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RESUMO

Introducao: As vesiculas extracelulares (VEs) exercem um importante papel na comunicagao
intercelular tendo em vista sua capacidade de interagdo facilitada com as células alvo, como
também o carreamento de diversas moléculas, proteinas, material genético e lipideos oriundos
da célula de origem executando o papel de sinalizacao celular. No presente trabalho, avaliou-
se o potencial imunomodulatorio de vesiculas extracelulares derivadas do plasma de pacientes
com COVID-19, pacientes com Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) e grupo controle.
As analises foram baseadas no perfil fenotipico de células dendriticas derivadas de monocitos
(mo-DC’s) sob influéncia destas vesiculas, assim como, avaliagcdo funcional das mo-DC’s na
ativagdo de células T em uma reagdo leucocitaria mista (MLR). Materiais e Métodos: As
amostras de plasma de pacientes com COVID-19 (moderado ou grave), SRAG e grupo controle
foram isoladas através do método de ultracentrifugacdo. Foi coletado sangue periférico de
doador saudavel para obtencdo de monocitos para diferenciagdo em células dendriticas (mo-
DC’s) in vitro, utilizando as citocinas IL-4 e GM-CSF (50ng/ml) e adicionando VEs de
pacientes com COVID-19 (DC/VE COV), ou VEs de pacientes com SRAG (DC/VE SRAQG),
ou VEs do grupo controle (DC/VE CTRL) por 5 dias. Para maturagdo das DC’s foi adicionado
LPS (lipopolissacarideo) por 48 horas apds a diferenciacdo. A analise fenotipica das DC’s foi
realizada por citometria de fluxo avaliando os marcadores HLA-DR, CD80, CD86, CDl1Ic,
CD14 e PD-L1. A analise funcional dessas DC’s foi conduzida através de uma MLR com
linfécitos T alogénicos com o objetivo de avaliar o perfil de resposta imune adaptativa induzida.
Resultados: As DC/VE COV tiveram a expressdo diminuida de HLA-DR e CD86 quando
comparados com as DC/VE SRAG e DC/VE CTRL. Além disso, encontramos maiores niveis
de CD14 nas DC/VE COV quando comparado com as DC/VE SRAG, sugerindo que as VEs
de pacientes com COVID-19 promovem um perfil imaturo em mo-DC’s. As DC/VE COV
cultivadas com linfécitos T alogénicos, induziram aumento nas frequéncias de células T
reguladoras, bem como diminui¢do na produgdo de IL-2 pelas células T CD8", aumento nos
niveis de expressdo de PD-1 nas células T CD8", aumento na expressio de CTLA-4 em
linfocitos T CD4" e CD8", o que sugere uma possivel inducdo a tolerancia periférica. Além
disso, linfocitos T CD4", co- cultivados com as DC/VE COV, produziram menores niveis de
INFy e TNF. Conclusao: Diante do exposto, conclui-se que as VEs derivadas de pacientes com
COVID-19 moderado e grave sdo capazes de utilizar mecanismos para modular a resposta
imune de modo a impedir a maturagdo das mo-DC’s e geracdo de resposta efetora mediada
pelas células T CD4" e CD8". Neste estudo, tal mecanismo se mostrou caracteristico da infecgdo
por SARS-CoV-2 associada a casos moderados e graves, tendo em vista as disparidades nas
respostas induzidas por VEs relacionados a outros tipos de doengas respiratorias com possivel
origem viral.

Palavras-chave: células dendriticas; vesiculas extracelulares; imunomodula¢ao; COVID-19;
SRAG.



ABSTRACT

Introduction: Extracellular vesicles (EVs) play an important role in intercellular
communication due to their facilitated interaction with target cells, as well as the transport of
various molecules, proteins, genetic material, and lipids originating from the parent cell, thus
acting as cellular signaling mediators. In this study, the immunomodulatory potential of
extracellular vesicles derived from the plasma of COVID-19 patients, Severe Acute Respiratory
Syndrome (SARS) patients, and a control group was evaluated. Analyses were based on the
phenotypic profile of monocyte-derived dendritic cells (mo-DCs) under the influence of these
vesicles, as well as the functional evaluation of mo-DCs in activating T cells in a mixed
leukocyte reaction (MLR). Materials and Methods: Plasma samples from COVID-19 patients
(moderate or severe), SARS patients, and a control group were isolated using
ultracentrifugation. Peripheral blood was collected from a healthy donor to obtain monocytes
for in vitro differentiation into dendritic cells (mo-DCs) using IL-4 and GM-CSF cytokines
(50ng/ml) and adding EVs from COVID-19 patients (DC/EV COV), or EVs from SARS
patients (DC/EV SARS), or EVs from the control group (DC/EV CTRL) for 5 days. For
maturation of DC’s lipopolysaccharide (LPS) was added for 48 hours after differentiation.
Phenotypic analysis of DCs was performed by flow cytometry evaluating the markers HLA-
DR, CD80, CD86, CDl1c, CDI14, and PD-L1. The functional analysis of these DCs was
conducted through an MLR with allogeneic T lymphocytes to assess the profile of induced
adaptive immune response. Results: DC/EV COV showed decreased expression of HLA-DR
and CD86 compared to DC/EV SARS and DC/EV CTRL. Additionally, we found higher levels
of CD14 in DC/EV COV compared to DC/EV SARS, suggesting that EVs from COVID-19
patients promote an immature profile in mo-DCs. DC/EV COV cultured with allogeneic T
lymphocytes induced an increase in regulatory T cell frequencies, as well as a decrease in 1L-2
production by CD8+ T cells, an increase in PD-1 expression in CD8+ T cells, an increase in
CTLA-4 expression in CD4+ and CD8+ T lymphocytes, suggesting a possible induction of
peripheral tolerance. Moreover, CD4+ T lymphocytes co-cultured with DC/EV COV produced
lower levels of INFy and TNF. Conclusion: Based on the findings, it is concluded that EVs
derived from moderate and severe COVID-19 patients are capable of using mechanisms to
modulate the immune response to prevent the maturation of mo-DCs and the generation of
effector responses mediated by CD4+ and CD8+ T cells. This mechanism was characteristic of
SARS-CoV-2 infection associated with moderate and severe cases, considering the disparities
in EV-induced responses related to other types of respiratory diseases with possible viral origin.

Keywords: dendritic cells; extracellular vesicles; immunomodulation; COVID-19; SARS.
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LISTA DE ABREVIATURAS

APC - Antigen Presenting Cells (Células apresentadoras de antigenos)

ATB - Antibidtico

BFA — Brefeldina A

BSA - Bovine serum albumin (Albumina sérica bovina)

CD - Cluster of Differentiation (Grupo de diferenciagao)

CTLA-4 - Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4 (Proteina 4 associada a linfocitos T
citotoxicos)

DC - Dendpritic cell (Célula Dendritica)

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid (Acido etilenodiamino tetra-acético)

Foxp3 - Forkhead box P3 (Fator de transcri¢do “forkhead box” P3)

GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Fator de Crescimento de Colonia
de Granulécito e Macréfago)

HD - Healtly donor (doador saudavel)

HLA-DR - Human Leukocyte Antigen- D Related (Antigeno Leucocitario Humano DR/MHC
classe II)

IFN - Interferon

IL - Interleukin (Interleucina)

iDC - Immature Dendritic Cells (Células dendriticas imaturas)

IgG - Immunoglobulin G (Imunoglobulina G)

ILVs - Intraluminal vesicles (Vesiculas intraluminais)

ISEV — International Society of Extracellular Vesicles (Sociedade Internacional de Vesiculas
Extracelulares).

LPS - Lipopolissacarideo

mDCs - Mature Dendritic Cells (Células dendriticas maduras)

MET - Microscopia eletonica de transmissao

MFI - Median fluorescence intensity (Intensidade Mediana de Fluorescéncia)

MHC - Major histocompatibility complex (Complexo principal de histocompatibilidade)



miRNAs - MicroRNAs

MLR - Mixed leukocyte reaction (Reagao mista de linfocitos)

mRNAs - RNAs mensageiros

Mo-DC(s) - Célula(s) dendritica(s) diferenciada(s) in vitro a partir de mondcito(s)
MVBs - Multivesicular bodies (Corpos multivesiculares)

PBMCs - Peripheral blood mononuclear cell (Células mononucleadas do sangue periférico)
PBS - Phosphate buffered saline (Solucao salina tamponada com fosfato)

PD-1 - Proteina 1 de morte celular programada

PD-L1 - Ligante a proteina 1 de morte celular programada

PRR - Pattern recognition receptors (Receptor de reconhecimento de padroes)
RNAs - Ribonucleic acid (Acido ribonucleico)

RPMI - Roswell Park Memorial Institute Medium (Meio Roswell Park Memorial Institute)
SDS - Sodium dodecy! sulfate (Dodecil sulfato de sodio)

SFB - Soro fetal bovino

TCR - T cell receptor (Receptor de células T)

TGF - Fator de crescimento transformador 3

Th - T helper (Células T auxiliaries)

TLR - Receptor tipo Toll

TNF - Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral)

TReg - Linfocitos T reguladores

VE/VEs - Vesiculas extracelulare
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1. INTRODUCAO

1.1 COVID-19

1.1.1 Biologia e Transmissao

A doenga do novo Coronavirus, também conhecida como COVID-19 ¢ causada pelo
virus SARS-CoV-2 e teve sua origem registrada inicialmente em Wuhan, provincia de Hubei,
na China, no més de dezembro de 2019. Desde entdo, evidéncias tém sugerido a origem
zoonotica do SARS-CoV-2 pela proximidade genética superior a 95% com Coronavirus de
morcegos e mais de 90% com o genoma do Coronavirus de pangolins, assim como, significativa
similaridade com outros tipos de Coronavirus que infectam humanos (ZHANG et al., 2020;
ZI-WEI YE et al, 2020). Os Coronavirus pertencem a ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae, que se subdividle em 4 géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus (a qual pertence o SARS-CoV-2), Deltacoronavirus e
Gammacoronavirus. Sdo virus de RNA fita simples, envelopados e possuem glicoproteinas
transmembrana, glicoproteina spike (espicula) e proteinas do envelope viral que envolvem seu

nucleocapsideo (CASCELLA et al., 2022) (Figura 1).

Nucleocapsideo

Envelope

Glicoproteina
Spike

i

Proteina de
membrana

Proteina do
envelope

Proteina do
nucleocapsideo

Figura 1 - Estrutura do virus SARS-CoV-2. Imagem representativa de corte transversal do SARS-CoV-2
evidenciando suas estruturas e proteinas importantes na fisiopatologia viral. Fonte: Adaptado de Bergmann,

Silverman, 2020.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ye%20ZW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32226286
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Durante os quatro anos de pandemia o SARS-CoV-2 sofreu mutagdes significativas em
seu material genético impactando diretamente sua transmissibilidade e severidade da infecgao.
A partir deste contexto, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) criou classificagdes
denominadas variantes de preocupagdo (variants of concern / VOCs) e variantes de interesse
(variants of interest / VOIs). As VOIs sdo identificadas quando observadas mutagdes que podem
se relacionar com a maior dispersao viral, infectividade, transmissibilidade e pode vir a se tornar
uma VOC quando tais aspectos se comprovem a partir de um monitoramento epidemiologico
constante (PAHO, 2023). Outra denominagdo utilizada pela OMS sdo as VUMs (Variants
Under Monitoring), variantes sob monitoramento, sendo elas caracterizadas por sofrerem
mutagdes em regides antigénicas conhecidas, porém, quando as evidéncias de seu impacto
fenotipico e epidemioldgico ainda ndo sdo claras. Desde maio de 2021 a OMS atualizou os
nomes das variantes ja existentes usando o alfabeto grego como referéncia para as novas
classificagdes. Atualmente sdo conhecidas cinco VOCs sendo Alpha; inicialmente identificada
no Reino Unido em setembro de 2020, Beta; identificada na Africa do Sul em maio do mesmo
ano, Gama; identificada em Manaus em novembro de 2020, Delta, na india em outubro de 2020
e a mais recente Omicron inicialmente identificada em novembro de 2021 na Africa do Sul.

O modo de transmissao ja conhecido do virus se da pelo contato direto ou indireto em
boca, nariz e olhos com secrecdes respiratorias de individuos contaminados através de algum
mecanismo dispersor como a fala, tosse, espirros, coriza, contato direto com fluidos
contaminados, dentre outros. A entrada do virus em seu hospedeiro ocorre pela ligacdo do
dominio de ligacdo do receptor (receptor-binding domain - RBD) da proteina Spike com a
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE 2 - angiotensin-converting enzyme 2) presente nas
células do hospedeiro, implicando em uma fusdo de membrana e penetracdo do virus. O
receptor ACE2 ¢ bem expresso em células epiteliais de 6rgdos humanos como pulmao, coragao,
figado, rins e células endoteliais. Outros animais também possuem o ACE2 expresso em seus
tecidos como os macacos, camundongos, gatos, bovinos e suinos, assim como, 0s que
conhecidamente ja estdo associados a transmissao zoonotica de doengas respiratorias tais como
as civetas, pangolins e galinhas (FRANCISCHETTI et al., 2020; HABAS et al., 2020; SUN, et
al.,2020). As infecgdes associadas aos Coronavirus humanos t€ém como caracteristica principal
atingir o trato respiratdrio, por vezes causando sintomas gripais gerais como febre, tosse, mal
estar, congestdo nasal, dentre outros, também podendo evoluir para quadro grave (OPAS,
2022). A Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) ¢ caracterizada por um conjunto de

sintomas respiratdrios de maior severidade como a dispnéia, baixa
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saturacdo de oxigénio (<95%), febre alta, mialgia, dentre outros. A SRAG, ou SARS (do inglés:
Severe Acute Respiratory Syndrome) foi descrita pela primeira vez em uma epidemia com
origem no sul da China onde houve a classificagio do SARS-CoV-1, no ano de 2002
(STADLER et al., 2003). Atualmente o mundo ultrapassa de 700 milhdes de casos confirmados
de COVID-19 com aproximadamente 7 milhdes de 6bitos (WHO, 2024) (Figura 2). No Brasil,
até fevereiro de 2024, ha um total aproximadamente 38 milhdes de casos confirmados, com

cerca de 710 mil 6bitos (Coronavirus Brasil, 2024).

Mapa da COVID-19 no mundo

. -
e ‘@

e @ )

.' - ..
Total de casos
confirmados:
Regides divididas B ifrica B Américas [ /Mediterraneo Oriental 774.631.444
pela WHO B Europa Sudeste da Asia Pacifico Ocidental (Fevereiro/2024)

Figura 2 — Mapa da COVID-19 no mundo. Representados no mapa as regides divididas pela Organizagdo
Mundial da Satide com marcacdo da densidade de casos registrados. Os pontos sugerem as regides com registros
e sua respectiva densidade de casos. Atualmente no mundo cerca de 774 milhdes de pessoas ja foram contaminadas

pelo virus SARS-CoV-2 (Atualizado em fevereiro de 2024). Fonte: Adaptado de WHO.

1.1.2 Profilaxia, Diagnostico e Tratamento

Todas as medidas de prevengdo para contengdo de virus respiratdrios devem ser
seguidas como o uso correto de mascaras cobrindo boca e nariz, distanciamento social,
isolamento em casos detectaveis, higienizacdao constante das maos dentre outros (OPAS, 2022).

Atualmente ha no Brasil a distribui¢do de vacinas contra o SARS-CoV-2 ja aprovadas
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e/ou autorizadas para uso pela ANVISA. A nacional Coronavac (Butantan) que utiliza da
tecnologia do virus inativado, Oxford (Astrazeneca) e Jansen (Jansen-Cilag) elaboradas a partir
de um vetor adenovirus recombinante e Corminaty (Pfizer/Wyeth) que usa a tecnologia do RNA
mensageiro, assim como, as vacinas bivalentes aprovadas no segundo semestre do ano de 2023
pela ANVISA (Corminaty e Spikevax). A vacinagdo infantil ja ocorre em criangas acima de
seis meses e ja esta incluida no Calendario Nacional de Vacinacao desde janeiro de 2024
(BRASIL, 2024).

O diagnostico padrdo-ouro da infec¢do por SARS-CoV-2 atualmente ¢ o exame de RT-
PCR preferencialmente realizado entre o terceiro e quinto dia apds o inicio dos sintomas. Este
método diagndstico visa a deteccao de regides do genoma viral por amplificagdo do material
genético, como as proteinas estruturais do virus: S (spike), N (nucleocapsideo) e E (envelope)
e possui maior sensibilidade e especificidade para deteccdo de casos. Possuindo uma menor
sensibilidade comparado ao exame de RT-PCR, o diagndstico pela busca por antigenos virais
por imunodiagnostico, conhecidos como testes rapidos também sdo amplamente adotados,
principalmente devido a sua celeridade e maior viabilidade de aplicacdo em laboratorios e
farmécias. A adogdo de técnicas sorologicas como ELISA e quimioluminescéncia para a
detec¢do de anticorpos ndo sdo mais utilizadas como método diagnodstico, pois se desviam do
periodo de infec¢do, e devido ao inicio da vacinacdo ndo possui mais a capacidade de
rastreabilidade de casos (OPAS, 2021).

As formas de tratamento para a COVID-19 disponiveis atualmente no Brasil, todas sob
prescricdo médica, sdo as drogas anti-inflamatorias, que visam a diminui¢cdo de uma resposta
inflamatoria exacerbada e possivel agravamento da doenga, como o glicocorticoide
Dexametasona (WHO, 2021) e o Baricitinib. Outra alternativa para o tratamento da doenca sao
os medicamentos inibidores de proteases e de inibi¢do da replicacao viral como o Rendesivir,
e mais recentemente o Paxlovid (Nirmatrelvir + Ritonavir) que possui uma autorizagao

emergencial pela ANVISA (CONITEC, 2022).

1.1.3 Aspectos imunolégicos da COVID-19

A resposta imune inata na infeccdo por SARS-CoV-2 ¢ ativada a partir dos receptores
do tipo Toll (TLR - Toll like receptor) presentes em células do sistema imune do hospedeiro
como os macrofagos, neutréfilos e células dendriticas. Receptores como TLR3 e TLR4 exercem

papel crucial na sinalizagdo para a producdao de citocinas pro-inflamatorias em
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infec¢des virais como IL-1, IL-6, INFs e TNF-a ap6s o reconhecimento de PAMP’s e/ou
DAMP’s (Padrao Molecular Associado a Patogenos / Padrao Molecular Associado ao Dano).
No contexto da COVID-19, algumas citocinas ja se encontram diferentemente reguladas de
acordo com a severidade da doenga, por exemplo, a baixa a producdo de INF do tipo I em cerca
de 10 dias apos o inicio dos sintomas no plasma de pacientes em estado moderado, grave e
critico. (HADJADI et al., 2020) (Figura 3). Ja ¢ descrito que o SARS-CoV-2 possui algumas
estratégias de evasdo da imunidade primaria sendo capaz de escapar do reconhecimento de
sensores antivirais inatos, como a cascata de producao de IFN’s do tipo I e III, através de suas
proprias proteinas ndo estruturais como as Nsp’s e proteinas acessorias como as ORF’s (LOW
et al., 2022; RASHID et al., 2022; ZHANG et al., 2021). No ambiente da infec¢do, o intenso
recrutamento de leucocitos e a super ativacdo do sistema imune inato podem levar a uma
producgdo exacerbada de citocinas pro-inflamatdrias conhecida como tempestade de citocinas
ocasionando danos teciduais, como por exemplo nos quadros de injuria tecidual. Estudos
sugerem que a IL-6, por exemplo, possui uma intima relagdo com os casos mais graves da
doenga devido a presenga elevada de macréfagos em tecidos atingidos, em alguns casos
denominados como Sindrome da Ativacdo de Macrofagos (McCGONAGLE ef al. 2020;
OKABYASHI et al. 2006; PARK, 2020). Contudo, a maior razao neutrofilos- linfocitos no
sangue também estd relacionada com um pior progndstico da doenca no periodo inicial da
infec¢ao (LIU ef al. 2020). Os mecanismos de evasao do sistema imune do SARS- CoV-2 sdo
muito eficientes, portanto, quanto maior o tempo para o sistema imune detectar o virus maior

pode ser o dano devido a sua rapida replicagdo no trato respiratorio superior e outros tecidos

(SETTE; CROTTY, 2021).
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Figura 3 — Aspectos fisiopatolégicos da infec¢io por SARS-CoV-2. No estagio primario da infecgdo por SARS-

CoV-2, o virus comega a replicar-se e a espalhar-se pelo trato respiratdrio superior. O hospedeiro inicia a resposta
imune inata mediada por citocinas e interferons antivirais que inicia a resposta imune adaptativa. Nas fases iniciais,
as pessoas infectadas apresentam sintomas de febre, mal-estar, tosse e produgdo de muco, aumentando o potencial
de transmissibilidade. Se o hospedeiro conseguir ter uma boa resposta mediada por IFN nesta fase e uma regulagéo
adequada da imunidade em relagdo a carga viral, a replicacdo viral seria interrompida e a eliminag@o viral sera
iniciada para limitar a gravidade da doenga nesta fase. Estagio tardio: se o virus ndo puder ser erradicado em tempo
habil, provavelmente devido a uma resposta inflamatoria/interferon mediada por PAMP de forma tardia, a resposta
imune muda para uma reagdo inflamatodria inespecifica dominada pela sinalizagdo de padrdo molecular associado
a danos (DAMP) originada das células hospedeiras infectadas por virus danificadas ou disfuncionais. As células
hospedeiras sofrem apoptose persistente, necrose ou piroptose que podem amplificar o dano tecidual. O ambiente
inflamatorio também desencadeia a expressdo do fator tecidual ativado nas células endoteliais, macrofagos e
neutr6filos, aumentando assim a ativagdo da cascata de coagulagdo nos pulmdes, causando trombos
microcirculatorios e SRAG e aumentando a gravidade e a mortalidade da doenga. Fonte: Adaptado de Zhu et al.

2023.

