragrupo. Analise estatistica por meio do
Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. Valores de p: sFas (0,54), sFasL (0,11), PFN (0,65), GNLY (0,69), GzmA
(0,24), GzmB (0,06).
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Assim, buscou-se avaliar 0s niveis séricos das proteinas citotoxicas frente ao
tempo de internacgdo dos pacientes, subdividindo-os conforme o intervalo de tempo da
analise anterior. Verificou-se entdo a existéncia de distincdo dos niveis séricos de
GzmA (p = 0,03) e GzmB (p = 0,01) entre os subgrupos (Figura 18A), sendo mais
significativo, tanto para os niveis de GzmA, quanto para os de GzmB, entre 0S grupos
controle e grupo COVID-19 com 8 a 14 dias de internacdo (GzmA: p <0,05; GzmB: p
<0,01). Diante destes resultados verificou-se a correlagéo entre o tempo de internacao
dos individuos positivos para SARS-CoV e seus niveis séricos tanto de GzmA, quanto
de GzmB. Contudo, ndo houve correlacéo estatistica para ambas as proteinas (GzmA
rp=0,89,r2:p= 0,23; GzmBr: p = 0,37, r>: p= 0,51) (Figura 18B).

Devido ao grupo COVID-19 ser composto por individuos que necessitaram de
suporte hospitalar em enfermaria ou UTI, foi verificada a existéncia de distincdo dos
niveis séricos das proteinas citotoxicas aqui mencionadas frente ao local de
internacdo. Assim, foi constatado que os niveis tanto de GzmA quanto de GzmB se
mostraram elevados nos individuos que foram internados na enfermaria (GzmA: p

<0,05; GzmB: p <0,01), quando comparados ao grupo controle (Figura 19).

Por fim, verificou-se a associacdo dos niveis séricos das proteinas
citotbxicas com o desfecho do grupo COVID-19, em alta e 6bito. Ap6s analise
discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) (Figura 20), observou-se que
as proteinas citotoxicas ndo possuem capacidade de discriminar o grupo COVID-19
guanto ao seu desfecho (p=0,88), contudo o componente 1 explica 81,7% da variancia
entre alta e 6bito e a GzmB como uma proteina importantes para este componente
(VIP>1,0).
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Figura 18 — Comparagdo do nivel sérico de moléculas citotoxicas em pacientes
diagnosticados com COVID-19 com grupo controle, subdividindo o grupo COVID-19

por dias de internacéo
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Legenda: Fas sollvel (sFAs), ligante Fas solivel (sFasL), Perforina (PNF), Granulisina (GNLY), Granzima A
(GzmA) e Granzima B (GzmB). Grupo controle: n 19, Grupo COVID-19 0-7 dias: n 15, Grupo COVID-19 8-14 dias:
n 18, Grupo COVID-19 >15 dias: n 20. Mediana representada por barra intragrupo. Analise estatistica por meio do
teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn em A, por meio de teste de correlagdo de Spearman em B. Valores
de p: teste de KrusKal-Wallis - sFas (0,80), sFasL (0,61), PFN (0,42), GNLY (0,34), GzmA (0,03) GzmB (0,01);
correlacéo de niveis de GzmA com tempo de internacdo —r: p 0,89, r2: p 0,23; correlagéo de niveis de GzmB com
tempo de internagédo —r: p 0,37, r>: p 0,51. * P <0,05; ** P < 0,01.
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Figura 19 — Comparagdo do nivel sérico de moléculas citotoxicas em pacientes

diagnosticados com COVID-19 com grupo controle, subdividindo o grupo COVID-19

por local internacéo
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Legenda: Fas sollvel (sFAs), ligante Fas solivel (sFasL), Perforina (PNF), Granulisina (GNLY), Granzima A
(GzmA) e Granzima B (GzmB). (A) Grupo controle: n 19, Grupo COVID-19 Enfermaria: n 27, Grupo COVID-19 UTI:
30. (B) Grupo controle: 19. Mediana representada por barra intragrupo. Andlise estatistica por meio do teste de
Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn. Valores de p: sFas (0,89), sFasL (0,70), PFN (0,25), GNLY (0,29), GzmA
(0,02) GzmB (< 0,01) em A. * P <0,05; ** P <0,01.
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Figura 20 - Analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) do nivel
sérico de moléculas citotéxicas do grupo COVID-19, classificado por desfecho
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Legenda: O grafico de pontuagdo PLS-DA com validacao cruzada para comparac¢do dos perfis de moléculas
citotoxicas de pacientes do grupo COVID-19 que veio a 6bito (vermelho) e que recebeu alta (azul). O valor p
baseado na permutacédo é 0,88 (1776/2000). Os circulos coloridos representam intervalos de confian¢a de 95%.

Pontos coloridos representam amostras individuais.

Almejando verificar interdependéncia entre os niveis séricos das proteinas
citotoxicas analisadas com os parametros laboratoriais dos pacientes positivos para
COVID-19, foram realizados testes de correlacdo que indicaram, em geral,

correlagdes inversamente proporcionais.

Em relacdo aos parametros de hemograma (Tabela 5), os niveis de GNLY e
GzmA apresentaram correlacdo negativa com a contagem de heméacias (GNLY: p =
0,002; GzmA: p = 0,008) e a porcentagem de hematdcrito (GNLY: p = 0,002; GzmA:
p = 0,005). Ja os niveis de PFN e GzmB mostraram correlagdo negativa com a
contagem de leucocitos totais (PFN: p = 0,025; GzmB: p = 0,021) e neutrofilos (PFN:
p = 0,019; GzmB: p = 0,007), sendo que para neutréfilos os niveis de GzmA também
demostraram o mesmo tipo de correlacdo (p = 0,038). Ja os niveis de sFasL frente a
contagem de plaquetas apresentou uma correlacdo diretamente proporcional (p =
0,031). Por sua vez, a respeito das correlacbes com parametros bioquimicos (Tabela

6), apenas PFN, GNLY e GzmA possuiram correlagdo negativa, sendo que a PFN e
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GzmA apresentaram correlacdo com os niveis de CPK e leucdcitos totais (PFN: p =
0,003; GzmA: p = 0,016) e a GNLY com os niveis de glicose (p = 0,010).

5.5 Populag¢des celulares em pacientes com COVID-19

Com o intuito de conhecer as populacbes de linfécitos impactadas
durante infeccdo pelo SARS-CoV-2 no grupo COVID-19 desse estudo, fez-se a
imunofenotipagem de cinco subconjuntos linfocitarios: ILCs, NKs, linfécitos B,
linfécitos T CD4* e linfocitos T CD8*.

Assim, ap0Os analise estatistica, foi observado que a porcentagem de
ILC1 (CD3CD4T-bet*) e ILC3 (CD3" CD4 RORyt*) no grupo COVID-19 apresentaram
um aumento estatistico significativo frente ao grupo controle, ja as porcentagens das
subpopulacdes de linfécitos T CD4* naive (CD4*CD8 CD45R0OCD62L"), linfocitos T
de memoéria efetor: CD4* (CD4*CD8CD45RO*CD62L) e CD8" (CD4
CD8*CD45R0O*CD62L); e linfocitos T CD8* efetor (CD4- CD8* CD45R0O- CD62L") se
mostraram estatisticamente reduzidas (Figura 21).
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Tabela 5 - Correlacao dos niveis de proteinas citotoxicas com parametros de hemograma em pacientes com COVID-19

sFas sFasL PEN GNLY GzmA GzmB
r P r P r P r P r P r P

Hemacia 0,094 0,485 0,212 0,114 -0,239 0,073 -0,404  0,002* -0,348 0,008* -0,110 0,415
Hematocrito 0,068 0,617 0,190 0,156 -0,208 0,120 -0,394 0,002* -0,363  0,005* -0,130 0,334
Leucdcito -0,062 0,648 -0,041 0,764 -0,297 0,025* -0,168 0,213 -0,193 0,150 -0,305 0,021*
Neutrofilo -0,068 0,617 -0,024 0,859 -0,311 0,019* -0,235 0,078 -0,276  0,038* -0,352 0,007*
Linfocito -0,098 0,468 -0,010 0,941 -0,087 0,519 0,057 0,673 0,183 0,172 0,044 0,744
Mondcito -0,037 0,782 -0,014 0,917 -0,166 0,218 -0,089 0,511 -0,049 0,715 -0,149 0,268
Plaquetas 0,114 0,405 0,289 0,031* -0,179 0,187 -0,086 0,530 -0,106 0,437 -0,138 0,310

Teste de correlagcdo de Spearman, * p < 0.05

Tabela 6 - Correlacao dos niveis de proteinas citotoxicas com parametros bioquimicos em pacientes com COVID-19

sFas sFasL PEN GNLY GzmA GzmB
r P r [5) r =) r P r P r P
CPK 0,020 0,896 0,058 0,707 -0,440 0,003* -0,186 0,223 -0,356 0,016* -0,274 0,069
PCR -0,100 0,458 -0,101 0,457 -0,127 0,347 -0,258 0,053 -0,131 0,332 -0,238 0,074
Ferritina 0,097 0,490 0,084 0,552 -0,027 0,846 -0,252 0,069 -0,208 0,136 -0,141 0,315
Glicose 0,021 0,893 0,092 0,547 -0,025 0,868 -0,380 0,010* -0,059 0,699 -0,173 0,257
Triglicerideos 0,066 0,703 -0,031 0,856 -0,207 0,226 0,030 0,863 0,006 0,970 -0,072 0,678

Teste de correlacdo de Spearman, * p < 0.05



63

Figura 21— Imunofenotipagem linfocitaria de individuos com e sem COVID-19
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Legenda: (A) Contagem total de linfocitos, (B) Porcentagem das populagdes de linfécitos marcadas. Grupo
controle: 6, Grupo COVID-19: 4. CD3" CD4" Thet* (ILC1), CD3- CD4- GATA3* (ILC2), CD3" CD4- RORyt* (ILC3),
CD3- CD56Mght CD16~ CD27* IFN-y* (NK produtora de citocinas), CD3- CD56™ CD16* CD27- IFN-y- (NK efetora
citotéxica), CD3- CD19* CD138  CD27- (linfécito B naive), CD3- CD19* CD138  CD27* (linfécito B de memoria),
CD3- CD19- CD138* CD27** (plasmécito), CD4* CD8 CD45RO" CD62L* (linfocito T CD4* naive), CD4* CD8-
CD45RO" CD62L (linfocito T CD4* efetor), CD4* CD8 CD45RO* CD62L* (linfocito T CD4* memoria central), CD4*
CD8" CD45R0O* CD62L" (linfécito T CD4* memoria efetor), CD3* CD4* Thet* (linfécito T CD4* Tul) , CD3* CD4*
GATA3" (linfécito T CD4* Th2), CD3* CD4* RORyt* (linfocito T CD4* Th3), CD4- CD8* CD45R0O- CD62L* (linfécito
T CD8* naive), CD4- CD8* CD45R0O" CD62L" (linfécito T CD8* efetor), CD4- CD8* CD45RO* CD62L* (linfécito T
CD8* memodria central), CD4- CD8* CD45RO* CD62L" (linfécito T CD8* memdria central). Média e erro padrédo da
média s&o indicados em cada grupo. Analise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. * p <0.05, ** p<0.01.
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6. DISCUSSAO

As diferentes manifestacbes clinicas que a COVID-19 possui reforca a
necessidade de compreender melhor a resposta imunoldgica deflagrada a infeccbes
por SARS-CoV-2 e identificar biomarcadores precisos, que auxiliem na conduta clinica
de pacientes. Por entender que a resposta citotoxica € a linha de frente para resolucao
de infecgBes virais, neste estudo foram avaliadas seis moléculas citotoxicas,
diferentes subpopulacées de células linfoides e espectros Raman no plasma de
individuos com COVID-19.

As coletas foram realizadas no periodo de maio a agosto de 2020, onde havia
no Brasil a circulacdo apenas da variante alfa e ndo havia a vacinagéo da populagéo
(CANDIDO et al., 2020). Assim, dentre as limitacdes do estudo esta a auséncia de
informacdes antecedentes a internacao, devido ao periodo de isolamento imposto na
época e o estado clinico dos pacientes. Desse modo os dados epidemiolégicos e
clinicos do grupo COVID-19 foram obtidos exclusivamente por registros nos
prontudrios. Ainda, cancer foi uma comorbidade frequente no grupo COVID-19, devido
ao HUPAA/UFAL ser referéncia no tratamento desta patologia em adultos no Estado,
embora ndo tenha influenciado nos desfechos estatisticos. Por fim, a ampliacdo dos
dados de imunofenotipagem foi impossibilitada devido a manuteng&o de equipamento.

O grupo COVID-19 desse estudo foi composto por individuos classificados pela
literatura como pacientes agudos graves/criticos, conforme os dias de sintomas, a
parametros clinicos e laboratoriais. Pois, mais da metade deste grupo apresentou
dispneia, SDRA e pontuacdo qSOFA acima de 1 (ROD; OVIEDO-TRESPALACIOS;
CORTES-RAMIREZ, 2020). Além disso, estes individuos agregam parametros
laboratoriais reportados na literatura como preditivos de severidade e mortalidade, ou
seja, reducdo de hemacias, hematdcrito e linfécitos, bem como leucocitose, neutrofilia
e elevacdo dos niveis de ferritina, PCR, ureia, glicose e triglicerideos (LONG et al.,
2022). Em seguida, apés compreender o contexto clinico em que o grupo COVID-19
desse estudo estéa inserido, avaliamos os resultados espectrais Raman frente aos do
grupo controle, pois a aplicacdo desta técnica para caracterizar materiais biolégicos
estA em expansdo e jA é amplamente utilizada nas éareas da farmacologia,

microbiologia, toxicologia, fitoterapia e biologia humana (BUTLER et al., 2016).
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Assim, apoOs analise dos espectros Raman meédios dos grupos controle e
COVID-19, encontrou-se diferencas importantes dentro de 951 — 1668 cm™ atribuidas
a elementos com atuacdo na resposta antiviral. A fenilalanina, por exemplo, que foi
atribuida aos picos 951 cm e 1008 cm* — ambos reduzidos no grupo COVID-19 —, é
um aminoacido associado a diferenciacéo e proliferacéo de linfocitos com perfil Tr1,
com correlacao diretamente proporcional aos niveis plasmaticos desse tipo celular
(WANG, et al., 2019). Isso € bastante relevante, pois essas células sdo uma fonte de
IFN-y, uma potente citocina antiviral. Por sua vez, o pico 951 cm também foi atribuido
a prolina, um amino&cido importante para a capacidade de reconhecimento das
moléculas de HLA classe | pelos linfocitos citotoxicos (HONGO et al., 2019).