Na resposta imune adaptativa os achados sugerem o forte papel imunossupressor de
SARS-CoV-2 a partir da avaliacdo da contagem de linfocitos que se torna muito reduzida em

individuos com COVID-19 em estado grave, afetando, por exemplo, a resposta imune
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humoral que se torna incapaz de neutralizar o virus (HUANG et al., 2020). O marcador PD-1
(proteina de morte celular programada em linfocitos T) também se torna mais expresso em
individuos com COVID-19 grave revelando o processo de exaustio do sistema imune (PACES
et al., 2020). Além disso, durante a fase critica de COVID-19, foi encontrado elevada
frequéncia de células T reguladoras (Tregs) PD1", no pulmio de pacientes com COVID-19
grave que nao sobrevivem, caracterizando Tregs disfuncionais (GONCALVES- PEREIRA et
al., 2023). As células T CD4 encontram-se mais presentes em individuos em fase aguda e
possui uma correlagdo negativa com a severidade da doenca podendo indicar seu forte papel
modulador destacando a importancia de Th1 no recrutamento de células do sistema imune inato
para o local da infec¢do e a producao de citocinas como IFN-y, assim como, ativagao de células
B de memoria (BRAUN et al., 2020). O receptor de quimiciona CCR6+ expresso em células T
CD4 ¢ associado a migracdo destas células para tecido mucoso, sendo a producao de IL-22 por
T CD4 nestes tecidos, relacionada ao reparo tecidual, reforcando no contexto da COVID-19, a
importancia de T CD4 na protecdo ao dano pulmonar (MODERBACHER et al., 2020; SETTE;
CROTTY, 2021). A presenca de células T CD8 encontradas em individuos em fase aguda
também esta associada a um melhor progndstico da doenca observada a sua capacidade de
identificar muitos antigenos de SARS-CoV-2 como a proteina do nucleocapsideo, membrana e
Spike (SEKINE et al., 2020; SETTE; CROTTY, 2021). Com relagdo aos titulos de anticorpos
em individuos infectados com SARS-CoV-2, na auséncia de imunizagao vacinal, alguns estudos
revelaram altos niveis de soroconversdo apos aproximadamente o décimo dia de inicio de
sintomas, sugerindo também uma correlacdo positiva entre o aumento da carga viral e os titulos
de anticorpos encontrados (AMANAT et al., 2020; LONG et al., 2020; ROBBIANI et al.,
2020). Anticorpos IgG anti-RBD (Spike) e anti-proteina N (nucleocapsideo) sdo os mais
comumente encontrados em individuos infectados (SETTE; CROTTY, 2021). A vacinacao
contra COVID-19 mostrou-se eficaz na reducdo de casos e da severidade da doenga (PAHO,
2022). Segundo TangJ. et al. (2022), a vacinagdo com imunizantes de mRNA mostrou, in vivo,
menores niveis de anticorpos neutralizantes em lavados broncoalveolares, porém maiores niveis
em circulagdo no sangue. Houve o aumento de células B e T de memoria em circulagao
comparada a individuos convalescentes revelando que a vacinacdo tem importincia
significativa no contexto de uma infec¢do primaria. Achados também reforgam a persisténcia e
aumento de células B de memoria até nove meses apds vacinacdo com vacinas de mRNA
(TERRERI et al., 2022).

Mulheres e homens tendem a desenvolver respostas diferenciadas pela imunidade inata

e adaptativa, sendo os homens considerados mais susceptiveis a desenvolverem casos
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mais graves da doenga. Agrawal et al. (2021) associam a diferenca de género na severidade da
COVID-19 aos niveis de CXCL-10 encontrados na populagdo masculina em resposta ao INF-
y, assim como, a maior quantidade de linfécitos T citotoxicos encontradas em PBMC’s de
mulheres. O hormonio sexual feminino, estradiol, também sugere relacdo positiva com os niveis
de INF’s do tipo I, essencial citocina anti-viral (PECKHAM et al., 2020). Sabe-se atualmente
que a idade também se classifica como fator de risco, sendo a populacao idosa mais propensa a
desenvolver o estado grave da doenca. Em idosos atribui-se a menor quantidade de células T
CD4" imaturas circulantes ao risco de agravamento do estado de satde (MODERBACHER et
al., 2020). Pessoas mais jovens e criangas por sua vez detém uma maior quantidade de células
T CD4 e apresentam resposta mais rapida. Todavia, em criangas menores de treze anos ha
relatos de casos do desenvolvimento da Sindrome Inflamatoria Multissistémica Pediatrica
(SIM-P) apos diagnoéstico de infecgao pelo SARS- CoV-2, caracterizada por sintomas muito
similares a doenga de Kawasaki, como rash cutaneo, inchaco, conjuntivite, linfadenopatias e
danos cardiacos (WHO, 2021). Consiglio ef al. (2020) demonstraram uma rela¢do entre o
desenvolvimento da sindrome com a baixa contagem de linfocitos T CD4", assim como, a
presenga de autoanticorpos, sendo portanto, administrados nos casos de SIM-P a
imunoglobulina intravenosa e corticosteroides.

Ao longo dos anos em que vivenciamos a pandemia de COVID-19 no mundo, alguns
achados clinicos e laboratoriais evidenciaram o surgimento de complicagdes de médio a longo
prazo na saude de pessoas infectadas, logo, a COVID longa ¢ um termo recentemente usado
para designar tais eventos. A COVID longa pode ser caracterizada pela persisténcia de alguns
sintomas derivados da infec¢dao pelo SARS-CoV-2 no periodo acima de 12 semanas, tais como,
fadiga, sudorese, falta de ar sem esforco fisico demasiado, sintomas neurolégicos como a dor
de cabeca, depressao e ansiedade, sintomas sistémicos como desconforto abdominal, quadros
de diarréia, mialgia, artralgia, rash cutaneo, urticéria, dentre outros (YONG, 2021; ZHANG, et
al.,2023). Alguns estudos demonstram que a COVID longa pode estar associada a presenca de
autoanticorpos, maiores niveis de INF’s circulantes meses apos infecgdo e a super ativacao de
células do sistema imune inato com a baixa contagem de linfocitos T e B naive (PALMON et
al., 2022; PLASSMEYER et al., 2022). Segundo Liew et al. (2023), assinaturas protedmicas
dos achados na COVID longa também tém ajudado a esclarecer os quadros encontrados dentre
os subtipos de sintomas (Figura 4). As células dendriticas possuem também um importante
papel na resolucao do quadro de COVID longa estando relacionada com a efetividade do
clearance viral, sendo sua diminui¢do relacionada a uma inflamagdo mais persistente e

duradoura (ZHANG, et al., 2023).
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Figura 4 — Proteinas envolvidas nos subtipos de COVID longa. A COVID longa possui subtipos identificados

ao longo de pesquisas realizadas em individuos com sintomas persistentes, geralmente ap6s a 12* semana de

infeccdo. Alguns destes sintomas podem ser neurologicos, gastrointestinais e cardiorrespiratorios. Algumas

proteinas estdo intrinsecamente relacionadas a tais sintomatologias descritas por individuos pos infec¢do. Fonte:

Adaptado de Liew et al. 2023.

1.2 Células Dendriticas

As células dendriticas (DC’s — dendritic cells) fazem parte da imunidade inata e sao um

dos tipos de células apresentadoras de antigenos profissionais (APC’s - antigens- presenting

cells) presentes em nosso sistema imunologico, assim como, macréfagos e linfocitos B. Sao

responsaveis pela sinalizagdo de linfocitos T e 6timas ativadoras de células T imaturas (Figura

5). As DC 's se subdividem em dois tipos: convencionais (cDC’s) e plasmocitdides (pDC’s) a

depender de onde estdo situadas (LIU; NUSSENZWEIG, 2010). As ¢cDC’s se subdividem em

DC’s migratorias, residentes de tecidos linféides e derivada de monocitos (mo-DC’s). DC’s

migratorias se originam de tecidos subcutaneos como derme e submucosa migrando aos

linfonodos pela via linfatica aferente, ja as residentes de tecido
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linféide sdo encontradas em 6rgaos como timo e bago, assim como os linfonodos, e por fim, as
mo-DC’s sdo diferenciadas sob condi¢des inflamatorias. O marcador CDS alfa, presente em
cDC’s, tem sido associado a maquinaria de apresentagdo cruzada de antigenos (ALLAN et al.,
2003). As pDC’s sao encontradas circulando no plasma e conhecidamente produtoras de IFN-
alfa durante infecgdes virais, onde penetram em tecidos linfoides pelo sangue, sendo também
fenotipicamente imaturas quando em estado de ndo infeccdo e consideradas pouco

estimuladoras diretas de linfocitos T (BELZ et al., 2009; STEINMAN; HEMMI, 2006).

Linfocito T
CcD28 CTLA-4 CD40L ICOS PD-1
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Figura 5 — Ligantes de células dendriticas e linfécitos T. A ativacdo e inibi¢do de linfocitos T sdo mediados por
moléculas coestimulatdrias ou reguladoras, respectivamente. Apds o primeiro sinal de ativagdo, desencadeado por
apresentacdo antigénica via MHC-II ao TCR, o segundo sinal é desencadeado pela ligagdo de CD80/CD86 ao
receptor CD28 do linfocito, assim como, CD40 em CD40L no caso de modulagdo positiva ou de ativagdo. A
modulag¢do negativa/imunossupressora/reguladora ocorre no caso de interagdo entre CD80/86 ou PD- L1 aos

respectivos receptores CTLA-4 ou PD-1 nos linfocitos. Fonte: Adaptado de Imagens BioRender.

A maquinaria de apresentagdo antigénica se inicia com o processamento do antigeno
pelas DC’s e logo em seguida, a formacdo do complexo peptideo / MHC (do inglés: major
histocompatibility complex) ou HLA em humanos (do inglés: human leukocyte antigen) gerado
no reticulo endoplasmatico e levado até a superficie celular. Ao migrar para regides que abrigam
linfécitos como os linfonodos, os peptideos apresentados no MHC das DCs sdo reconhecidos
pelo receptor e células T (TCR) dos linfocitos e desencadeiam o inicio da sinalizagdo. Este
primeiro processo de apresenta¢do de antigeno, mediado por MHC + peptideo interagindo com
o TCR ¢ chamado de sinal 1 de ativagdo. O sinal 2 promove a sobrevivéncia dos linfocitos T

e ocorre a partir da interacdo entre as moléculas co-
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estimulatdrias presentes na superficie das DCs (e outras APCs) e linfécitos T (Figura 5)
(ANDERSON e SIAHAAN, 2003). Sao reconhecidos como sinais positivos, aqueles que
estimulam a ativag¢do dos linfocitos a partir de sua ligagdo, como por exemplo, a ligacdo de
moléculas membros da familia B7 (CD80 e CD86 respectivamente) em DC’s, com o CD28
expresso nos linfocitos, assim como CD40 e CD40L, que desencadeia a producao de algumas
citocinas inflamatdrias em APC’s como IL-1, IL-6, IL-12, INF e TNF, sendo este o sinal 3, que
promovem a diferenciac¢do dos linfocitos T ativados. A ligagdo ICOS-L em ICOS também ativa
a produgdo de citocinas como IL-5, IL-4 e a fun¢do efetora de células T, auxiliando também na
formacdo de células T de memoria (MARINELLI et al., 2018). Portanto, as moléculas co-
estimulatdrias sdo pecas chave no processo imunoldgico devido a tais interagdes e o terceiro
sinal ocorre para melhor direcionamento do tipo de resposta de linfécitos T.

Sinais negativos sdo reconhecidos por inibir a ativagao do linfocito, como por exemplo,
a ligagao de CD80/86 de células dendriticas com a molécula CTLA-4 (do inglés: cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4) expressa em linfocitos, desencadeando um sinal de regulacao
nestas células, suprimindo a resposta inflamatéria. CTLA-4 possui uma maior afinidade com o
receptor CD80 em APC’s do que CD28, sendo um mecanismo importante de manutengao da
homeostase, impedindo respostas descontroladas dos linfocitos T (VAN COILLIE et al., 2020).
CTLA-4 ¢ considerada uma molécula de checkpoint imunologico, assim como PD-1 e atuam
como reguladores da resposta imunologica. A molécula PD-L1 (ligante de PD-1) em células
dendriticas € um marcador co-inibitorio pois, devido a sua ligagdo com PD-1, expresso em
linfocitos, leva ao desenvolvimento da tolerancia imunologica, prevenindo uma resposta imune
excessiva que pode levar a destruicdo tecidual. Por outro lado, a expressdao de PD-1 em
linfocitos T CD8" esta associado a um fenotipo de exaustdo e senescéncia linfocitica muito
observado em infecgdes cronicas ou cancer (KURACHI, 2019; SARESELLA et al., 2012).

No caso de haver somente o sinal 1 de ativagdo, com a auséncia dos sinais subsequentes,
os linfocitos T assumem o papel de tolerancia que pode ser motivado por células dendriticas
que tenham sofrido algum tipo de dele¢do em seus receptores co- estimulatorios, como também,
induzidas a um fenétipo regulador (TAI ef al., 2018). Células dendriticas reguladoras podem
ser induzidas através da presencga citocinas anti-inflmatorias como IL-10 e TGF[, assim como,
vitamina D3 e corticosteroides. As DC’s tolerogénicas ou reguladoras podem desencadear uma
anergia do sistema imune adaptativo levando também a reducao da proliferacao de linfocitos T

(MORANTE-PALACIOS et al., 2021).
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Diversos estudos tém sido conduzidos com mo-DC’s para variados fins, desde avaliar
os aspectos imunolédgicos de determinadas patologias, como também, o uso destas células com
viés terapéutico, como no contexto de imunizagdo (DHODAPKAR et al., 1999; GOLDSZMID
et al., 2012; SATO et al., 2002). Alguns métodos sdo atualmente utilizados para obtencao de
monocitos objetivando sua diferenciacao em células dendriticas in vitro, como a separagao de
PBMC’s por gradiente de Ficoll e separagdo dos mondcitos por adesio a superficie de frascos
de cultivo mantidos em estufa de CO,. Outros métodos utilizados sdo as beads magnéticas com
marcadores especificos de monocitos (CD14, CD16), ou sorteamento de monocitos apos
obtenc¢ao das PBMCs por citometria de fluxo. A diferenciagdo in vitro de mondcitos em células
dendriticas se torna viavel por meio de protocolos que estabelecem o uso de algumas citocinas
como IL-4 e GM-CSF. Sallusto e Lanzavecchia (1994) criaram um protocolo largamente
difundido com o uso de tais citocinas resultando em DC’s com um fendtipo imaturo
apresentando sub expressao de CD14, e maiores expressdes de CD11c, ICAM-1 e DC-SIGN e
habilidade de estimulo de linfécitos T. Outros protocolos também sao usados para diferenciagao
de mondcitos em DC’s como Sanarico et al. (2006) com o uso de IL-4, GM-CSF e IL-2
demonstrando, como no protocolo de Sallusto e Lanzavecchia, sub expressdao de CD14. Xie et
al. (2005) mostraram que as citocinas usadas no processo de diferenciacdo, como IL-4 e GM-
CSF induzem a ativacao das vias de sinalizagdo Raf/MEK/ERK assim como P13K/AKT que
levam a via NF-kB. Estes sinais apds ativados, regulam e promovem a diferenciacdo e
sobrevivéncia das mo-DC’s imaturas. De acordo com o trabalho de Tang-Huau, Segura (2019),
fatores de transcri¢ao sdo ativados em mo-DC’s que diferenciam sua assinatura de macréfagos
derivados de monocitos e sdo responsaveis pela mudanga de fendtipo celular, como as vias
BLIMP-1, IRF4 e AHR. Apds diferenciacdo, ha a necessidade de estimulo para maturacao
dessas células, feito em geral com o uso de LPS (lipopolisacarideo), onde haverd maior
expressdao de CD80, CD86, CD40, HLA-DR, dentre outros marcadores, evidenciando a maior
capacidade estimulatéria apos maturagao. A maturacdo das mo-DC’s reflete uma série de
mudancas fenotipicas onde além da alteracdo do padrao de marcadores de superficie celular,
ocorre também o aumento da motilidade destas células e perda de sua capacidade de adesdo,
facilitando o processo estimulatério (CECHIM; CHIES, 2019; DALOD et al., 2014). Todos os
procedimentos para o isolamento de mondcitos in vitro podem ter impacto na diferenciacao em
mo-DC’s e ter relacdo com diferentes padroes de producdo de citocinas e interagdo com
linfocitos T. Ainda em estudos funcionais com mo- DC’s, a depender dos diferentes estimulos
pode-se gerar fendtipos celulares com potencial imunogénico ou tolerogénico. Sendo assim,

com o reconhecimento dos PAMP’s, estas células
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tendem a ativagdo de um fendtipo imunogénico e a eficaz ativagao de células T, do mesmo
modo, sob a presenga de citocinas anti-infamatérias como IL-10 no microambiente, assim
como, o contato com células apoptoticas, podem levar a sua tolerancia e induzir anergia de
linfécitos T. (ELKORD et al., 2005; SATO et al., 2002; STEINMAN, et al., 2000).

Em infecgdes virais, as células dendriticas desempenham uma acao antiviral importante
devido a sua fun¢do de apresentagdo antigénica direta e capacidade aumentada de estimulo de
linfocitos T imaturos. No contexto da COVID-19, Borcherding ef al. (2021) demonstraram que
as DC’s tém a sua eficacia de apresentacdo antigénica diminuida em pacientes que sofreram
dano alveolar difuso em decorréncia da infeccdo por SARS-CoV-2 devido a maturagao
prejudicada destas células e a dificuldade de migracdo aos linfonodos. Pesce et al. (2021)
demonstraram um potencial mecanismo alternativo de apresentagdo antigé€nica indireta com a
evidéncia de que vesiculas extracelulares (VEs) derivadas de DC’s de pacientes infectados com
SARS-CoV-2 apresentaram em seu conteudo a proteina Spike do virus, assim como,
marcadores de suas células de origem, como HLA-DR e CD86, levando a entender que os
exossomos destes pacientes também assumem neste contexto uma funcdo de veiculo
apresentador de antigeno. Neste mesmo trabalho, constatou-se in vitro a indugao de ativacao de
linfécitos T CD4" por exossomos de pacientes com sintomas leves da COVID-19. In vivo, as
mo-DC'’s se apresentam em estado inflamatorio e se colocalizam em areas especificas de células

T (CHEONG et al., 2010).

1.3 Vesiculas Extracelulares (VEs)

As vesiculas extracelulares (VEs) tém sido foco de muitos estudos nos ultimos anos
devido a suas diversas aplicacdes como biomarcadores de prognosticos, seu potencial
terapéutico € uso em vacinas e tecnologias de drug delivery, dentre outros. De acordo com a
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares em seu Ultimo guideline publicado em
2023 (MISEV 2023), as vesiculas extracelulares se definem como particulas liberadas das
c€lulas, delimitadas por uma membrana com bicamada lipidica, incapaz de realizar
autorreplicacdo. Estas particulas podem ser liberadas de forma natural ou induzidas por diversos
estimulos, como na presenca de determinadas patologias. As VEs podem carrear diversas
moléculas, peptideos, material genético, dentre outros de sua célula de origem e sdo capazes

de penetrar em células alvo, dispensando seu conteudo, sendo cruciais na
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comunicacdo intercelular. As VEs ja sdo encontradas nos mais diversos tipos de fluidos
corporais como sangue, plasma, saliva, s€mem, urina, leite materno, dentre outros (ALBERRO
et al., 2021; ARRAUD et al., 2014; CHUTIPONGTANATE et al., 2022; FOOT; KUMAR,
2021; KARPMAN et al., 2017; ZHAN et al., 2020).

No contexto das doengas, as VEs podem exercer diferentes papéis devido ao seu
comportamento ¢ capacidade de sinalizacdo, se tornando um importante mecanismo nas
respostas contra infec¢des, doengas tumorais, respiratorias e endoteliais, atuando
principalmente na modulagdo imunolédgica. Na infeccao pelo SARS-CoV-2, por exemplo, as
VEs sdo capazes de mediar o transporte viral célula-célula e inibir a resposta a anticorpos
neutralizantes (XIA et al., 2023). Na infec¢ao pelo virus ZIKA as VEs sdo encontradas
carreando a proteina viral E, e estabelecendo resposta de anticorpos neutralizantes (ZHAO et
al.,2023). No contexto do HIV, as VEs podem expressar moléculas CD4 em sua superficie que
interagem com o virus e dificulta sua interacdo com as células alvo (DIAS et al., 2018). Em
tumores, por exemplo, as VEs derivadas de células T reguladoras podem suprimir a atividade
células T CD4" e CD8" através de miRNA’s presentes em seu contetido como uma estratégia
de evasdo do sistema imune (MARAR et al., 2021). Segundo revisao feita por Xie et al. (2022),
exossomos derivados de células tumorais desempenham papel imunosupressor em varias
células do sistema imune. Em células dendriticas, ha a inibi¢do de sua diferenciagdo e maturacao
na presenca das vesiculas de tumor, bem como, estas vesiculas também estiveram associadas a
atenuacao de moléculas co-estimulatorias em DC’s e aumento de citocinas inibitorias como
TGFp and PGE2. Em doengas respiratorias as VEs tém demonstrado seu importante papel na
imunomodulag¢d@o como na fibrose pulmonar idiopatica, conforme mostrado por Makiguchi et
al. (2016), que evidenciaram a presenca de marcadores como o miRNA 21-5p derivado de
exossomos, como preditor de mortalidade. A formacao e liberacio de VEs induzidas pela
hip6xia em tecido pulmonar podem estimular macréfagos alveolares a expressarem as citocinas
inflamatorias IL-6 e TNFa promovendo resposta inflamatdria durante a injuria pulmonar na
sindrome do desconforto respiratério agudo (MOON et al., 2015). Em doencas endoteliais e
sindrome coronaria aguda ja se € estabelecido que ha o aumento de microparticulas (que
englobam microvesiculas e ectossomos) na circulacdo de pessoas acometidas com a doenga
(Yamada, 2021). Estes estudos evidenciam o importante papel das VEs em diversos

mecanismos fisiopatoldgicos e imunologicos.
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1.3.1 Exossomos

Os exossomos sdo um dos tipos de vesiculas extracelulares (VEs) que possuem
membrana com bicamada lipidica e se originam nos endossomos dentro de diversos tipos
celulares. Possuem um tamanho que pode variar de aproximadamente 30 a 150 nm. Além dos
exossomos, o grupo de VEs abriga as microvesiculas e corpos apoptoticos. Os exossomos se
formam a partir dos corpos multivesiculares nas células dentro dos endossomos primarios e
podem carregar diversos conteudos de sua célula de origem como, por exemplo, proteinas,
RNA’s bioativos (mMRNA, miRNA) e lipideos, assim como, sdo capazes de levar tais conteudos
de uma célula a outra, sendo atualmente consideradas fundamentais no papel de comunicacao
intercelular (Figura 6) (VALADI et al., 2007; ZHANG et al., 2019). O processo de origem e as
funcdes dos exossomos os diferenciam das microvesiculas e dos corpos apoptoticos. O
Complexo de Classificagdo Endossomal Necessario para Transporte (ESCRT) ¢ uma
maquinaria celular formada por uma sele¢do de quatro principais proteinas (ESCRT-0, I, 11, III)
que em associagao com outras proteinas acessorias desempenham fung¢des como o controle das
proteinas presentes na membrana plasmatica, a biogénese de vesiculas intraluminais, dos corpos
multivesiculares, lisossomos, como também, dos exossomos. O complexo ESCRT nao ¢ a inica
via responsavel pela biogénese dos exossomos, sendo também encontrados corpos
multivesiculares (MVB — multivesicular bodies) em células sem proteinas do complexo, o que
sugere uma via alternativa que pouco se conhece. Podem ocorrer simultaneamente formagdes
de MVB’s dependentes e independentes da maquinaria ESCRT (STUFFERS et al., 2009). As
tetraspaninas sao proteinas comumente encontradas na superficie dos exossomos, como CD9,
CD63 e CDS81 e estao envolvidas na formagao e liberagao de exossomos a partir da origem dos
corpos multivesiculares nos endossomos. A sele¢do de tais marcadores de superficie ocorre
através da invaginacdo das vesiculas no momento de sua formacdo dentro dos MVB’s

(HESSVIK; LLORENTE, 2018).
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Figura 6 — Biogénese dos exossomos e interacido celular. Os exossomos sdo um dos tipos de VEs e formam um
importante mecanismo de comunicagdo intercelular devido a sua estrutura e origem. Sdo capazes de carrear
diversos tipos de moléculas como RNA’s bioativos (miRNA’s, siRNA’s), lipideos, proteinas, dentre outras e
podem se conectar as células alvo de forma facilitada como fusdo, endocitose ou ligacdo direta por receptores.