Os outros picos que também foram reduzidos no grupo COVID-19 possuem
atribuicdes correlacionadas a atividade dos linfécitos citotoxicos. Os picos 1012 cm™?
e 1340 cm foram atribuidos ao triptofano, o qual desempenha um relevante papel na
ativacao dos linfécitos citotoxicos através da regulacéo negativa da expressao de PD-
1 (QIN, et al., 2021). J& o pico de 1171 cm foi atribuido a tirosina, aminoacido
importante para o mecanismo de degranulagcdo dos linfécitos citotoxicos (AZUMA et
al., 1993). E por fim, os picos 1168 cm, 1528 cm™te 1532 cm foram atribuidos aos
carotenoides, que consistem em compostos lipossollUveis encontrados no complexo
de Golgi de NKs e linfécitos citotdéxicos, capazes de promover o aumento de
subpopulacdes linfocitarias, a producao de citocinas e aumentar a atividade citotoxica
(CHEW, 1993; PUPPELS et al., 1993). Carotenoides também sdo moléculas que
possuem papel antioxidante devido a propriedades de eliminar ROS (MILANI et al.,
2017) e os trés picos atribuidos a estes compostos tiveram pontuacéo VIP superior a
1 na andlise de OPLS-DA, reforcando que se trata de uma variavel importante para a
discriminagé&o entre grupo controle e COVID-19. Assim, a reducgédo desses picos reflete
um cenério de desbalanco do sistema redox, também visualizado no aumento do
estresse oxidativo e reducdo de antioxidantes em eritrécitos do grupo COVID-19 em
estudo publicado por nosso grupo (SALES et al., 2023). O Unico pico que mostrou um
aumento de intensidade no grupo COVID-19 foi o 1383 cm, o qual possui como
atribuicdo os lipidios, que s&o moléculas com capacidade inibitéria a proliferagéo e
ativacao de linfécitos citotoxicos (CALDER, 1995; CALDER et al., 2002; REILLY et al.,
2021). Ainda, sabe-se que o SARS-CoV-2 promove alteragbes no metabolismo

lipidico a favor de sua replicacdo, pois servem como matéria prima para construcao
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dos seus envelopes virais e fonte de energia, além dos lipideos atuarem na interacao
entre virus e célula hospedeira, sendo demostrado que a proteina S deve sofrer
palmitoilagdo antes de promover a fusao viral (THEKEN et al., 2021). Muito embora,
mecanismos inflamatorios também realizem a liberacdo de &cidos graxos poli-
insaturados de membranas plasmaticas celulares a fim de converté-los em ativadores
da resposta imune inata, como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, sendo a
primeira repostada como elevada em pacientes graves de COVID-19 (IRUN et al.,
2023).

Diante do exposto, fica claro o quao importante foi utilizar a espectroscopia
Raman em nossas amostras. Até o momento, o uso dessa técnica em fluidos
corporeos de individuos infectados por SARS-CoV-2 teve como objetivo apenas servir
como uma técnica alternativa para diagnéstico (CARVALHO; NOGUEIRA, 2020;
DESAI et al., 2020; GOULART et al., 2021; YIN et al., 2021). No entanto, dois
trabalhos recém-publicados apresentaram, por meio de espectroscopia Raman,
alteragcdes bioquimicas no soro de individuos infectados por SARS-CoV-2, sendo que
um indicou diminuicdo de aminoacidos e aumento de lipidios (GOULART et al., 2022)
como observado em nossas analises, enquanto o outro mostrou aumento de acidos
nucleicos, fenilalanina, tirosina, triptofano e lipideos em pacientes severos quando
comparado com pacientes ndo severos (BANERJEE et al., 2023), contudo ambos néo
realizaram sem nenhuma correlacdo imunolégica. Desse modo, de forma pioneira,
nosso estudo traz a perspectiva de que as caracteristicas espectrais do plasma de
pacientes com COVID-19 podem sinalizar possiveis mecanismos de deple¢do da
resposta imunoldgica citotdéxica, por meio da reducdo de aminoéacidos (fenilalanina,
prolina, triptofano e tirosina) e carotenoides, agregado ao aumento de lipideos. Por
sua vez, este pode ser um dos mecanismos que provoquem a linfopenia observada
no leucograma, refletindo na severidade clinica desses individuos. Esta severidade
também é reforcada pelos niveis aumentados de lipideos, pois a hiperlipidemia esta
vinculada ao aumento da gravidade e mortalidade da COVID-19 e ja foi associada
como possivel indutora de lesdo pulmonar por provocar disfungdes endoteliais que

resultam em apoptose dessas células (LIU, Yanli et al., 2021).

Além disso, obtivemos dados interessantes com a dosagem plasmatica de

moléculas citotoxicas. Em uma visdo geral, nossas analises indicaram diferenca
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estatistica apenas para os niveis de granzimas, sendo estas elevadas nos individuos
com COVID-19. Entretanto, até o presente momento, ha apenas dois grupos de
pesquisadores que realizaram a dosagem sérica de todas as proteinas em questéo.
Hernadndez-Solis e colaboradores (2022), observaram apenas 0 aumento nos niveis
de GNLY e sFas em pacientes severos (n=25) e criticos (n=25) que foram internados
no hospital geral do México, entre junho e novembro de 2020, sendo considerado
paciente critico aquele que precisou de suporte em UTI (HERNANDEZ-SOLIS et al.,
2022). Por sua vez, Li e colaboradores (2020) observaram um aumento nos niveis
séricos de sFas, PFN, GNLY e GzmB em 16 pacientes com COVID-19 severa, que
estavam em tratamento em um hospital de Wuhan, entre 25 e 27 de fevereiro de 2020
(LI et al., 2020). Em relacdo a estes estudos, é valido mencionar que o grupo controle
foi composto por critérios distintos, onde Hernandez-Solis e colaboradores (2022)
utilizaram individuos assintomaticos que tiveram contato com o0s pacientes que
participaram do estudo, e Li e colaboradores (2020) recrutaram individuos por
pareamento de idade com o grupo COVID-19, além de que, em ambos os estudos, 0s
pacientes severos/criticos eram majoritariamente do sexo masculino. Todavia, 0
importante a se destacar € que ndo ha um padrdo ou consenso de como se
apresentam os niveis séricos dessas moléculas citotoxicas em manifestacdes graves
da COVID-19, reforcando a importancia deste estudo, bem como a necessidade de

realizacdo de outros.

Outro ponto intrigante é que em uma resposta antiviral citotoxica, espera-se
uma elevacao mutua dos niveis de granzimas e PFN, e esse padréo foi observado em
estudos que analisaram a expressdo ou marcacao intracelular dessas moléculas em
pacientes com COVID-19 (CHEN et al., 2021; KANG et al., 2020; MALENGIER-
DEVLIES et al., 2022; MAZZONI et al., 2020). Contudo, ndo podemos transpor este
cenario ao aumento plasmatico isolado das granzimas em nosso estudo, pois 0s
niveis génicos e intracelulares dessas moléculas podem nao refletir nos seus niveis
sanguineos, como observado por Saleki e colaboradores, que identificaram aumento
na expressao de sFasL em casos severos de COVID-19, mas sem alteragdo nos
niveis séricos, quando comparado ao grupo controle (SALEKI et al., 2022). Além
disso, os nossos dados podem refletir o que ja foi observado em quadros de doencas
virais, bacterianas e doencas autoimunes, onde 0s niveis plasmaticos de granzimas

estavam elevados e atuaram em fungfes bioldgicas independente de PFN como
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remodelacdo de matriz extracelular, coagulacdo sanguinea e inducao de processos
inflamatérios (JOECKEL; BIRD, 2014; ROMERO; ANDRADE, 2008; WENSINK;
HACK; BOVENSCHEN, 2015).

Assim, direcionando para as funcdes extracelulares de cada granzima aqui
analisadas, estudos apontam que a GzmA extracelular possui a capacidade de
estimular a producéo de IL-6, IL-8 e TNF-a por mondcitos, macroéfagos, fibroblastos,
células endoteliais e epiteliais (GARZON-TITUANA et al., 2020; VAN DAALEN;
REIJNEVELD; BOVENSCHEN, 2020). Além disso, a GzmA contribui com um cenario
inflamatorio por meio da ativagéo de IL-1 ao clivar de sua molécula precursora, e por
atuar na remodelacdo da MEC por meio da clivagem de colageno IV e fibronectina,
refletindo na reducdo da adesédo de células epiteliais com a membrana basal, e
consequente patogénese de alguns quadros clinicos, como por exemplo o dano na
parede alveolar na DPOC (LIEBERMAN, 2010; VAN DAALEN; REIIJNEVELD;
BOVENSCHEN, 2020). Por sua vez, essas citocinas pro-inflamatoérias sdo capazes
de induzir a liberagcédo de grandes quantidades de fator de Von Willebrand (VWF), um
potente agregador plaquetario, e isto, somado a capacidade da GzmA em clivar
receptores ativados por proteases (PAR) e ativar a pré-uroquinase, indicam essa
granzima como possivel moduladora da cascata de coagulacdo (GARZON-TITUANA
et al., 2020; VAN DAALEN; REIJNEVELD; BOVENSCHEN, 2020). Ja a respeito da
GzmB, sabe-se que pode ser expressa por mondcitos, macrofagos, basofilos,
mastocitos, células vasculares musculares lisas e pneumdcitos, além de ter a
capacidade de clivar multiplos substratos extracelulares (VELOTTI et al., 2020).
Assim, a GzmB extracelular pode desencadear uma inflamacéo persistente/crénica
apos hiperativar a citocina proé-inflamatéria IL-1a por clivagem; atuar na remodelacao
da MEC através da clivagem de substratos como fibronectina, laminina e decorim; e
regular a cascata de coagulacdo por meio da clivagem de fibrinogénio e VWF
(GARZON-TITUANA et al., 2020; VELOTTI et al., 2020). Desse modo, 0s niveis
elevados de GzmA e GzmB indicam estas como possiveis agentes chave do processo
fisiopatolégico da COVID-19 nos pacientes deste estudo, contudo a GzmB merece um
olhar especial. Isto porque nas nossas analises de OPLS-DA e PLS-DA os niveis

desta granzima foi indicado como o que mais contribuiu para segregacéo dos grupos
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controle e COVID-19, e para a discriminacdo dos pacientes evoluiram para alta ou

obito.

Agregando a estes resultados, nosso estudo indicou reducédo das porcentagens
séricas de linfocitos T CD4* naive (CD4*CD8 CD45R0OCD62L"), linfécitos T CD4* de
memoria efetor (CD4*CD8 CD45R0O*CD62L"), linfécitos T CD8* de memoria efetor
(CD4-CD8*CD45R0O*CD62L"), e linfocitos T CD8* efetor (CD4- CD8* CD45R0O" CD62L"
) nos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Sabe-se que os linfécitos T naive sofre
expansao clonal e diferenciacdo em linfécitos T de memdria, apds reconhecimento de
antigeno (JARJOUR; MASOPUST; JAMESON, 2021), assim, a reducéo de linfocitos
T CD4* naive observada em nossos pacientes, justifica possivelmente a tendencia de
reducdo de linfécitos T CD4* efetor e memoria central, e de reducgédo dos linfocitos T
CD4* efetor. Uma tendéncia discreta de reducao de linfocitos T CD8* naive também
pode ser observada, 0 que impactaria na tendéncia de reducéo dos linfécitos T CD8*
de memodria central e na reducéo dos linfocitos T CD8* efetor e memoria efetor. O fato
€ que a ocorréncia de linfopenia com reducdes significativas das populacdes celulares
de linfocitos T CD4* e CD8* em casos graves de COVID-19 ja esta bem estabelecido
na literatura (MOSS, 2022), mas ainda ndo ha um consenso quanto as porcentagens
de linfocitos T de memoria central e efetor no mesmo cenario. Por exemplo, De Biasi
e colaboradores (2020) ndo observaram alteracdes nas porcentagens de linfocitos T
de memdéria para nenhuma das subpopulacfes entre pacientes hospitalizados com
COVID-19 com gquadro de pneumonia e voluntarios saudaveis pareados por idade e
sexo (DE BIASI et al., 2020). J& Bekbossynova e colaboradores (2022) compararam
as populacdes celulares de pacientes com COVID-19 que apresentaram pneumonia
e observaram um aumento nas subpopulacfes linfocitarias de memdéria central e
reducdo nas de memoria efetora, tanto para linfécitos T CD4* quanto para CD8* nos
individuos com pneumonia (BEKBOSSYNOVA et al., 2022). Por sua vez,
Rajamanickam e colaboradores analisaram a cinética das subpopulacdes de linfocitos
T de memoria, partindo de 15 dias pOs-infeccéo até mais de 180 dias e observou um
aumento de linfécitos T de memaria central e efetor, tanto para linfécitos T CD4*
guanto para CD8* de forma tempo-dependente. Esse mesmo estudo também mostrou
reducado de linfocitos T de memoria CD4* em paciente graves quando confrontados
com pacientes leves (RAJAMANICKAM et al., 2022). Desse modo, além de agregar

mais dados a respeito das populagdes linfocitarias de memoria central e efetora,
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nossos dados possivelmente refletem um cenario caracteristico de severidade da
COVID-19.