Fonte: Adaptado de Tiwari ef al., 2021.

1.3.2 Microvesiculas

As microvesiculas compreendem um subtipo de VEs que atualmente se classificam no
grupo dos ectossomos (microvesiculas e microparticulas) (WELSH ef al. 2024) e se derivam
diretamente do brotamento externo da membrana plasmatica (Figura 7). Também possuem
bicamada lipidica e seu tamanho pode se sobrepor aos exossomos apresentando
aproximadamente 150 nm a 1000 nm (WILLMS et al., 2016). Sua geracdo e liberagao da célula
de origem se da através de rearranjos do citoesqueleto que induzem a membrana plasmatica a
se dobrar e liberar esta vesicula. As microvesiculas também sdo descritas no processo de
comunicacdo intercelular e aplicadas a diversos campos, principalmente sua influéncia no
cancer e na inflamagao (ASHOUB et al., 2024; GIDARO et al., 2023; JEPPESEN et al., 2023
PEDERSEN et al., 2022).
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Figura 7- Rotas de formacio das vesiculas extracelulares. Exossomos e microvesiculas possuem diferentes
origens nas células. Diversas proteinas, como as da familia das RAB’s e filamentos de actina estdo envolvidas no
processo de formagdo e enderegamento das vesiculas, assim como, sua liberagdo. Imagem de VAN NIEL et al.,

2018.

De acordo com a Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV —
International Society of Intracellular Vesicles), ao se trabalhar com tais vesiculas, uma série de
requisitos minimos para andlises devem ser levados em consideragdo, desde variaveis pré-
analiticas para sua obtencao, seu isolamento na amostra bioldgica até a sua caracterizagao. As
recomendacdes do ISEV também prevé o uso do no minimo trés técnicas para validar a etapa
de carateriza¢do, como usadas no presente trabalho. Existem diferentes técnicas que podem ser
aplicadas para a separacdo/isolamento das VEs em tecidos ou fluidos bioldgicos que variam de
métodos de baixa especificidade, como os kits de precipitagdo e centrifugagdo sem etapa
adicional de separagdo, a alta especificidade, como por exemplo, filtragdo combinada com outro
método para descarte de outros componentes presentes no material, como a ultracentrifugacao
(THERY et al., 2018). Antes da etapa de caracterizago, as amostras obtidas pelo método de
isolamento escolhido, devem passar por uma etapa de quantificacao total de proteinas. Na
caracterizacao geral, pelo menos trés marcadores proteicos devem ser encontrados, assim como,
um marcador negativo para VEs, como no uso da técnica de Western Blot, por exemplo.
Seguindo na etapa de caracterizagdo, deve-se usar técnicas aprofundadas de imagem para

visualiza¢do de tamanho, distribui¢ao e concentracao destas
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vesiculas como a microscopia eletronica e a analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA —
Nanoparticle tracking analysis) (THERY et al., 2018).

Atualmente uma gama de estudos demonstram o papel dos exossomos na patogénese de
determinadas doengas como cancer e infecgdes virais (ANDERSON; KASHANCHI,
JACOBSON, 2016; JU et al., 2021; KALLURI et al., 2016). Na infec¢do por COVID-19,
alguns estudos ja demonstram o papel dos exossomos no espalhamento viral, no carreamento
de particulas, RNA’s e proteinas virais, como também na apresentacdo de antigenos, onde os
exossomos de pacientes infectados por SARS-CoV-2 apresentaram maiores niveis de MHC-II
(PESCE ef al., 2021). Andlises protedmicas visando avaliar a carga exossomal de pacientes
infectados por SARS-CoV-2 também j4 revelaram a ligacdo de diversas proteinas encontradas
com a atividade do sistema complemento, ativagdo da coagulacio e atividade de transporte,
fungdes muito importantes na fisiopatologia da COVID-19 (BARBERIS et al., 2021;
GAMBARDELLA et al., 2020; PESCE et al., 2021).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar aspectos de ativacdo e de imunorregulagdo fenotipica e funcional de vesiculas
extracelulares (VEs) derivadas de pacientes com COVID-19 sobre células dendriticas derivadas

de mondcitos (mo-DCs).
2.2 Objetivos especificos

e Isolar vesiculas extracelulares a partir de plasma de pacientes com COVID-19, com
Sindrome Respiratéria (SRAG) (RT-PCR negativo para Covid-19) e de doadores

saudaveis (grupo controle);

e (Quantificar e caracterizar as vesiculas extracelulares purificadas a partir do plasma de
pacientes (COVID-19 e SRAG) e de doadores saudaveis por andlise de rastreamento de

nanoparticulas, western blot e microscopia eletronica de transmissao;
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e Avaliar e comparar o fenotipo de mo-DC’s de doador saudével, diferenciadas in vitro,
apos tratamento com VEs de pacientes com COVID-19 (DC/VE COV), SRAG (DC/VE
SRAG) ou grupo controle (DC/VE CTRL);

e Avaliar o perfil de ativagao dos Linfocitos T através de uma reagao leucocitaria mista
(MLR) em co-cultivo com as mo-DC’s ap6s expostas as VEs de pacientes com COVID-

19, SRAG e doadores saudaveis.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Descricao da populagao de estudo

Os pacientes participantes do estudo foram selecionados previamente no Hospital da
Baleia, situado em Belo Horizonte, Minas Gerais, durante os anos 2020 ¢ 2021, dos quais foram
obtidas amostras de sangue venoso para as analises. O presente estudo esta aprovado pelo
Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), Projeto CAAE N° 30428720.3.0000.5091,
conforme parecer 3.979.661. Foi preenchida uma ficha clinica para cada paciente, apds
esclarecimento acerca dos objetivos do estudo, leitura e assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE). Os prontuarios dos pacientes selecionados foram analisados para
obtencao de dados clinico-laboratoriais. O grupo controle foi constituido de individuos adultos
saudaveis que tiveram as amostras de sangue coletadas na Faculdade de Farmacia da UFMG

no ano de 2018, portanto negativos para COVID-19.

3.1.1 Critérios de Inclusio e Exclusdo nos Grupos

a) Grupo de Pacientes

Critérios de inclusao

Foram selecionados pacientes com idade superior a 18 anos com diagnostico confirmado
de COVID-19 por RT-qPCR e pacientes classificados com Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SRAG) que tiveram exame RT-qPCR negativo para SARS-CoV-2. Os pacientes infectados
por SARS-CoV-2 foram classificados como COVID-19 moderado/grave e selecionados na ala

classificada como “COVID” do hospital, sob internacdo, incluindo
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individuos que obtiveram alta apds tratamento, assim como, Obitos em decorréncia de

complicagdes associadas a doenga.

b) Grupo Controle

Critérios de inclusao
Fizeram parte do grupo controle individuos saudaveis, adultos, pareados por idade e
sexo, coletados anteriormente ao inicio da pandemia de COVID-19 na Faculdade de Farmaécia,

UFMG.

Critérios de exclusiao
Foram excluidos individuos com comorbidades, como neoplasias, doenga renal ou

hepatica cronica e doengas autoimunes.

3.1.2 Amostras de sangue periférico

As amostras de sangue periférico de pacientes com COVID-19 e SRAG foram coletadas
pela equipe médica do hospital por puncao venosa em tubos de 9 ml contendo anticoagulante
acido etileno diamino tetra-acético (EDTA), obedecendo normas de seguranca. As amostras de
sangue periférico de doadores saudaveis também foram coletadas em tubos de
9 ml contendo anticoagulante 4cido etileno diamino tetra-acético (EDTA), obedecendo normas
de seguranga. No laboratorio, as amostras foram centrifugadas a 1200 g por 20 minutos para
obtencdo do plasma, que foi estocado em freezer a -80 °C para posterior obtencao das VEs.

Para a obtencdo de mondcitos para diferenciacdo em DC’s avaliadas neste trabalho, foi
coletado aproximadamente 100 ml de sangue periférico de doador saudéavel, do sexo masculino,
36 anos. A coleta foi realizada em tubos de heparina de 9 ml para separagdo e recuperagao de
PBMC’s por centrifugacdo. A coleta e processamento foram realizados no laboratério de
Imunoparasitologia, do departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias

Biolégicas da UFMG.
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3.2 Vesiculas Extracelulares

3.2.1 Isolamento e quantifica¢cdo de Vesiculas Extracelulares

As VEs foram isoladas a partir do plasma de doadores dos grupos COVID-19, SRAG e
grupo controle individualmente em um volume de 100 microlitros diluidos 10X em PBS 1X
estéril. Para obtencao de VEs a partir do plasma com o enriquecimento de pequenas vesiculas
(< 200 nm), foram utilizadas diferentes etapas de centrifugacdo de acordo com adaptagao do
protocolo de Théry et al., 2006. Resumidamente, o plasma foi descongelado, em seguida foi
submetido a uma centrifugacao de 17.000g por 45 minutos, 4°C para sedimenta¢ao e eliminag¢ao
de complexos proteicos e microvesiculas. Em seguida, o sobrenadante foi submetido a
ultracentrifugag@o a 100.000 g por 70 minutos, 4°C, em rotor de angulo fixo (Beckman Coulter).
O pellet obtido dessa primeira ultracentrifugagdo foi ressuspendido em 1 ml de PBS estéril
(Phosphate Buffered Saline) e novamente ultracentrifugado a 100.000 g por 70 minutos, 4°C,
para obtengdo do pellet contendo VEs de pequeno tamanho. Ao final da ultracentrifugacdo, o
pellet foi ressuspendido em 500 puL de PBS estéril, adicionado em microtubos com membrana
de 0,22 um (COSTAR®SPIN-X, Sigma) e centrifugados a 8.000 g por 5 minutos, para serem
filtrados e reter de possiveis microvesiculas indesejadas com tamanho superior a 220 nm e
maior pureza do material a ser utilizado nos ensaios biologicos.

Apos a recuperagao do filtrado em aproximadamente 500 pl de PBS 1x estéril, uma
aliquota de cerca 30 pl da suspensdo contendo as VEs foi utilizada para quantificacdo de
proteinas pelo ensaio com acido bicinconinico - BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific®),
seguindo as recomendacdes do fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada a 562 nm em
espectrofotometro (Versa Max, Molecular Devices). O restante da suspensdo de VEs foi

estocado a -80°C (Cold Lab).

3.2.2 Caracterizacao de vesiculas extracelulares

3.2.2.1 Western Blot

O método de Western Blot foi utilizado visando a identificagdo da proteina tetraspanina

CD9 (24 kDa), relacionada a biogénese dos exossomos, € o marcador TSG 101
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(45 kDa), uma proteina citosoélica relacionada a formagao dos corpos multivesiculares. Foi
realizado um pool de VEs de cada condi¢ao experimental (COVID-19, SRAG e grupo controle)
para que se sucedessem as analises de Western Blot. Aproximadamente 50ul de suspensdo de
VEs foram lisadas para obten¢ao do extrato protéico com 50uL de solucdo de lise (0,5% p/v de
NP-40, 100mM de Tris/HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, 1mM de NaVO3,
ImM de DTT, 1mM de PMSF, 200mM de NaCl, 25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina) e
deixadas em banho de gelo por 15 minutos. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 12.000
rpm em microcentrifuga (TermoFisher — 175 mm de diametro) por 15 minutos a 4°C e
armazenado a -20°C até o momento do uso. Apos lise, as proteinas totais das VEs foram
quantificadas utilizando o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) de acordo com as
normas do fabricante. A leitura foi feita em espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular
Devices) no comprimento de onda de 595nm. As absorbancias das amostras foram comparadas
com as absorbancias das curvas padrao construidas e as concentragdes dos extratos foram
calculadas e expressas em mg/mL. Os extratos proteicos totais (20pg), foram desnaturados com
tampao LB5X (10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05% azul de bromofenol,
0.25M Tris/HCI pH 6,8), associados ao banho seco (LGC biotecnology) a 100°C durante 5
minutos. Os fracionamentos das proteinas ocorreram em géis de 10% de poliacrilamida/SDS
(Sulfato de Sodio) com subsequente transferéncia para membranas de nitrocelulose
(HybondTM ECLTM, GE Healthcare). Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com
PBS-Tween 0,1% contendo 5% de leite em p6 desnatado por, no minimo, 1 hora e lavadas com
PBS-Tween 0,1%. Estas membranas foram incubadas com os 1:500 do anticorpo anti-CD9
(ImmunoTools), 1:1000 para o anti-TSG 101 (Santa Cruz Biotechnology) a 4°C overnight.
Apos concluidas trés lavagens com PBS-Tween 0,1% as membranas foram incubadas, durante
1 hora, a temperatura ambiente, com 1:3000 do anticorpo secundario policlonal conjugado a
peroxidase anti-IgG2a de camundongo (Santa Cruz, Biotechnology). Em seguida, na presenca
da solugdo reveladora ECL-Plus (GE Healthcare), a membrana foi exposta contra filme de raios-
X (Hyperfilm ECL, GE Healthcare) e reveladas utilizando-se revelador e fixador (Kodak), de

acordo com indicagdes do fabricante.

3.2.2.2 Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

A analise do tamanho e concentragdo de VEs resultantes do isolamento foi realizada

por meio da técnica de andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) através do
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equipamento NanoSight NS300 (Malvern Instruments Ltd., UK) no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Faculdade de Farmacia, como também, no Laboratério de Biofisica de
Sistemas Nanoestruturados do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. As amostras de
suspensdo de VEs foram processadas em pools de cada condi¢cdo experimental (COVID-19,
SRAG e grupo controle). A diluicao usada no sobrenadante de VEs para leitura foi de 1:100.
Um arquivo de video foi gerado capturando o movimento browniano das particulas e os dados
graficos de tamanho e concentragao das vesiculas foram gerados pelo equipamento apds leitura
das amostras. O NanoSight gera um material de anélise confidvel devido a sua alta resolugdo e

menores chances de interferéncia de leitura.

3.2.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A analise de VEs por microscopia eletronica de transmissao foi realizada no Centro de
Microscopia da UFMG, seguindo seu protocolo interno. A microscopia eletronica de
transmissdo por contrastacdo negativa e a técnica de criomicroscopia foram realizadas como
mais um método de caracterizacdo. As amostras de suspensao de VEs foram processadas em
pools de cada condi¢do experimental (COVID-19, SRAG e grupo controle). Para o método de
contrastagdo negativa houve o preparo da grid (lacey carbon de 300 mesh EMS) previamente
submetida ao glow discharge durante 1 minuto a 10mA com argonio. Em seguida, 3 microlitros
da amostra foram depositados na grid e ap6s 1 minuto o excesso de material foi retirado com
auxilio de um papel filtro. A contrastacdo foi realizada com 3ul acetato de uranila, durante 30
segundos e o excesso foi retirado com papel filtro. A amostra foi analisada em microscopio
eletronico de transmissdo (Tecnai G2-12 — Spirit Biotwin FEI — 120 kV). As imagens foram
adquiridas através da camera CCD com tensdo de 60Kv. Objetivando maior resolucdo de
imagem e mais detalhes na estrutura dos exossomos, o0 método de criomicroscopia também foi
adicionalmente realizado a partir do preparo da amostra por plunge freezing, congelamento em
etano liquido de amostras fluidas, depositadas sobre telas (grades) de microscopia eletronica,

para posterior analise em microscopio eletronico de transmissao.

3.3 Avaliacao do efeito de VEs na diferenciacio de mo-DC’s

3.3.1 Processamento de PBMC’s para obten¢iao de mo-DC’s
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Os mondcitos a serem diferenciados em células dendriticas foram obtidos a partir do
processamento de PBMC’s (células mononucleares do sangue periférico) de doador saudavel.
Foi coletado cerca de 100 ml de sangue periférico em tubos com o anticoagulante heparina de
9 ml (Vucuplast) e processadas utilizando Ficoll-Paque Plus (Cytiva, Sweden). Ap6s adicao do
sangue no Ficoll-Paque na proporcao Ficoll-sangue (1:3), os tubos foram centrifugados a
200 g por 40 minutos (ThermoScientific), a 15°C. A camada referente as PBMC’s, foi
cuidadosamente coletada de cada tubo e transferida a um novo tubo estéril e lavada duas vezes
com volume final de 50 mL de PBS 1X estéril por centrifugagdo a 400g por 10 minutos, a 4°C
(Figura 8). O sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi ressuspendido em meio RPMI
incompleto (Cytiva). A contagem de células viaveis foi realizada utilizando o corante azul de
trypan 0,4%. Aproximadamente 1,5x10° células foram plaqueadas por pogo em 48 pocos (duas
placas de 24 pocos) (Kasvi) com o volume final de 500 pL de suspensao celular em meio RPMI
incompleto e foram mantidas em estufa de CO: (saturagdo 5%) por 4 horas a 37°C para

aderéncia dos mondcitos.