Outra forma de visualizar os dados da imunofenotipagem € transp6-los
para a dindmica da resposta imunolégica em casos severos de COVID-19. Isto
porque, sabe-se que o0 SARS-CoV-2, por meio de ativacdo excessiva, pode induzir um
estado de exaustdo dos linfécitos T, caracterizado principalmente pela perda da
funcdo efetora (producdo de citocinas e/ou atividade citotdxica) e expressao
sustentada de receptores inibitorios, como o PD-1, que bloqueiam a ativacéo celular
(RHA; SHIN, 2021; ZHENG, Hong Yi et al., 2020). Este estado, por sua vez, impacta
diretamente na produgdo de uma resposta antiviral efetiva e diferenciacdo de
subpopulacdes linfocitarias de memaria (RHA; SHIN, 2021). Ainda, uma imunidade
inata ineficiente pode permitir o avanco da replicacédo viral no trato respiratorio superior
e pulmdes, bem como inviabilizar um bom preparo de uma resposta imunoldgica
adaptativa, a qual ja pode estar suprimida a depender da idade do individuo, uma vez
que idosos possuem um menor pool de linfécitos T naive (SETTE; CROTTY, 2021).
Assim, as reduc¢des das porcentagens das subpopulacdes de linfécitos T CD4* e CD8*
agui observadas, podem ser reflexo ndo sé da dinamica do quadro infeccioso, mas
também da média de idade dos pacientes incluidos na andlise (RYDYZNSKI
MODERBACHER et al., 2020).

Ainda com o olhar sob este contexto, Satte e Crotty (2021) estabeleceram um
modelo que integra a dinamica da resposta imunologia com a severidade da COVID-
19 e concluiram que na auséncia de uma resposta imunolégica adaptativa robusta, o
sistema imunoldgico inato passa a ser a Unica alternativa de combate a infeccédo, pois
muitos estudos encontraram proteinas da imunidade inata e quantidade elevada de
neutroéfilos no sangue (SETTE; CROTTY, 2021). Desse modo, a elevacdo de ILC1 e
ILC3, assim como a tendéncia de elevacéo de ILC2 no grupo COVID-19, podem ser
uma das contrapartidas que a imunidade inata prové para o combate da infec¢do. Em
processos inflamatérios as ILCs podem ser encontradas no sangue como
consequéncia de processo migratorio interérgaos, a fim de garantir o seu acumulo em
locais que necessitem de reparo tecidual (WILLINGER, 2019). Contudo, as
manifestacbes graves da COVID-19 foram vinculadas a frequéncia reduzida de ILCs

no sangue, pois o individuo passaria a ter prejuizos nos mecanismos de tolerancia a
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doenca (KUMAR, Amrita et al.,, 2021; PRESTI et al., 2022). Dessa forma, o que
explicaria nossos achados? Embora ndo consigamos responder com as técnicas aqui
realizadas, algumas hipoteses podem ser realizadas. As mulheres, tendem a produzir
uma resposta imunoldgica mais eficaz para infeccdo por SARS-CoV-2, e ja se sabe
gue possuem uma abundancia geral maior de ILCs e mais funcionais do que 0s
homens (HAITAO et al., 2020; SILVERSTEIN et al., 2021). Como nosso grupo COVID-
19 era composto em sua maioria por mulheres, pode ser um fator preponderante
nesse aumento observado. Outra teoria € de que mediante a uma linfopenia muito
severa como a observada nesses individuos, as ILCs possam migrar em uma tentativa
desordeira e final de suprir a auséncia de linfocitos, o que pode contribuir ainda mais
com a piora clinica dos pacientes. Infelizmente poucos estudos focados em ILCs
durante a COVID-19 foram realizados e mais precisam ser feitos para que possamos

ter uma visdo mais ampla de seu envolvimento na patogénese da COVID-19.

Desse modo, é possivel propor um contexto que integrem nOSSOS
resultados, principalmente se considerarmos a dindmica da resposta imunolégica em
casos severos de COVID-19 proposto por Satte e Crotty (2021) e colocarmos a GzmB
como elo por esta molécula ter sido evidenciada na analise de OPLS-DA. Desta forma,
nossos dados caracterizaram claramente que os pacientes do grupo COVID-19
pertencem ao quadro clinico severo/critico, reflexo da reducdo de subpopulacdes de
linféocitos T CD4* e CD8* observadas na imunofenotipagem, possivelmente
potencializada pela reducdo de aminoacidos, carotenoides e aumento de lipideos
indicados pelos espectros Raman séricos desses individuos. Diante desse cenario, a
GzmB extracelular surge como um suporte, visto que além de inibir a cascata de
coagulacéo, juntamente com a GzmaA, ela € uma serina protease produzida por células
da imunidade inata — pneumdécitos, macrofagos, mastacitos, por exemplo (VELOTTI
et al., 2020) — que atua ndo sO na transmigracéo de linfécitos durante processos
inflamatorios, devido a sua capacidade de remodelamento da membrana basal
(TIBBS; CAO, 2022), mas também na inducdo indireta da maturagdo de APCs e
ativacdo de linfécitos T efetores, devido sua capacidade de clivar a proteina C3 do
sistema complemento que se liga ao receptor C3aR dessas células e deflagra os
processos mencionados (PERL et al., 2012; WEST; KOLEV; KEMPER, 2018). Nesse
contexto é mais facil compreender o porqué dos idosos contribuirem com os altos

niveis de GzmB do grupo COVID-19, pois necessitam de um aporte para o sistema
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imunologico adaptativo devido a sua deplecao imunoldgica natural e apresentam uma
resposta imunolégica mais eficiente para infeccdo por SARS-CoV-2, respectivamente
(HAITAO et al.,, 2020; RYDYZNSKI MODERBACHER et al., 2020). Todavia, uma
resposta imunoldgica que garanta a producéo massiva de GzmB extracelular se torna
insustentavel. Esses niveis elevados possivelmente potencializam sua acdo de
clivagem de substratos da MEC, que na COVID-19 parece estar atrelada a inducdo
de dano tecidual pulmonar por meio de anoikis e de reducéo a integridade dos vasos
sanguineos, visto que altos niveis de GzmB foram anteriormente associados a
doencas pulmonares e cardiovasculares (VELOTTI et al.,, 2020; ZEGLINSKI;
GRANVILLE, 2020).
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7. CONCLUSOES

° Os niveis plasmaticos elevados de GzmA e GzmB nos pacientes com
COVID-19, sem a elevacao conjunta com PNF e GNLY indica que essas proteases
estdo desempenhando suas fungdes extracelulares;

[ A GzmB surgiu como variavel de maior importancia nas analises de PLS-
DA e OPLS-DA, indicando a necessidade de novos estudos que elucidem o seu papel
na fisiopatologia da COVID-19;

[ A espectroscopia Raman foi Ut em demonstrar alteracbes de
aminodacidos, carotenoides e lipidios que ajudam a entender o estado clinico do
paciente, podendo ser uma ferramenta melhor explorada no futuro para auxiliar na
conduta clinica;

[ A reducéo de diferentes subpopulacées linfocitarias e o aumento de ILCs
merece ser mais bem estudada para caracterizar se isso pode ocorrer como uma
desregulacéo final da resposta imunolégica desses pacientes ou como um mecanismo

temporario até a producao de novos linfocitos e recuperacao dos pacientes.
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§Que as informagdes conseguidas através da minha participagdo nao permitirao a
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pesquisa.
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pesquisa.

§Que eu receberei uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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minha participagdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das
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Endereco d(o,a) participante-voluntari(o,a)
Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia: St(a).
Domicilio: (rua, praga, conjunto)
Bloco: /N°: /Complemento:
Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:
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Endereco d(os,as) responsave(l,is) pela pesquisa (OBRIGAT()RIO):

Nome: Thiago Mendonga de Aquino

Endereco: Rua Delfino Cavalvanti, 130

Bairro: Mangabeiras, CEP 5703-480, Maceio-AL

Telefones para contato: (82) 99637-0317 ou (82) 3214-1391

Institui¢ao: Instituto de Quimica e Biotecnologia, Universidade Federal de Alagoas.

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua
participacio no estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas

Prédio do Centro de Integracio Comunitaria, Terréo, Campus A. C. Simées, Cidade
Universitaria

Telefone: 3214-1041, Maceio-AL

Maceio,

Tatsl

Assinatura ou impressa pica d(o,a) voluntan(o.a) ou : 1
responsavel legal e rubncar as demais folhas Thla;ga() Men}do]llg? de Adqluno
esponsdvel pelo estudo
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COVID-19 Infection Changes the Functions and Morphology of Erythrocytes:
A Multidisciplinary Study

Marcos V. S. Sales,* Eloiza L. L. Tanabe,** Thamilla M. S. Maciel,© Maria C. Tavares,*
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Hematological problems are associated with Coronavirus disease 2019 (COVID-19).
Respiratory impairment is the higher point studied, although without experimental studies
related to the oxygen transport performed by erythrocytes. Therefore, we decided to investigate
if erythrocytes from COVID-19 patients have their functionality changed. The case-control study
included hospitalized patients with a positive real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
result admitted to University Hospital. Volunteers (negative RT-PCR results) were recruited as a
control group. Thus, we assessed different erythrocytes parameters, oxidative stress markers, and
biophysical studies using whole blood and isolated hemoglobin. We found a decrease of 51% in
oxygen uptake and reduced antioxidant enzyme activity in COVID-19 patients compared to controls.
Raman spectrometry showed structural changes in the hemoglobin and lipids of the erythrocytes
from COVID-19 patients; thus, these results were consolidated with an increase in Young's modulus
in erythrocytes followed by morphology changes. Besides, isolated hemoglobin from COVID-19
patients has a distinct interaction profile using a ligand model compared to the control. COVID-19
leads to structural, functional, and morphological damage to human erythrocytes. Our data showed
structural and molecular changes and induction of oxidative stress in erythrocytes by COVID-19,
anew perspective on the contribution of erythrocytes to a respiratory commitment in COVID-19.

Keywords: hemoglobin, COVID-19, case-control study, red cell, morphological changes
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Organic mercury compound
Protein structural changes
Functional alterations

Background: Thimerosal (TM) is an organic mercury compound used as a preservative in many pharmacological
inputs. Mercury toxicity is related to structural and functional changes in macromolecules such as hemoglobin
(Hb) in erythrocytes (Ery).

Method: Human Hb and Ery were used to evaluate O, uptake based on the TM concentration, incubation time,
and temperature. The influence of TM on the sulfhydryl content, production of reactive oxygen species (ROS),
and membrane fragility was also evaluated. Raman spectra and atomic force microscopy (AFM) profiles for Ery in
the presence and absence of TM were calculated, and docking studies were performed.

Results: At 37 °C, with 2.50 pM TM (higher concentration) and after 5 min of incubation in Hb and Ery, we
observed a reduction in O, uptake of up to 50 %, while HgCl,, which was used as a positive control, showed a
reduction of at least 62 %. Total thiol assays in the presence of NEM (thiol blocker) quantified the preservation of
almost 60 % of free SH in Ery. Based on the Raman spectrum profile from Ery-TM, structural differences in the
porphyrinic ring and the membrane lipid content were confirmed. Finally, studies using AFM showed changes in
the morphology and biomechanical properties of Ery. Theoretical studies confirmed these experimental results
and showed that the cysteine (Cys) residues present in Hb are involved in the binding of TM.

Conclusion: Our results show that TM binds to human Hb via free Cys residues, causing conformation changes and
leading to harmful effects associated with O, transport.

1. Introduction

It is well documented that the continuous exposure of humans to
substances such as Hg, As, Se, Cd, and Pb can lead to dysfunction,
neurological problems [1], cancer [2], and cardiac disease [3]. Many
studies have confirmed the harmful effects of Hg, which mainly pro-
duces neurotoxic effects after exposure to contaminated foods or envi-
ronmental sources. Thimerosal (TM) is an organomercury compound
that is commercially employed as a preservative in a range of different
products such as dermo-cosmetics [4], antiseptics [5], and vaccines [6].
Approximately 50 % of the total mass of TM is mercury, a toxic and
bioaccumulative metal [7] that causes biological problems such as
neurotoxicity [8] and kidney damage [9]. In vitro toxicity studies using

* Corresponding authors.

blood carrier proteins (serum albumin) have indicated that TM induces
and increases fibrillation rates [10]. Another example of a biomolecule
that TM impairs is human Hb. The primary function of Hb is to bind to
oxygen and transport it to all the tissues in the body. The transport and
delivery of oxygen via Hb are essential to human life [11], as Oy is
necessary in order to oxidize certain biomolecules, giving ATP as an
energy source [12]. Silva et al. [13] have reported that TM reacts
spontaneously with Hb to form a TM-protein adduct that inhibits oxygen
transport, the primary function of Hb. Of the human biomarkers used to
monitor the cytotoxicity of metal species, Ery and circulating lympho-
cytes are the most accessible and least invasive and have been used to
answer several questions regarding these effects [14]. Since Ery is
important as an oxygen transporter throughout the body, we aimed to

E-mail addresses: josue@igb.ufal.br (J.C.C. Santos), ana.leite@iqgb.ufal.br (A.C.R. Leite).
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The impact on colostrum
oxidative stress, cytokines,

and immune cells composition
after SARS-CoV-2 infection
during preghancy

Nayara Gomes Graciliano®, Micaely Cristinados Santos Tendrio?,
Marilene Branddo Tendrio Fragoso?, Fabiana Andréa Moura®,
Rayane Martins Botelho®, Eloiza Lopes Lira Tanabe®,

Karen Steponavicius Cruz Borbely*, Alexandre Urban Borbely*,
Alane Cabral Menezes Oliveira™®

and Marilia Oliveira Fonseca Goulart™**

Institute of Biological and Health Sciences, Federal University of Alagoas, Maceio, Alagoas, Brazil,
Institute of Chemistry and Biotechnology, Federal University of Alagoas, Maceio, Alagoas, Brazil,

College of Nutrition, Federal University of Alagoas, Maceio, Alagoas, Brazil, *National Institute of
Science and Technology in Bioanalytics (INCT-Bio), Campinas, Sao Paulo, Brazil

Background: Limited data are available regarding the differences between
immunological, biochemical, and cellular contents of human colostrum following
maternal infection during pregnancy with coronavirus 2 disease (COVID-19).