— > Ficoll

L Eritrocitos e

neutrofilos

Figura 8 - Obten¢ao de PBMCs do sangue total de doadores saudaveis. Amostras foram processadas através
de separagdo de densidade por gradiente de Ficoll (1200 g / 40 minutos) para posterior cultivo de mondcitos.
Representados na imagem as camadas derivadas da separacdo: plasma, PBMCs, Ficoll, e camada de neutréfilos e
eritrocitos. Fonte: Acervo pessoal.
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3.3.2 Diferenciacio de mondcitos em células dendriticas (mo-DC’s)

A deplegdo de vesiculas do soro fetal bovino (SBF) para suplementacdo do meio de
cultura, foi realizada pelo método de ultrafiltragdo, como descrito por Kornilov et al., (2018).
O método de deplegao de vesiculas do soro fetal ¢ crucial pois a presenca de tais vesiculas
podem interferir no estimulo celular e modular a resposta das células dendriticas. O método de
ultrafiltragdo consiste no uso de tubos do tipo Amicon 15 ml 100 kDa (Ref.: UFC910024,
100kDa Merk Millipore Ltd. Tullagreen, Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland) e centrifuga¢do do
soro a 3.000 g por 55 minutos. Segundo os autores, tal método se mostrou mais eficiente para
deplecdo no soro fetal do que a ultracentrifugagdo. A diferenciacdo de mondcitos e suas analises
fenotipica e funcional foram adaptadas a partir do protocolo de Saldanha (2020). Ap6s o periodo
de aderéncia dos mondcitos, o sobrenadante com as células ndo aderentes foi retirado, lavou-se
as cé€lulas aderidas com PBS 1X estéril, adicionou-se 500 uLL de meio RPMI com 10% de SBF
(depletado), 1% de ATB, e as citocinas rhIL-4 (50 ng/ml, e-Bioscience) e thGM-CSF (50 ng/ml
e Sigma Aldrich). O desenho experimental estd ilustrado na figura 9. As VEs isoladas de
pacientes COVID-19 ou SRAG ou grupo controle foram adicionadas no primeiro dia do
processo de diferenciacdo das células, apos a adicao das citocinas, na concentracao de 30ug de
suspensdo de VEs por poco tratado. As células foram cultivadas por 5 dias em estufa imida a
37°C e 5% de CO.. Na placa de cultivo, foi adicionado um pogo controle sem as VEs,
denominado SE contendo os mondcitos suplementado com o meio RPMI com 10% de SBF
(depletado), 1% de ATB, e adi¢do das citocinas rhIL-4 e rhGM-CSF, visando avaliar o efeito
da diferenciagdo sem as VEs. Além disso, foi adicionado um pogo para controle de
diferenciagdo de mondcitos em mo-DC’s, denominado Mon (Figura 9) que recebeu apenas o
meio RPMI com 10% de SBF (depletado) e 1% de ATB, sem a adi¢do das citocinas thIL-4 e
rhGM-CSF. No quinto dia de diferenciacdo, houve a adigdao de 50ng/mL de Lipopolissacarideo
(LPS) (Sigma) nos pocos de mo-DC’s na auséncia e presen¢a de VEs e deixado em cultura por
mais 48 horas, para maturacao das células dendriticas imaturas (iDC) e obtengao, portanto, de
c€lulas dendriticas maduras (mDCs) (Figura 10). Apds 48 horas de estimulo com LPS, as Mo-
DCs ja desprendidas foram coletadas do sobrenadante e posteriormente realizou-se etapas de
lavagens em gelo, para coleta do restante de mo-DC'’s, utilizando solu¢do de PBS-EDTA 4 mM
estéril (Tecknova), a fim de capturar as mo-DC’s frouxamente aderidas nos pogos para

prosseguir com a realiza¢do da imunofenotipagem das mo-DC’s.
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Figura 9 — Desenho experimental da avaliacio fenotipica e funcional das mo-DC’s sob o efeito de VEs. Apos
o isolamento e caracterizagdo de VEs extraidas do plasma, mondcitos de um doador saudavel foram cultivados na
presenca das citocinas GM-CSF e IL-4, para indu¢@o na diferenciagdo de monécitos em mo-DC’s, e estimuladas
com VEs. Foram adicionados na placa pogos que ndo recebram as citocinas GM-CSF e IL-4, representando o
controle da diferenciacdo das mo-DC’s (Mon — mondcitos). Os pogos sem VEs (SE) representam o controle da
influéncia do tratamento com VEs. O CTRL representa os pocos que receberam VEs do grupo controle; SRAG
pogos que receberam VEs extraido do plasma de pacientes SRAG, negativos para SARS-CoV-2, e COV os pogos
que receberam VEs de pacientes com COVID-19. No quinto dia foi adicionado LPS (Lipopolissacarideo) como
estimulo de maturagdo das iDC’s (células dendriticas imaturas) para chegarem ao seu estado maduro (mDC'’s).
Apbs 48 horas de estimulo houve a andlise fenotipica das mo-DC’s por citometria de fluxo avaliando seus
principais marcadores. Para andlise funcional as mo-DC’s também foram submetidas a co-cultivo com linfécitos
T alogénicos (derivados de outro doador) durante 5 dias e foi avaliado o perfil de resposta adaptativa induzida. O
protocolo de diferenciagdo e analise fenotipica e funcional foi adaptado de Saldanha, 2020. Fonte: Acervo Pessoal

(Criado em: BioRender).
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3.33 Analise fenotipica de mo-DC’s por citometria de fluxo

O fenétipo das mo-DCs geradas na auséncia e presenca de VEs de pacientes com
COVID-19 (DC/VE COV) e SRAG (DC/VE SRAG) e doadores saudaveis (DE/VE CTRL) foi
avaliado através da andlise da expressao de diferentes marcadores por citometria de fluxo.
Inicialmente as células foram lavadas com PBS, marcadas com o corante Live/Dead Yellow
Viability Assay (ThermoFisher / Ref. L34959) em uma dilui¢ao de 1:1000, no escuro, no gelo,
por 10 minutos, e lavadas com tampao FACS (PBS + 2% de SBF). O corante Live/Dead avalia
a viabilidade celular através da coloracdo de células com membranas comprometidas
penetrando e interagindo com as aminas livres presentes em sua superficie e no citoplasma. Em
seguida, houve a marcagdo com anticorpos extracelulares especificos para fenotipagem das mo-
DCs durante 30 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Foram usados anti- CD14 PE-Cy
7 (diluigao 1:40, BioLegend / cat. 301813), anti-CD11c APC (dilui¢do 1:100, Immunotools /
cat. 21487116), anti-CD86 Pacific Blue (dilui¢dao 1:100, BioLegend / cat. 305423) anti-HLA-
DR Perc-P (diluicao 1:40, BD Biosciences), anti-CD80 FITC (diluicao 1:40, Invitrogen / cat.
MAT1. 19590), anti PD-L1 PE (dilui¢do 1:40, BioLegend / cat. 393608). Apds a marcagdo, as
c€lulas foram lavadas e ressuspendidas em 200 pL. de tampao FACS 2% (PBS, 2% de SFB). A
aquisicao foi realizada no citometro de fluxo — LSR Fortessa e analisadas através do software
Flow Jo 10.9 (BD Biosciences), no Laboratorio Institucional de Pesquisa em Biomarcadores
(LINBIO), localizado no Departamento de Anélises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de
Farmacia da UFMG. Amostras com menos de 100 eventos foram excluidas das analises (Figura

10).
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Figura 10 — Estratégia de analise de mo-DC’s pela citometria de fluxo. Inicialmente foram selecionados os

gates delimitando a populagéo de células adquiridas (DCs), Singlets, para retirar a intereferéncia de agrupamentos
celulares e Time, para avaliar possiveis interferéncias no momento da aquisi¢do. A partir da delimitagdo destes
grupos, foi criada uma intersecdo gerada pelo comando boolean gate (make and gate) e a partir deste, foi
selecionado o gate de células vivas (SSC-A x Vivid’). A partir da selecdo da populagdo de células vivas houve a
analise das populagdes que determinam o fendtipo das células dendriticas. As analises demonstradas na figura

foram feitas no programa Flow Jo 10.9 (BD Biosciences). Fonte: Acervo pessoal.

3.4 Analise Funcional das mo-DC’s

34.1 Obtencao de Linfécitos T alogénicos para co-cultivo

Células T CD4" e CD8" foram obtidas através de PBMC’s de amostra de sangue
periférico coletado em tubos de 9 ml com anticoagulante heparina (marca Vucuplast) de doador
saudavel. As PBMCs foram isoladas segundo o protocolo descrito no topico 3.3.1 e adicionadas
em garrafa de cultivo celular (p25) (Kasvi) durante 6 horas para aderéncia dos monodcitos e

separacao inicial dos linfocitos. Em seguida, o sobrenadante com as células ndo
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aderentes foi coletado, centrifugado e as células foram contadas em camara de Neubauer. Foi
realizada a marcacdo extracelular para citometria em suspensao de 100ul contendo os
anticorpos anti-CD3 FITC (dilui¢ao 1:40, BioLegend / cat. 300306), anti- CD4 APC (diluicao
1:200, BioLegend / cat. 357408), anti-CD8 Perc-P (diluicdo 1:40, Elabscience) durante 30
minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Decorrido o tempo da marcagao, as células foram
lavadas e ressuspendidas em FACS 2% e levadas para o cell-sorting no citometro FACSAria
II (BD) na Plataforma de Citometria do Instituto René Rachou, Belo-Horizonte, Minas Gerais.
As células foram separadas de acordo com a expressdo de CD4 e CDS8 (Figura 11q

). ApOs a separagao, as células foram misturadas entre si, lavadas e contadas em laboratério.
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Figura 11 — Dot plot representativo da separaciio de linfécitos T CD4* e CD8". Os linfocitos foram
inicialmente selecionados usando os parametros de tamanho, granulosidade e singlet. Representados a esquerda
da imagem, o padrdo das células marcadas para CD3 e em seguida a sele¢do das subpopulagoes de células CD4 e

CDS. A direita, os graficos evidenciando o sucesso na separagio das populagdes. Fonte: Acervo pessoal.

3.4.2 Analise do perfil de resposta imune adaptativa gerada apos co-cultivo.

Apos o 7° dia de diferenciacdao as mo-DC’s foram submetidas a uma reagdo leucocitaria
mista (MLR do inglés: mixed leukocyte reaction) com o objetivo de avaliar o perfil de resposta

imune adaptativa induzido em linfécitos T alogenicos pelas mo-DC’s com
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as VEs. O teste realizado foi adaptado de Saldanha, 2020. As Mo-DCs foram obtidas de acordo
com o descrito no topico 3.3.2 e plaqueadas 1x10* por pogo. Apos a separagio de linfocitos T
CD4" e CD8", as células foram adicionadas ao mesmo tubo, lavadas e ressuspensas com meio
RPMI suplementado com 10% de SFB, e contadas. Os linfécitos T (1x10° células por pogo)
foram adicionados aos pogos contendo mo-DC’s, em uma proporg¢ao de 10:1, respectivamente.
Apo6s o quinto dia de co-cultivo, que corresponde ao 12° dia do inicio dos experimentos, as
células foram marcadas com um painel para avaliar o perfil da resposta imune adaptativa
observando o fenotipo das células T e a producdo de citocinas. Os anticorpos utilizados para a
marcacao dos painéis estdo descritos na Tabela 1. Para a avaliagdo da produgado de citocinas
intracelulares, foi usado o reagente Brefeldina A (BFA) que age inibindo o transporte
intracelular de proteinas e provocando a retencdo das citocinas produzidas no reticulo
endoplasmatico, o que possibilita a detec¢ao e quantificagdo das citocinas nas células. O BFA
foi adicionado em todos os pogos da MLR na concentra¢do de 03 pg/mL nas Gltimas 12 horas
de cultivo. Terminado o periodo de cultura da MLR, as células foram lavadas com PBS gelado,
marcadas com Live/Dead por 10min no gelo, lavadas com FACS 2%, marcadas com anticorpos
de superficie (Tabela 1) por 30min em temperatura ambiente ¢ novamente lavadas com FACS
2%. Para a marcagdo intracelular foi utilizado o reagente de fixagdo e permeabilizagdo do kit
eBioscience Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (ThermoFisher) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Em seguida as células foram marcadas com os anticorpos
intracelulares por 45 min no gelo e no escuro, depois foram lavadas 3 vezes e por fim
ressuspendidas em tampdo FACS 2% para aquisi¢@o no citometro de fluxo — LSR Fortessa do
Laboratério Institucional de Pesquisa em Biomarcadores (LINBIO), localizado no
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia da UFMG. As
analises foram realizadas através do software Flow Jo 10.9 (BD Biosciences). As estratégias de
analises usadas na citometria estio demonstradas nas Figuras 12, 13 e 14, respectivamente.

Amostras com menos de 100 eventos foram excluidas das analises.



Tabela 1 — Painéis de anticorpos usados para avaliacio da resposta imune adaptativa induzida

por mo-DC’s em reacao leucocitaria mista (MLR).
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Painel 1 — Perfil de Treg / PD-1/ CTLA-4 / IL-10

Conjugado Diluicao Marca / Catilogo
Live/Dead BV510 1:1000 Invitrogen / L34959
Anticorpos de Superficie
Anti- CD3 Alexa Fluor 700 1:40 Invitrogen / 56-0037-42
Anti-CD4 APC 1:200 BioLegend / 357408
Anti-CDS8 BV 570 1:100 BioLegend /301038
Anti-CD25 PE 1:40 Exbio / 1P-218-T100
Anti-CD127 FITC 1:20 Immunotools / 21811273
Anti-CTLA-4 PE/Cy7 1:100 BioLegend / 349906
Anti-PD-1 BV 605 1:40 BioLegend / 367406
Anticorpos Intracelulares
Anti-Fox-P3 Pacific Blue 1:20 BioLegend /300216
Anti-IL-10 Perc-P 1:40 BioLegend / 501418

Painel 2 — Perfil de producio de citocinas

Conjugado Dilui¢do Marca / Catalogo
Live/Dead AmCyan 1:1000 Invitrogen / L34959
Anticorpos de Superficie
Anti-CD3 BV 650 1:40 BioLegend /317324
Anti-CD4 APC 1:200 BioLegend / 357408
Anti-CDS8 BV 570 1:100 BioLegend /301038
Anticorpos Intracelulares
Anti-TNFa FITC 1:20 BioLegend / 502906
Anti- INFy Pacific Blue 1:20 BioLegend / 506526
Anti-IL-10 Perc-P 1:40 BioLegend /501418
Anti-IL-2 PE/Cy7 1:20 BioLegend / 506526

Fonte: Autoria propria
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Figura 12— Estratégia de andilise do Painel Citocinas. Inicialmente foram

selecionados os gates de Linfocitos, Singlets e Time que foram analisados nesta

ordem dentro da populagdo selecionada anteriormente para todas as amostras. Houve a selegdo da populagdo de células CD3" vivas (CD3*ViViD") a partir da populagdo Time.

Dentro de CD3", foram selecionadas as populagdes de CD4" (CD4*CD8 ) e CD8" (CD4°CD8"), e os gates das citocinas (IFNy, TNFa, IL-2 ¢ IL10) foram selecionados nas

populagdes de CD4*CD8- ¢ CD4-CD8" separadamente. Fonte: Acervo pessoal.
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gate CD127"% Fox-P3" gerando um fenétipo de Tregs: CD4* CD25" CD127"% FOXP3*. Fonte Acervo pessoal.
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3.5 Analises estatisticas

Os resultados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 7.04
(Dotmatics, Boston, MA). Os testes de Shapiro Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram
empregados para avaliar a normalidade da distribuicao dos dados. As comparagdes entre mais
de dois grupos foram realizadas pela andlise de variancia (one-way ANOVA) e
complementarmente o teste de Mann-Whitney para comparagdo entre dois grupos. Foi

considerado valor de p<0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados dos grupos amostrais

Para a obteng¢do das vesiculas extracelulares (VEs) utilizadas no presente estudo, foram
selecionadas amostras de plasma de pacientes internados no CTI do Hospital da Baleia, situado
em Belo Horizonte, Minas Gerais. Os pacientes foram confirmados positivos para COVID-19
através do exame molecular de RT-PCR no ano de 2020 e ndo eram vacinados para o SARS-
CoV-2. As amostras positivas para COVID-19 e as amostras de pacientes classificados como
portadores da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG), porém SARS-CoV-2 negativo,
foram separadas e pareadas por sexo e idade através do banco de dados do Departamento de
Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia, UFMG. O grupo controle usado
no presente trabalho deriva-se de amostras de individuos saudéveis coletadas em periodo
anterior a pandemia de SARS-CoV-2 e armazenadas no banco de amostras do laboratério de

Hematologia da Faculdade de Farmacia da UFMG. (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracteriza¢do dos grupos amostrais usados para o isolamento de vesiculas
extracelulares. A média de idade no grupo COVID foi maior principalmente devido ao
acometimento mais severo da doenga na populagdo idosa, tendo em vista, a coleta realizada na

ala CTI. Em todos os grupos houve maior nimero de pessoas do sexo feminino.

Caracteristicas gerais dos grupos

CTRL SRAG COVID-19
19 10 13
N amostral
43 -59 (49) 41— 62 (48) 35— 83 (60)
Idades (x)
15 (79%) 06 (60%) 06 (46%)
Sexo (F)
2018 2020 2020-2021
Ano de coleta
- - 13/13
RT-PCR +
- - 02/13
Obitos

Fonte: Autoria propria

Os pacientes com COVID-19 apresentaram sinais classificados entre moderado e grave
de acordo com o prontuario médico. Do total desses individuos, 2 (15%) evoluiram a 6bito € o
restante obtiveram alta médica. Foi observado que dos 13 pacientes com COVID-19, cinco
(38%) apresentaram a data de coleta do material para diagndstico molecular realizada apds o 7°
dia de sintomas, ou seja, fora do periodo recomendado pelas principais agéncias de saude,
mesmo assim 0 SARS-CoV-2 ainda foi detectado. Notou-se que os pacientes que apresentaram
quadro grave possuiam tipos mais diversos de comorbidades concomitantes a infec¢ao pelo
SARS-CoV-2. A hipertensdo arterial em pacientes com COVID-19 moderada e grave foi de
aproximadamente 85% (11/13) (Tabela 3). Os sintomas mais presentes nos individuos
infectados com quadros moderados e graves observados neste estudo foram tosse seca, dispneia,
dessaturacao de oxigénio e febre (Figura 15). Dos seis individuos com a classificagdao de quadro

grave, quatro apresentavam idades acima de 60 anos e cinco tiveram



52

detec¢do da infecgdo por RT-PCR apos o 5° dia de sintomas, dentre eles, em um caso a coleta

foi realizada no décimo dia ap6s o inicio dos sintomas.

Tabela 3 — Perfil geral dos pacientes com COVID-19 envolvidos no estudo. O grupo COVID

usado no estudo conta com pacientes com o quadro moderado e grave. Todos os pacientes

estavam internados na ala CTI do Hospital da Baleia situado em Belo Horizonte, MG.

Obitos

Comorbidades

Periodo de coleta apés os

primeiros sintomas

TOTAL

COVID Moderado

00

Diabetes (=03), Hipertensao
arterial (=06), Neoplasias (=03),
Obesidade (=01)

01 - 08 dias

07

COVID Grave

02
Depressdo (=01), Hipertensao
arterial (=05), Neoplasias (=01),

Trombose Venosa Profunda (=02),

, Obesidade (=01)

02 - 10 dias

06

Fonte: Autoria propria

H Cefaléia

H Dessaturagao
i Diarréia

H Dispnéia

H Fadiga

M Febre

i Mialgia

i Tosse seca
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Figura 15 - Principais sintomas associados a gravidade de COVID-19 nos pacientes selecionados no estudo.
Dentre os pacientes selecionados para o isolamento de VEs do plasma, os principais sintomas foram tosse seca,

dispinéia e dessaturacdo de oxigénio. Fonte: Acervo pessoal.

4.2 Isolamento e caracteriza¢dao de VEs do plasma

Ap6s o isolamento das vesiculas extracelulares de cada grupo experimental, as amostras
foram submetidas ao teste do acido bicinconinico do kit Pierce BCA Protein Assay, conforme
protocolo descrito pelo fabricante (Thermo Scientific®). Tais quantificagdes estdo

demonstradas na Figura 16.
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Figura 16 - Quantificacdo proteica pelo método de BCA. Marcadas em verde, estdo as concentragdes
encontradas nas amostras dos grupos Controle, SRAG e COVID-19. A menor concentragdo encontrada foi de 212
pg/ml (grupo controle) e a maior 1.307 pg/ml (grupo COVID-19/grave). Fonte: Acervo pessoal.

A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) aliada & microscopia eletronica de
transmissdo e a criomicroscopia validaram a presenca de VEs e seus marcadores. Algumas
técnicas como as citadas, assim como e Western Blot sdo amplamente utilizadas na
caracterizacdo dessas vesiculas. A concentragdo média de particulas/mL de cada grupo
experimental, a analise por MET e o resultado do método de Western Blot das vesiculas podem
ser visualizadas nas figuras 17, 18 e 19, respectivamente. Os métodos para a caracterizagao de
vesiculas foram padronizados a partir da formacdo de pools amostrais com suspensao de VEs

de cada grupo analisado no presente trabalho.
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Figura 17. Representaciio griafica da Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) de vesiculas
extracelulares. Amostras foram diluidas em 100x em agua estéril. Os valores de D90 das amostras estdo
representados na imagem indicando o tamanho maximo de vesiculas que representam 90% das particulas
analisadas. Fonte: Acervo pessoal.

As vesiculas apresentaram tamanhos maximos de aproximadamente 200 nm o que
corresponde com os tamanhos esperados apds etapa de filtragdo em 220 nm. As concentragdes
obtidas também foram consideradas favoraveis, porém, nao foram levadas em considerac¢ao

para o ensaio de cultivo celular pois as VEs foram usadas separadamente para esta finalidade.

(A) (B)

Figura 18. Imagens da Microscopia Eletronica de Transmissdo. Microscopia eletronica de transmissdo por
contrastagdo negativa com acetato de uranila. Escala das imagens: 200 nm (A) e 100 nm (B), respectivamente.
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(C) Criomicroscopia pelo método de plunge freezing evidenciando a bicamada lipidica que envolve o contetido
das VEs. As imagens representadas foram obtidas do pool de VEs do grupo COVID-19. Fonte: Centro de
Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais.

Exossomos e algumas microvesiculas sdo conhecidamente portadoras das proteinas
tetraspaninas, integrinas, algumas proteinas de choque térmico, proteinas relacionadas com
enderecamento como as Rab's, dentre outras (KOUREMBANAS, 2015; SIMONS; RAPOSO,
2012). No presente trabalho, o método de Western Blot evidenciou dois importantes marcadores
presentes nas VEs isoladas, a proteina CD9, uma tetraspanina, ¢ TSG101, importante proteina
citosdlica envolvida no complexo endossomal na formagdo dos exossomos (Figura 18). As
amostras usadas em pool para este método foram separadas em grupo moderado e grave para

melhor caracterizagdo e confirmagdo da presenca de VEs em ambos grupos.

COVID COWID

HD  SARS modersds  grave kDa

(A) (B) i
-}[l[]
- S0
coviD  COVID NSE (- . .

HD SARS  modersdz  grave TSG101
24D - .- CD9

- D9 25

Membrana corada com Ponceau S

Figura 19 - Expressdo de marcadores caracteristicos de exossomos e microvesiculas detectados em VEs
extraidas do plasma do grupo controle e pacientes portadores SRAG e COVID-19. Foram realizadas extragdes
de proteinas totais do pool de VEs para a andlise de duas proteinas relacionadas a biogénese de VEs pelo método
de Western Blot. (A) Revelagao de membrana indicando a presenga das bandas especificas TSG 101 (45kDa) e
CD9 (24kDa) e banda inespecifica (NSB) usada para normalizagdo. (B) Membrana corada com Ponceau. HD: do
inglés Healtly Donor (grupo controle). SARS: do inglés: Severe Acute Respiratory Syndrome (grupo SRAG).
Moderate COVID (grupo COVID-19 moderado) e Severe COVID (grupo de COVID-19 grave). Fonte: Acervo
pessoal.