Objective: To investigate whether maternal COVID-19 infection may affect
immunological, biochemical, and cellular contents of human colostrum.

Methods: Using a case-control study design, we collected colostrum from 14
lactating women with a previous diagnosis of COVID-19 during pregnancy and
12 without a clear diagnosis during September 2020 to May 2021. Colostrum
samples were analysed for some enzymes and non-enzymatic oxidative stress
markers (SOD, CAT, GPx, MDA, GSH, GSSG, H,O,, MPO) and for IL-1f, IL-6,
tumour necrosis factor (TNF)-a, protein induced by interferon gamma (IP)-10,
IL-8, IFN-A1, 1L12p70, IFN-02, IFN-A2/3, granulocyte macrophage colony
stimulating factor (GM-CSF), IFN-B, IL-10 and IFN-y, along with IgA and IgG
for the SARS-CoV-2 S protein. We perform immunophenotyping to assess the
frequency of different cell types in the colostrum.

Results: Colostrum from the COVID-19 symptomatic group in pregnancy
contained reduced levels of H,O,, IFN-a2, and GM-CSF. This group had
higher levels of GSH, and both NK cell subtypes CD3 CD56°"9"'CD16"
CD27*IFN-y* and CD3"CD56%™CD16*CD27" were also increased.

01 frontiersin.org
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ABSTRACT: The aim of this study was to present the circulating HPV genotypes in a population from northeast
Brazil. HPV was detected by nested-Polymerase Chain Reaction (nPCR) method using primers MY09/11 and
GP5+/6+. HPV sequencing was performed by the method of Sanger. The HPV 16 was the most frequent (35.7%),
followed by HPV 58 (14.5%). In conclusion, we identified, in one population from Northeast Brazil, a low prevalence
of HPV 18 present in the vaccine provided by Unified Health System and a high prevalence of HPV 58 which is not
present in this vaccine.

KEYWORDS: HPV, Oncology and Woman Healthy.

RESUMO: O objetivo deste estudo foi apresentar os gendtipos circulantes do HPV em uma populacéo do nordeste do
Brasil. O HPV foi detectado pelo método de reagio em cadeia da polimerase aninhada (nPCR) usando os iniciadores
MY09 / 11 e GP5 + / 6 +. O sequenciamento do HPV foi realizado pelo método de Sanger. O HPV 16 foi o mais
frequente (35,7%), seguido do HPV 58 (14,3%). Concluindo, identificamos, em uma populagéo do Nordeste do Brasil,
baixa prevaléncia do HPV 18 presente na vacina fornecida pelo Sistema Unico de Satde e alta prevaléncia do HPV 58
que nfo esta presente nesta vacina.

PALAVRAS-CHAVE: HPV, Oncologia e Mulher Saudavel.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Schinus terebinthifolius Raddi is a well-known medicinal plant native of South America. This species has de-
Schinus terebinthifolius Raddi monstrated important biological activities such as antihypertensive and vasodilator, antimicrobial, anti-in-
Photoprotection fl ry and antioxidant. H , no studies have been, so far, reported with the fruits of S. terebinthifolius
Sunscreen formulation

as a protector of the placenta against Zika virus infection and as sunscreen agents. The present study aimed to
investigate new uses for the ethanolic fruit extracts of S. terebinthifolius, from fruits’peel (STPE) and from the
whole fruits (STWFE). Zika virus (ZIKV) has been linked to several fetal malformations, such as microcephaly
and other central nervous system abnormalities. Thus, the potential of these natural extracts against ZIKV in-
fection was evaluated, using an in viro method. The photoprotective potential, determined by spectrometry,
along with phenolic content, antioxidant capacity, and chemical composition of both extracts were also eval-
uated. The chemical composition of the extracts was evaluated by HPLC-UV / vis. The cytotoxicity of peel and
whole fruit extracts in vero E6 cell lines, in placental cell lines and placental explant cultures were evaluated by
the MTT assay. The infectivity of placental cells and explants was evaluated by qRT-PCR and the effects of
extracts on ZIKV infection were investigated using HTR-8/5Vneo cells, pre-treated with 100 pg mL ™' of STWFE
for 1 h, and infected with MR766 (AD) or PE243 (EH) ZIKV strains. STFE and STWFE were well-tolerated by both
placental-derived trophoblast cell line HTR-8/SVneo as well as by term placental chorionic villi explants, which
indicate absence of cytotoxicity in all analysed concentrations. Two strains of ZIKV were tested to access if pre-
treatment of trophoblast cells with the STWFE would protect them against infection. Flow cytometry analysis
revealed that STWFE extract greatly reduced ZIKV infection. The extracts were also photoprotective with SPF
values equivalent to the standard, benzophenone-3. The formulations prepared in different concentrations of the
extracts (5-10 %) had shown maximum SPF values of 32.21. STWEE represents a potential natural mixture to be
used in pregnancy in order to restrain placental infection by ZIKV and might potentially protect fetus against
ZIKV-related malformations. The extracts exhibited photoprotective activity and some of the phenolic com-
pounds, mainly resveratrol, catechin and epicatechin, are active ingredients in all assayed activities. The de-
velopment of biotechnological/medical products, giving extra value to products from family farming, is ex-
pected, with strong prospects for success.

Zika virus
Placenta protection
Antiviral activity
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ongoing problems in Latin America
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ABSTRACT

The placenta works as a selective barrier, protecting the fetus from potential infections that may affect
the maternal organism during pregnancy. In this review, we will discuss several challenging infections
that are common within Latin American countries and that may affect the maternal-fetal interface and
pose risks to fetal development. Specifically, we will focus on emerging infectious diseases including
the arboviruses, malaria, leishmaniasis, and the bacterial foodborne disease caused by Shiga toxin-
producing Escherichia coli. We will also highlight some topics of interest currently being studied by
research groups that comprise an international effort aimed at filling the knowledge gaps in this field.
These topics address the relationship between exposure to microorganisms and placental abnorm-
alities, congenital anomalies, and complications of pregnancy.
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Introduction that may affect the maternal organism during preg-

The placenta has many vital functions, such as trans-
port of nutrients and respiratory gases and secretion of
hormones, among other essential roles that allow
healthy embryonic/fetal development. Another impor-
tant placental role is to serve as a selective barrier,
protecting the fetus of potentially deleterious infections

nancy (Burton et al. 2016). These infections affecting
the fetus during pregnancy may result either from
intra-uterine vertical transmission or from unexpected
shifts within the intra-uterine microbiome.