O estudo de VEs no geral compreende um amplo campo de pesquisas que inclui

investigacdes acerca de sua biogé€nese, fungdes, alvos e suas potenciais aplicagdes em
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diversos campos das ciéncias biologicas. H4 algumas décadas apds a descoberta de tais
vesiculas pensava-se que suas fungdes eram basicamente relacionadas a descarga de
componentes nao necessarios para as c€lulas tornando-se meras carreadoras de “lixo celular”.
Apo6s anos de pesquisas mais aprofundadas no campo da Biologia Celular, verificou-se que as
VEs participam ativamente de variados processos bioldgicos, principalmente relacionados a
comunicagdo intercelular como no carreamento de diversas moléculas (lipideos, proteinas,
miRNA’s e outros RNA’s, material genético etc.) (COLOMBO et al.,2014; RECORD et al.,
2014; SKOG et al., 2008; VALADI et al., 2007; VAN NIEL et al., 2018; YANEZ-MO et al.,
2014). Os potenciais usos de tais vesiculas na terapéutica também se torna cada vez mais
estudado, como no carreamento de drogas (drug delivery) para diversas condi¢des patologicas
(FERREIRA et al., 2022; PEDRIOLI, et al., 2021; USMAN et al., 2018). As VEs sdo um
termo genérico para se abordar os seus tipos atualmente descritos como os mais conhecidos
€X0ssomos, microvesiculas e os corpos apoptdticos, embora haja atualmente mais designagdes
como os oncossomos ¢ ectossomos (JEPPESEN et al., 2023). A origem das microvesiculas se
da através do brotamento externo da membrana plasmatica e conteudos carreados a partir de
sua formagdo, como proteinas transmembranas e parte do conteudo citosolico da célula de
origem, ja 0s exossomos se originam através do brotamento interno da membrana plasmatica,
que se torna um endossomo multivesicular carreando vesiculas intraluminais futuramente
liberadas das células como exossomos. Proteinas da familia RAB sdo essenciais no trafico de
vesiculas na célula e sua consequente liberacdo. Alguns mecanismos sdo usados para que as
VEs se incorporem a célula alvo como fusdo de membrana, pinocitose e ligagdo a receptores
especificos que podem ocorrer através de sua ligagdo com os varios mediadores celulares como
as integrinas, tetraspaninas, lipideos, as caveolinas, lectinas, entre outros (JEPPESEN et al.,

2023; VAN NIEL et al., 2018).

A proteina do gene 1 de susceptibilidade ao tumor (TSG101) ¢ uma proteina citosélica
que em VEs pode estar relacionada a sua via de biogénese (em exossomos), como também,
pode participar do sorting de moléculas e receptores para a formagdo de microvesiculas
(CHOUDHURI et al., 2014; JEPPESEN et al., 2023; ZHANG et al., 2018). CD9 ¢é uma
proteina da familia das tetraspaninas e abundantemente encontrada em exossomos e pequenas
VEs (small ectosomes). Ha alguns anos a proteina CD9 esteve associada como um dos
marcadores especificos de exossomos, porém, assim como outras tetraspaninas (CD63 e CD81),
recentemente ja foi relatada em outras vesiculas de tamanho pequeno ndo sendo possivel

atribuir somente por sua presenc¢a, a denominagdo de exossomos (FORDJOUR et al.,
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2022; MATHIEU et al., 2021). Tendo em vista os recentes achados ¢ de acordo com o atual
guideline elaborado com as informagdes minimas para estudos com VEs (MISEV, 2023), neste
trabalho adotamos a denominagdo de vesiculas extracelulares ou VEs para referir-nos a tais
vesiculas derivadas do plasma, considerando que os métodos usados para sua caracterizagao
ndo sdo suficientes para determinar a sua biog€nese. As vesiculas isoladas apresentaram
tamanho médio de ~100-220 nm aproximando-se de tamanhos similares a exossomos e
pequenos ectossomos, como as microvesiculas. As concentragdes proteicas derivadas da
quantificacdo por BCA apresentaram uma média geral de aproximadamente 850 pg/ml. As VEs
foram usadas no presente trabalho como potenciais carreadoras de moléculas, proteinas,
complexos soluveis derivados de seus doadores na auséncia e na presenga de COVID-19 e
demais Sindromes Respiratorias Agudas. O sangue ¢ um dos principais recursos de VEs
estudadas atualmente, sendo assim, técnicas para obten¢do de VEs diretamente do sangue e seus
derivados (soro e plasma) ja estdo estabelecidas. As vesiculas secretadas no soro e/ou plasma
podem se originar de uma ampla gama de células, principalmente as células do sistema imune,
logo, o efeito de tais vesiculas nas células alvo vai depender de seu contetido e do
microambiente no qual elas foram geradas. (ARRAUD et al., 2014; HOLCAR et al., 2020;
SERRANO-PERTIERRA et al., 2019; ZHANG et al., 2022). As VEs podem

exercer um efeito modulador em células alvo, como demonstrado por Shlomovitz ef al. (2021)
onde vesiculas derivadas de células necroptoticas exercem a indugdo de secre¢do de citocinas
pro-inflamatéria de macrofagos, tornando-o mais responsivo. Budden ef al. (2021) também
evidenciaram que VEs derivadas de cé€lulas que ativam seus inflamassomos (complexo proteico
citosolico que atua no reconhecimento de patdgenos) carreiam em seu contetdo miRNA’s pro-
inflamatorios, como miR-155, miR124-3p, miR123-3p que atua possivelmente sinalizando sua

célula alvo, executando seu papel modulatorio.

4.3 Analise Fenotipica de mo-DC’s

As amostras de sangue foram processadas para obtengdo de PBMCs e diferenciacdo de
monocitos em células dendriticas, expostas sob o tratamento com VEs de COVID-19, SRAG
ou voluntarios sauddveis e em seguida, no 5° dia, maturadas com LPS para posterior andlise de
marcadores de superficie através da citometria de fluxo.

Foi adicionado no inicio da diferenciagdo de Mo-DCs as VEs derivadas de doadores
saudaveis (DC/VE CTRL) assim como, pacientes com COVID-19 (DC/VE COV) e SRAG

(DC/VE SRAG) com o objetivo de testar o efeito modulatdrio de tais vesiculas nas células.
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Ao fim da diferenciagdo foi analisada através da citometria de fluxo a expressdo de alguns
principais marcadores destas células de acordo com a estratégia de analise apresentada no topico
3.3.3 em Materiais e Métodos, na figura 10. Para que a diferenciacdo dos monocitos usados no
experimento fosse validada, houve o cultivo destas células sem diferencid-las e posterior
comparagdo de seu fenotipo com as células diferenciadas. A maior expressdo de CD14 foi
evidenciada em monocitos, enquanto em mo-DC’s houve baixa expressdo destes marcadores
(Figura 20). O marcador CD14 ¢ expresso em todas as linhagens conhecidas de mondcitos,
como os cléssicos, intermedidrios e nao cldssicos ja em células dendriticas derivadas de
monocitos, este marcador € muito pouco ou negativamente expresso (CRAVENS, 2003;
KAPELLOS et al., 2019; PALUCKA et al., 1998) sendo assim, possivel validar a etapa de
diferenciagdo nas mo-DC’s (Figura 20). Houve também o cultivo de mondcitos para
diferenciagdo em dendriticas na auséncia de VEs para validacdo dos resultados sem o
tratamento. A viabilidade de células dendriticas ndo foi alterada nos respectivos grupos

analisados, como mostrado na figura 21.
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Figura 20 — Comparacio fenotipica entre mondcitos e mo-DCs obtidos de doador saudavel. O marcador
CD14 foi usado para representar uma importante diferenca fenotipica entre os mondcitos e as mo-DCs com o

objetivo de validar a diferenciag@o celular. Analise obtida pelo software FlowJo v10.9. Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 21 — Viabilidade de mo-DC’s nos grupos analisados. Nao houve diferenga estatistica entre a viabilidade

de mo-DC’s analisadas e estimuladas com VEs de grupo controle (DC / VE CTRL), SRAG (DC/ VE SRAG) e

COVID-19 (DC/ VE COV). Em todos os grupos a viabilidade foi maior de 60%.

Foi realizada anélise das frequéncias e MFI (Intensidade Média de Fluorescéncia) dos
marcadores fenotipicos das mo-DC’s sob efeito de VEs de doadores saudaveis (DC/VE CTRL),
SRAG (DC/VE SRAG) e COVID (DC/VE COV) como demonstrado nas figuras 22 e
23. A frequéncia de mo-DC’s ndo estimuladas com VEs (SVE) expressando HLA-DR, CD80 e
CDl11c, assim como, os niveis de expressao (MFI) de HLA-DR, CD80, CD86 ¢ CD11c¢ nestas
c€lulas foram maiores quando comparadas com os grupos estimulados por VEs CTRL, SRAG
e COV (Figuras 22 e 23). As andlises de mo-DC’s ndo estimuladas por VEs foram realizadas a
partir um Unico controle com o sangue do mesmo doador de mondcitos, portanto ndo houve
comparagao estatistica com os demais grupos. Observou-se que o grupo que representa as mo-
DC’s SVE apresentaram pontos fora da dispersao entre os grupos tratados com VEs sugerindo
uma possivel maturacdo mais efetiva de mo-DC’s neste grupo. Nos grupos tratados com VEs,
a frequéncia de mo-DC’s expressando CD14, PD-L1 e CD80 foi similar (Figura 22 A, B e C,
respectivamente). A frequéncia de mo-DCs expressando CD86 foi diminuida no grupo DC/VE
COV comparado com os grupos DC/VE CTRL e DC/VE SRAG (Figura 22 D). A frequéncia
de mo-DC’s expressando HLA-DR e CD11c ¢ menor no grupo DC/VE COV comparado com
DC/VE CTRL (Figura 22 E e F, respectivamente). Foram avaliados também os niveis de
expressdao (MFI) das moléculas CD14, PD-L1, CDS0,
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CD86, HLA-DR e CDl11c (Figura 23). Encontramos que as mo-DC’s tem maior expressao de
CD14 no grupo DC/VE COV comparado com DC/VE SRAG (Figura 23 A). A expressdo de
PDL-1 e CD80 pelas mo-DC’s foi similar entre os grupos tratados com VEs do grupo controle,
SRAG e COVID-19 (Figura 23 B e C). A molécula CD86 que ¢ um marcador co- estimulatorio
e foi menos expressa nas DC/VE COV comparado com as DC/VE CTRL e DC/VE SRAG
(Figura 23 D). A molécula responsavel pela apresentagdo antigénica HLA-DR (MHC-II)
também esta menos expressa em DC/VE COV comparado com DC/VE CTRL (Figura 23 E)
indicando um certo grau de imaturidade destas células. Por outro lado, a expressao de CDl11c
foi maior tanto em DC/VE SRAG quanto em DC/VE COV comparados ao grupo DC/VE CTRL
(Figura 23 F), indicando que possivelmente a COVID-19 influencia na maturacdo e fendtipo de
mo-DC’s e sugere que as DC’s ap6s exposi¢do aos antigenos de doencas respiratorias agudas
adquirem maior capacidade de captacao, visto que o CDI11c¢ estd relacionado com o aumento
da fagocitose in vitro quando ligado a proteina do complemento (CR3) (BILSLAND et al.,
1994; VORUP —JENSEN et al., 2007) .
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Figura 22 — Frequéncia e expressio de marcadores em mo-DC’s. As Mo-DCs foram diferenciadas com as
citocinas IL-4 ¢ GM-CSF (50ng/mL) cultivadas sob influéncia de VEs isoladas de grupo controle (DC / VE
CTRL.), SRAG (DC / VE SRAG) e COVID-19 (DC / VE COV) logo no primeiro dia de diferenciagdo. A linha
tracejada representada nos gréaficos indica a frequéncia de mo-DC’s expressando cada marcador avaliado na
auséncia de VEs (SVE). (A) Frequéncia de mo-DC’s CD14". (B) Frequéncia de mo-DC’s PD-L1". (C) Frequéncia
de mo-DC’s CD80". (D) Frequéncia de mo-DC’s CD86". (E) Frequéncia de mo-DC’s HLA-DR". (F) Frequéncia
de mo-DC’s CD11c¢c*. As andlises foram realizadas pelo teste estatistico ANOVA seguidas pelo teste de Mann-
Whitney. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. A linha vermelha nos graficos representa a média geométrica entre

as amostras de cada grupo.
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Figura 23 — Analise dos niveis de expressao dos marcadores em mo-DC’s. As Mo-DCs foram diferenciadas
com as citocinas IL-4 e GM-CSF (50ng/mL) cultivadas sob influéncia de VEs isoladas de grupo controle (DC /
VE CTRL.), SRAG (DC / VE SRAG) ¢ COVID-19 (DC / VE COV) logo no primeiro dia de diferenciagdo. A
linha tracejada representada nos graficos indica o nivel de expressdo (MFI) de cada marcador avaliado em mo-
DC’s na auséncia de VEs (SVE) (A) MFI de CD14 expresso em mo-DC’s. (B) MFI de PD-L1 expresso em mo-
DC’s. (C) MFI de CD80 expresso em mo-DC’s. (D) MFI de CD86 expresso em mo-DC’s. (E) MFI de HLA-DR
expresso em mo-DC’s. (F) MFI de CDl1lc expresso em mo-DC’s. As andlises foram realizadas pelo teste
estatistico ANOV A seguidas pelo teste de Mann-Whitney. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. A linha vermelha
nos graficos representa a média geométrica entre as amostras de cada grupo. MFI (intensidade média de

fluorescencia).

As DC’s foram descobertas e descritas pela primeira vez na década de 70, pela equipe
do professor Ralph Steinmann. Essas células possuem uma grande importancia na conexao

entre a imunidade inata e adquirida, ¢ a partir de sua descoberta, cada vez mais t€ém sido
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estudadas suas fungdes como, por exemplo, seu papel em infecgdes diversas e autoimunidade.
As DC’s sao células apresentadoras de antigeno profissionais que reconhecem antigenos atraveés
de seus receptores de reconhecimento padrdao (PRR’s) como os TLR’s, processando- os € apos
estimulos que desencadeiam sua maturacdo (PAMP’s ou DAMP’s), se tornam muito eficazes
em apresentar e estimular linfécitos T naive, gerando respostas imunes especificas e
direcionadas ao patdgeno (ABBAS et al., 2014; GRANUCCI et al., 2008). Células dendriticas
ativadas mudam o seu fenodtipo conforme o estimulo recebido podendo apresentar aumento da
molécula de MHC-II, responsavel pela apresentagao antigénica, assim como, de moléculas co-
estimulatérias como CD86, CD80, CD40 e o receptor de quimiocina CCR7 se tornando uma
DC inflamatoria, com maior capacidade de migragdo para os linfonodos (HEMMI, AKIRA.,
2005; NAKANO et al., 2009; SEGURA, AMIGORENA., 2013), como

também podem apresentar papel tolerogénico, com a supressdo de seus marcadores de ativagao,
regulando a resposta imune. No presente trabalho, observaram-se altos niveis de expressao de
marcadores fenotipicos de mo-DC’s maduras em mo-DC’s SVE mesmo quando comparadas ao
grupo controle (DC/VE CTRL). Sabe-se que as VEs usadas neste estudo derivam-se de
doadores distintos do individuo doador de mondcitos, portanto, as VEs ja se apresentam como
alogénicas carreando potenciais antigenos diversos como as proprias moléculas HLA-DR
derivadas de seus doadores e podem potencialmente causar imunomodulacdo mesmo na
auséncia de condicdes patoldgicas.

DC’s com fendtipo tolerogénico tendem a menor expressdo de marcadores co-
estimulatorios e MHC-II, produgdo de citocinas anti-inflamatorias (TGFp, IL-10) e super-
regulagdo de moléculas inibitorias (PD-L1, CD95L) e possivel indugdo de apoptose em
linfécitos T (LIU, CAO., 2015; MORANTE-PALACIOS et al., 2021). Na literatura ainda nao
ha uma defini¢cdo concisa entre a denominacdo de DC’s tolerogénicas ou reguladoras, sendo
ambos os termos usados para se referir a DC’s que possuem fendtipo “imaturo” capazes de
estimular supressdo da resposta inflamatdria de algumas formas, como menor estimulo de
células T imaturas devido a perda de capacidade de migragdo, delecdo ou dimuicdo de sua
capacidade de desencadear o segundo sinal de resposta através de co-estimulagao (B7), inducao
de apoptose em linfocitos, bem como a secre¢do de citocinas anti-inflamatérias que atuarao no
microambiente impedindo a resposta e ativacdo de linfocitos (ANDERSON et al., 2008;
PASSERI et al, 2021). As DC’s reguladoras apresentam menores niveis de MHC 1II e
marcadores co-estimulatérios, maiores niveis de CD11b, secre¢do de IL-10 e TGFP e a
capacidade de indugdo de células T reguladoras, no entanto nao hd um consenso acerca de um

fenotipo estabelecido para esta populacao de DC’s (LI et al., 2008; ZHANG et al., 2020).
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Atualmente, estudos mostram que DC’s tolerogénicas ja sdo associadas ao cancer inibindo uma
resposta antitumoral pela supressdo de linfocitos T (MA et al., 2012; SHURIN et al., 2013).
Como uma estratégia de escape do sistema imune, alguns patdogenos levam a uma desregulagao
da resposta resolutiva levando a cronificacdo de algumas doengas, por exemplo, o virus da
hepatite C, virus do herpes simplex (HSV), como também o HIV, que atuam impedindo
diretamente a maturagcdo de DC’s e consequentemente seu padrao de secre¢ao de citocinas pro-
inflamatorias (CHENTOUFI et al., 2012; PACANOWISKI et al., 2001; SAROBE et al., 2003).
No contexto de doencas causadas por parasitas como a infeccdo por Leishmania e
Trypanossoma, estudos mostram que as DC’s tolerogénicas podem desempenhar um
importante papel para a manutengdo do estagio cronico das doengas desencadeadas por estes
agentes etiologicos sendo induzidas a promover a expansdo de Tregs in vitro e produzir
citocinas anti-inflamatdrias, respectivamente (KAUTZ-NEU et al., 2011; PONCINI et al.,
2008; SCHMIDT et al., 2012).

No contexto da infeccao pelos Coronavirus como o MERS-CoV (PROMPETCHARA
et al., 2020) e SARS-CoV-2 ja se ¢ estabelecido que algumas linhagens de DC’s desenvolvem
uma disfuncdo de sua maturagdo com a sub regulacdo de marcadores co-estimulatorios e MHC-
IT na presenga da doenga, que pode ser atribuida a uma estratégia de evasdo viral, embora,
segundo Bocherding e colaboradores (2021), essas células ndo sofram impedimento em sua
migracao para os linfonodos (BORCHERDING et al., 2021; BORGES et al., 2021; CHU et al.,
2014; SPIEGEL et al., 2006; ZIEGLER et al., 2005). As VEs adicionadas na diferenciagao de
monocitos em células dendriticas podem carrear algumas moléculas que potencialmente tenham
influéncia na modulacao dessas células como os miRNAs. Alguns estudos t€ém mostrado que
miRNA’s e longos RNA’s ndo codificantes (IncRNA’s) possuem capacidade de impedimento
da maturacao em DC’s, como o IncDC e os miRNA’S: miR-155, miR-27, miR-22, miR-146-a,
sendo todos estes miRNA'’s relatados, ja encontrados em VEs/exossomos em estudos prévios
(BAI et al., 2012; CEPPI et al., 2009; DUNAND- SAUTHIER et al., 2011; DUECK et al.,
2014; Ll et al., 2012; JIANG et al., 2019; MIN et al., 2012; NAHAND et al., 2020, WANG
et al., 2014; YE et al., 2021; ZHENG et al., 2021),
enquanto maiores niveis do miR-30b é encontrado em DC’s regulatorias (SU et al., 2013). Em
dados prévios derivados do nosso grupo de estudos, os miRNA’s miR-197-3p e miR-21- 5p
foram encontrados super regulados em VEs de pacientes apresentando infeccdo por SARS-
CoV-2 em quadros moderado e grave de COVID-19 pertencentes ao mesmo grupo de amostras
usadas no presente trabalho (dados ndo publicados). Segundo Shadbad et al. (2022), o miR-

197-3p esta associado com a inibicao de PD-L1 em células dendriticas associadas ao
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cancer de pulmao, diminuindo sua capacidade de estimular a exaustdo de linfocitos T CD8" via
ligacdo PD-1/PD-L1. O miR-21-5p ¢ um miRNA com efeito imunomodulatorio ja estabelecido.
Segundo Cui et al. (2017) este miRNA estd relacionado com a regulagdao negativa de 1L-12
gerando disfungdo de mondcitos e macrofagos em infec¢ao por bactérias do género Brucella,
como também o aumento do marcador PD-1 em linfécitos, influenciando na capacidade de
combate a infec¢dao. Este miRNA também esteve relacionado a degradacao do gene de CCR7,
impedindo a migracao de células dendriticas e sua fun¢do, assim como, ha relagdo de sua
superexpressao com o aumento da produgdo de citocinas anti-inflamatorias como TGFf e IL-
10 (SMIGIELSKA-CZEPIEL et al., 2013). O miR21-5p também apresentou-se sub-regulado
em DC’s maduras nos achados de REIS et al. (2018).

Yang et al. (2020) demonstram que as mo-DCs sofrem uma redu¢do em sua viabilidade
quando infectadas in vitro com SARS-COV-2 , revelando efeito citopatico da doenga nesta
linhagem celular, no entanto, este aspecto nao foi observado no presente trabalho, na presenca
de VEs (Figura 21). Nossos achados que revelam uma menor quantidade e niveis de expressao
do marcador CD86 sob o efeito de VEs derivadas da COVID-19, corroboram com achados de
Zhou et al. (2020) que observaram menor expressao de marcadores co-estimulatorios em DC’s,
assim como diminui¢ao nos niveis de Interferon nas DC’s em pacientes com a doenca em fase
aguda e convalescentes. A sepse, condi¢cao provocada em muitos dos casos severos da COVID-
19, também pode apresentar relagdo com o carater fenotipico imaturo de células dendriticas

(CAO, YU, CHAY, 2019; PASTILLE et al., 2016).

4.4 Analise funcional das mo-DC’s geradas sob o estimulo de vesiculas
extracelulares.

As mo-DC’s tratadas com as VEs foram entdo co-cultivadas com linfocitos T CD4"
CD8" obtidos por meio de sorteamento de linfocitos alogénicos (derivados de outro doador), a
fim de avaliar a resposta imune adaptativa através do padrao de citocinas produzidas, assim
como, pelo fenotipo de células T mediante uma reagdo leucocitaria mista (MLR). A MLR ¢
uma técnica de estimulacdo linfocitaria por aloantigenos expressos pelas DC’s em seus MHCs
como o HLA em humanos, visando avaliar o padrdo de resposta imune desencadeada pelas
DC’s e a capacidade das populacdes de linfocitos em responder ao estimulo. Deste modo, a

MLR tornou-se um método muito eficaz na avaliagao de indugao de resposta primaria desde a
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década de 80. A capacidade proliferativa de linfocitos e a produgdo de células T citotoxicas se
mostram mais evidentes na reacdo mista do que estimulo direto por antigenos especificos
(KNIGHT et al., 2011; MACATONIA et al.,1989).

Como representado na Figura 10 em Materiais ¢ Métodos, foi usada uma estratégia de
analise de gates da citometria de fluxo partindo da marcagao de células vivas (VIVID") e células
CD3" para suceder com as proximas analises derivadas de cada painel. Ndo houve diferenca
significativa na viabilidade de células T em co-cultivo com mo-DC’s quando comparadas entre
os grupos (Figura 24). Os linfocitos T CD3" vivos de todos os grupos tiveram uma baixa
frequéncia (média geométrica abaixo de 20%), o que pode ser atribuido aos métodos de

obten¢ao e separacdo, assim como, a propria indugdo da reagdo leucocitaria mista (MLR).
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Figura 24 - Representa¢io grafica da viabilidade de células T CD3". Frequéncia de células T CD3* VIVID-
provenientes da cultura de MLR entre linfocitos T e mo-DC’s tratadas com VEs de voluntarios saudaveis (Linf +
DC / VE CTRL), SRAG (Linf + DC / VE SRAG) ou COVID-19 (Linf + DC / VE COV), na proporgdo de 10:1.
Fonte: Acervo pessoal.

Em nossos achados, observamos que a frequencia de linfocitos T CD4" é similar entre
os grupos apos a MLR (Figura 25 A). No entanto, a frequéncia de linfocitos T CD8" é maior no
grupo Linf + DC/VE SRAG comparado com os grupos Linf + DC/VE CTRL e Linf+ DC/VE
COV (Figura 25 B). Por outro lado, o grupo Linf + DC/VE COV tem maior frequencia de
c€lulas Tregs comparado tanto com Linf + DC/VE CTRL quanto com Linf + DC/VE SRAG
(Figura 25 C) demonstrando um potencial papel das VEs de pacientes com COVID-19 na

modulacdo do perfil das mo-DC’s e consequentemente na regulacdo da
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resposta imune adaptativa sugerindo um possivel mecanismo alternativo de escape viral. Nas
populacdes de TRegs houve um menor n amostral devido a baixas contagens celulares nas
analises realizadas, portanto as analises sucederam-se apenas quando o niumero de células era

igual ou maior que 100 células.

Figura 25 — Frequéncias de populagdes de linfocitos T CD4" CD8* e TRegs. No co-cultivo realizado foram
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plaqueados 1x10° linfocitos por pogo com 1x10* mo-DC’s (10:1). Apés o 5° dia as células foram marcadas e
adquiridas por citometria de fluxo e em seguida analisadas baseadas em suas frequéncias (%). Os eixos y dos
graficos mostram os grupos analisados com linfocitos alogénicos + mo-DC'’s tratadas com VEs de grupo controle
(Linf+ DC / VE CTRL) ou SRAG (Linf + DC / VE SRAG) ou COVID (Linf + DC/ VE COV), respectivamente.
As analises foram realizadas pelo teste estatistico ANOVA ( * p <0,05; ** p <0,01; *** p

<0,001) seguidas pelo teste de Mann-Whitney ( * p <0,05; ##p <0,01; *## p <0,001).

No contexto da COVID-19 ¢ bem estabelecido que pode haver redugdo nas contagens
de T CD8" de acordo com o grau de severidade da doenga (PENALOZA et al., 2021; YANG
et al., 2024; ZHANG, WU., 2020). Em doencas infecciosas com origem no trato respiratorio
que podem ser incluidas na classificagdo da SRAG, a resposta de linfocitos T CD8" se torna de
extrema importancia devido a sua atuagdo frente ao clearance viral com a ativagado de linfocitos
T citotdxicos especificos, até a sua capacidade de formacao de memoria levando a recuperagao
das infecgdes (CARBONE, 2023; DOHERTY et al., 1997, SCHMIDT e¢ VARGA, 2018). O
aumento desta populagao de células pdde ser observado em nosso trabalho, onde houve maior
producdo de T CD8" apods o co-cultivo com mo-DC’s estimuladas com VEs de individuos
classificados como SRAG. As VEs podem exercer um papel fundamental para manutengao do
estimulo de linfocitos T como, por exemplo, através de seu efeito prévio em células dendriticas.
Este aspecto pode ser discutido apos nossas evidéncias de modulagdo no fenotipo e
consequentemente, na funcao das células dendriticas que podem ter se tornado pouco capazes
de estimular uma resposta efetiva de linfocitos T CD8”, assim como, a produgdo de linfocitos

T reguladores pode ocasionar redugdo funcional de T CD8"
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(YANG et al., 2024). Varios estudos tém sido conduzidos nos ultimos anos mostrando a
capacidade de DCregs induzirem a producdo de Tregs e alguns mecanismos que contribuem
para a produgdo/diferenciagdo destas células, como por exemplo, a producao de IL-10 e TGF-
beta por DC’s e a diferenciacdo de DC’s in vitro estimuladas por acido retindico gerando uma
linhagem capaz de estimular Tregs (CARRIER et al., 2007; DAWICKI et al., 2017; GORDON
et al., 2014; NESS et al., 2021; RITPRAJAK et al, 2019; SCHULKE, 2018;
THOMSON et al., 2016). A relagdo entre DCregs e Tregs possui um efeito feedback ja
evidenciado por Shevach (2009), onde células T reguladoras (Fox-p3") podem manter a
imaturidade e reduzir o nivel de expressao de moléculas apresentadoras de antigenos em APCs.
Sendo assim, em nossos resultados, a maior frequéncia de linfocitos Treg pode ser atribuida ao
estimulo produzido por DC’s com fenétipo regulador/tolerogénico.

Em seguida, verificou-se a expressao das moléculas PD-1 e CTLA-4 nas células T CD4,
CDS8 e Tregs. PD-1 ¢ uma conhecida molécula inibitéria em linfocitos, impedindo sua ativagao
por meio de sua ligagdo com seu ligante em APCs (PDL-1). CTLA-4 exerce papel regulatério
em linfocitos sendo antagonista de CD28 e induz a tolerancia periférica. Devido as condigdes
da MLR, envolvendo linfécitos alogénicos, o marcador PD-1 foi muito frequente em linfécitos
no geral apresentando uma média acima de 10% em todas as condi¢des experimentais. Além
disso, observamos diferencas importantes na frequéncia ou MFI de PD-1 pelos linfocitos T
CD4, CDS8 e Tregs. Apesar de ndo haver diferengas na frequéncia de células T CD4 PD1", nota-
se uma diminui¢cao na MFI de PD-1 em células T CD4 no contexto de Linf
+ DC / VE SRAG e Linf + DC / VE COV comparado com Linf + DC / VE CTRL (Figura 26
A). Somando-se a isso, encontramos aumento na frequéncia de linfocitos T CD8 PD1" no grupo
Linf + DC / VE COV comparados com os demais grupos Linf+ DC / VE CTRL e Linf
+ DC / VE SRAG (Figura 26 C). Ainda, o MFI de PD1 nos linfocitos T CD8 proveniente do
grupo Linf + DC/ VE COV e Linf + DC / VE CTRL ¢ maior comparado com Linf + DC / VE
SRAG (Figura 26 C). Apesar de ndao haver diferengas na frequéncia de células Tregs PD1+
entre os grupos, a MFI de PD1 das Tregs do grupo Linf + DC / VE COV ¢ menor comparado
com o Linf + DC / VE SRAG (Figura 26 E). A frequéncia de linfocitos T CD8" expressando
PD-1 foi consideravelmente maior quando expostos as Mo-DC’s reguladas por VEs de
portadores da COVID-19, demonstrando tendéncia a exaustao celular nestas células. O CTLA-
4 ¢ uma importante molécula regulatoria expressa em linfocitos T, apds a MLR o grupo Linf +
DC / VE COV apresentou maior frequéncia de células T CD4 e CD8 CTLA-4" comparado com
os demais grupos Linf + DC / VE CTRL e Linf + DC / VE SRAG (Figura 26 B ¢ D,

respectivamente). Mas quando verificamos o nivel de expressdao de CTLA-4 em cada
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célula, encontramos menor expressdo de CTLA-4 nos linfocitos T CD4 do grupo Linf + DC /

VE SRAG comparado com os demais grupos Linf + DC / VE CTRL e Linf + DC / VE COV

(Figura 26 B), e com relagdo ao MFI de CTLA-4 em linfocitos T CD8 nao houve diferenga

entre os grupos analisados (Figura 26 D). Estes achados corroboram com a hipotese de indugao

de regulacdo imunoldgica derivada destas VEs isoladas de infectados por SARS- CoV-2. Com

relagdo as células Treg, ndo encontramos diferencas importantes na frequéncia de Tregs CTLA-

4+ ou na MFI de CTLA-4 das Tregs entre os grupos avaliados (Figura 26 F).
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Figura 26 — Expressdo de CTLA-4 e PD-1 em linfocitos T CD4, CD8 e Tregs em co- cultivo com mo-DC’s.
Para realizagdo da MLR foram plaqueados 1x10° de linfocitos por pogo com 1x10% mo-DC’s (10:1). Apos o 5° dia
de co-cultivo, as células foram marcadas e adquiridas por citometria de fluxo e em seguida analisadas baseadas
em suas frequéncias (%) e padroes de expressdo de marcadores (MFI). Os eixos y dos graficos mostram os grupos
analisados com linfocitos alogénicos + mo-DC’s tratadas com VEs de grupo controle (Linf+ DC / VE CTRL) ou
SRAG (Linf+ DC/ VE SRAG) ou COVID (Linf+ DC / VE COV), respectivamente. As analises foram realizadas
pelo teste estatistico ANOVA ( * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001) seguidas pelo teste de Mann-Whitney ( #p
<0,05; " p <0,01; ### p <0,001).
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Neste trabalho foi avaliado o padrdo de expressdo de marcadores como PD-1 e CTLA-
4 nas subpopulacdes de linfocitos alogénicos co-cultivados com mo-DC’s apds estimulo com
VEs de grupo controle, SRAG e COVID-19 (Figura 26). O marcador PD-1 (Programmed Cell
Death 1) ¢ uma importante proteina de checkpoint imunoldgico em linfécitos. Sua funcao
principal ¢ inibitéria quando associada ao seu ligante em APC’s, o PD-L1, deste modo, atua
impedindo a resposta efetora especifica de linfocitos T contra antigenos, levando estas células
a exaustdo imunoldgica e consequentemente, podendo levar a morte celular. Esta proteina ¢
amplamente importante no contexto do cancer pois atualmente o uso de seus inibidores ¢ uma
das estratégias usadas no combate as células tumorais. (CHINAI et al., 2015; RIELLA et al.,
2021; SUNSHINE, TAUBE. 2015). Em células T CD4" houve uma diminui¢do geral na
expressdo deste marcador na presenga de VEs derivadas de individuos portadores de SRAG e
COVID-19, evidenciando uma possivel atividade efetora aumentada nestas células em resposta
a infecgdo viral, por outro lado, hd um aumento na frequéncia de T CD8" expressando PD-1 no
grupo de DC’s com VEs derivadas da COVID-19, sugerindo que VEs de COVID-19 podem ter
modulado as mo-DC’s de maneira que induza a exaustdo das células T citotdxicas. Paralelo a
este achado, os niveis de expressdo (MFI) de PD-1 em T CD8" no grupo estimulado com VEs
de SRAG est4 diminuido em relagdo ao grupo controle e COVID-19, o que pode indicar que
no contexto de SRAG ndo COVID-19 a atividade funcional das células T citotoxicas ndo esta
comprometida. No presente estudo, as células Tregs apresentam menor expressdo de PD-1
evidenciando seu grau de ativagdo. Na COVID- 19, o eixo PD-1/PD-L1 se encontram
desregulados e ha potencial aumento na exaustdao de linfocitos em pacientes com casos severos
da doenga (BELLESI ef al., 2020; DIAO, CHEN. 2020; R BONAN et al., 2022). Segundo HU
et al. (2021), em pacientes recuperados de COVID-19, apés um ano pode haver a presenca de
células T CD4" INFy" PD-1" gerando exaustdo desta linhagem apos estimulos repetidos de
reinfeccdo na auséncia ou presenca de sintomas. Moléculas carreadas por exossomos e
microvesiculas também podem promover sinalizacdo em linfocitos estimulando-os a expressar
determinadas proteinas. Referente a proteina PD-1, Cheng et al. (2022) mostram que
IncNDEPD1 (um RNA longo ndo codificante) ¢ capaz de se ligar ao miR-3619-5p e juntos
inibem a degradacdo do mRNA de PDCDI1 e consequentemente aumentam os niveis de PD-1
nos linfocitos. Tian ef al. (2022) também concluiram que o RNA circular circ001678 abriga o
miR-326 que estimula a producdo da proteina ZEB1, importante para o estimulo de imuno
checkpoints, como PD-1.

A proteina CTLA-4 ¢ um receptor com fun¢do inibitéria em linfocitos T com

especificidade a receptores da familia B7 em APC’s (CD80, CD86) e ¢ importante na
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manuten¢do da tolerancia periférica por ser o principal regulador negativo de resposta imune
de células T (TEFT et al., 2006). Ja ¢ estabelecido que células T ativadas e na auséncia de
expressao de CTLA-4 se tornam mais responsivas apos estimulo, com niveis de proliferacao
aumentados, secrecao de INFy, IL-4, GM-CSF, dentre outros (TIVOL et al., 1995). CTLA-4 ¢
CD28 sao proteinas homologas e compartilham dos mesmos ligantes naturais (familia B7),
porém, CTLA-4 possui uma afinidade muito maior com seus ligantes do que CD28 revelando
um mecanismo natural de controle e manutencdo da homeostase (LINSLEY et al., 1994).
Dentre os membros da familia B7, CD80 possui uma maior afinidade com CTLA-4 (inibitério)
¢ CD86 com o receptor CD28 (estimulatorio) (COLLINS et al., 2002; MERWE, DAVIS. 2003).
Sendo assim, nossos achados sugerem que a baixa expressdo de CD86 em mo-DC’s sob
estimulo de VEs derivadas de pacientes com COVID-19, assim como, a maior frequéncia na
expressdo de CTLA-4 em linfécitos T CD4" e CD8" alogénicos estdo relacionados e reforgam
a hipdtese de inducdo de regulagao por meio dessas VEs. A presenca de CTLA-4 também pode
ser um fator impeditivo para a maturacao de DC’s em estagio imaturo, o que revela um efeito
que se retroalimenta, pois a presenca de DC’s em estdgio imaturo também mantém a
estabilidade de células T reguladoras (MORTEZAEE, MAJIDPOOR. 2020; ZHANG et al.,
2020). Atualmente estudos tém sido conduzidos acerca do papel de potenciais inibidores de
imuno checkpoint no contexto da COVID-19 (TORKI et al., 2023). Ochoa et al. (2023) revelam
que pacientes com insuficiéncia de CTLA-4 ndo desenvolveram o estado severo da doenga.
Condizente aos nossos achados, na COVID-19, CTLA-4 também se mostra positivamente
regulado principalmente quando associado a estdgios mais agravados (ZAHRAN et al., 2022),
aspecto observado em nosso trabalho que incluem casos de dbitos pela doenca.

Segundo Morelli et al. (2004), DC’s imaturas se mostram mais capazes de realizar
internalizacao exossomal do que DC’s maduras, o que torna a via de comunicagao destas células
mais facilitada através da sinalizacdo estabelecida por VEs, como também, favorece a
manutencdo da regulacdo periférica. Através dos resultados obtidos no presente trabalho, a
partir da regulacdo motivada pela presenga de VEs de pacientes com COVID-19 moderada e
grave em cé€lulas dendriticas derivadas de mondcitos ha um efeito cascata onde as Mo-DC’s sdo
impedidas de seu amadurecimento completo nestas condigdes e desencadeiam o estimulo de
uma sublinhagem de linfocitos T reguladores, assim como, afetam diretamente a atividade
efetora de linfocitos T CD4" e CD8" .

A producao de IL-10 foi avaliada nas populagdes de linfocitos Tregs com o objetivo de

observar se houve modulagdo funcional destas células através do co-cultivo com mo-DC’s
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moduladas com VEs sob diferentes condi¢des. Houve aumento na frequéncia de Tregs
produtoras de IL-10 em MLR de linfocitos T alogénicos com mo-DC’s sob estimulo com VEs
do grupo SRAG comparado as mo-DC’s estimuladas com VEs do grupo controle, porém o
mesmo nado foi observado quando utlizidado VEs grupo COVID-19 (Figura 27 A). E nao
encontramos diferencas nos niveis de producao de IL-10 pelas Tregs entre os grupos avaliados
(Figura 27 B).

Com o objetivo de se entender sobre os possiveis efeitos causados nos linfocitos T CD4*
e CD8" alogénicos co-cultivados com as mo-DC’s neste trabalho, houve a analise da produg¢io
das citocinas pro-inflamatorias IL-2, INFy e TNF e a citocina anti-inflamatoria IL- 10 pelos
linfocitos T. Ndo encontramos diferengas na frequéncia de células T CD4 IL-2" ou IL-10", ou
na MFI de IL-2 ou IL-10 produzidos pelos linfocitos T CD4 nos grupos avaliados (Figura 28 A
e B, respectivamente). Apesar de ndo haver diferenca entre os grupos com relacdo a frequéncia
de células T IFNy" ou TNF', observamos que a expressdo de IFNy e TNF pelos linfocitos T
estd diminuida no grupo Linf + DC / VE COV comparado aos grupos Linf
+DC / VE SRAG ¢ Linf+ DC / VE CTRL em linfocitos T CD4", respectivamente (Figura 28
A e B, respectivamente). Além disso, apesar de nao haver diferenca entre os grupos com relagao
a frequencia de linfocitos T CD8 IL-2", encontramos que a expressdo de IL-2 pelas células T
CD8 esta diminuida no grupo Linf + DC / VE COV comparado aos grupos Linf + DC / VE
CRTL (Figura 29 A). Por fim, com relacdo a frequéncia ou nivel de expressao das citocinas IL-
10, IFNy e TNF pelas células T CD8 ndo encontramos diferencas entre os grupos analisados

(Figura 29 B, C e D, respectivamente).
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Figura 29 — Produgiio de citocinas por linfocitos T CD8". Para avaliagdo da produgio de citocina IL-2 (A), IL-
10 (B), IFNg (C) e TNF (D) pelos linfocitos T CD8, no 5° dia da MLR, com 1x10° de linfocitos alogénicos e 1x10*
mo-DC’s (10:1) por pogo, foi adicionado Brefeldina (BFA) nas ultimas 12 horas. Em seguida, as células foram
marcadas, adquiridas por citometria de fluxo e analisadas baseadas em suas frequéncias (%) e padrdes de expressao
de marcadores (MFT). Os eixos y dos graficos mostram os grupos analisados com linfocitos alogénicos

+ mo-DC’s tratadas com VEs de grupo controle (Linf + DC / VE CTRL) ou SRAG (Linf + DC / VE SRAG) ou
COVID (Linf + DC / VE COV), respectivamente. As analises foram realizadas pelo teste estatistico ANOVA ( *
p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001) seguidas pelo teste de Mann-Whitney ( # p <0,05; #*# p <0,01; ### p <0,001).
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A produgdo de IL-10 em linfécitos Treg ¢ uma das formas de supressao dessas células
que ao secretar citocinas anti-inflamatorias, retroalimentam o estimulo de células reguladoras,
assim como, suprimem a proliferagdo de linfocitos efetores (FUJIO et al., 2017;
SEEPATHOMNARONG et al., 2022). Nossos achados evidenciaram um aumento na produgao
de IL-10 em Tregs oriundas da MLR com DC’s tratadas com VEs de SRAG mostrando que na
presenca de infecgdes respiratorias ha um potencial aumento de producdo desta citocina,
contribuindo para o equilibrio da resposta inflamatdria, porém o mesmo ndo pode ser notado
no grupo tratado com VEs de COVID-19, evidenciando que este componente regulador ¢
importante para limitar imunopatologias e sugerindo que a auséncia deste mecanismo pode ter
contribuido para o estado moderado e grave nos pacientes com COVID- 19.

Atualmente se sabe que muitas citocinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-2, IL-4, IL-
6 ¢ TNFs se encontram positivamente reguladas na COVID-19 principalmente associadas ao
recrutamento e secre¢ao em células do sistema imune inato como os neutréfilos e macrofagos
(AKBARI et al., 2020; HASANVAND, 2020). Nossos achados revelam que comparado a
presenca de VEs derivadas de outras doengas respiratorias, os linfocitos T CD4" estimulados
com VEs de pacientes com COVID apresentaram menores expressdes de INFy evidenciando
diminuicdo da capacidade efetora nesta populacdo. INFy no contexto de infecg¢des virais, € uma
potente citocina anti-viral e seus niveis tendem a ser aumentados quando na presenca de
infeccdo (HUANG et al., 2005), porém, seus niveis em pacientes com COVID-19 grave pode
se tornar comprometido e até¢ mesmo diminuido (GRIFFIN ez al., 2021; GADOTTI et al., 2020;
HOU et al., 2020; LOPEZ et al., 2020), enquanto que em estagio precoce da COVID- 19 estes
niveis tendam a ser aumentados (GADOTTI et al., 2020). Rha et al. (2021) relatam a baixa
producdao de INFy relacionados a infec¢ao por COVID-19 quando comparado ao virus
Influenza. Segundo Clementi et al. (2021), a capacidade de evasdo do sistema imune ja ¢é
associada a infeccdes virais pela familia dos Coronavirus, que por sua vez, apresenta producao
alterada de INFs durante a sua replicacdo. Nossos resultados também revelaram uma
diminui¢do da producdo da citocina TNFa em linfécitos T CD4" co-cultivadas com DC/VE
COV. Este resultado se contrapde a recentes pesquisas acerca do papel de TNFa na infeccao
por SARS-CoV-2, pois, esta ¢ uma importante citocina encontrada aumentada em pacientes
com COVID-19, assim como, seus niveis de expressao no soro estdo diretamente relacionados
com o grau de gravidade da doenca, sendo associada a IL-6 em diversos estudos como
marcadores de predi¢do de severidade (CHEN et al., 2020; QIN et al., 2020; NI et al., 2020;

SUN et al., 2020). No entanto, aqui observamos que linfocitos T CD4" apresentaram
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altos niveis de CTLA-4 sendo potencialmente induzidos ao impedimento de suas funcdes
efetoras o que pode explicar a diminui¢cao de TNF e INFy.