While the maternal organism tolerates the allogeneic
fetus, it must also protect itself against invading agents.
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ABSTRACT

Background: Group B streptococcus (GBS) is the main bacteria that infects pregnant women and can cause
abortion and chorioamnionitis. The impact of GBS effects on human trophoblast cells remains largely elusive,
and actions toward anti-inflammatory strategies in pregnancy are needed. A potent anti-inflammatory molecule,
uvaol is a triterpene from olive oil and its functions in trophoblasts are unknown. We aimed to analyze bio-
mechanical and functional effects of inactivated GBS in trophoblast cells, with the addition of uvaol to test
potential benefits.

Methods: HTR-8/SVneo cells were treated with uvaol and incubated with inactivated GBS. Cell viability and
death were analyzed. Cellular elasticity and topography were accessed by atomic force microscopy. Nitrite
production was evaluated by Griess reaction. Nuclear translocation of NFKB p65 was detected by immuno-
fluorescence and Th1/Th2 cytokines by bead-based multiplex assay.

Results: GBS at 10® CFU increased cell death, which was partially prevented by uvaol. Cell stiffness, cytoskeleton
organization and morphology were changed by GBS, and uvaol partially restored these alterations. Nuclear
translocation of NFkB p65 began 15 min after GBS incubation and uvaol inhibited this process. GBS decreased IL-
4 secretion and increased IL-1f, TFN-y and IL-2, whereas uvaol reverted this.

Conclusions: The increased inflammation and cell death caused by GBS correlated with biomechanical and cy-
toskeleton changes found in trophoblast cells, while uvaol was effective its protective role.

General significance: Uvaol is a natural anti-inflammatory product efficient against GBS-induced inflammation
and it has potential to be acquired through diet in order to prevent GBS deleterious effects in pregnancy.

1. Background

innate immune response, such as Toll-like receptors (TLR). These are
known to bind to pathogen-associated molecular patterns (PAMP) [2],

The placenta is a unique immunological site, responsible for ma-
ternal tolerance to the allogeneic fetus and for maternal and fetal de-
fense against possible pathogens. Maternal decidual cells and several
leukocytes in the basal decidua of the placenta are involved in local and
systemic immunomodulation, however, fetal trophoblast cells are also
critically involved in decidual defense against pathogens [1]. Similar to
immune cells, trophoblast cells express different receptors from the

such as lipoteichoic acid and peptidoglycan present on the gram-posi-
tive bacteria surface, and bind to TLR-2 [3] and other TLR receptors
[4,5]. The TLR-2 and its co-receptors TLR-1 and TLR-6 are also known
to be expressed in different types of cells in the maternal-fetal interface
during the first trimester, such as trophoblast cells, decidual cells and
all decidual leukocytes [6,7].

One important gram-positive bacterium is Streptococcus agalactiae or
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Background: The immune response against the Chikungunya virus (CHIKV) during the very early acute phase
is not fully elucidated. Therefore we explored the cytokine and chemokine profile triggered by CHIKV in
infected patients.

Methods: Cytokines, chemokines and CS5a anaphylatoxin were analysed in serum from CHIKV-infected
patients during the viraemic phase (mean 2.97+1.27 d after illness onset) compared with a healthy group.

Results: CHIKV-infected patients had a significant increase of interferon-a (IFN-o), interleukin-6 (IL-6), inter-
leukin-8 (CXCL8/IL-8), interleukin-10 (IL-10), interferon-y (IFN-y), monokine induced by interferon-y (CXCLY/
MIG), monocyte chemoattractant protein-1 (CCL2/MCP-1), interferon-y-induced protein-10 (CXCL10/IP-10)
and complement C5a anaphylatoxin.

Conclusions: The very early acute immune response triggered against CHIKV leads to an increase in pro-
inflammatory immune mediators such as IFN-y and its induced chemokines, and a high level of C5a anaphy-
latoxin as a result of complement activation.

Keywords: acute immune response, arboviruses, chemokines, chikungunya virus, complement system, cytokines

Introduction

Chikungunya virus (CHIKV) is an emergent arbovirus transmit-
ted by mosquitoes in tropical and subtropical regions that is
responsible for outbreaks around the world in recent years.
The acute phase occurs during the first 2 weeks after the
onset of the disease and is characterized by fever, headache,
skin rash and polyarthralgia. The disease can progress to the
chronic phase, with persistent arthralgia for months or even
years. The immune soluble analytes profile present in the
blood of infected patients during different stages of the dis-
ease has been explored in various studies.’”® However, the
early acute immune response triggered by CHIKV in the first
days of infection has not been fully elucidated. Therefore, in
this study we investigated the levels of 12 soluble analytes of
the immune response in the very early acute phase in CHIKV-
infected patients.

Materials and methods

In this study, patients underwent a medical examination (on
the day of blood sample collection) and the day of initial symp-
toms onset was obtained. This study analysed 29 serum sam-
ples from CHIKV-infected patients in the very early acute phase
and 21 serum samples of healthy donors (see Supplementary
data). All samples were tested with reverse transcription quanti-
tative polymerase chain reaction (RT-qPCR) with primers to
detect the CHIKV genome (5'-TCA CTC CCT GTT GGA CTT GAT
AGA-3’, 5'-TTG ACG AAC AGA GTT AGG AAC ATA CC-3’) and the
probe (5’-FAM-AGGTACGCG/ZEN/CTTCAAGTTCGG CG-IwBFQ-3’) in
the Superscript III Platinum One-Step RT-qPCR System (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) and immune assays to reveal anti-Chikungunya
virus immunoglobulin M (IgM) and IgG antibodies by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA; Euroimmun, Libeck, Germany), anti-
Zika virus IgM antibodies by immunochromatographic assay

© The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press on behalf of Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. All rights reserved.
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A Universidade tem identificado e respondido a diversas demandas que reafirmam

na pratica o seu papel de proporcionar transformacdes benéficas para a sociedade. O seu
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Arboviruses, or arthropod-borne viruses, such as West Nile virus, Dengue virus, and
Zika virus, pose a serious threat to public health worldwide. West Nile virus was
introduced to the United States in 1999, and is now endemic, causing over 2,000
domestically acquired cases in the U.S. annually in mammals. Similarly, dengue and
Zika viruses are endemic in the Americas and pose novel threats to the human
population. Tick-borne viruses such as Powassan virus and Heartland virus are
increasing in frequency in the U.S. At this time, there is no commercially available
vaccine or therapeutic to treat these viral infections. Because nearly every mammalian
case of these virus infections originates from the insect vector, it is imperative that
we also understand viral pathogenesis, transmission, and the immune response in
insect models as well as pathogenesis and the host responses in infected mammals.
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