Em linfécitos T CD8" co-cultivados com as mo-DC’s sob estimulo de VEs derivadas da
COVID-19, houve uma menor expressao de IL-2 comparado com o grupo controle. IL-2 é uma
importante citocina inflamatoria que possui uma importante fun¢do na maturacao e ativagao de
linfocitos T, assim como, estimula outras células do sistema imune. Nos linfocitos ativados, a
producao e secreg¢ao de IL-2 também atua diretamente na maturagdo de plasmocitos (células B
de memoria) (HUSSEL et al., 1996; OPENSHAW et al., 2003). Em linfocitos T CDS8", a
produgdo esta relacionada a evolugdo de um fendtipo de memoria nestas células, assim como,
resisténcia a exaustdo, sendo assim, estas células desenvolvem um efeito protetivo evitando
comprometimento de suas fungdes (KAHAN et al., 2022). Nossos resultados corroboram com
o observado por Kahan et al., pois a possibilidade de haver uma menor producao de IL-2 nestas
células pode estar correlacionada com o aumento dos niveis de PD-1, ou seja, quanto maior a
exaustdo celular, menor a produgdo de IL-2. Segundo Thornton et al. (1998), a alta absorc¢ao de
IL-2 ¢ necessaria para o pleno funcionamento de Tregs, via seu receptor CD25, o que torna
diminuida a disponibilidade desta citocina em células T efetoras periféricas, sendo o mRNA de
IL-2 inibido nestas células. Esta observagao também pode explicar o fato de, em nosso trabalho,
as contagens de Tregs estarem aumentadas no ambiente estimulado por VEs derivados da
COVID. As demais citocinas produzidas por linfocitos T e analisadas no presente trabalho nao
tiveram sua expressdo alterada em comparagdes entre os grupos estudados. Embora tenha
havido aumento na frequéncia de Tregs no grupo estimulado com VEs de pacientes com
COVID-19, ndo foi detectada produc¢io alterada de IL-10 por linfocitos T CD4" ¢ CD8" , no
entanto, a producdo dessa citocina nao foi avaliada nas mo-DC’s.

O objetivo principal deste trabalho foi a avaliagdo dos potenciais aspectos
imunorregulatérios de VEs derivadas do plasma de pacientes com COVID-19 em células
dendriticas derivadas de mondcitos (mo-DC’s) in vitro, e, deste modo, revela-se através das
evidéncias encontradas que tal objetivo e seus desdobramentos foram contemplados como

representado no Quadro 1.



Quadro 1 — Objetivos e suas evidéncias demonstradas no presente estudo.

Objetivos Especificos

Evidéncias

Isolar VEs a partir de plasma de pacientes com
COVID-19, SRAG e doadores saudaveis (grupo
controle).

As amostras de plasma foram pré selecionadas
através do banco de dados do laboratério de
Hematologia da Faculdade de Farmacia da UFMG
seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo descritos
nos métodos do presente trabalho. A obteng@o de VEs
foi realizada através da técnica de ultracentrifugacéo
do material seguido de filtragdo em filtro 0,22 pm.

Quantificar e caracterizar as VEs purificadas a partir
do plasma de pacientes (COVID-19 ¢ SRAG) ¢
doadores saudaveis por analise de rastreamento de
nanoparticulas, western blot e microscopia eletronica
de transmissdo, respectivamente.

A presenca de vesiculas foi validada por meio de sua
caracterizagdo, como confirmacdo dos marcadores
CD9 e TSG101 por meio da técnica de western blot,
assim como, visualizadas por microscopia eletronica
de transmissdo e criomicroscopia. Seu tamanho
médio e dispersdo foram também evidenciados pela
analise de rastreamento de nanoparticulas. A
concentragdo aproximada obtida de cada grupo foi
cerca de 1x108 particulas/ml.

Avaliar e comparar entre os grupos o fenotipo de mo-
DC’s diferenciadas in vitro a partir de monocitos de
doador saudavel (mo-DCs) apds tratamento com VEs
de pacientes com COVID-19 (DC/VE COV), SRAG
(DC/VE SRAG) e grupo controle (DC/VE CTRL),
separadamente.

O perfil de células dendriticas foi avaliado através da
técnica de citometria de fluxo, onde evidenciou-se a
modulacdo de alguns marcadores apds a exposicdo a
VEs derivadas de pacientes com COVID-19,
revelando que nessa condigdo ha indugdo de um
fendtipo mais imaturo, com baixa expressdo de HLA-
DR e da molécula co-estimulatoria CD86.

Avaliar e comparar entre os grupos a atividade
funcional das mo-DC’s através da analise do perfil
fenotipico de linfocitos T alogénicos co-cultivados
com DC/VE COV, DC/VE SRAG ou DC/VE CTRL.

O perfil fenotipico de linfocitos T alogé€nicos co-
cultivados com Mo-DC’s expostas a VEs de
pacientes com COVID-19 revelou um padréo
regulador com maiores frequéncias de linfocitos Treg
e menores niveis de PD-1 nas Tregs, frequéncias
elevadas de linfocitos T CD8 PD-1+, maior
frequéncia de linfocitos T (CD4 ¢ CD8) CTLA-4+.
Menor de produgdo de INFy e TNF pelos linfocitos T
CD4+ e diminuigdo de IL-2 em T CD8+.

Fonte: Autoria propria
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5. CONCLUSOES

As células dendriticas derivadas de monoécitos (mo-DC’s) diferenciadas sob o estimulo de
VEs de pacientes com COVID-19 tém seu fenotipo alterado, com menor expressdo de HLA-
DR e CD86, indicando um estado imaturo e possivelmente regulador. Mo-DC’s diferenciadas
sob estimulo de VEs derivadas de pacientes SRAG ndo apresentaram mudangas quanto aos
niveis de marcadores responsaveis por apresentacdo antigénica e co-estimulagdo, o que nos
conduz a hipdtese de que as alteragdes encontradas em mo-DC’s expostas as VEs de pacientes
com COVID-19 moderado e grave causam alteracdes fenotipicas importantes, provavelmente
induzidas por potenciais moléculas carreadas por estas vesiculas, como longos RNAs nao
codificantes e miRNAs. Os linfocitos T alogénicos co-cultivados com as mo-DC’s estimuladas
com VEs de pacientes com COVID-19 apresentaram maior frequéncia de células T reguladoras,
revelando uma possivel modulacdo induzida por mo-DC’s com o fenotipo regulador, capazes
de induzir a formagdo de Tegs. Além disso, mo-DC’s diferenciadas na presenca de VEs de
COVID-19 modularam a resposta adaptativa efetora de modo regulador, como observado pelas
células T CD4" e CD8" expressando maiores niveis de CTLA-4, assim como carater de exaustdo
observado pela elevada frequéncia de linfocitos T CD8 PD-1" e a menor produgio de IL-2 pelas

células T CDS8. (Figura 30).
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Modulated mo-DCs with extracellular vesicles derivated from
COVID-19 patients
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Figura 30 — Desenho conclusivo do estudo. Verificou-se que células dendriticas derivadas de mondécitos (mo-
DC’s) sob a influéncia de VEs derivadas de pacientes com COVID-19 moderado ¢ grave foram moduladas a
apresentarem fen6tipo imaturo, potencialmente tolerogénico, com baixa expressdo de MHC-II (HLA-DR) e CD86
e induzirem o aumento de células T reguladoras, bem como, estimularem fendtipo de exaustdo em linfocitos T
CD8" e sinais de tolerancia periférica em T CD4" e CD8". Diversas moléculas e peptideos podem estar envolvidos

no processo de sinalizagdo através de vesiculas, como IncRNA’s e miRNAs.

Diante do exposto, conclui-se que as VEs derivadas do plasma de pacientes com
COVID-19 moderado e grave sdo capazes de induzir modulacio de resposta imune como um

potencial mecanismo de escape viral de SARS-CoV-2.
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Apresentagio do Projeto:

As informagies contidas nos campos "Apresentacio do Projeta”, "Objetivo da Pesquisa® e "Avaliagio dos
Riscos e Beneficios” foram obfidas dos documentos contendo as Informagies Basicas da Pesguisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1531087 pdf 14/04/2020) e do Projeto Detalhado.

INTRODUGAD

Os trés surtos sem precedentes de infecgies emergentes por coronavirus humano (HCoV) no inicio do
seculo X¥| destacaram a necessidade de disponibilidade imediata, precisa e rapida de testes de
diagnostico. Os métodos de diagnastico laboratorial para infecgies por coronavirus humano evoluiram
substancialmente, com o desenvolvimento de novos ensaios e com a disponibilidade de testes atualizados
para os emengentes. Os métodos laboratoriais mais recentes sSo rapidos, altamente sensiveis e especificos,
e estio substituindo gradualmente os padries moleculares. Este trabalho visa avaliar o potencial
diagnéstice de métodos |aboratoriais disponiveis para coronavirus no Brasil, concentrande-se na doenga de
coronavirus 2019 (COVID-19) com surto inicial em Wuhan, China. @ novo SARS-CoV-2 pode causar
doengas respiratarias letais. Testes sorologicos anti-SARS-CoV-2 incluem o ELISA, a imunoflucrescéncia e
a imunocromatografia e estdo disponiveis como kits comerciais. Os mesmos estdo sendo utilizados para
varios fins, incluinde
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investigagies epidemioldgicas. avaliagio da cinética de anticorpos e avaliagdo da viabilidade de terapias.
Estudos anteriores relatam a importdncia do entendimento do perfil IghllgG contra SARS-CoV, no entanto,
o perfil fragado pelo novo SARS-CoV-2 ainda nao foi definido, em especial, quando o mesmo & comparado
ao uso de medicamentos corticosterdides e outros novos protocolos terapéuticos. O entendimento desta
resposta humoral & particularmente importante neste momento quando determinagies foram feitas pelo
Ministério da Saide e pela OMS guanto ao uso de testes rapides indiretos IgMilgG e testes rapidos de
detecgio antipénica direta. Até o momento, a OMS relatou 462 684 casos confirmados e 20.834 mortes por
SARS-CoV-2 em todo o mundo, tendo o virus neste momento uma taxa de letalidade de 4,5%._ MNas
Américas, foram registradas até o dia 26 de margo de 2020, 75.712 casos confimados e 1.065 mortes.
Apos seu primeiro isoclamento, varios testes de diagnostico laboratorial foram desenvolvidos. Testes
moleculares como RT-PCR e de sequenciamento estido sendo usados no diagnostico para dados
compulsérios de registro, enguanto testes sorclogicos e testes rapidos estio limitados a ambientes de
investigagio ou vigilincia. Recentemente, varios testes rapidos foram aprovados pelos orgdos de vigilincia
sanitaria em todos os continentes, assim como no Brasil. A maior parte destes testes envolve métodos de
duas fases para detecgio de anticorpos IgM e IgG ant-SARS-CoV-2 e, uma pequena parcela envolve a
detecgio antigénica de proteinas virais. Comparativamente aos testes moleculares, a acuracia dos testes
rapidos mo gue inclui sensibilidade e especificidade diagnostica, tende a ser inferior. Mas os dltimos
apresenta vantagens indmeras em relagie aos primeiros, come baixo custo, poucos minutos para a
liberagie do resultado, possibilidade de ser utilizado em qualquer local incluinde farmacias e drogarias, no
estando restrito a ambiente hospitalar cu centros de referéncia em diagnostico. Ainda, pelo grande surto e
numero de casos suspeitos, os centros de referéncia em diagndstico para SARS-CoV-2 ndo estdo
conseguindo atender a demanda e os resultados estio demorando para além do tempo necessario de 48
horas para liberacio de laudo diagndstico, chegando em até 6§ dias, o que agrava e muito o cenaric de
saturagdo do sistema de salde e internagdes. Visando o crescimento exponencial no ndmero de casos a
serem diagnosticados para SARS-CoV-2 nos proximos dias & meses e buscando esclarecer a aplicabilidade
e o potencial de uso dos testes rapidos disponiveis no Brasil, este trabalho se propde a determinar o perfil
lengitudinal de 300 pacientes intemados no Hospital da Baleia. Em primeiro momento, sera determinada a
titulagio de IgM e IgG e momentos de pico maximo, soroconversio & manutengio da resposta humaral
utilizando ELISA in house, para posterior avaliagio do potencial diagndstico e a confiabilidade de testes
rapidos disponiveis no Brasil.

Engerego: SRTWH 701, Via W S Norie, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Balrmo:  Asa More CEP: 700713040
UF: OF Municiplo: BRASILLA
Telefone: (5133155877 E-mall: conemEsaude gov.ir

Priggirea (13 14

100



COMISSAO NACIONAL DE ¢~ PlabaPforma
ETICA EM PESQUISA %nﬂ

Coninusglo do Famecer: 3.979.661

HIPOTESE

Os niveis séricos em série de IgM e IgG especificos para SARS-CoV-2 permanecem por até 3 meses? O
periodo de soroconversdo para IgG e o periodo de alcance de niveis maximos de IgM e IgG condiz com a
janela diagndstica proposta pelos testes rapidos? Pacientes com co-morbidades, co-infecgies virais & que
estdo recebendo protocolos terapéuticos distintos tem perfil humoral diferente? Testes rapidos aprovados no
Brasil apresentam eficiéncia diagnostica acurada?

METODOLOGLA

1. Obtencdo de amostras humanas

Trezentos pacientes com diagnostico molecular confirmado para SARS-CoV-2 intermados e em tratamento
no Hospital da Baleia no periodo de abril a junho de 2020 serdo convidados a participar da pesquisa e serdo
acompanhados durante 3 meses. Serdo obtidas amostras de sangue periférico & swab de nasofaringe a
cada 3 dias desde o 1° dia de internagSo até o 15°, seguido de uma coleta por més durante 3 meses,
totalizando B coletas por paciente. Amostras de sangue periferico no volume de 10 ml serdo coletadas pela
equipe médica do Hospital da Baleia por pungdo venosa, obedecendo normas de seguranga, e serdo
centrifugadas a 3.000 g/S min para coleta do soro, que sera amazenado a 4°C por 12 horas ou a -20°C até
uso. A coleta de swab de orofaringe sera feita com abaixador de lingua para pressionar gentilmente a
lingua. Simultaneamente, o swab esteril & pressionado e rolado sobre as tonsilas e afras da dvula (faringe
pesterior), evitando tocar na lingua, mucosa bucal e dvula. O swab & fechado dentro de tubo estéril que sera
armazenado a temperatura ambiente por até 12 horas ou a -20°C até uso. Nos momentos de coleta, sio
anotadas nos tubos a identificagio dos pacientes, a data e a hora da coleta.

2. Determinagio do perfil longitudinal de anticorpos

O perfil longitudinal dos anticorpos IgM e IgG sera determinado por ELISA in house com amostras de
sangue periférico. Esta ELISA sera feita com placas de 96 poges de fundo chato de poliestirenc de alta
adsorgSo. Estas placas serdo sensibilizadas com 0,5 ug/ml de SARS-CoV22018-nCoV Spike/RBD Protein
SARS-CoV-2r2018-nCoV Mucleccapsid Protein diluidas em tamp3o carbonato-bicarbonato pH 9,6 por
aproximadamente 16 h a 4°C. Em seguida, a placa sera lavada 3 vezes com PBS contendo 0,05% de
Tween e blogueada com 2,5% de proteinas do leite por 2 h a 37°C. As amostras de soro de pacientes serdo
adicionadas e incubadas por 1 h a temperatura ambiente. A placa sera lavada novamente e o anticorpo anti-
g5 ou anti-lgM humano conjugado a
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peroxidase sera adicionado & mesma sera incubada por 1 h a temperatura ambients. A reagSo sera
revelada por TMB & a densidade optica determinada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de
450 nm. Este ensaio determinara a curva longitudinal de resposta humoral especifica para IgM e IgG, o
periodo de soroconversao para IgG, o periodo em que o5 niveis maximos de IgM e 1gG é atingido & sua
persisténcia.

3. Awaliagio de desempenho de testes rapidos anti-SARS-CoV/-2 disponiveis para uso no Brasil.

Amostras de sangue e swab de nasofaringe serdo direcionadas as analises de testes rapidos disponiveis
para uso no Brasil para determinagio da capacidade & da janela diagndstica destes testes. Serdo avaliados
testes de deteccdo combinada IgM-igG, coma:

1) Coronavinus 2018-nCoV lgGiigh, MedTeste;

2) COVID-10 IgGigh ECO Teste, EcoDiagnostica;

3) DPP IgMfgG, BioManguinhos Fiocruz, & do teste ripido de detecgdo direta: ECO F COVID-19 Ag,
EcoDiagnostica.

A realizag3o de cada teste seguira rigorosamente as instrugies dos fabricantes. A manutencio da
capacidade diagnostica dos testes avaliados sera, ainda, determinada quanto a relagio com a presenca de
co-morbidades, co-infecgies virais e de acordo com os medicamentos utilizados durante a internagio.
Relatdrios médicos e prontudrios serdo ufilizados para acompanhamento de informagdes pessoais,
sintomas, protocolos de tratamento, resultados do diagnostico molecular, co-marbidades e co-infecpies

virais.

CRITERIOS DE INCLUSAD

Pacientes com diagnastico molecular confimado para SARS-CoV/-2 intemados e em fratamento no Hospital
da Baleia no pericdo de abril a junhe de 2020 que aceitem participar do estudo e suas condighes e assinem
o TCLE serdo incluidos.

Objetive da Pesquisa:

OBJETIVOS GERAIS

Determinar por ELISA in house niveis séricos em série de IgM e lgG especificos para o SARS-CoV-2 em
300 pacientes com SARS-CoV-2 internados e em tratamento no Hospital da Baleia, utilizando SARS-CoV-
2201 9-nCoV Spike/RBD Protein e SARS-CoV-272018-nCoV Nucleocapsid Protein.

Determinar o periodo de sorcconvers3o para lgG, o periodo em que os niveis maximos de IgM e IgG sera
atingido & sua persisténcia.

Agrupar pacientes de acordo com a presenga ou auséncia de co-morbidades, co-infecgies virais e de

acordo com os protocolos terapéuticos adotados, em especial no gque se refere ao uso de
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antinflamatarios corticostendides e novos medicamentos.

Comparar os dados obtidos ao desempenho dos ensaios rapidos de detecgio combinada IgM-lgG em
amostras de sangue e de deteccio antigénica em amostras de swab de nasofaringe que estSo em fase
inicial de uso comercial.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

As amostras de sangue periferico e swab orofaringe serdo cbiidas por equipe medica do Hospital da Baleia
capacitada para os procedimentos citados. A coleta da amostra de sangue venoso pode, as vezes, resultar
na formagéo de um pequeno hematoma e leve dor localizada. A coleta de swab orofaringe & indolor e nao
gera desconforto. Os pesquisadores deste projeto fardo contato com os pacientes para apresentagSo do
projeto e do consentimento livre e esclarecido. Este contato se dard nos primeires 3 dias de intemagio do
paciente. O projeto sera apresentado ao paciente em linguagem acessivel com explicagies claras e
esclarecedoras, com as informagies mais importantes do protocolo de pesquisa, ndo escondendo possiveis
riscos e desconfortos. Os pesquisadores fardo também a leitura conjunta do TCLE com o participante, de
maneira que ele possa tomar sua decisdo de forma justa e sem constrangimentos. Os pesquisadores
integrantes deste projeto se comprometemn a manter em sigilo todas as informacdes coletadas no banco de
dados dos pacientes. Mome dos pacientes, nimeros de identificagSo de prontusrios, datas de nascimento,
excetuando-se a citagdo do ano, naturalidade, plano de salde, telefones e enderegos eletrdnicos serdo
omitidos de qualguer documento, planilha e publicagio decormente deste trabalho.

BEMEFICIOS

Considerando a atual pandemia por SARS-CoV-2 & sua expans3o crescente no Brasil & no mundo, estudos
como este sao fundamentais neste momento. Estudos antericres relatam a importancia do entendimento do
perfil IgM/flg5 contra SARS-CaoV, no entanto, o perfil fragado pelo nove SARS-CoV-2 nao foi definido, em
especial, quando o mesmo & comparado ac uso de medicamentos corticosterdides e outros novos
profocolos teraputicos. O entendimenio desta resposta humeral ira demonsirar os momentos de detecgio
inicial, detecgdo maxima e de redugdo dos anticorpos, assim come o tempo de detecgdo dos antigenos
virais antes, durante e apos os protocolos de tratamento. Esta compreens3o & importante para o atual
diagnostico, o desenvolvimento de vacinas e para dados epidemiclogicos. Ainda, indicarSo a capacidade
diagndstica e a relagSoe enfre os laudes dos ensaios rapidos disponiveis no Brasil para determinagdo indireta
e direta em
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pacientes infectados por SARS-CoV-2.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

O estudo ira descrever os perfis longitudinais de anticorpos IgM e IgG em pacientes infectados por SARS-
CoV/-2 com amostras coletadas no inicic da intemagio até 90 dias do aparecimento dos sintomas. Para
isso, trezentos pacientes com diagnostico confirmado para SARS-CoV-2 intemados e em tratamento no
Hospital da Baleia mo pericdo de abril a junhio de 2020 ser3o convidados a participar e serio acompanhados
durante 3 meses. Serdo obtidas amosiras de sangue periférico e swab de nascfaringe a cada 3 dias desde
o 1° dia de internagdo até o 15°, seguido de uma coleta por més durante 3 meses.

Previsio do nimero de parficipantes de pesquisa a serem incluidos no estude: 300.

Financiamento: Fundagio Oswaldo Cruz.

Imibcio previsto: abril de 2020.

Termino previsto: setembro de 2020.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Vide item "Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies™.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Analise das respostas ao Parecer Consubstanciado n® 3084 505 emitido em 1 V04/2020:

1. Neo documento "Anexo_4 projetoCovid18", & informado que "SerSo obtidas amosiras de sangue periférico
& swab de nasofaringe a cada 3 dias desde o 17 dia de intemagio até o 157, seguido de uma coleta por més
durante 3 meses."

Solicita-se esclarecimento se havera armazenamento de amostras. Caso afimativo, solicita-se adequacio
do protocolo de pesquisa conforme disposto na Resolugio CHS n® 441 de 2011 e na Portaria MS n® 2201
de 2011. Solicita-se, ainda, especificar por quanto tempo as amosiras serdo amazenadas (se for o caso)
apos o término do estudo e o destino das amostras apds o periodo de armazenamento.

RESPOSTA: Havera armazenamento de amostras por 2 anos contados a partir da data da coleta. Sendo
assim, o protocolo de pesquisa foi adequado de forma a conter esta informacg8o, a justificativa da
necessidade de manutengio, o tempo de amazenamento, & o destino das amostras apos este periodo.
Estes esclarecimento estdo inseridos no “Anexo_4 projetoCovid 197 que compreende o projeto com as
afteragies (versio limpa) e no “Anexcd_ProjetoCovid18_AlteragiesCorVermelha™ que compreende o projeto
com as alteragies
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assinaladas em vermelho na pagina § item "Metodologia proposta”, subitem “1. Obtengdo de amostras
humanas”. Este subitem esta transcrito a seguir: “1. Obtencio de amostras humanas. Trezentos pacientes
com diagnostico molecular confirmado para SARSCoV-2 internados e em tratamento no Hospital da Baleia
no periodo de abril a junho de 2020 serdo convidados a participar da pesguisa e serdo acompanhados
durante 3 meses. Serdo obtidas amosiras de sangue periférico e swab de nasofaringe a cada 3 dias desde
o 1% dia de internagdo até o 15°, seguido de uma coleta por més durante 3 meses, totalizando 8 coletas por
paciente. As amostras coletadas serio armazenadas por dois anos contados a partir da data da coleta em
biorepositdrio do grupo de pesquisa para o caso de necessidade de repetigies nos ensaios propostos neste
projeto. As amostras ndo serdo ufilizadas para outras analises que ndo estejam descritos neste documento.
Transcomrides os dois anos, as amostras armazenadas seraoc descartadas conforme normas vigentes de
orgaos tecnicos competentes, & de acordo com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia
do participante da pesquisa. O descarte se dara da seguinte forma: os residuos contaminados com SARS-
CoV-2 serSo manejados de acordo com as determinagbes da Agéncia Macional de Vigildncia Sanitaria
(ANVISA)} que determina gue todo residuc deve ser acondicionado em sacos de cor branco leitosa,
impermeaveis, de material resistente a ruptura e vazamento contidos no seu interior, n3o ulirapassando 2/3
de sua capacidade. Esses sacos serdo identificados pelo simbolo de substincia infectante. Durante toda
etapa de gerenciamento, os sacos permanecerac dentro de recipientes de acondicionamento tampados em
sala exclusiva para armazenamento tenporaric de residuos bioclogicos, conforme especificado na
RDC/ANVISA n® 222/2018. A Fiocruz possui projeto de gerenciamento de residucs biclégicos e contrato
com empresa especializada que tem a responsabilidade de coletar os residuos e assegurar a eliminagio
das caracteristicas de periculosidade do residuo com tratamento especifico, de forma que todo o processo
atende aos padries de qualidade ambiental e de salde pablica. Apds tratamento, os residuos passardo a
ser considerados residuos do grupe D, para fins de disposigdo final. Amostras de sangue periférice no
wolume de 10 ml serdo coletadas pela equipe médica do Hospital da Baleia por pungSo venosa, obedecendo
normas de seguranca, e serdo centrifugadas a 3.000 gfS min para coleta do soro, gue sera armazenado a
4°C por 12 horas ou a -20°C para tempo superior a 12 horas. A coleta de swab de orofaringe sera feita com
abaixador de lingua para pressionar gentilmente a lingua. Simultaneamente, o swab estérl & pressionado e
rolado sobre as tonsilas & atras da Ovula (faringe posterior), evitando tocar na lingua, mucosa bucal & Owula.
O swab & fechado dentro de tubo estéril com solugdo fisicldgica estéril que serd amazenado a temperatura
ambiente por até 12 horas ou a -20°C para tempo
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superior a 12 horas. Os tubos com swabs devem ser embalados individualmente em sacos plasticos com
zip. Nos momentos de coleta, sdo anotadas nos tubos a identificagdo dos pacientes, a data e a hora da
coleta. O transporte das amostras bioldgicas até a unidade da Fiocruz sera realizado com gelo reciclavel em
caixa de isopor fechada com fita crepe contendo somente as amostras para pesquisa de
Corenavirus/Influenza.”

ANALISE: FENDENCIA ATENDIDA.

1.2. Ma pagina 6 de 10, item "Riscos”, |&-se: "Os pesquisadores deste projeto EM NENHUM MOMENTO
ENTRARAO EM CONTATO DIRETO COM OS PACIENTES." (destaque nosso). Solicitam-se
esclarecimenios sobre como ocomera o processo de consentimento livre e esclarecido, em gue momento e
de gue maneira os pesquisadores fardo o convite ao futuro participante da pesquisairesponsavel legal para
pariicipar e fomecerdo todas as informagbes para o melhor esclarecimento sobre a pesquisa proposta.

RESPOSTA: Os pesquisadores deste projeto fardo contato com os pacientes para apresentagio do projeio
e do consentimento livre e esclarecido. Este contato se dara nos primeiros 3 dias de intermagio do paciente.
O projets sera apresentado ao paciente em linguagem acessivel com explicagies claras e esclarecedoras,
com as informagdes mais importantes do protocolo de pesquisa, ndo escondendo possiveis riscos e
desconfortos. Os pesquisadores farSo também a leitura conjunta do TCLE com o participante, de maneira
que ele possa tomar sua decisdo de forma justa e sem constrangimentos. Esta informagSo foi inserida no
“Anexoc_4_projetoCovid18” gue compreende o projeto com as alteragies (versdo limpa) e no
“Anexod_ProjetoCovid18_AleragiesCorVermelha™ que compreende o projeto com as alteragdes
assinaladas em vermelho na pagina 6 item “Riscos”. Este subitem esta transcrito a seguir: “Riscos. As
amostras de sangue periférico e swab orofaringe serdo obtidas por equipe médica do Hospital da Baleia
capacitada para os procedimentos citados. A coleta da amostra de sangue venoso pode, 4s vezes, resultar
na formagio de um pegueno hematoma e leve dor localizada. A coleta de swab orofaringe & indolor & nao
gera desconforto. Os pesquisadores deste projeto fardo contato com os pacientes para apresentagSo do
projeto & do consentimento livre & esclarecido. Este contato se dard nos primeinos 3 dias de intemacio do
paciente. O projeto sera apresentado ao paciente em linguagem acessivel com explicagies claras e
esclarecedoras, com as informagies mais importantes do protocolo de pesquisa, no escondendo possiveis
riscos & desconfortos. Os pesquisadores fardo também a leitura conjunta do TCLE com o participante, de
mianeira que sle possa tomar sua decisdo de forma justa e sem constrangimentos. Os pesquisadores

integrantes
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deste projeto se comprometem a manter em sigilo todas as informagdes coletadas no banco de dados dos
pacientes. Nome dos pacientes, nimeros de identificagio de prontuarios, datas de nascimento, excetuando-
se a citagio do ano, naturalidade, plano de salde, telefones e enderegos eletrdnicos serdo omitidos de
qualguer documento, planilha e publicagio decomente deste trabalho.”

ANALISE: PENDEMCIA ATENDIDA.

2. Quanto ao Termmo de Consentimento Livre e Esclarecidao:

2.1. 3o consta a garantia de assisténcia integral e gratuita, pelo tempo que for necessario, em caso de
danos decorrentes direta ou indiretamente pela participagdo no estudo. Ressalta-se que & de
responsabilidade do pesquisador, do patrocinador do estudo e das instituigies participantes, a prestagio de
assisténcia integral e acompanhamentio do participante da pesquisa que vier a sofrer tais danos, conforme o
item 11.3.2 da Resolugdo CNS n® 466 de 2012, Solicita-se adequagdo.

RESPOSTA: A informagio sobre a garantia de assistencia integral e gratuita ao participante que sofrer
danos decorrentes direta cu indiretamente pela participagio no estude foi incluida no documento
“AnexoS_TCLECovid19™ gque compreende o TCLE com as alteragies (versdo limpa) e no
“Anexed_TCLECovid19_AleragiesCorVermelha™ que compreende o TCLE com as alteragies destacadas
na cor vermelha. O item esta transcrito a seguir: “Prezado SenhorPrezada Senhora, 'O grupo de pesquisa
Diagnéstico e Terapia de Doengas Infecciosas & Cancer da Fundagdo Oswaldo Cruz - Fiocruz esta
realizando um estudo de interesse para o diagndsfico e controle da doenca causada pelo novo coranavinus.
Se woce quiser participar desse estudo, solictamos que autorize a coleta de 10 mL de seu sangue, a coleta
de saliva para realizarmos exames laboratoriais e o acesso ao seu prontuario médico que ajudardo no
diagnostico rapido do novo coronavirus e na descoberta de formas de controlar a pandemia. A coleta da
amostra de sangue wenoso pode, s vezes, resultar na formagio de um pequeno hematoma (roxo) & leve
dor localizada. Entretanto, a coleta sera feita por profissional capacitado & com grande experéncia. Sera
utilizado material descartavel de boa qualidade (como agulhas e tubos a vacuo). A coleta de saliva, por sua
vez, & indolor & ndo causa nenhum desconforto bastando fazer uma raspagem de cotonete no interior de
sua boca. As coletas serdo feitas a cada 3 dias durante 15 dias enaunto vocé estiver no hospital e, depois, 1
vez por més durante 3 meses quando o equipe de salde ird até sua casa realizar a coleta. O material
coletado ficara guardade na Fiooruz para uso exclusivo neste estudo e serd descartado apos 2 anos da data
da coleta. Toda informagdo obfida nessa pesquisa € considerada
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confidencial. Sua participagio € totalmente voluntéria e caso vocé ndo queira participar ndo havera nenhum
prejuizo para o seu tratamento. Vocé também pode desistir da participagdo em qualquer momento da
pesquisa, caso assim resolva. Vood ndo tera qualguer tipo de despesa para participar da pesquisa e n3o
recebera remuneragio por sua participagdo. A assinatura desse termo de consentimento garante a
assisténcia integral e gratuita, pelo tempo que for necessaric, em caso de complicagies e danos
decomentes da sua participagio no estudo. Vocé terd acesso a todos os resultados derivados desse estudo.
Viocé e o pesquisador assinardo duas vias iguais, ficando uma via com vooé & a outra com o pesquisador
responsavel.”

ANALISE: PFENDENCIA ATENDIDA.

2.2 Solicita-se que conste no TCLE o tipo e grau de acesso aos resultados dos exames por parte do
participante de pesquisa. com opgio de tomar ou no conhecdimento dessas informagdes (Resolugio CNS
n? 340 de 2004, item V.1.d).

RESPOSTA: A informagio sobre acesso aos resultados dos exames por parte do participante de pesquisa
foi incluida no documento “AnexoS_TCLECovid19” que compreende o TCLE com as alteragies (versao
limpa) e no “AnexoS_TCLECovid19_AlteragbesCorVermelha™ que compreende o TCLE com as alteragbes
destacadas na cor vermelha. O item esta transerito a seguir: “Prezado Senhor/Prezada Senhora, O grupo de
pesquisa Diagnostico e Terapia de Doengas Infecciosas e Cancer da Fundagdo Oswaldo Cruz - Fiocruz esta
realizando um estudo de interesse para o diagndstico e controle da doenga causada pelo novo coranavinus.
Se woo quiser participar desse estudo, solictamos que autorize a coleta de 10 mL de seu sangue, a coleta
de saliva para realizarmos exames laboratoriais e o acesso ao seu prontuario meédico que ajudardo no
diagndstico rapido do novo coronavinus e na descoberta de formas de controlar a pandemia. A coleta da
amostra de sangue wenoso pode, s vezes, resultar na formagio de um pequenc hematoma (roxo) & leve
dor localizada. Enfretanto, a coleta sera feita por profissional capacitado e com grande experéncia. Sera
utilizado material descartavel de boa qualidade (como agulhas e tubos a vacuo). A coleta de saliva, por sua
vez, & indolor & ndo causa nenhum desconforto bastando fazer uma raspagem de colonete no interior de
sua boca. As coletas serdo feitas a cada 3 dias durante 15 dias enaunto vocé estiver no hospital e, depois, 1
vez por més durante 3 meses quando o equipe de salde ird até sua casa realizar a coleta. O material
coletado ficara guardade na Fiooruz para uso exclusivo neste estudo e serd descartado apos 2 anos da data
da coleta. Toda informag3o obtida nessa pesquisa & considerada confidencial. Sua participagSo & totalmente
voluntara e caso vooe N30 queira participar nao havera nenhum prejuize para o seu tratamento.
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Vocé também pode desistir da participagio em qualguer momento da pesquisa, caso assim reschva. Vocé
nio tera qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa e ndo recebera remuneragioc por sua
participagdo. A assinatura desse termo de consentimento garante a assisténcia integral e gratuita, pelo
tempo que for necessario, em caso de complicagdes & danos decomrentes da sua participacdo no estudo.
Viocé tera acesso a todos os resultados derivados desse estudo. Vooé e o pesquisador assinardo duas vias
iguais, ficando uma via com vocé e a outra com o pesquisador responsavel.”

ANALISE: PFENDENCIA ATENDIDA.

2.3, Solicitam-se esclarecimentos se a coleta de material feita uma vez por més durante trés meses serd
realizada na casa do participante ou se ele tera gue se deslocar. Solicita-se incluir no TCLE que, quando for
necessario seu deslocamento em fungdo do estudo, sera garantide o ressarcimento das despesas do
participante da pesquisa e de seu acompanhante com o estudo. Salienta-se que os itens ressarcidos nic
s80 apenas aqueles relacionados a transporte e alimentagio, mas a todo gasto decomenie da participagao
no estudo [Resuhg.iu CMS n® 486 de 2012, itens 11.21 & N.3.g).

RESPOSTA: A coleta de amostras biolagicas dos parficipantes do estudo em pricdo posteior a intemagao
sera feita na residéncia do mesmo, evitando-se assim que o participante tenha que sofrer qualquer
deslocamento para este fim. Esta informagéo foi incluida no documento “AnexoS_TCLECovid 187 que
compreende o TCLE com as alteragdes (versdo limpa) & no
“Anexed_TCLECovid19_AleragiesCorVermelha™ que compreende o TCLE com as alteragies destacadas
na cor vermelha. O item esta transcrito a seguir: “Prezado SenhorPrezada Senhora, 'O grupo de pesquisa
Diagnéstico e Terapia de Doengas Infecciosas & Cancer da Fundagdo Oswaldo Cruz - Fiocruz esta
realizando um estudo de interesse para o diagndsfico e controle da doenga causada pelo novo coranavinus.
Se woce quiser participar desse estudo, solictamos que autorize a coleta de 10 mL de seu sangue, a coleta
de saliva para realizarmos exames laboratoriais e o acesso ao seu prontuario médico que ajudardo no
diagnostico rapido do novo coronavirus e na descoberta de formas de controlar a pandemia. A coleta da
amostra de sangue wenoso pode, s vezes, resultar na formagio de um pequeno hematoma (roxo) & leve
dor localizada. Enfretanto, a coleta sera feita por profissional capacitado e com grande experéncia. Sera
utilizado material descartavel de boa qualidade (como agulhas e tubos a vacuo). A coleta de saliva, por sua
vez, & indolor & ndo causa nenhum desconforto bastando fazer uma raspagem de cotonete no interior de
sua boca. As coletas serdo feitas a cada 3 dias durante 15 dias enquanto vocé estiver no hospital
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e, depais, 1 vez por més durante 3 meses gquando o equipe de salde ira até sua casa realizar a coleta. O
miaterial coletado ficara guardado na Fiocruz para uso exclusivo neste estudo e sera descartado apos 2
anos da data da coleta. Toda informagde obtida nessa pesquisa € considerada confidencial. Sua
participagio & totalmente voluntaria & caso vocé nSo queira participar ndo havera nenhum prejuizo para o
seu tratamento. Vocé também pode desistir da participagio em gualquer momento da pesquisa, caso assim
resolva. Viocg ndo tera qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa e ndo receberd remuneracio
por sua participacio. A assinatura desse termo de consentimento garante a assisténcia integral e gratuita,
pelo tempo que for necessario, em caso de complicagdes e danos decomentes da sua participagio no
estudo. Vooé tera acesso & todos os resultados derivados desse estudo. Vocé & o pesguisador assinardo
duas vias iguais, ficando uma via com vocé e a outra com o pesquisador responsavel.”

ANALISE: FENDENCIA ATENDIDA.

2.4 Mo projeto detalhado, pagina & de 10, & infformado que "O's dades individuais e clinicos dos pacientes
participantes deste estudo serdo obtidos de relatorios medicos e prontuarios.” Se houver intengao de
consultar o prontuario, essa informagio devera estar claramente expressa no TCLE, bem como a anuéncia
do participante da pesquisa para o acesso e uso dos seus dados registrados no prontuario. Solicita-se
adequagso.

RESPOSTA: A infermagdo sobre o acesso ao prontudrio médico de cada participante, bem como anuéncia
do mesmo para acesso e uso dos seus dados foi incluida no “AnexoS_TCLECovid19™ que compreende o
TCLE com as alteragies (versdo limpa) e no “AnexoS_TCLECovid19_AlteragiesCorVermelha™ que
compreende o TCLE com as alteragies destacadas na cor vermelha. O item esta transcrito a seguir:
“Prezado Senhor/Prezada Senhora, O grupo de pesquisa Diagnostico e Terapia de Doengas Infecciosas e
Céncer da FundagSo Oswaldo Cruz - Fiocruz esta realizando um estudo de interesse para o diagnostico e
controle da doenga causada pelo novo coranavirus. Se vocé quiser participar desse estudo, solicitamos que
autorize a coleta de 10 mL de seu sangue, a coleta de saliva para realizarmos exames laboratoriais e o
acesso a0 seu prontudro medico que ajudardo no diagnostico rapido do nove coronavirus e na descoberta
de formas de controlar a pandemia. A coleta da amostra de sangue venoso pode, 45 vezes, resultar ma
formagdo de um pequeno hematoma (roxo) e leve dor localizada. Entretanto, a coleta sera feita por
profissicnal capacitado e com grande experiéncia. Sera utilizade material descartavel de boa qualidade
(como agulhas e tubos a vacuo). A coleta de saliva, por sua vez, & indolor & n3o causa nenhum desconforio
bastando fazer uma raspagem de cotonete no interior de
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sua boca. As coletas serSo feitas a cada 3 dias durante 15 dias enquanio vocé estiver no hospital e, depois,
1 vez por més durante 3 meses guando o equipe de salde ira até sua casa realizar a coleta. O material
coletado ficara guardado na Fiocruz para uso exclusivo neste estudo e sera descartado apos 2 anos da data
da coleta. Toda informacgio obtida nessa pesquisa & considerada confidencial. Sua parficipago & totalmente
voluntaria e caso vocé ndo queira participar ndo havera nenhum prejuizo para o seu tratamento. Viocé
também pode desistir da participagio em qualguer momento da pesquisa, caso assim reschva. Voo ndo
terd gualquer tipo de despesa para participar da pesquisa e nSo receberd remuneragSc por sua
participagio. A assinatura desse termo de consentimento garante a assisténcia integral e gratuita, pelo
tempo que for necessario, em caso de complicagdes e dancs decomentes da sua participagio no estuda.
Vioce tera acesso a todos os resultados derivados desse estudo. Voce e o pesquisador assinarao duas vias
iguais, ficando uma via com vocé e a outra com o pesquisador responsavel.”

ANALISE: FENDENCIA ATENDIDA.

Consideragies Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissio Macional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicies
definidas na Resolugio CNS n® 466 de 2012 e na Nomma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovac3o do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Protocolo aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Paostagem Austor Situagio
| tes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 140472020 Aceito
do Projeto ROJETO 1531887 pdf 082641
Dutros Anexol TCLECowvid18_Alteracoes pdf 140472020 | Rafaella Fortini Aceito
08:25:58 | Grenfell e Queiroz

Outros Anexod_ProjetoCovid 19_Aleracoes pdf | 14/04/2020 |Rafaella Fortini Acaito
08:25:28 | Grenfell & Queiroz

Outros CartaResposta_pdf 14/04/2020 |Rafaella Fortini Aceito
08:24:48 | Grenfell e Queiroz

TCLE{ Termos de  |AnexoS TCLECowvid 18_pdf 14/04/2020 |Rafaella Fortini Aceito

Assentimento / 08:22:25 |Grenfell e Queircz

Justificativa de

Ausdncis
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Qe

Projeto Detalhado ! |Anexod_ProjetoCovid 18, pdf 140472020 | Rafaella Fortini Aceito

Brochura 021844 | Grenfell e Queiroz

Investigadaor

Ded.aragﬁc de Anexod_ CartaHospitalDaBaleia_pdf 01042020 | Rafaella Fortini Aceito

concordancia 10:42:12 | Grenfell e Queiroz

DEdaraEa'lc de Anexo?_CartaFiccruz pdf 31032020 |Rafaella Fortini Aceito

Instituigac e 075507 | Grenfell e Queircz

Infraestrutura

Faolha de Riosto Anexol_FolhadeRosto. pdf 310372020 |Rafaella Fortini Aceito
07:54:38 | Grenfell e Queiroz

Situagdo do Parecer:

Aprovado

BRASILLA, 19 de Abril de 2020

Assinado por:
Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador{a))

Enderego: SRTWM 701, Wla W S Norie, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Balrmo: Asa Worke CEP: 70.713-040
UF: OF Municiplo: BRASILLA
Telefone: (5133155877 E-mall: conemEsaude gov.ir

P 14 S 14

112



113



